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INTRODUCTION

1. Rappels de physiologie cardiaque

1.1. Anatomie du cceur

Le cceur assure dans 1’organisme un role de pompe, permettant la distribution via les
vaisseaux sanguins de dioxygene et des métabolites a I’ensemble des organes périphériques.
Cet organe est un muscle strié constitué de deux parties anatomiquement distinctes et séparées
par une cloison, le septum interventriculaire : le cceur gauche et le cceur droit. Le coeur gauche
qui assure la circulation systémique est constitué de ’oreillette (OG) et du ventricule (VG)
gauche alors que le cceur droit qui assure la circulation pulmonaire est constitué¢ de I’oreillette
(OD) et du ventricule (VD) droit. Il existe entre les oreillettes et les ventricules ainsi qu’entre
les ventricules et la circulation, un systéme de valves qui empéche le sang de refluer en amont
(Figure 1) [1].
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Figure 1 : Anatomie du cceur. A : Face antérieure du cceur. B : Coupe frontale montrant les
cavites et les valves cardiaque.

1.2. Le cycle cardiaque

Au cours du cycle cardiaque, le cceur alterne des phases de systole (phase de
contraction/éjection) et des phases de diastole (phase de relaxation/remplissage). Pendant la

phase de remplissage (Figure 2), les valves atrioventriculaires sont ouvertes, et le sang remplit

1



les ventricules. La phase de remplissage se divise elle-méme en deux phases successives : un
remplissage passif (le sang est acheminé dans le ventricule de maniere passive par gradient de
pression), et un remplissage actif (par contraction de I’oreillette, qui chasse le sang vers le

ventricule).

Apres la contraction auriculaire, le ventricule initie alors la phase de contraction
isovolumique. Le muscle cardiaque se contracte, et 1’élévation de la pression intraventriculaire
entraine la fermeture des valves atrioventriculaires. La pression a I’intérieur du ventricule va
continuer a augmenter sous 1’action de la contraction du myocarde, jusqu’a devenir supérieure
a la pression artérielle en aval des valves sigmoides, et provoquer leur ouverture. Le sang est

alors éjecté soit dans I’artére aorte (VG) et soit dans I’artére pulmonaire (VD).

Le cceur initie alors sa relaxation. Suite a la phase d’éjection, le volume de sang dans le
ventricule diminue, permettant a la pression intraventriculaire d’étre inférieure a la pression
artérielle, et les valves sigmoides se referment. Le cceur entame alors la phase de relaxation
isovolumique : le myocarde se relache, les valves sigmoides et atrioventriculaires sont toujours
fermées, et la pression intraventriculaire diminue, jusqu’a devenir inférieure a la pression
exercée par le sang veineux, et provoquer 1’ouverture des valves atrioventriculaires. Le cceur

entame alors un nouveau cycle cardiaque [1].
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Figure 2. Le cycle cardiaque du ventricule gauche.
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1.3. La contraction cardiaque

1.3.1. La fibre musculaire cardiaque

Le myocarde est, entre autre, constitue de fibres musculaires, elles-mémes constituées
de myofibrilles (Figure 3A). Chaque myofibrille s’étend sur toute la longueur de la cellule
musculaire, et est contractile. Les myofibrilles sont composées de filaments épais et de
filaments fins. Les filaments épais sont constitués essentiellement de myosine. La myosine a la
particularité d'étre a la fois une protéine structurale et fonctionnelle : chaque protéine est
constituée d’une queue formée par deux chaines polypeptidiques, et d’une téte bilobée,
correspondant au site catalytique de la myosine. La téte d'une protéine de myosine comporte un
site de liaison a l'actine (responsable de la formation des ponts d'union nécessaires a la
contraction musculaire), un site de liaison a I'ATP ainsi qu'une ATPase. Chaque filament épais
comprend environ 200 protéines de myosine qui sont assemblées ensemble de maniere a ce que
les tiges soient rassemblées au milieu du filament épais, et a ce que les tétes soient réparties a

ses extrémités (Figure 3B).
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Figure 3. Structure et composition des fibres musculaires cardiaques

A. Structure d’une myofibrille. B. Structure d’un sarcomere.
D’aprés E. Marieb, « Anatomie et physiologie humaines » ed. 2013.



Les filaments fins sont quant a eux constitués essentiellement d’actine, une protéine
globulaire, associée en protéine fibreuse : I’actine F. Les tétes de myosines sont capables de se

lier a I’actine durant la contraction musculaire.

Les filaments fins sont également constitués de protéines régulatrices de la contraction :
la troponine et la tropomyosine. La tropomyosine est une molécule fibreuse qui a pour but de
masquer les sites d’interaction des tétes de myosines avec 1’actine. La troponine, quant a elle,

est un complexe protéique constitué de trois sous-unités :

- Latroponine I (Tnl) se liant a I’actine
- Latroponine T (TnT) se liant a la tropomyosine et 1’aligne avec 1’actine

- Latroponine C (TnC) se liant aux ions calcium

Le complexe troponine-tropomyosine permet de camoufler les sites d’interactions entre
I’actine et la myosine lorsque la fibre musculaire est au repos. Lorsque la concentration
intracellulaire en calcium augmente, le complexe subit un changement de conformation
spatiale, rendant accessibles les sites d’interaction. L’interaction entre les tétes de myosine et
les filaments d’actine est responsable du raccourcissement des sarcomeres, et donc de la

contraction musculaire.

La titine est une protéine extensible reliant les filaments épais a la strie Z. Outre son role
de maintien des filaments épais dans la fibre musculaire, ses propriétés élastiques permettent
au muscle de retrouver sa forme initiale lorsqu’il est étiré. La titine peut étre exprimée dans les
cardiomyocytes sous deux isoformes : I’isoforme N2A, plus compliant, et I’isoforme N2B, plus
rigide. De plus, elle peut étre phosphorylée sur deux de ses domaines : les domaines N2B/N2BA
(spécifiques de chaque isoforme) et PEVK par la PKA et la PKG, modulant alors ses capacités
de compliance.



1.3.2. Le couplage excitation-contraction

Au niveau des cardiomyocytes, la dépolarisation entraine 1’activation des canaux
calciques de type L (Ca?*, L) localisés au niveau des tubules transverses (Figure 5). Ces canaux
activés s’ouvrent alors, et laissent pénétrer dans la cellule un flux d’ions Ca?*. La concentration
en Ca?* intracellulaire augmente et entraine ’activation de récepteurs-canaux a la ryanodine
(RyR2).

RyR2 est une protéine tétramérique de 550 kDa, localisee au niveau de la membrane du
réticulum sarcoplasmique (RS). RyR2 interagit avec de nombreuses protéines régulatrices et
posséde deux sites de fixation au Ca?* : I’un & haute affinité induit I’ouverture du canal et I’autre,
a basse affinité induit la fermeture du canal. La fixation de Ca?* sur le site a haute affinité de
RyR2 lors du couplage excitation-contraction (CEC) permet I’ouverture du canal et la libération
du Ca?* stocké dans le RS grace a un mécanisme appelé calcium induced-calcium release
(CICR). La [Ca?"]i augmente alors & 200-400 uM et les ions Ca?* vont alors diffuser vers les
myofilaments et se fixer a la TnC, exposant ainsi les sites d’interaction de I’actine et de la

myosine.

Dans ces conditions, les tétes de myosine et les filaments d'actine se lient entre elles, et
forment ainsi des ponts d'union, premiéere étape nécessaire a la contraction de la fibre
musculaire. La téte de myosine pivote alors sur elle-méme et libére un ADP et un Pi, entrainant
un mouvement de glissement entre les filaments fins et épais. Par la suite, la fixation d'une
nouvelle molécule d'ATP sur son site de fixation au niveau des tétes de myosine entraine le
détachement de la myosine et de I'actine. L'hydrolyse de I'ATP en un ADP et un Pi rétablit alors
la conformation initiale de la téte de la myosine, permettant a celle-ci de se lier a nouveau au

filament d'actine, et ainsi de permettre un nouveau mouvement de glissement (Figure 4).
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Figure 4. La contraction musculaire cardiaque a ['échelle protéique.
D’aprés E. Marieb, « Anatomie et physiologie humaines » ed. 2013.

Lors de la repolarisation, le calcium est ensuite recapté majoritairement par le RS (80%)
grice a Dactivation des pompes Ca?*-ATPase du réticulum sarcoplasmique (SERCAZ2a) et
expulsé au niveau de la membrane plasmique par 1’échangeur Na*/Ca?* (NCX, environ 20%).
La pompe calcique membranaire intervient trés peu dans le retour a la [Ca®']i de repos. Le
phospholamban (PLB) est une protéine régulatrice de I’activit¢ de SERCA2a. Lorsqu’il est
phosphorylé, le PLB se détache de SERCAZ2a, levant I’inhibition qu’il exerce sur la pompe, ce

qui provoque une augmentation de la recapture des ions Ca?* par le RS (Figure 5).
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Figure 5. Couplage excitation-contraction.

1. Arrivée du potentiel d’action. 2. Activation et ouvertures des canaux calciques de type L
(Ca?*, L). 3. Augmentation locale de la concentration en calcium intracellulaire ([Ca?']i. 4.
Activation des récepteurs a la Ryanodine (RyR2). 5. Augmentation de la [Ca?*]i libre. 6.
Diffusion du Ca?* libre vers les myofilaments et contraction. 7. Recapture du Ca?* au niveau du
reticulum sarcoplasmique (RS) par les pompes Ca®**-ATPase du RS (SERCA2a) et au niveau
de la membrane plasmique par I’échangeur Na*/Ca?* (NCX). ADP : adénosine diphosphate ;
ATP : adénosine triphosphate ; PLB : phospholamban.

2. Régulation de la fonction cardiaque

2.1. Régulation neurohormonale

L’activité du ceeur est régulée en partie par le systéme nerveux autonome : le systeme

parasympathique et sympathique.



e Systeme parasympathique

Les fibres nerveuses parasympathiques, d’origine bulbaire, innervent essentiellement le
nceud sinusal, le nceud auriculoventriculaire, et les myocytes auriculaires. Leur stimulation
entraine la libération d’acétylcholine, qui active les récepteurs muscariniques M2. Leur
stimulation au niveau du nceud sinusal et des ventricules entraine 1’activation de la protéine G;
a laquelle ils sont couplés, provoquant une diminution des taux d’AMPc. La stimulation de ces
récepteurs est responsable des effets cardiomodérateurs du systéme parasympathique (Tableau
1).

e Systéme sympathique

Les fibres nerveuses sympathiques, d’origine médullaire, innervent quant a elles le tissu
nodal et I’ensemble du myocarde, tant au niveau des oreillettes qu’au niveau des ventricules.
La stimulation de ces neurones entraine la libération de noradrénaline. Le systéme sympathique
innerve également la glande médullosurrénale, capable de libérer dans la circulation générale
majoritairement de 1’adrénaline ainsi que de la noradrénaline, participant a la régulation
humorale de la fonction cardiaque. Les catécholamines ainsi libérées sont capables d’activer
les récepteurs adrénergiques. Au niveau du VG, les récepteurs Pi-adrénergiques (Bi-AR)
représentent la plus grande partie des récepteurs (80%), avec les récepteurs Po-adrénergiques
(B2-AR) (20%) [2]. La stimulation de ces récepteurs est responsable des effets cardio-
accélérateurs du systeme sympathique (Tableau 1). Les récepteurs Bs-adrénergiques (B3-AR)

sont également exprimés au niveau cardiaque.



Tableau 1 : Régulation de I’activité cardiaque par les systémes parasympathique via et les
récepteurs M2 et sympathique via les p1-AR et p2-AR.

Tropisme Paramétre modifié

Effets du systeme

parasympathique

Effets du systéme

sympathique

7

Chronotropisme Fréquence cardiaque | \

_ Contractilité (Volume
Inotropisme o ' N 7
d’¢jection systolique)

) Tonus myocardique
Tonotropisme N 7
au repos
Lusitropisme Vitesse de relaxation |\ 7

Afin de clarifier le message, et compte-tenu de la spécificité du modele animal présenté
dans ces travaux, qui présente une élévation de l'expression des récepteurs B3-AR, seul le

systéme [-adrénergique sera détaillé par la suite.

2.1.1. Le systeme B-adrénergique

2.1.1.1. Structure

Les B-AR font partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR). lls
sont constitués de sept domaines transmembranaires hydrophobes, reliés entre eux par des
boucles extra et intracellulaires. Les B1-AR et f2-AR possedent au niveau de leur extrémité
carboxy-terminale intracellulaire des sites phosphorylables par les kinases des récepteurs
couplés aux protéines G (GRK). La phosphorylation de ces sites entraine un découplage du
récepteur de sa protéine G, conduisant a I’inactivation du récepteur [3]. Ce phénomene de
désensibilisation homologue intervient lors d’une stimulation chronique des récepteurs par le
systéeme [-adrénergique, notamment durant I’insuffisance cardiaque. En plus de ce phénoméne
de désensibilisation rapide, la réponse Pi-adrénergique est également affectée par I’expression
des récepteurs, qui est diminuée en cas de stimulation chronique [3]. A I’inverse, les B3-AR sont
dépourvus de site de phosphorylation. Leur désensibilisation est ainsi beaucoup plus limitée.
Plusieurs études ont montré une incapacité des 3-AR a étre désensibilisés, notamment dans des

systéemes d’expressions hétérologues dans des cellules [4-6], ou dans des cellules de
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neuroblastome exprimant le B3-AR de maniere endogene [7]. Toutefois, ces données sont a
pondérer vis-a-vis d’autres études qui ont montré une désensibilisation possible du 3-AR dans

un modele de cellules HEK transfectées [8], et I’iléon de souris [9].

2.1.1.2. Voies de signalisation des récepteurs p. et f32-

adrénergiques

Les B-AR sont activés par la fixation de catécholamines. La fixation d’un agoniste
entraine un changement de conformation de la protéine, et 1’activation de la protéine G associée

au récepteur.

Les B1-AR sont localisés sur I'ensemble de la surface des cardiomyocytes et sont
associes a des protéines Gs. Toutefois, ces récepteurs peuvent aussi étre exprimeés au niveau de
la membrane nucléaire, et leur activation a un effet sur la régulation de la transcription des génes
[10]. Pour la suite de ce manuscrit, seul I’effet des récepteurs membranaires sera détaillé. Leur
stimulation entraine 1’activation de I’adénylate cyclase (AC), qui catalyse la formation d’AMPc¢
a partir d’ATP. Si I'AC5 et I'AC6 sont les isoformes majoritaires d'AC dans le myocarde [11,
12], une étude récente a mis en évidence le fait que les B:-AR sont couplé a I'AC5, tandis que
les B2-AR sont couplés préférentiellement a I'AC6 [13]. L'AMPc produite par cette voie diffuse
largement dans le cytosol des cardiomyocytes, et active la protéine kinase A [14], capable de
phosphoryler a distance des B1-AR différentes cibles moléculaires [15, 16] :
e les canaux calciques de types L : leur phosphorylation entraine I'augmentation de
leur probabilité d'ouverture [17], et donc une augmentation du courant lca et de
[Ca?];

e RyR2 :augmentant alors leur sensibilité a I'élévation de [Ca?*]; et leur activité [18].

e Tnl:induisant alors un changement conformationnel, qui a pour effet d'accélérer la
cinétique de la formation des ponts actine-myosine [19].

e PLB : la phosphorylation du PLB léve l'inhibition sur la pompe SERCAZ2a, et

améliore ainsi la recapture du Ca®* par le SR [20].
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e la titine : sa phosphorylation sur le domaine N2B a pour effet d'améliorer ses
propriétés élastiques, pour in fine augmenter la compliance du myocarde et le

remplissage ventriculaire [21, 22].

Par ailleurs, la PKA phosphoryle plusieurs phosphodiestérases (PDE4B, PDE4D,
PDE3) produisant ainsi un rétrocontréle negatif sur la voie AC/AMPCc/PKA et ce qui évite

I'apparition d'effets délétéres pour la fonction cardiaque [23-25].

Les B2-AR, quant a eux, sont localisés au niveau des caveoles en condition
physiologique [26], et peuvent étre couplés a une protéine Gs ou Gi. Lorsqu'ils sont associés a
une protéine Gs, leur stimulation entraine une élévation localisée de [AMPCc] via l'activation de
I'ACG6 [13]. De ce fait, la stimulation de la voie AC/AMPc/PKA par le récepteur B2-AR est de
plus faible efficacité [27]. Lors d'une stimulation prolongée, la phosphorylation des B2-AR par
la PKA augmente leur affinité pour les protéines Gi, et permet ainsi l'activation d'autres voies
de signalisation [28]. Tout d'abord, le couplage a une protéine Gi aura pour effet d’inhiber
I’activité de la voie AC/AMPCc/PKA, contrebalangant les effets d'une stimulation des Bi-AR.
De plus, les B2-AR couplés a une protéine Gi activent la voie PI3K/Akt, impliqués dans des
mécanismes anti-apoptotiques [29], et apparaissent ainsi comme un mécanisme protecteur en

réponse a une stimulation catécholaminergique excessive.

Les B1-AR et B2-AR sont également présents au niveau des vaisseaux, aussi bien au
niveau endothélial qu’au niveau des cellules musculaires lisses, et induisent I’activation de la
voie GsS/AMPCc/PKA. Dans les cellules endothéliales, la PKA active a son tour la NO synthase
endothéliale (eNOS), et le *NO produit diffuse alors dans les cellules musculaires lisses, ou il
active la voie du GMPc/PKG et induit une vasorelaxation [30]. Dans les cellules musculaires
lisses, I’activation de la voie Gs/AMPc/PKA est a I’origine d’une vasorelaxation. En effet, la
PKA et/ou la PKG vont phosphoryler de nombreuses protéines aboutissant a une relaxation par
(i) une désensibilisation de leur appareil contractile et par (ii) un retour de la [Ca?*]i & son niveau

de repos.
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La désensibilisation de 1’appareil contractile des cellules musculaires lisses implique la
phosphorylation de la Myosin Light Chain Kinase (MLCK) par la PKA, ce qui diminue son
activité [31]. A P’inverse, la PKA et la PKG par inhibition de la voie RhoA/RhoKinase
permettent la phosphorylation de la Myosin Light Chain Phosphatase (MLCP), augmentant
alors son activité et favorisant la déphosphorylation de la MLC20 [32-34].

Le retour de la [Ca?*] & son niveau de repos est opéré par une inactivation des canaux
Ca’" de type L. Cette inactivation est induite par une repolarisation voir une hyperpolarisation
membranaire qui dépend de la phosphorylation et de 1’activation par la PKA et/ou la PKG de
nombreux canaux ioniques de la membrane plasmique, dont des canaux potassiques [35-38], et
la Ca?*-ATPase de la membrane plasmique. De plus, la PKG phosphoryle I’IP3R et I’inactive
empéchant ainsi 1’augmentation de la [Ca?*]; par libération de Ca?* des stocks du RS [39]. Enfin,
la phosphorylation par la PKA et la PKG du PLB provoque son détachement de SERCAZ2a et
le recaptage du Ca®* par le RS [40].

2.1.1.3. Voies de signalisations des récepteurs Bs-adrénergiques

Au niveau du ventricule gauche, les récepteurs B3-AR sont couplés a une protéine Gi, et
entrainent l'activation de la voie du NO. Initialement, sa production a été attribué a la NOS
endothéliale (eNOS) [41], mais plus récemment, d'autres études ont montré I'implication de
I'isoforme neuronale (NNOS) dans la voie [42-44]. Birenbaum et al. (2008) ont également mis
en évidence l'implication de iNOS dans la diminution de la réponse contractile induite par une
stimulation a l'isoprénaline avec le vieillissement, suggérant son implication potentielle dans

un contexte pathologique [43].

Le *NO produit est capable d’agir sur le couplage excitation-contraction, soit par
phosphorylation des canaux calciques de type L par une voie PKG/GMPc dépendante, soit par
S-nitrosylation des canaux, indépendamment du GMPc [45]. Physiologiquement, la stimulation

des B3-AR a sur les ventricules un effet inotrope négatif [46, 47] et lusitrope positif [48].
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Au niveau de I’oreille gauche, Skeberdis et al. (2008) ont rapporté que la stimulation du
B3-AR entrainait a I’inverse 1’activation de la production d’AMPc, entrainant 1’augmentation

du courant Ica,L, et une augmentation de la contractilité atriale [49].

Récemment, des travaux ont montré I'implication des Bs-AR dans des mécanismes
cardioprotecteurs dans des pathologies aigues, comme l'infarctus du myocarde [42, 50, 51],
ainsi que dans des mécanismes anti-hypertrophiques [44]. Toutefois, a terme, la stimulation
excessive des B3-AR est soupgonnée de dégrader la fonction cardiaque, comme c'est le cas dans

I'insuffisance cardiaque terminale [52].

Dans les vaisseaux, les récepteurs Bz-adrénergiques sont localisés au niveau des cellules
endothéliales. Leur stimulation entraine une vasodilatation. Toutefois, la voie de signalisation
associée a la vasorelaxation varie en fonction de I’espéce étudiée et du territoire vasculaire,

comme résumé dans le Tableau 2 [53-56].

Tableau 2 : Voies de signalisations impliquées dans la vasorelaxation médiée par le f3-AR

.. Artéres Microartéeres
Localisation X Aorte .
pulmonaires coronaires
Espece Canine Bovin Rat Humain
Tissu/Type Anneaux Cellules Anneaux Cellules
cellulaire vasculaires? endothéliales? aortiques? endothéliales*
GMPc GMPc
Voie identifiée AMPc NO
eNOS NO
Effet biologique . . . .
g9 Vasorelaxation Vasorelaxation Vasorelaxation Vasorelaxation

1Tagaya et al

. 1999 ; 2 Kou et al. 2007 ; ® Trochu et al. 1999 ; # Dessy et al. 2004.
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2.2. Régulation paracrine par les cellules endotheliales

Bien que les cardiomyocytes représentent environ 75% du poids du cceur, les cellules
endothéliales sont trois fois plus nombreuses dans le cceur [57]. Les cellules endothéliales,
initialement décrites comme un déterminant majeur de la régulation de I'némostase et de la
fluidité du sang [58], ont également un role essentiel dans la régulation de I'activité cardiaque
via une action paracrine sur les cardiomyocytes [59]. Ce phénomeéne est possible grace a la
localisation des cellules endothéliales, qui sont au contact du myocarde. Un cardiomyocyte ne

se trouve ainsi jamais a plus de 50 um d’une cellule endothéliale chez I’homme [59].

Au niveau cardiaque 2 types d’endothéliums sont décrits : 1’endothélium endocardique
(EE) qui tapisse les parois des cavités ventriculaires et I’endothélium des capillaires coronaires
(ECC) qui tapisse 1’ensemble du réseau vasculaire perfusant le cceur. Ces 2 types
d’endothélium, bien que présentant des similitudes au niveau structurel et fonctionnel,

présentent également de nombreuses différences (Tableau 3) [60, 61].

Brutsaert et al. (1988) ont montré que 1I’endothélium endocardique est capable de réguler
la contractilité cardiaque. Aprés avoir immergé des muscles papillaires de chat dans du Triton
X-100 a 1% durant 1s, ils ont réalisé des expériences de contraction a diverses concentrations
extracellulaires en Ca?*. Ils ont mis en évidence sur des muscles papillaires désendothélialisés
’apparition rapide d’une relaxation conduisant a une diminution de la durée et de I’amplitude
de contraction, au moins pour les deux premiéres concentrations en Ca?* (Figure 6) [62]. Ces
modifications de la contractilité des muscles papillaires mettent ainsi en évidence la régulation
de I’activité contractile cardiaque par 1’endothélium endocardique. Ces résultats ont depuis été

confirmés [63, 64] et transposés a I’endothélium des capillaires coronaires [65, 66].
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Tableau 3 : Différences entre endothélium endocardique et endothélium des capillaires
coronaires

Endothélium des capillaires
coronaires

Endothélium endocardique

Localisation Cavités cardiaques Capillaires coronaires

Cellules mésothéliales de

Origine embryonnaire Plagque cardiogénique aalleri

Microvillosités Présentes Absentes
Organisation du

cytosquelette Filaments de vimentine et . . Compactes et alignées dans
. Réseau filamenteux 5 .
microtubules I'axe cellulaire
Golgi >
Organelles Activité métabolique >
Vésicules <
Espaces intercellulaires Profonds Peu profonds
Jonctions cellulaires Jonctions GAP >
Jonctions serrées >
Expression élevée Expression plus faible
eNOS B . . .
I . dans 'appareil de Golgi diffuse dans le cytosol
Activité paracrine
Facteur de Von Willebrand >
Adapté de Kuruvilla & Kartha, 2003 et Aird 2007.
1,25 mM Ca?* 2,5 mM Ca% 7,5 mM Ca%*

- T (mN/mm?)

50

0

Figure 6. Effet de I'abrasion de I'endothélium par du Triton X100 sur la contraction de
muscles papillaires cardiaques.

D'aprés Brutsaert et al. (1988). — endothélium intégre, --- endothélium abrase. T : tension
exprimée en mN/mmg2,

La régulation paracrine de I’endothélium sur la contractilité cardiaque s’effectue par la
sécrétion de différentes substances, comme par exemple le monoxyde d'azote (*NO). Le *NO
est synthétisé a partir de la L-Arginine par trois types de NOS : lanNOS ou NOS1, la eNOS ou
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NOS3 et la INOS ou NOS2 [67]. Au niveau des cellules endothéliales, le *NO est produit par
la eNOS. Il active la voie GC/GMPc/PKG mais a également des effets indépendants de cette
voie qui ne seront pas détaillés dans ce manuscrit [68, 69]. L’activation de la voie
GC/GMPc/PKG a des effets dépendants de la concentration en «NO [70]. Ainsi a de faibles
concentrations (au repos), le *\NO a un effet inotrope positif sur la contraction cardiaque alors
qu’a de fortes concentrations (a 1’effort, en condition pathologique), le *\NO a un effet inotrope
négatif [30, 71]. En effet, a de faibles concentrations le GMPc produit inhibe la PDE3 induisant
une augmentation des concentrations en AMPc alors qu’a des concentrations plus importantes,
le GMPc active la PKG [72] qui phosphoryle et inactive les canaux Ca®* de type L [73] et
phosphoryle la Tnl [74]. Le GMPc active également la PDE2 qui catalyse I’AMPCc et diminue
I’action de la voie AC/AMPCc/PKA [75]. Enfin, un effet inotrope négatif direct du *NO est

également possible par S-nitrosylation des canaux Ca®* de type L [76].

3. L’insuffisance cardiaque

Les maladies cardiovasculaires touchent plus d’un adulte sur trois et sont la premiére
cause de déces dans les pays développés. L’insuffisance cardiaque (IC) est aujourd’hui un
probléme de santé publique majeur qui touche 2 a 3% des adultes et dont la prévalence
augmente avec 1’age [77]. L’IC est un syndrome clinique, traduisant 1’incapacité du cceur a
maintenir un débit nécessaire au bon fonctionnement de 1’organisme. D’apres la définition de

I’European Society of Cardiology, I’insuffisance cardiaque associe :

- des symptdmes (dyspnée, fatigue) et des signes caractéristiques de I’IC (tachycardie,
polypnée, rales crépitants pulmonaires, épanchement pleural, turgescence jugulaire,

cedémes périphériques, hépatomégalie) ;
- une preuve objective d’une anomalie structurelle ou fonctionnelle du cceur au repos

(cardiomégalie, 3°™  bruit cardiaque, souffle cardiaque, anomalie de

I’échocardiogramme, €lévation du dosage des peptides natriurétiques).
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Il existe deux types d’IC : I'IC a fraction d’¢jection réduite (ICFER), caractérisée par
une altération de la contraction cardiaque et une fraction d’éjection inférieure a 50%, et I’IC a
fraction d’¢éjection préservée (ICFEP), caractérisée par une altération de la relaxation et du

remplissage myocardique, associée a une fraction d’éjection supérieure ou égale a 50%.

3.1. L’insuffisance cardiaque a fraction d’éjection préservée

3.1.1. Epidémiologie de PICFEP

Au cours des deux derniéres décennies, la prévalence de I’ICFEP n’a cessé de croitre
jusqu’a atteindre plus de la moiti¢ des cas d’IC en 2006. La proportion d’ICFEP augmente
chaque année de 1% parallélement au vieillissement de la population, engendrant une
augmentation de la mortalité, des hospitalisations et des frais de prise en charge [78]. A I'heure
actuelle, 4-6% des adultes sont touchés par cette maladie, et cette proportion atteint 10% des
patients de plus de 75 ans [79]. L’ICFEP, comparativement a I’ ICFER, atteint une population
de patients plus agés. Selon les études, les femmes représentent une part plus ou moins
importante des patients (entre 45 et 70%) [80], laissant supposer que la perte d’hormones

sexuelles liée a la ménopause joue un réle important dans le développement de la maladie [81].

3.1.2. Les comorbidités associées a PICFEP

Dans la littérature, les patients atteints d’ICFEP présentent classiquement également un
grand nombre de comorbidités. On retrouve parmi elles I’hypertension artérielle modérée, les
troubles métaboliques, le diabéte, 1’obésité, 1I’insuffisance rénale Il est intéressant de noter que,
si ces comorbidités sont classiqguement associées a un risque accru de toutes les maladies
cardiovasculaires confondues, les patients atteints d’ICFEP présentent fréquemment plusieurs
de ces comorbidités en méme temps (en moyenne 4-5). La prévalence particulierement élevee
des comorbidités dans I’'ICFEP suggére qu’elles jouent un rdle particulierement important dans

le développement de la maladie [82] (Figure 7).
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e L’hypertension artérielle

L’hypertension artérielle (HTA) est caractérisée par une élévation anormale de la
pression artérielle systémique. En pratique, un patient souffre d’HTA lorsque sa pression
artérielle systolique excede 140 mmHg et sa pression artérielle diastolique 90 mmHg. Cette
pathologie est un fléau majeur : en effet, d’aprés un rapport de 2011 de 1’Institut National de
Veille Sanitaire (INVS), 'HTA touche aujourd’hui 30% des adultes de 18 a 74 ans. Sa
prévalence augmente avec 1’age, et 67% des adultes de 64 a 74 ans sont hypertendus [83]. De
nombreux travaux antérieurs ont déja établi que ’HTA était un facteur de risque majeur pour
I’apparition d’éveénements cardiovasculaires, et augmentait le risque de formation de plaques
d’athérome [84], d’accident vasculaires cérébraux [85], de cardiopathie ischémique, et
d’insuffisance rénale chronique [86]. Chez les patients atteints d’ICFEP, ’'HTA est une
comorbidité majeure retrouvee chez 60 a 80% des patients selon les études [87], et a clairement

¢té établie comme le premier facteur de risque d’apparition d’ICFEP [79].

Il a déja été démontré que I’¢élévation de la postcharge due a ’'HTA était capable de
favoriser I’apparition d’un remodelage hypertrophique du myocarde et de fibrose [88], qui sont
deux facteurs intimement liés a 1’apparition de dysfonction diastolique. Il est également déja
connu que les patients atteints d’HTA, avant de déclarer une ICFEP, présentent déja des
altérations des fonctions diastolique et systolique décelables a 1’échographie [89, 90]. En outre,
I’HTA est également associée a la dysfonction endothéliale et a I’augmentation de la rigidité
artérielle, deux facteurs liés a la physiopathologie de I'ICFEP, qui seront détaillés dans ce

manuscrit.

e Lafibrillation atriale

La fibrillation atriale (FA) est ’arythmie la plus fréquemment diagnostiquée, et est
caractérisée par I’activation incontrélée de I’oreillette, entrainant la détérioration de la fonction
atriale. La FA est une affection dont la prévalence est fortement liée a 1’age. En effet, sa
prévalence est de 0,89% de la population genérale, mais atteint 5,9% des personnes de plus de

65 ans [91]. La FA est une comorbidité fréquemment associée a I’ICFEP, en effet, dans la
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plupart des études, entre 20 et 40% des patients sont concernés [87]. L’augmentation des
pressions de remplissage du VG est susceptible d’entrainer une élévation de la pression dans
I’oreillette gauche, et donc d’entrainer son remodelage et a terme une perte de fonction. Il est
intéressant de noter que la FA est considérée comme un facteur de mauvais pronostic pour
I’ICFEP, du fait de la perte de fonction auriculaire lors du remplissage, et que la dysfonction

diastolique est un facteur aggravant de la FA, du fait de 1’élévation de la pression atriale.

e Hypertension artérielle pulmonaire

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est définie par une pression artérielle
pulmonaire moyenne supérieure a 25 mmHg au repos ou supérieure 2 30 mmHg a I’effort. On
distingue classiquement deux grands types d’HTAP : ’'HTAP précapillaire et postcapillaire.
L’HTAP précapillaire est le plus souvent consécutives a une pathologie d’origine pulmonaire,
tandis que I’HTAP postcapillaire est plus fréquemment une complication d’une pathologie du

cceur gauche.

Dans le cas de ’ICFEP, consécutivement a 1'augmentation des pressions dans le VG,
l'augmentation de la pression dans l'oreillette gauche puis dans le systeme vasculaire
pulmonaire favorise ’apparition d’une HTAP postcapillaire : selon les études, la proportion de
patients en ICFEP atteints d’HTAP est estimée entre 53 et 83 % [92, 93], et est associée a une
forte mortalité [94]. L'augmentation aigue de la pression dans la circulation pulmonaire entraine
une altération de la fonction et de la perméabilité endothéliale. Ainsi, le risque majeur d'une
élévation aigue de la pression artérielle pulmonaire est la survenue d'un cedéme pulmonaire

[95].

L'HTAP chronique, entraine également un remodelage de la paroi vasculaire des
vaisseaux pulmonaires, caractérisé par un dépdt anormal de collagéne IV et une dysfonction
endothéliale chronique, entrainant une forte altération des capacités de relaxation des fibres
musculaires lisses vasculaires [96]. A terme, I'HTAP va imposer au ventricule droit (VD) une

postcharge anormalement accrue. Dans un premier temps, une hypertrophie compensatrice du
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VD se met en place, mais a terme, le remodelage peut évoluer en dilatation, insuffisance de la

valve tricuspide, et enfin vers une perte de la contractilité du VD, entrainant une IC droite [95].

e Lediabete

Le diabete se définit par une hyperglycémie chronique supérieure a 1,26 mg/L ou 7
mmol/L. La prévalence du diabéte en France est estimée a 4,4% de la population générale, et
atteint 14,2% des personnes agées de 65 a 74 ans [97]. Le diabete est un facteur de risque connu
d’apparition de maladies cardiovasculaires, notamment pour 1’athérosclérose, les accidents
vasculaires, 1’insuffisance rénale. En cas de cardiopathie ischémique, les patients diabétiques
ont également un pronostic plus engagés, et évoluent plus rapidement vers une insuffisance
cardiaque congestive [98]. Il est intéressant de noter que la prévalence du diabéte est
particulierement élevée chez les patients atteints d’ICFEP. Selon les études, on estime
qu’environ 30 a 40% des patients souffrant d’ICFEP sont diabétiques [87].

e L’obésité

L’obésité, définie par I’augmentation de I’indice de masse corporelle (IMC) au-dela de
30 kg/m2. D’apres le rapport Obepi 2012, 1’obésité est en constante augmentation en France.
On estime que 15% des adultes sont obéses et que 32,3% sont en surpoids. Si I’on s’intéresse a
la prévalence des personnes agées, la population la plus a risque d’ICFEP, 17,6% des personnes
de plus de 65 ans sont atteintes d’obésité, et 41,2% sont considérées en surpoids. L’obésité est
un facteur de risque bien connu des maladies cardiovasculaires, notamment pour la survenue
d’IC, d’HTA, de dyslipidémie, et de diabéte [99]. Dans le cadre de I’'ICFEP en particulier,
I’obésité est une comorbidité trés présente parmi les patients, et concerne 27 a 46% des patients

selon les cohortes [87].

e L’insuffisance rénale chronique

L’insuffisance rénale chronique (IRC), est définie par une diminution du débit de

filtration glomérulaire au-dessous de 60 mL/min, associé¢ ou non a des marqueurs d’atteinte
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rénale, et ce depuis plus de trois mois. L’IRC est une comorbidité fréquemment associée aux
pathologies cardiaques, et 1’étroite association de la physiopathologie de ces deux organes a
donné lieu au concept de « syndrome cardiorénal », défini par Claudio Ronco comme « une
entité physiopathologique complexe touchant le ceeur et les reins dans laquelle la dysfonction
aigué ou chronique d’un des organes peut induire une dysfonction aigué ou chronique de 1’autre
organe » [100]. On estime ainsi que 30 & 40% des patients insuffisants cardiaques présentent

une atteinte de la fonction rénale [101].

D’un point de vue physiopathologique, il est difficile de déterminer si I’atteinte rénale
est une cause ou une conséquence de la pathologie cardiaque. La dysfonction cardiaque est
susceptible d’entrainer une hypoperfusion rénale chronique, et 1’activation du systéme rénine-
angiotensine aldostérone. A terme, cela favorise le développement de fibrose rénale, et la
détérioration progressive de capacités de filtration du rein. A I’inverse, une détérioration de la
fonction rénale va provoquer une surcharge hydrosodée chronique, et donc d’une élévation de
la postcharge et de la précharge, favorisant alors le remodelage du cceur et le développement

d’une dysfonction cardiaque [100].

Dans le cas de I'ICFEP, les études menées rapportent une prévalence de I’'IRC de 30%
chez les patients [101, 102] dont la sévérité est corrélée a celle de I’atteinte cardiaque [103].
L’IRC est un facteur de mauvais pronostic pour les patients, et il apparait que les patients
présentant une ICFEP associée a de I’'IRC présentent une fonction diastolique plus altérée que

ceux possédant une fonction rénale préservée [104].

e L’anémie

L’anémie, selon la définition de I’OMS, est caractérisée par un taux d’hémoglobine
inférieur a 12 g/dL pour les femmes et a 13 g/dL pour les hommes. L’anémie peut trouver son
origine dans de multiples causes, liées a la formation, a la durée de vie, ou a la dégradation des
hématies ou de I’hémoglobine. Dans le cadre des affections cardiovasculaires, 1’anémie est
fréquemment associée a l’insuffisance cardiaque. On estime que 10 a 49% des patients

insuffisants cardiaques en sont atteints [105]. Il apparait que la prévalence de I’anémie est assez
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similaire entre ’ICFEP et 'ICFER, et, dans les deux cas, représente un facteur de mauvais

pronostic pour les patients [106, 107].

La prévalence élevee chez les patients insuffisants cardiaques est le plus souvent la
conséquence des altérations hemodynamiques. La baisse de perfusion rénale chez les patients
est responsable d’une diminution de la sécrétion d’érythropoiétine par le rein, et donc d’une
diminution de la production des hématies par la moelle épiniére. A ce mécanisme s’ajoute le
fait que I’activation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone favorise la réabsorption de
I’eau et I’apparition d’une hémodilution [105]. Plus qu’une cause de I’'ICFEP, I’anémie apparait

comme une complication fréquente, péjorant fortement le pronostic des patients.
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Figure 7. Comorbidités associées a I'l CFEP et a I'l CFER en fonction du sexe.
Adapté de Dhingra et al. 2014 et Hussain et al. 2016 ; HTA : hypertension artérielle ; HTAP :
hypertension artérielle pulmonaire ; FA : fibrillation atriale ; IRC : insuffisance rénale chronique.
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3.1.3. La classification des patients atteints d’ICFEP en fonction des

comorbidités

Initialement, les comorbidités associées a I'ICFEP ne faisaient pas l'objet d'une
discrimination particuliere dans la prise en charge des patients et les essais cliniques menés. Ce
n’est que plus récemment que les auteurs ont utilisé les comorbidités pour identifier des groupes
phénotypiques de patients. Dés 2012, Mohammed et al. suggéraient que les hommes et les
femmes atteints d'ICFEP ne présentaient pas le méme profil de comorbidités [108]. Leur étude
suggerait que les femmes étaient plus fréquemment d'un age trés avancé et hypertendues, tandis
que les hommes étaient plus susceptibles d'étre moins agés, et atteints de troubles métaboliques

(diabéte, dyslipidémie...).

Plus récemment, d'autres études ont permis de montrer la grande hétérogenéité des
patients. Une premiére vague d'études a concerné I'analyse a posteriori de cohortes de patients,
dans lesquels les essais cliniques menés ont montré des résultats peu encourageants. Dans un
éditorial publié en 2014, Lindman et al. soulignaient I'importance du diabete chez les patients
atteints d'ICFEP dans la cohorte RELAX [109]. En effet, dans cette cohorte, les patients
diabétiques présentaient un profil particulier : ces patients étaient plus fréqguemment des
hommes, plus jeunes que la moyenne d'age des autres patients, obéses, et avec un plus grand
nombre de comorbidités associées (hypertension et insuffisance rénale). En outre, ces patients
présentaient également un pronostic plus réserve, avec un taux d'hospitalisation plus élevé et

une intolérance a I'effort accrue [109, 110].

En 2015, cette fois-ci sur les cohortes I-PRESERVE et CHARM-PRESERVE, Kao et
al. ont réussi a identifier 6 sous-groupes de patients sur des bases phénotypiques, sur les 4113
patients enrblés dans I'étude [111]. Les caractéristiques de chaque groupe sont détaillées dans
la Figure 8. Dans cette étude, les auteurs ont clairement identifie deux groupes plus sevérement
atteints que les autres. D'une part, le groupe C, caractérise par une petite majorité de femmes
(59%) présentant un nombre élevé de comorbidités coexistant ensemble (obésité, troubles
métaboliques, maladie coronaire, dysfonction rénale, anémie). D'autre part, le groupe F,

composé d'une large majorité de femmes (77,5%), présentant un indice de masse corporelle
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plus faible, de la fibrillation atriale, de I'anémie et des dysfonctions rénales. Pour ces deux

groupes, les auteurs ont clairement montré que les patients présentaient un pronostic plus

engageé.

Sous-groupe

Age moyen 65 ans 65 ans 70 ans 73 ans 75 ans 82 ans
Sexe 100 % 7 96% 59% & /41%:" 100 % < 100 % ¢ 77,5%
Fibrillation
. + + ++
atriale
Maladies
. + +
valvulaires
Faible IMC ++
Obésité ++
Dyslipidémie ++
Diabete ++
Maladie
, ++
coronaire
Anémie
Dysfonction
, ++
rénale

Figure 8. Sous-groupes de patients atteints d'ICFEP, d'apres I'étude de Kao et al. 2015.
+ : fréquence d'observation faible; ++ : fréquence d'observation moyenne; +++ : fréguence
d'observation élevée.

Dans une autre étude menée par [112], dans une étude prospective portant sur 397
patients, les auteurs ont tenté une classification des patients en utilisant plusieurs algorithmes
d'apprentissage statistique. Par cette méthode, 3 sous-groupes de patients ont été identifiés par
les auteurs. Le groupe 1, d'un &ge moins avanceé (60,7 ans), avec un taux plus faible de BNP
que les autres groupes. Le groupe 2, d'dge moyen 65,7 ans, presente les taux d'obésité, de
diabete, de dyslipidémie, d'hypertension et d'apnée du sommeil les plus importants. Et enfin le
groupe 3, d'age moyen 67,3 ans, est a la fois le plus vieux et le plus atteint de dysfonctions
rénales. Dans cette étude, les proportions de femmes sont équivalentes entre les groupes (55-
68%). De maniére intéressante, cette étude est la premiére a corréler la nature des comorbidités

des patients et la sévérité de la dysfonction diastolique. Il s'avére que les patients du groupe 1
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sont ceux dont la fonction diastolique et la morphologie cardiaque sont les moins altéres. Les
patients du groupe 2 présentent la relaxation la plus altérée, et ses pressions des vaisseaux
capillaires pulmonaires la plus élevée. Les patients du groupe 3 présentaient plus d'anomalies
de I'ECG, un remodelage ventriculaire plus marqué et des valeurs de pression télédiastolique
les plus élevées. Dans cette étude, il apparait que les groupes 2 et 3 comportent également les

patients au pronostic le plus réservé.

Parallelement a ces constatations, d'autres études se sont également intéressées aux
phénotypes des patients en fonction de leur région d'origine. En effet, I'analyse a posteriori de
la cohorte TOPCAT a montré des différences trés significatives en fonction du lieu de
recrutement des patients. Initialement, cette étude menée par Pitt et al. (2014) a recruté des
patients a la fois aux Etats-Unis et en Europe de I'Est (Russie et Géorgie) [113]. Si les
conclusions finales sur I'efficacité du traitement n'ont pas été a la hauteur des attentes des
auteurs, elle a permis en revanche de mettre en évidence deux phénotypes différents entre ces
deux régions du monde, et deux réponses distinctes a un méme traitement. En effet, les patients
d'Europe de I'Est présentaient une fonction rénale moins détériorée que les patients américains,

et présentaient donc une moins bonne réponse au traitement a base de spironolactone [114].

Fereiraetal. (2015) ont également étudié les caractéristiques basales des patients enrolés
dans les essais cliniques CHARM-PRESERVE, I-PRESERVE et TOPCAT, et ont tenté
d'identifier des profils types selon les pays d'Europe de I'Est, et les pays dit "de I'Ouest",
regroupant I'Europe de I'Ouest, I'Amérique du Nord et I'Amérique du sud [115]. Selon cette
étude, les patients provenant des pays de I'Ouest étaient généralement plus agés, avec un plus
fort taux de comorbidités (dysfonction rénale, fibrillation atriale, diabéte) et présentaient un
pronostic plus sombre. A l'inverse, les patients originaires d'Europe de I'Est étaient moins agés,
plus souvent hypertendus, et avec une moins forte prévalence des comorbidités citées
précédemment. Ces résultats ont egalement été confirmés par Kristensen et al. (2015) [116]. A
I'neure actuelle, aucun élément ne permet d'identifier les causes de telles différences
géographiques (génétiques, environnementales, sociétales...), mais soulévent de sérieuses
questions quant a la prise en charge des patients et aux recommandations a tenir pour le

traitement de I'ICFEP. Par ailleurs, méme si la plupart des etudes portant sur I'lCFEP se sont
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concentrées en Europe et aux Etats-Unis, quelques études rapportent également que cette
maladie n'est pas uniquement circonscrite aux régions favorisées. Ainsi, méme si les études
sont peu nombreuses, les populations des continents africains et asiatiques sont également
concernées par la progression de I''CFEP, soulignant le fait que cette maladie n'est pas

uniquement I'apanage des régions les plus riches [117-119].

3.1.4. Manifestations cliniques de PICFEP et de I'| CFER

Lors d'une décompensation, I’'ICFEP et I'ICFER partagent un méme tableau clinique,
comme I’illustre une étude de McMurray et al. (2003) (Tableau 4) [120], a savoir les symptomes

et les signes cliniques d’une insuffisance cardiaque.

Tableau 4. Prévalence des symptomes et des signes cliniques ou radiologiques au cours
d’ICFEP ou ICFER
D’aprés McMurray et al. 2003

ICFER (%) ICFEP (%)
Orthopnée 73 60
. Dyspnée d’effort 96 85
Symptomes 5
spnée aroxystique
ysp paroxystiq 50 55
nocturne
Turgescence jugulaire 46 35
Signes (Edéme 40 30
cliniques Hépatomégalie 16 15
Rales crépitant 60 72
) Hypertension  veineuse
Signes ) 80 75
_ ) pulmonaire
radiologiques i i
Cardiomégalie 96 90

Le diagnostic différentiel entre I''CFEP et I'ICFER repose sur des techniques
d’imagerie, et notamment 1’échocardiographie, afin de mettre en évidence un trouble

fonctionnel de la diastole associée a une fraction d’¢jection supérieure a 40 ou 50% selon les
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études. Toutefois, il est important de noter que les patients présentent généralement des profils

tres variés, associant diverses altérations de la relaxation et/ou du remplissage cardiaque.

3.2. Etat actuel de la connaissance de la physiopathologie

3.2.1. Anomalies cardiaques
Au niveau du ceeur, la dysfonction diastolique est un point clé de la pathologie. Elle
implique des mécanismes complexes et encore partiellement connus, que cela soit a I'échelle

macro ou microscopique, ou a I'échelle structurale ou fonctionnelle.

3.2.1.1. Anomalies macroscopiques

e Anomalies structurales

Dans la littérature, les patients atteints d'ICFEP sont fréquemment atteints
d'hypertrophie cardiaque de type concentrique, en réponse a I'élévation de la pression artérielle
systémique et des autres comorbidités [121-124]. L'hypertrophie concentrique est caractérisée
par une augmentation de I'épaisseur des parois et une réduction des volumes ventriculaire, et
est directement associée a des anomalies de la relaxation et du remplissage. L'hypertrophie
cardiaque est également susceptible d'obstruer la chambre de chasse du ventricule gauche, et de
diminuer I'efficacité de I'éjection du sang.

Toutefois, la littérature plus récente nuance ces données, et il apparait que les patients
souffrant d'ICFEP présentent des profils de remodelage tres variés. En effet, 1’épaississement
de la paroi observé dans un remodelage de type concentrique ou a plus long terme une
hypertrophie concentrique ne concerne que 53% des patients. On observe également chez les
patients une morphologique cardiaque normale (31% des patients), ou encore une hypertrophie
excentrique (16%) (Figure 9) [125].
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Remodelage Hypertrophie Hypertrophie

Normal concentrigque concentrique excentrique
Type de
remodelage
Epaisseur relative
0,45 T ™~ ¥

des parois

Homme :< 134 g/m?

Masse cardiaque Fernme <110 g/m” T N
Volume télédiastolique 50-90 mL/m? = N2 T
Proportion de patients 31% 27% 26% 16%

atteints

Figure 9. Remodelage cardiaque des patients atteints d’ ICFEP
Adapté de Shah AM & Pfeffer. 2012

e Anomalies fonctionnelles

Si la dysfonction diastolique est 1’élément majeur de la physiopathologie, les patients
présentent néanmoins des manifestations treés variées de cette derniere. L'utilisation de criteres
échographiques en mode Doppler pulsé et tissulaire permet de décrire trois profils distincts :
I'altération de la relaxation, le profil de remplissage pseudo-normal, et le profil restrictif. Ces
trois profils sont souvent décrits comme étant trois stades successifs, caractérisant I'évolution

et la gravité de la dysfonction diastolique (Figure 10).

Au stade d'altération de la relaxation, le cceur atteint présente une altération de la
dynamique de remplissage, avec une augmentation du temps de relaxation isovolumique
(TRIV, reflétant le temps consacré la relaxation active), et une augmentation du temps de
déceélération de I'onde E (TDE, reflétant le temps consacré au remplissage passif du VG). A ce

stade, la relaxation altérée du VG est encore compensée par la contraction auriculaire pour
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maintenir un remplissage cardiaque correct. C'est ce qu'illustre la diminution du rapport E/A
(ratio du remplissage passif et du remplissage dd a la contraction auriculaire) : la part du
remplissage assurée par l'oreillette devient alors prépondérante par rapport au remplissage
passif du VG. Dés ce stade, les pressions de remplissage du VG commencent a étre augmentées,
comme I’illustre 1’¢lévation du ratio E/E’ (rapport de la vitesse de remplissage sur la vitesse de
I’anneau mitral pendant la phase précoce du remplissage). En effet, E/E’ est un paramétre

échographique proportionnel a la pression télédiastolique dans le VG (PTDVG, Figure 10).

Lorsque la dysfonction diastolique s'aggrave, on assiste alors a une aggravation de
I'élévation des pressions de remplissage du VG et de I'oreille gauche. Ce phénoméne adaptatif
entraine une augmentation des gradients de pression entre le VG et l'oreille gauche, tendant a
normaliser la dynamique de remplissage mesurée en échographie en mode Doppler : c'est le
profil pseudo-normal. Il est important de retenir qu'en dépit d'un ratio E/A, d'un TRIV et d'un
TDE dans les valeurs usuelles, ces patients présentent une élévation pathologique des pressions

de remplissages, et donc une altération majeure de la diastole (Figure 10).

Lorsque la dysfonction diastolique s'aggrave encore apparait alors le stade de profil
restrictif. A ce stade, le ceeur pathologique présente une €lévation extrémement sévere des
pressions de remplissages. Le TRIV et le TDE sont trés abaissés, traduisant un défaut de
compliance majeure. Le VG devenant tres peu extensible en fin de diastole, la contraction
auriculaire est peu efficace, et le ratio E/A est alors augmenté. Ces altérations sont le reflet d'une

altération majeure de la compliance cardiaque (Figure 10).
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relaxation
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Enregistrement des Onde A
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E/A =1 $ = ™~

TDE 150-250 ms ™ = N2
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Enregistrement
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Doppler tissulaire
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Figure 10. Anomalies fonctionnelles cardiaques dans ’ICFEP.

E/A : ratio de I’onde E sur ’onde A ; TDE : temps de décélération de I’onde E ; TRIV : temps de
relaxation isovolumique ; E/E’ : rapport de la vitesse de remplissage sur la vitesse de I’anneau
mitral pendant la phase précoce du remplissage ; VG : ventricule gauche.

Adapté de Schober et al. 2015

Les patients atteints d’ICFEP, bien que souffrant tous d’anomalies de la diastole,

présentent néanmoins des profils trés divers. Ainsi, une étude de Zile et al. (2015) montre qu’en

réalité, seulement la moitié des patients présentent un modification visible des ondes E et A a

I’échographie, et que 38 et 64% des patients expriment respectivement des altérations du TRIV

ou du TDE (Figure 11) [22]. Considérant ces données, il se pose alors la question de la

détermination d’un parameétre fiable pour objectiver la dysfonction diastolique. Il apparait que
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I’anomalie la plus retrouvée chez les patients est 1’¢lévation de la PTDVG, qui est retrouvée
chez 92% des malades (Figure 11).

1001 92%

80+

00- 50%  48%
40%

%de patients
présentant des anomalies

E A E/IA TRIV TDE PTDVG

Figure 11. Proportions des patients exprimant des anomalies fonctionnelles

échographiques ou hémodynamiques.

E/A : ratio de I’onde E sur ’onde A ; TDE : temps de décélération de I’onde E ; TRIV : temps de
relaxation isovolumique ; PTDVG : pression télédiastolique du ventricule gauche.
D’apres Zile et al. 2015

Parallelement aux anomalies de la diastole, la fonction systolique du cceur est en
apparence peu altérée au cours de la maladie, comme en témoigne la fraction d’éjection, qui est
peu ou pas diminuée (> 50 %) chez les patients souffrant d’ICFEP. Toutefois, la littérature
rapporte dans ’ICFEP une déformation anormale du cceur pendant la phase de contraction,

observable par échographie en mode speckle stracking [127, 128].

3.2.1.2. Anomalies des proteines sarcomériques
Les cardiomyocytes présentent des modifications intrinseques dans ’ICFEP. 1l a été

rapporté une hypertrophie cellulaire, notamment en relation avec les remodelages cardiaques

de type hypertrophiques décrits dans le paragraphe précédent.
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Au niveau des sarcomeres, plusieurs anomalies ont également été relevées. La titine,
protéine géante responsable de la compliance intrinséque des cardiomyocytes, peut subir
plusieurs modifications. Tout d’abord, 1’expression relative des deux isoformes de la titine,
N2BA et N2B, est modifiée chez les patients. En effet, I’isoforme la moins compliante (N2B)
Voit son expression augmentée chez les patients [129, 130]. De plus, la titine est une protéine
phosphorylable. Il a été montré que I’hypophosphorylation du domaine N2B par la PKA et la
PKG, et que I’hypophosphorylation du domaine PEVK par la PKC sont associées a une

augmentation de la résistance passive des cardiomyocytes des patients (Figure 12) [22].
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Figure 12 : Effet de la phosphorylation sur les isoformes N2B et N2BA de la titine.
A. Sites de phosphorylation des domaines N2B et PEVK de la titine. B. Propriétés de
compliance des deux isoformes de la titine, et effets de la phosphorylation. Une
hyperphosphorylation des sites de la PKC, ainsi qu’une hypophosphorylation des sites de la
PKA et PKG sont responsable d’une augmentation de la résistance passive a 1’étirement.

33



L'implication d'autres protéines sarcomériques est également suspectée de réduire la
compliance myocardique. Parmi elles, la MyBPC (myosin binding protein C) est une protéine
candidate potentielle. La MyBPC se lie aux filaments épais de myosine, et posséde un réle
structural en facilitant I'assemblage des molécules de myosine [131]. Elle posséde egalement
un réle fonctionnel en restreignant les interactions entre les tétes de myosine et les filaments
d'actine [132, 133]. Des mutations sur la MyBPC sont déja connues pour étre impliquées dans
des formes familiales de cardiomyopathie hypertrophique chez I'homme [134] et certaines races
de chats [135-137]. Récemment, une étude chez la souris a montré que I'état de phosphorylation
de la MyBPC modifiait considérablement la fonction diastolique. Les auteurs ont montré qu'un
déficit de phosphorylation sur les sites spécifiques de la PKA provoquaient une dysfonction
diastolique sévere [138].

3.2.1.3. Anomalies du cycle du calcium

Un mécanisme directement impliqué dans la relaxation du myocarde est la régulation
du cycle du calcium. Chez I'nomme, plusieurs études ont déja montré I'implication d'une
surcharge en [Ca®']i dans I'lC [138, 139]. Ces anomalies peuvent résulter d’une diminution de
sa recapture et d’une augmentation de sa libération, par exemple a cause de fuites du RS, (Figure
13). Plusieurs anomalies au niveau des protéines du cycle du calicum peuvent étre impliquées
dans l'apparition d'une surcharge calcique. Tout d'abord I'expression de SERCA2a peut étre
altérée, comme I'a montré une étude de Mercadier et al. (1990) [140]. L'activité de SERCA2a
peut également étre modifiée, du fait d'une diminution de la phosphorylation du PLB, sa
protéine régulatrice [141]. Par ailleurs, I'échangeur Ca?*/Na* NCX peut voir son expression
augmentée. Si l'augmentation de I'expression de NCX est probablement compensatrice en
réponse a l'augmentation de [Ca?'];, il existe dans I'C une augmentation de [Na'];
subsarcolemmale. Dans ces conditions, les mouvements d'ions transitant par NCX vont
s'inverser, aggravant encore la surcharge calcique cytoplasmique [142]. De plus, RyR2 a été
rapportée comme étant hyperphosphorylée dans [I'insuffisance cardiaque. Cette
hyperphosphorylation limite I'association de RyR2 avec FKBP12.6, une protéine qui stabilise
le tétramere, et provoque l'apparition de fuites de calcium via le canal [143, 144]. Ces

dysfonctions concourent pour élever le [Ca®']; et a abaisser le [Ca®"]sr, provoquant une

34



relaxation incompléete durant la diastole, mais également une diminution de la force contractile

pendant la systole (Figure 13).
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Figure 13 : La surcharge calcique dans I'insuffisance cardiaque.
Adapté de Zima et al. 2014. CICR : Calcium induced-calcium release; [Ca®']i : concentration
en calcium cytosolique; [Ca®*Jsr : concentration calcique dans le RS.



Ces études ont été conduites sur des patients en IC terminale, sans distinction entre
I'ICFEP et ICFER. S'il n'existe a I'heure actuelle pas de données propres aux patients atteints
d'ICFEP, I'utilisation de modeles animaux permet de souligner I'implication de tels mécanismes

dans la physiopathologie de la maladie.

Plusieurs études menées sur des rats SHR (spontaneously hypertensive rat, une souche
de rats hypertendus développant entre autre des troubles de la diastole), ont montré que ces
animaux présentaient des altérations du cycle du calcium. Ces animaux présentent en effet une
augmentation de I'activité et de I'expression de NCX, associé a une diminution de l'activité de
SERCAZ2a. Ces modifications d'expression et d'activité sont associées a une augmentation des
fuites de calcium, et, paradoxalement, a une cinétique de recapture plus courte [145]. Dans une
étude élégante utilisant un modele d'ICFEP par néphrectomie chez des rats Wistar, Primessnig
et al. ont montré I'association de flux calciques altérés et de troubles fonctionnels de la diastole.
En effet, dans ce modeéle, les cardiomyocytes du VG présentaient une élévation de Tau
(constante de relaxation), traduisant un déficit de la relaxation musculaire cardiaque, et une
diminution de la [Ca%"Trs. De maniére intéressante, cette étude montre également une élévation
de l'expression de NCX, ainsi qu'un effet bénéfique d'un inhibiteur de NCX sur la fonction
diastolique [146]. De plus, il est également intéressant de noter que des modifications de
I'activité de NCX dans les fibroblastes sont potentiellement impliquées dans la production de

collagene et le développement de la fibrose [147].

3.2.1.4. Anomalies de la matrice extracellulaire

Les anomalies de la matrice extracellulaires peuvent également étre responsables de
l'augmentation de la rigidité du myocarde. La fibrose, c'est a dire le dép6t excessif de collagene
dans la matrice extracellulaire, est un mécanisme majeur dans I'lCFEP. Les patients présentent
classiqguement une fibrose diffuse du myocarde [22, 124, 148, 149]. L’imprégnation en
collagene de la matrice extracellulaire est due a un déséquilibre entre la production et la
dégradation du collagene [150]. Il a été observe chez les patients une diminution de I'expression
de la matrix metalloproteinase 1 (MMP-1, responsable de la dégradation du collagéne) et de la

tissue inhibitor metalloproteinase 1 (TIMP-1), et une augmentation d'expression de la MMP-2
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[124]. La surexpression de MMP-2 a été rapportée comme étant un facteur aggravant de la
fibrose, car cette enzyme détruit la membrane basale des cellules dans le myocarde, facilitant
alors la migration de cellules inflammatoires dans le tissu cardiaque et I'entretien de la fibrose
[151]. En outre, il a été montré qu’un maillage entre les fibres de collagene existe également
chez les patients atteints d'ICFEP, réduisant encore d'avantage la compliance du tissu cardiaque
[148].

Si la fibrose myocardique est un élément majeur de la rigidité cardiaque, plus
récemment, des études ont montré que les patients d'ICFEP présentaient de I'amyloidose
cardiaque. Le terme d'amyloidose désigne un ensemble de maladies caractérisées par le dép6t
extracellulaire sous forme fibrillaire d'un matériel protéique autologue devenu insoluble.
Différentes protéines sont capables de former des dép6ts amyloides, elles ont en commun une
structure fibrillaire. Sous certaines conditions (stress oxydant, mutation ponctuelle, acidose...)
ces protéines changent de conformation spatiale, deviennent insolubles et forment des dép6ts
dans la matrice extracellulaire [152]. La richesse en feuillets B-plissés de ces structures rend ces
dépbts extrémement résistants a l'action des protéases. Dans I'ICFEP, il a été montré que la
présence de dép6ts amyloides de transthyrétine (TTR, une protéine sérique synthétisée par le

foie) participait a I'augmentation de la rigidité tissulaire cardiaque [153, 154].

3.2.2. La dysfonction endothéliale

Une des caractéristiques retrouvees chez les patients est I'apparition d'une dysfonction
endothéliale, c'est-a-dire une diminution des capacités de I’endothélium a induire une
vasodilatation, due a une diminution de la biodisponibilité en *NO [155]. Plusieurs études ont
déja montré la forte prévalence de la dysfonction endothéliale chez les patients [155, 156]. De
plus, il a également été montré que la dysfonction endothéliale était un facteur de mauvais
pronostic, comme le montre I'étude d'Akiyama et al. (2012), ou les patients atteints présentaient

un risque accru d'événements cardiovasculaires [157].

En pratique, les conséquences de la dysfonction endothéliale peuvent s'observer au

niveau cardiaque et au niveau vasculaire. En effet, I'endothélium formant un revétement
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uniforme dans la lumiere des vaisseaux, ainsi qu'a I'intérieur des cavités cardiaques, l'activité
paracrine des cellules endothéliales s'exerce a la fois sur les cardiomyocytes et les cellules

musculaires lisses des vaisseaux.

Les patients atteints d’ICFEP présentent une augmentation de 1'¢lastance artérielle.
L’¢élastance artérielle est la variation de pression induite par une variation de volume dans le lit
artériel, et est un indicateur de la rigidité des artéres. Les patients présentent également une

diminution des capacités de vasodilatation des artéres périphériques [158, 159].

3.3. La reponse au stress dans I'lCFEP

Un élément majeur de la physiopathologie de I'lCFEP chez les patients est I'incapacité
du systeme cardiovasculaire a s'adapter a des situations de stress. En situation physiologique,
le systeme cardiovasculaire adapte son fonctionnement pour répondre a la demande accrue en
O2 et en nutriments de l'organisme [160]. Au niveau cardiaque, la stimulation par les
catécholamines libérées suite a un stress va entrainer une amélioration de la relaxation et de
I'effet de succion du VG pendant le remplissage (effet lusitrope positif), ainsi qu'une
augmentation de la contractilité (effet inotrope positif). Conjointement a ces mécanismes neuro-
hormonaux, le ceeur est également soumis a la loi de Franck-Starling : plus le muscle cardiaque
est étiré, plus celui-ci déploie une grande force de contraction. Le mécanisme sous-jacent est
lié au fait lors d’un étirement, les éléments des sarcomeéres disposés en parallele sont ainsi
rapprochés les uns des autres, ce qui facilite les interactions actine — myosine et augmente
I’affinité de la TnC pour le Ca®* [161].

3.3.1. Inadaptation de la fonction systolique

Chez les patients atteints d'ICFEP, la fonction systolique demeure préservée au repos.
A l'effort, il apparait que la fraction d'éjection reste également peu modifiée chez les patients
malades par rapport aux individus sains a l'effort [162]. Toutefois, les patients présentent une

réduction majeure des capacités d'é¢jection du cceur en situation de stress, avec une réduction
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drastique du débit cardiaque [162]. Il apparait que les patients en ICFEP présentent une
diminution de la réserve systolique, c'est a dire une incapacité a adapter la contractilité¢ du coeur

en réponse a un stress [159].

3.3.2. Inadaptation de la fonction diastolique

Les anomalies de la diastole, déja présentes au repos, sont également un point critique
de la physiopathologie a I'effort. En situation de stress, la PTDVG devient extrémement élevée
par rapport a la situation de repos. L'élévation drastique des pressions de remplissages du VG
va entrainer une élévation brutale de la pression dans les vaisseaux capillaires pulmonaires, et
favoriser la survenue d'cedéme pulmonaire, qui se caractérise chez les patients par de la toux a
I'effort, des difficultés a respirer, et dans les cas les plus extrémes une décompensation [163].
De plus, la dynamique de relaxation cardiaque est modifiée dans I'lCFEP. A I'effort, on observe
que le temps consacré a la relaxation cardiaque est plus élevé chez les patients, et donc que le
temps consacré au remplissage pendant la diastole se trouve réduit, détériorant encore

d'avantage les capacités de remplissage dans les cceurs pathologiques [164].

3.3.3. Insuffisance chronotrope

L’augmentation du rythme cardiaque a ’effort est un facteur majeur d’adaptation. Il
apparait que chez les patients atteints d’ICFEP, 1’augmentation de la fréquence cardiaque est
limitée, et contribue a I’incapacité du cceur a subvenir aux besoins de 1’organisme [162, 163,
165]. Si aucune donnée concernant 1’origine de I’insuffisance chronotrope n’a été récoltée chez
les patients atteints d’ICFEP, des études antérieures menées sur les patients atteints d’ ICFER
suggérent qu’une dysfonction sinusale et une altération de la signalisation B-AR sont des

mécanismes potentiellement impliqués [166].
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3.3.4. Anomalies vasculaires

Conjointement aux anomalies cardiaques, les anomalies du systéme vasculaire jouent
un role prépondérant dans I’inadaptation des patients aux situations de stress. Plusieurs études
ont mis en évidence que les patients présentaient des altérations a plusieurs niveaux de 1’arbre

vasculaire, responsables d’une limitation de I’approvisionnement en O de 1’organisme.

Hundley et al. (2001) ont montré que les patients atteints d’ICFEP présentaient une
réduction drastique de la distensibilité de 1’aorte thoracique, impactant séverement la
postcharge et donc le travail cardiaque [167]. Les auteurs ont également montré que ce
paramétre était corrélé a la réduction de la consommation maximale d’O2 (VO2max) chez les
patients. Desai et al. (2009) ont également rapporté des données similaires en observant une
augmentation de la vitesse de 1’onde de pouls carotido-fémorale chez les patients, ce qui traduit

une augmentation de la rigidité artérielle [168].

De plus, Haykowski et al. (2013) ont également montré chez les patients la présence
d’une dysfonction endothéliale. Les auteurs ont mis en évidence une diminution de la dilatation
médiée par le flux dans I’artére brachiale [169]. Ces résultats ont également été confirmés par
tonométrie artérielle périphérigue, une autre méthode de mesure de la fonction endothéliale et
de la microcirculation [170]. La dysfonction endothéliale, en limitant les capacités de

vasodilatation en réponses a un stress, est corrélée a I’intolérance a 1’effort chez les patients

[170].

3.4.Traitements de I'l CFEP

3.4.1. Recommandations actuelles pour la prise en charge des

patients

Les derniéres recommandations de I'American College of Cardiology Foundation
(ACCF), de I'American Heart Association (AHA) et de I'European Society of Cardiology (ESC)

s'accordent a préconiser de traiter les comorbidites presentes chez les patients, a savoir :
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la prise en charge de I'hnypertension artérielle lorsqu'elle est présente, par l'utilisation de
B-bloquants, d'inhibiteurs de l'enzyme de conversion, ou des antagonistes de

I'angiotensine

I'usage de diurétiques en cas de surcharge en volume et d'cedémes

la revascularisation coronaire en cas de maladie coronaire associée a des signes

d'ischémie cardiaque.

la prise en charge du diabéte, lorsque les patients en souffrent.

Hélas, a ce jour, aucun traitement spécifique n'est actuellement adapté pour la prise en
charge des patients [171, 172].

3.4.2. Essais cliniques existants

Ces dernieres décennies ont vu beaucoup d'études cliniques se succéder, afin de tester
les thérapies déja utilisées dans I'lCFER, ou de nouvelles approches thérapeutiques. Parmi les
nombreuses études qui ont été menées, un grand nombre ont tenté d'agir sur la modulation du
systeme rénine-angiotensine-aldostérone, que cela soit par des antagonistes des récepteurs a
I'angiotensine (CHARM-Preserved [173] ; I-PRESERVE [174]), a I'aldostérone (RAAM-PEF
[175] ; ALDO-DHF [176] ; TOPCAT [113]) ou des inhibiteurs de I'enzyme de conversion
(PEP-CHF [177]). Hélas, aucune de ces études n'a démontré une réelle amélioration de I'état
des patients, que cela soit par la mortalité, le nombre d'hospitalisations, ou I'amélioration de
I'intolérance a I'effort. Suite a ces nombreux résultats décevants, des analyses a posteriori de
ces études ont été initiées. Il est apparu dans I'étude TOPCAT, que les patients en ICFEP ayant
le mieux répondu au traitement étaient également ceux qui présentaient la FE la plus faible, et
pour qui la notion d'ICFEP était discutable. Une hypothése pour expliquer ce phénomene serait
que le systéme rénine-angiotensine-aldostérone n'est pas une cible pertinente pour la prise en

charge de I'lCFEP, et il devient alors urgent de développer de nouvelles approches [178].
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L'utilisation de B-blogquants a également été envisagée (ELANDD [179] ; J-DHF [180]),
mais n'a pas montré d'intérét thérapeutique pour traiter I''CFEP. De méme, I'emploi du
Sildenafil, un inhibiteur de la phosphodiestérase 5 (PDE5) n'a pas demontré d’efficacité dans
le traitement de I'lCFEP (RELAX [181]).

Parmi les essais cliniques les plus prometteurs, on retrouve les études ayant porté sur les
statines, des inhibiteurs de la synthese du cholestérol, qui contrairement aux études précédentes,
ne ciblent pas spécifiquement le systeme cardiovasculaire. Plusieurs de ces études cliniques
[182, 183], ainsi qu'une méta-analyse des données de la littérature [184] ont montré une

diminution de la mortalité des patients.
Parallélement a ces études a grandes échelles, plusieurs approches a plus petite échelle

ont également été testées, sans qu'elles ne montrent de maniere certaine un réel bénéfice pour

les patients (Tableau 5).
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4. Les modeéles animaux d’ICFEP

Devant les échecs successifs des études cliniques réalisées par le passé, il devient alors
urgent de mieux cerner la physiopathologie complexe de I’'ICFEP. Du fait de 1’age avancé de
la population atteintes, rares sont les patients éligibles a une biopsie myocardique, ou a une
transplantation cardiaque. Au vu de la rareté d’échantillons humains, le recours a des modéles
animaux restent a ce jour incontournable pour mieux comprendre la maladie, et explorer de
nouvelles pistes thérapeutiques. C’est dans ce but que la communauté scientifique tente de
sélectionner un modele pertinent pour reproduire I’ ICFEP. Plusieurs approches ont été décrites
pour induire chez les animaux une dysfonction diastolique, notamment 1’¢lévation de la post-

charge, ou I’induction d’altérations métaboliques séveres.

4.1.Modéles d’ICFEP induite par une élévation de la post-charge

Parmi les modeéles utilisés pour étudier les anomalies de la diastole, une démarche
couramment retrouvée dans la littérature est 1’induction d’une hypertrophie cardiaque
consécutivement a une augmentation de la post-charge [185]. Dans ces modeles, les animaux
présentent une hypertrophie cardiaque importante, caractérisée par une augmentation du poids
du cceur et de 1’épaisseur des parois, associés avec une augmentation du volume en fin de

diastole et une augmentation de la pression télédiastolique.

Plusieurs méthodes sont actuellement employées pour induire ces anomalies.

4.1.1. Constriction aortique

Une des méthodes retrouvee dans la littérature pour induire une élévation de la post-
charge est la réduction du diamétre de 1’aorte de maniére chirurgicale. La réduction de diamétre
est réalisée a 1’aide d’un clip au diamétre standardisé, pouvant étre placé au niveau de 1’aorte

thoracique [186, 187], ou abdominale [188]. La chirurgie est réalisée sur des animaux agés de
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4 semaines, et les anomalies diastoliques apparaissent dans les 4 a 6 semaines suivant la pose

du clip, avec une fonction systolique conservee.

Toutefois, a plus long terme, ces animaux présentent un effondrement des capacités
contractiles du cceur. En effet, une étude de Molina et al. (2009) portant sur des rats ayant subi
une constriction de 1’aorte thoracique montre que 20 semaines apres la chirurgie, la fraction de
raccourcissement de ces rats diminue drastiquement [187]. Dans une étude de Moens et al.
(2008) portant sur des souris, les animaux présentaient dés 9 semaines apres la chirurgie une

diminution importante de la fraction d’éjection [186].

4.1.2. Modele DOCA-Salt

Dans le modéle DOCA-Salt, 1’élévation de la post charge est induite par une
néphrectomie unilatérale, associée a une alimentation riche en sel et a I’administration d’acétate
de deoxycorticostérone (DOCA), un précurseur de 1’aldostérone. La réduction de la masse
rénale, associée a un régime riche en sel conduit a une augmentation du volume sanguin.
L’administration de DOCA provoque un déséquilibre dans la réabsorption de sodium, en
favorisant sa réabsorption au niveau des tubules distaux. Une hypertension artérielle marquée
apparait alors rapidement chez ce modele : une dizaine de jours pour les souris, contre 28 pour
les rats [189].

Les protocoles décrits dans la littérature pour 1’étude de I’'ICFEP sont variés, et il est
difficile de comparer entre elles les procédures. La fonction diastolique de ce modele a été
essentiellement décrite chez la souris, et, selon les auteurs, les dges d’expérimentations sont trés
divers, aboutissant a des phénotypes varies. Par exemple, Silberman et al. (2010) a montré sur
des souris C57BL6 opérées a 7-8 semaines ’apparition d’une dysfonction diastolique par
échographie 14 jours seulement apres la chirurgie [190]. Mais, a ce stade, aucune fibrose n’était
détectée, probablement du fait des temps d’observation trés courts. A 1’inverse, Glirgen et al.
(2013), a quant a lui étudié des souris C57BL6 opérées a 7-8 semaines 42 jours apres le début

du protocole, et a effectivement montré I’apparition de fibrose cardiaque a ce stade [191].
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Peu de donnees sur la fonction systolique des animaux existent dans ce modéle. Si I’on
se rapporte a 1’étude de Giirgen et al. (2013), la fonction systolique n’est pas altérée 42 jours
apreés le début du protocole [191].

4.1.3. Le rat Dahl/Salt sensitive

La souche de rat Dahl/Salt sensitive (SS) est une souche de rat sélectionnée a partir de
la souche Sprague-Dawley par le Dr. Dahl en 1962. Ces rats ont la particularité de développer
une hypertension artérielle sévere lorsqu’ils sont nourris avec un aliment riche en sel. Une étude
de Klotz et al. (2006) a montré que les rats Dahl/SS développaient a I’age de 8 semaines des
anomalies de la diastole [192]. Toutefois, a partir de 16 semaines, la fraction d’éjection de ces
rats décroit drastiquement. De plus, I’hypertension artérielle sévére n’est pas une caractéristique

retrouvée chez les patients.

4.1.4. Le rat mRen2.Lewis

Le rat mRen2.Lewis est un rat transgénique, dont la particularité est d’exprimer la rénine
murine dans 1’ensemble de ses tissus. Ces rats présentent naturellement une forte hypertension
artérielle. Dans ce modele, les rates mRen2.Lewis, lorsqu’elles sont ovariectomisées a 1’age de
4 semaines, présentent 11 semaines plus tard une hypertrophie cardiaque, une augmentation de
E/E’ (rapport de la vitesse de remplissage sur la vitesse de 1’anneau mitral) caractérisant une
diastole altérée, ainsi que de la fibrose [193]. La fonction systolique de ces rats ne semble pas
altérée aux ages ¢étudiés, toutefois, 1’étude de Groban et al. ne porte que sur des rats
génétiquement modifiés, et n’intégre pas de rats controles de la méme souche, ce qui rend ces

résultats délicats a interpréter.
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4.2. Modéeles spontanés d’ICFEP

4.2.1. Le rat SHR

La souche « Spontaneously Hypertensive Rat » (SHR) a été créée a partir de rats de
souches Wistar en 1963. Ces rats présentent une élévation marquée de la pression artérielle, et
constituent un modéle couramment utilisé pour étudier I’hypertension artérielle. Toutefois,
d’aprés une étude de Dupont et al. (2012), les rats SHR développent spontanément une
dysfonction diastolique dés 1’age de 3 semaines, avant 1’apparition d’une hypertension qui a
lieu a ’age de 5 semaines [194]. De plus, une étude récente a montré, comme pour le modele
Dahl/SS, I'apparition d'une dysfonction systolique progressive avec I'age, non concordante avec
I'nistoire naturelle de I'ICFEP [195].

4.2.2, La souris SAM

La souche « Senescence Accelerated Mouse » (SAM) est une souche de souris dont la
particularité est de vieillir prématurément. Ces souris ont une espérance de vie comprise entre
10 et 17 mois, et sont un modele couramment utilisé pour I’étude d’affections gériatriques. Reed
et al. ont montré en 2011 que ces souris, a 1’age de 6 mois en moyenne, présentaient une
hypertrophie cardiaque, une dysfonction diastolique (avec une augmentation de E/E’) et une

fibrose cardiaque. Chez ces animaux, la fonction systolique n’est pas altérée [196].

4.3.Modeles d'ICFEP associant des altérations metaboliques

Plus récemment, des modeles reposant sur des altérations métaboliques ont été proposes
pour étudier I'CFEP. Parmi eux, on peut retrouver les différentes souches de rat Zucker (Zucker
fatty rat, Zucker diabetic rat...) et les souris diabétiques db/db. Ces différentes souches ont en
commun une déficience du récepteur a la leptine, et développent précocement hyperphagie,

résistance a I'insuline, hyperinsulinémie et obésité.
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4.3.1. Le rat SHHF

Le rat SHHF (Spontaneously hypertensive heart failure) a été obtenu dans les années
1980 par un croisement entre un rat d'une souche obése (souche Koletski) et un rat SHR [197].
Ces rats développent rapidement une hypertension artérielle sévére (PAS > 200 mmHg), de
I'obésité, une polyurie, une glycosurie, une hypercholestérolémie et une intolérance au glucose
[198].

4.3.2. Zucker fatty rat (ZFR)

Initialement décrit par Zucker et al. (1962), le Zucker fatty rat (ZFR) dérive d'une
colonie de rat de souche 13M, ou est apparu de maniere spontanée une mutation sur le géne de
la leptine [199]. Le rat ZFR présente de I'obésité et de I'nypercholestérolémie des I'age de 2
mois. Ces animaux présentent deés I'age de 8 semaines une dysfonction diastolique, avec une
augmentation du temps de relaxation, et une réduction du temps de remplissage diastolique,
associé a de la fibrose [200]. A plus long terme, ces animaux présentent également des
altérations de la fonction systolique. Dans son étude, Fang et al (2011) a en effet montré qu’a
I’age de 24 semaines, les rats présentaient une diminution significative de la fraction d’éjection
associée a une dilatation du VG [201]. Ces animaux obéses ne présentent néanmoins pas de
diabéte, et ont été proposés comme modéle d'étude du prédiabéte [202].

4.3.3. Zucker diabetic fatty rat (ZDF)

Le ZDF, décrit par Clark et al. (1983) dérive d'une colonie de ZFR, dans laquelle est
apparue une population de rat développant spontanément un diabete sucré [203]. Chez ces rats,
I'nyperglycémie précoce est di a une baisse drastique de I'expression de GLUT2 et GLUT4,
transporteurs du glucose respectivement au niveau du foie, et du cceur, tissu adipeux, et muscle
squelettique [204]. Ces animaux développent une dysfonction diastolique dés I'age de 12

semaines, associant une élévation de la PTDVG, de la fibrose, et une hypertrophie cardiaque.
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Toutefois, il est important de noter que ces animaux présentent une dysfonction rénale séveére
[205].

4.3.4. Rat Zucker diabétique et hypertendu (ZSF1)

Apparu plus récemment, le rat ZSF1 est un rat issu d'un croisement entre une femelle
ZDF et un rat male SHHF (Spontaneously Hypertensive Heart Failure). Ce modéle, décrit au
niveau cardiaque par Hamdani et al. (2013), présente de l'obésité, du diabete, et une
hypertension artérielle sévére [206]. Dans son étude, Hamdani et al. a décrit I'apparition d'une
dysfonction diastolique des I'age de 14 semaines, avec une élévation du ratio E/E' associé a de
la fibrose et une hypertrophie cardiaque. Toutefois, la protéinurie sévere observée chez les
animaux suppose que ce modele, particulierement sévere, est associé a une insuffisance rénale

majeure [206].

4.3.5. Souris diabétique db/db

La souris db/db, a l'instar des modéles Zucker, développe également précocement du
diabete, de I'obésité, et une hypercholestérolémie. Chez ces souris, la dysfonction diastolique
apparait également trés jeune, entre 7 et 11 semaines, associant une hypertrophie cardiaque et
des anomalies de la relaxation et du remplissage cardiaque [207].

4.4.Modeles développés chez des gros animaux

I1 est important de relever qu’en plus des modeles de rongeurs qui sont les plus utilisés,
il existe également des modeles de gros animaux comme les modeéles de chien [208] et de porc
[209]. Ces modeles, bien que codteux, présentent I’avantage d’une physiologie cardiaque plus

proche de celle humaine.
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4.4.1. Modele canin

Dans ce modeéle, les chiens présentent une HTA, obtenue en enveloppant les reins dans
du cellophane ou du papier de soie [210]. L’hypertension est observable 2 semaine aprés la
procédure chirurgicale. Les analyses échocardiographiques réalisées 12 semaines aprés la
chirurgie montrent une diminution du diametre télédiastolique du VG, due a une hypertrophie
associée au développement d’une fibrose myocardique chez ces animaux. A ce stade, il n’y a
pas d’altération de la FE. L’hypertrophie cardiaque est associée au développement apres 12

semaines d’une fibrose myocardique [210].

Des études invasives par boucles pression-volume ont également mis en évidence une

élévation de la PTDvc chez ces animaux ainsi qu’une élévation de 1’¢lastance artérielle [210].

4.4.2. Modéle porcin

Dans ce modéle de truie développé par Rienzo et al. (2012), une hypertension artérielle
est induite par infusion d’angiotensine de type II (30 ng.kg.min) pendant 28 jours [209].
Préalablement a ce traitement, les animaux sont appareillés de fagon a pouvoir suivre
I’évolution de la fonction et de la morphologie cardiaques au cours du temps. Bien qu’aucune
altération de la PTDVG ne soit mise en évidence apres 28 jours, une hypertrophie myocardique
associee a de la fibrose est démontrée dans ce modeéle. La caractérisation hémodynamique des
animaux met en avant une modification de I’importance relative des différentes périodes du
cycle cardiaque. Ainsi, les animaux présentent une augmentation des périodes de contraction et
de relaxation isovolumique au dépend des périodes d’éjection systolique et de remplissage
diastolique. Ces altérations du cycle cardiaque, bien qu’étant sans conséquence sur 1’¢jection
cardiaque, sont le signe d’une incapacité du myocarde a s’adapter a des conditions de stress. En
effet, il a été également montré qu’une augmentation de la FC n’induit aucune modification de
la constante de relaxation T dans ce modele alors qu'une augmentation de cette constante est

observée chez les animaux controles.
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Ce modele est I'un des rares avec le modéle de rate mRen2.Lewis a prendre en compte
I’importance du sexe dans le développement de I'ICFEP. Une analyse échocardiographique de
ces animaux est nécessaire pour mieux caractériser les altérations possibles de la fonction
diastolique. Malheureusement, comme dans la plupart des autres modeles d’ICFEP, ces

animaux présentent une hypertension artérielle sévere qui n’est pas retrouvée chez les patients

en ICFEP.

4.5. Cardiomyopathie félines spontanées

Parallélement aux modeéles expérimentaux couramment utilisés dans la littérature, il est
intéressant de noter que les dysfonctions diastoliques concernent aussi fréquemment les chats
domestiques. Dans I'espece féline, la cardiomyopathie est une dominante pathologique majeure,
et représente I'affection la plus retrouvée en cardiologie. En médecine vétérinaire, le terme de
cardiomyopathie fait référence a la définition donnée en 1995 par I'OMS, qui désigne par ce
terme "des affections du myocarde associées a une dysfonction cardiaque™ [211]. En pratique,
la classification vétérinaire distingue trois grands types de cardiomyopathies : les
cardiomyopathies hypertrophique, restrictive, et dilatée. Certaines cardiomyopathies
hypertrophiques ont un caractére héréditaire, et sont notamment dues a des mutations de la
protéine C cardiaque de liaison a la myosine (Mybpc) identifiées chez les races Maine Coon,
British Shorthair et Ragdoll [135-137]. Cependant, toutes ces affections ont en point commun
d'associer des anomalies de la diastole a différents stades a une fonction systolique préservée et
de la fibrose cardiaque [212-214]. De plus, mis a part les cardiomyopathies héréditaires, ces
affections touchent des chats adultes ou agés, entre 5 et 18 ans selon les études [212, 213, 215-
218]. 1l est egalement intéressant de remarquer que les populations de chats domestiques sont
fréquemment atteints pas les comorbidités classiqguement décrites chez les patients atteints
d'ICFEP : hypertension artérielle, insuffisance rénale [219-221], obésité [222-225], diabete
[226]. Si le lien entre I'hypertension artérielle et les cardiomyopathies hypertrophiques a
clairement été établit [212, 227], a ce jour, aucune étude clinique de grande envergure n'a
clairement démontre I'implication du diabéte et de I'obésité dans la survenue des

cardiomyopathies. Toutefois, des études rapportent une plus grande prévalence d'affections
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cardiaques chez les chats diabétiques [228], stérilisés et en surpoids [229]. Malgré toutes ces
similitudes entre les populations de chats domestiques et les patients, aucune étude n‘a encore
recherché des mécanismes physiopathologiques communs entre I'ICFEP et les
cardiomyopathies félines. Les similitudes existant entre les patients humains et les chats

domestiques ont fait I’objet d’un article de revue, présenté en annexe de ce manuscrit.

4.6. Limites des modeles d’étude actuels

Dans ces modeéles, les troubles observés sont précoces (souvent avant 12 semaines),
séveres, et pour certains conduisent rapidement a une altération de la fonction systolique (dans
les 4-6 semaines), alors que ces caractéristiques ne sont pas présentes chez les patients souffrant
d’ICFEP. De plus, ces études sont menées le plus souvent chez des males, qui présentent une
hypertension artérielle sévére, alors que I’ ICFEP touche entre 45 et 70 % de femmes selon les

études, en absence ou en présence d’une hypertension artérielle modérée (Tableau 6).
La connaissance incompléete des mecanismes physiopathologiques et 1’absence de

traitement spécifique pour ’ICFEP humaine font de la création d’un modéle animal pertinent

un enjeu de taille dans la compréhension et le traitement de cette maladie.
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5. Objectifs de I’étude

Dans ce contexte, mon projet de thése s’est concentré sur 1’étude d’un nouveau modele
animal reproduisant fidélement une ICFEP. Ce modele qui a été généré dans 1’équipe ou j’ai
réalisé ma these, est un rat transgénique, qui a la particularité de présenter une surexpression
endothéliale du récepteur B3-AR humain. Ainsi, I’étude menée pendant ces trois ans de thése a

pour but :

- de déterminer les conditions d’étude de I’ICFEP chez ces animaux, et ainsi d’identifier
I’age, le sexe, le statut hormonal, mais également les conditions d’élevage des animaux,

afin d’identifier les conditions idéales pour étudier ce modele,
- de caractériser précisément le phénotype de dysfonction diastolique de ces animaux, et

de le comparer a la pathologie humaine, afin de déterminer son adéquation et sa

pertinence afin de déterminer de nouveaux mécanismes physiopathologiques,

- d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pertinentes qui permettront, a plus long

terme, d’¢laborer des stratégies thérapeutiques efficaces pour les patients.
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MATERIEL ET METHODES

1. Modele animal

Pour I’ensemble des expérimentations, les rats utilisés sont de souche Sprague-Dawley.
Les animaux transgéniques ont été produits par la plateforme de transgénése d’Ignacio Anegon,
grace au travail du Dr Séverine Ménoret. La transgénere est réalisée par microinjection d’ADN¢
dans des embryons de rat. L’ ADNCc injecté code pour le récepteur fz-AR humain (hpz-AR) sous
la dépendance du promoteur ICAM2. Initialement, 5 lignées de rats différentes ont été creées :
les lignées F19, F20, F21, F22 et F23. Des échocardiographies réalisées sur chacune de ces
lignées ont permis d’orienter le choix d’une lignée vers la lignée F20, qui présente un phénotype

de dysfonction diastolique plus marqué.

Les reproducteurs transgéniques males sont accouplés avec des femelles sauvages
(élevage JANVIER, France). A leur sevrage, les ratons sont identifiés et génotypés. Les rates
sont ovariectomisées a 1’age de 8 semaines et sont maintenues dans des conditions d’élevage
standards (température 21-24°C, humidité 40-60%, et cycle diurne-nocturne de 12h, avec acces
alanourriture et a I’eau a volonté) jusqu’a I’age de 45 semaines. A partir de I’dge de 8 semaines,
tous les animaux recoivent un aliment a teneur faible en soja et en phytoestrogénes (Harlan
Global Rodent Diet, 2914C).

2. Génotypage

Pour le génotypage, un prélévement d’oreille est réalisé, sur lequel est effectuée une
extraction d’ADN. On réalise ensuite une PCR (Polymerase Chain Reaction) afin de détecter
la présence du géne B3-AR humain. Les animaux positifs sont des animaux transgéniques

hétérozygotes pour le géne Bs-AR humain, tandis que les animaux négatifs sont sauvages.
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3. Ovariectomie

Préparation et anesthésie des animaux

L’intervention chirurgicale se déroule sous anesthésie générale. L’induction de
I’anesthésie est réalisée en cage d’induction a I’isoflurane (0,6 L d’O2/min, 4% d’isoflurane,
Forene, solution pour inhalation), puis I’entretien est assuré au masque (0,6 L d’Oz/min, 2%

d’isoflurane).

L’analgésie peropératoire est assurée par une injection de 1 mg/kg de nalbuphine
(Nalbuphine MY LAN, solution injectable) par voie sous-cutanée. L’animal est tondu largement
au niveau de la zone opératoire, entre la jonction thoraco-lombaire et le sacrum, sur les deux

flancs de I’animal et la zone opératoire est désinfectée.

Mode opératoire

La peau est incisee au niveau du flanc, environ 0,5 cm caudalement a la derniére cote,
sur 1 cm. Le tissu sous-cutané et les parois musculaires sont dilacérés délicatement jusqu’a la
cavité¢ abdominale. L’ovaire, qui est situé dans le tissu adipeux sous-jacent a 1’incision, est
extérioris€. Deux ligatures sont posées a I’aide de fil tressé résorbable (Vicryl® 3.0, Ethicon /
Johnson & Johnson, Bruxelles), de part et d’autres de 1’ovaire, et I’exérese est réalisée. Les
plans musculaires et sous-cutanés sont suturés avec du Vicryl® 3.0. La peau est suturée avec
un monofil irrésorbable (Dafilon® 3.0, B.Braun, Melsungen, Allemagne) apres infiltration par
lidocaine 1 % dans les plans musculaires. Le méme protocole opératoire est réalisé pour 1’ovaire
controlatéral. Pour une opération Sham, les ovaires sont extériorisés de la paroi abdominale,
puis replacés dans 1’animal, avant de suturer les différents plans de la méme maniere que pour

une ovariectomie.

56



Suivi post-opératoire

Pendant les 3 jours qui suivent 1’opération, les rates opérées recoivent 1 mg.kg™ de
nalbuphine par voie sous cutanée une fois par jour. Elles sont également traitées
quotidiennement pendant une semaine avec de I’ibuproféne (35 mg.kg™j?:, per os) : le
traitement est dilué dans 1’eau de boisson (eau distillée) a raison d’une consommation de 30 mL
d’eau par rat et par jour associée a une nourriture séche (soit une dose d’ibuproféne de

0.35 mg.mL™1).

4. Echocardiographie

Les mesures échographiques sont acquises par la plateforme Cardiex avec une station
d’acquisition General Electric Vivid 7 (GE Healthcare, Horten, Norvege), équipée d’une sonde
d’imagerie sectorielle 10 S (4 a 11,5 MHz), puis sont transférées vers une station d’analyse

(Echopac TVI, GE-Vingmed Ultrasound, Etats-Unis) pour étre exploitées.

L’animal est anesthésié par anesthésie volatile (induction en cage a induction, a I’aide
d’un mélange air/isoflurane 4%, puis entretien au masque avec un mélange air/isoflurane 2%),
il est placé en décubitus dorsal sur un tapis chauffant. Un enregistrement ECG est réalisé durant
toute la durée de I’acquisition. Le thorax de I’animal est rasé et recouvert avec du gel ultrasons
(Aquasonic® 100, Parker Laboratories, Fairfield, USA). Différentes mesures
échocardiographiques sont réalisées selon une incidence parasternale (coupes petit axe et grand
axe), en mode bidimensionnel puis en mode temps-mouvement. Ces mesures permettent de
déterminer différents parametres caractéristiques de la morphologie cardiaque (diametres et
épaisseurs des parois du VG) et de la fonction systolique (fraction d’¢jection et fraction de
raccourcissement du VG). La fonction diastolique est évaluée en Doppler pulsé et tissulaire.
L’ensemble des parametres étudiés lors des différentes acquisitions est résume dans le tableau
suivant (
Tableau 7).
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Tableau 7. Parametres échographiques du VG mesurés dans I’étude

Parameétres Abrev. |Fonction analysée Ilustration
Epaisseurs |Paroi PATD
des parois|antérieure |PATS
en . Incidence
. Morphologie et petitaxe *
télésystole _
ot Paroi PPTD [remodelage du VG
o postérieure|PPTS
télédiastole
(cm) .
— (par calcul, obtention des
Diametres .
2 | ) DTD |paramétres  de la
S |télesystolique et ) )
S o ) DTS [fonction systolique)
2 [télédiastolique (cm)
2
3 Volumes télésystoliquelVTD
o
E et télédiastolique (cm3) |VTS
Remplissage passif VG
Vitesse de lI'onde E (fonction diastolique + OndeE + Vitedse
E . . desﬂuxT_)
(cm.s?) pression de remplissage| 5 Temps
VG) :
w Ouvertpire de la
Délai entre la fermeture valve ifitale
) de la valve aortique et| ¢ e dtire *2TRIU
‘w |Temps de relaxation|TRIV g Valve zortique! §
s | ) l'ouverture de la valve| §
2 lisovolumique (s) ] B
ko mitrale (fonction| =
o
Q_ - -
diastolique
g que)

Fraction d’¢jection (FE) = (VTD-VTS)/VTD

5. Mesure de la pression ventriculaire gauche

La mesure des pressions ventriculaires ont été réalisées in vivo. Sur un animal anesthésié

a I’isoflurane comme décrit précédemment, un cathéter (SPR 838 taille 2F, Millar Instruments)
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est introduit dans la carotide droite, puis poussé jusque dans le VG. L’évolution des pressions
et des volumes du VG est alors enregistrée au cours du cycle cardiaque. Cette technique permet
I’évaluation de nombreux paramétres cardiaques (pressions et volume) et vasculaires (pression)

in vivo. Les paramétres mesurés dans 1’étude sont présentés dans le Tableau 8.

Tableau 8. Parametres évalués par cathétérisme

Paramétres Abréviation

Au niveau | Pression artérielle systolique (mmHg) | PAS

de Tlartere Pression artérielle diastolique | PAD
carotide (mmHg)

Pression artérielle moyenne (mmHg) | PAM *
Au niveau | Pression télédiastolique du VG PTDVG
du
VG

* PAM =%PAD + 5 PAS

6. Cceur isolé perfusé en mode travaillant

Les rats sont prealablement anesthésiés au pentobarbital sodique (Dolethal®,
Vetoquinol, Paris, France, 60 mg/kg) puis héparinés (1000UI/kg) par voie intrapéritonéale (1P),
afin d’éviter la formation de microthrombi qui pourraient obstruer les artéres coronaires et
compromettre la viabilité du ceeur ainsi isolé. Lorsque les rats ont atteint un niveau d’anesthésie
suffisamment profonde, I’abdomen et le thorax sont badigeonnés d’alcool a 70%. La peau, puis
les muscles de I’abdomen sont incisés sous la coupole diaphragmatique. Le diaphragme est
percé, et, a compter du moment ou le vide pleural est rompu, la cavité thoracique est aspergée
de NaCl 0.09% refroidi a 4°C afin de ralentir le cceur, et de limiter les effets de I’ischémie
cardiaque transitoire inhérente au préléevement. Les coOtes sont sectionnees, et le plastron

thoracique est relevé. L’aorte est alors rapidement cannulée in vivo et le cceur perfusé de
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manicre rétrograde avec du liquide cardioplégique (Celsior®), afin d’arréter complétement les
contractions cardiaques. Le cceur est alors excisé, et monté en mode Langendorff sur le
montage, ou il est perfusé a une pression de 80 mmHg avec une solution oxygénée de Krebs
modifié (NaCl 116 mM, KCI 5 mM, MgSO4 1.1 mM, NaH2PO4 0.35 mM, NaHCO3 27 mM,
Glucose 10 mM, Pyruvate 0.2 mM, Lactate 1 mM, CaCl, 1.8 mM). Les éventuels tissus
excédentaires prélevés en méme temps que le cceur (tissu adipeux, poumon, trachée...) sont
délicatement retirés, et les veines pulmonaires sont isolées. Une fois 1’accés aux veines
pulmonaires dégagé, un tuyau de polyéethylene (PE50) est inséré par celles-ci, introduit dans le
VG sans léser les valves mitrales, et passé au travers de 1’apex. Il est alors relié a un capteur de
pression (ArgoTrans™ Transducers, Argon Medical Devices), permettant de suivre en temps
réel I’évolution des pressions ventriculaires. Enfin, le tronc principal des veines pulmonaires
est cannulé, et pour permettre une perfusion du cceur de maniére physiologique : ¢’est-a-dire
via les veines pulmonaires, avec une pression d’une valeur équivalente a la pression veineuse
pulmonaire physiologique (12,5 mmHg). Dans cette conformation, le cceur doit également
¢jecter le liquide de perfusion contre une pression d’une valeur équivalente aux résistances
périphériques physiologiques (80 mmHg). Pendant toute la durée des acquisitions, le debit
cardiaque est mesuré par une sonde a I’entrée du cceur (T108 Transonic Volume Flow Meter,
Transonic system) et le débit aortique par la pompe calibrée du montage. Le débit coronaire est
calculé comme étant la différence entre le débit cardiaque et le débit aortique.

7. Contractilité des muscles papillaires

L’ensemble des manipulations ont été réalisées en collaboration avec Morteza Erfanian,
technicien dans I’équipe. Cette technique permet d’étudier la contractilité de muscles papillaires
placés dans une cuve expérimentale (Figure 14). Apres le prélevement des deux muscles
papillaires du VG, un prétraitement au Triton X-100 (Sigma-Aldrich) a 0,5% est appliqué
pendant 3s, permettant I’abrasion de 1’endothélium est réalisé dans certains protocoles. La cuve
expérimentale consiste en une gouttiére (20 x 8 x 8 mm) fraisée dans un bloc de Plexiglas ou
s’écoule une solution physiologique (Composition en mM : NaCl 116 ; KCI 5 ; MgCl21,1 ;
NaH2P040,35 ; NaHCO3 27 ; glucose 5 ; CaCl22,7 ; Acide pyruvique 5 ; Acide fumarique 0,15

; Acide glutamique 5). La préparation est fixée par I’'une des extrémités au fond de la cuve, a
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I’aide d’une minutie. L autre extrémité est fixée par une autre minutie reliée a un transducteur
mécano-€lectrique (Akers, AE, Sen Sonor, Norvege). La solution physiologique est carbogénée
avec un mélange 95% 02/5% CO:z2 et perfusée a 37+0,5°C a I’aide d’une pompe péristaltique a
un débit de 5 mL/min (Figure 14).

Les préparations sont stimulées a 1’aide d’un stimulateur cardiaque (Medtronic inc.,
Minneapolis, USA) par 'intermédiaire de deux électrodes de platine fixées sur les parois
latérales de la cuve (stimulation de champ). La frequence de stimulation est de 1 Hz. La durée
des stimuli est de 2 a 4 ms et leur intensité fixée a deux fois celle du seuil de stimulation de la
préparation. La contraction est mesurée a 1’aide du transducteur mécano-électrique (Ackes AE
801, SensoNor, Horten, Norvége) qui transforme la réponse mécanique de la préparation en un
phénomene électrique quantifiable. Elle est recueillie sur un enregistreur thermique (Gould
8188, Les Ulis, France) et sur un enregistreur numérique (DTR-1200, Bio-Logic, Claix, France).
Les parameétres de contractions sont mesurés sur un oscilloscope numérique
(HMO1024, HAMEG Instruments, Mainhausen, Germany).

[P

B L L T T

Figure 14. Représentation schématique de la cuve expérimentale. D’aprés (Gauthier et al.,
1994). | : arrivee des solutions ; m : minutie ; o : évacuation des solutions ; s : électrode de
stimulation ; t : transducteur mécano-électrique.

Chaque preéparation est equilibrée avec la solution physiologique pendant 1 h avant le
début de I’expérience. Une courbe tension-longueur est alors réalisée. Les expériences sont
effectuées a 90% de la tension maximale. Les agents pharmacologiques testés sont ajoutés a la

solution physiologique (Tableau 9). Des courbes concentrations-réponses cumulatives sont
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réalisées en perfusant la préparation avec des concentrations croissantes d’agoniste. Aprés

I’obtention d’un état stable, la concentration supérieure est perfusée.

L’amplitude de la contraction est mesurée au pic apres 1’obtention d’un état stable. Elle

est exprimée en pourcentage de I’amplitude obtenue a 1’état basal. Le temps au pic et la durée

totale, contraction plus relaxation, sont exprimés en ms. Les temps de demi-contraction et de

demi-relaxation sont également mesurés et les rapports amplitude de contraction/temps de

demi-contraction et amplitude de contraction/temps de demi-relaxation donnent respectivement

la vitesse de contraction et la vitesse relaxation. Elles sont exprimées en pourcentage de la

vitesse obtenue a 1’état basal.

Tableau 9. Substances pharmacologiques employées dans les protocoles de

des muscles papillaires.

contraction

Molécules Propriétés Solvant Temps de | Fournisseur
pharmacologiques prétraitement
Isoprénaline | Agoniste B-AR non | Acide - Sigma-
sélectif ascorbique 1% Aldrich
SR 58611A | Agoniste B3-AR H20 - Sanofi
Aventis
CGP 20712A | Antagoniste B1-AR | H20O 30 min Sigma-
Aldrich
ICI-118,551 | Antagoniste f>-AR | H20 30 min Tocris
Biosciences

8. Analyses histologiques

La réalisation et I’analyse des coupes ont été réalisées en collaboration avec Virginie

Aillerie, technicienne dans 1’équipe.
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8.1.Fibrose cardiaque

Apres excision, les fragments de cceurs sont rincés dans une solution physiologique,
inclus dans de la résine OCT (Tissue-Tek, Sakura), et immédiatement plongés dans de
I’isopentane refroidi a 1’azote liquide. Des coupes de 5 pm d’épaisseur sont réalisées
transversalement dans le cceur a 1’aide d’un cryotome (HM530, Microm Microtech France,

France), et fixées sur lame.

Les coupes sont alors fixées dans de 1’acétone (Acetone, Sigma-Aldrich, #34850)
refroidi a 4°C colorées 1h dans du rouge de picrosirius (20 g d’acide picrique + 1 g de Rouge
Sirius dans 1 L d’eau distillée, pH 2,0). Puis elles sont décolorées pendant 2 minutes dans de
I’acide chlorhydrique 0,01 N, et déshydratées dans des bains a concentrations d’éthanol
croissantes, puis du xyléne. Les sections de cceurs sont alors analysées par microscopie
photonique (Nikon Eclipse E-600 microscope avec NIS-Elements BR v4.10 Software, Nikon,
Japan), sous lumiére polarisée (polariseur MBB75350, Nikon, Japan). Cette technique, décrite
par Puchtler et al. (1973), permet de visualiser le collagéne de type | en rouge, et le collagene

de type Il en vert,

Une évaluation de la quantité de fibrose sur les images obtenues est réalisée a 1’aide du

logiciel ImageJ software 1.45b (NIH Software) en double aveugle, sur 20 clichés par animal.

8.2.Glomérulosclérose rénale

Le rein gauche, apres avoir été prélevé, est fixé 24h minimum dans du formol 4% avant
de réaliser I’inclusion dans la paraffine. L’inclusion est réalisée par un processeur de tissu
STP120 (Thermo scientific, Asniéres/Seine, France) selon le protocole indiqué dans le Tableau
10.
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Tableau 10. Protocole d’inclusion en paraffine des reins et des poumons de rat

Etapes Réactifs Duree Vitesse d'agitation
1-2 Formol 2 x 1h00 60
3 Alcool 70% 1h30 70
4 Alcool 80% 1h30 70
5 Alcool 95% 1h30 70
6-8 Alcool 100% 3x1h00 70
9-10 Xylol 2 x 1h30 70
11-12 Paraffine 2 x 2h00 60

Une fois inclus, des coupes de 7 um d'épaisseur sont réalisées, et déposées sur des lames
porte-objet. Les coupes sont déparaffinées avec du Tissue-clear (Sakura, Tissue-tek, #1466), et
réhydratées par des bains successifs d'éthanol de 100% a 70%, pour enfin étre rincées avec de
I'eau distillée. Les lames sont alors colorées 5 minutes avec de l'acide périodique (Sigma-
Aldrich, #395-1), puis 15 minutes avec du réactif de Schiff (Sigma-Aldrich, #395-2), et 30
minutes avec de I'hématoxyline (Gill n°3 hematoxylin). Apres coloration, les coupes sont a

nouveau déshydratées, rincées avec du TissueClear, et montées entre lame et lamelle.

Le score glomérulaire est calculé selon la méthode décrite par Raij et al. (1984) [230].
Pour chaque animal, 20 glomérules sont évalués selon des criteres morphologiques, et notés
avec une note entre 0 (glomérule sain) et 4 (glomérule non fonctionnel). L'ensemble de ces

notes est compilée dans la formule suivante :

1+x nombre de glomérules noté 1 + 2+ nombre de glomérules noté 2
20 20

Score glomérulaire = ( + ..)*10

Le score ainsi obtenu évalue le degré de dommages glomérulaires pour chaque animal.
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8.3. Hypertension artérielle pulmonaire

Le poumon gauche, apres avoir été prélevé, et fixé en perfusant par la bronche principal
une solution de formol 4%. Les poumons sont ensuite plongés 24h minimum dans du formol
4%, et inclus, et les sections coupées selon la méthode décrite au paragraphe 8.2. Les sections
obtenues sont déparaffinées avec du Tissue-clear (Sakura, Tissue-tek, #1466), et réhydratées
par des bains successifs d'éthanol de 100% a 70%, pour enfin étre rincées avec de I'eau distillée.
Les lames sont alors colorées 15 minutes avec de l'orcéine (Sigma-Aldrich, #395-1). Apres
coloration, les coupes sont a nouveau déshydratées, rincées avec du TissueClear, et montées
entre lame et lamelle. Le remodelage des artérioles pulmonaires est évalué sur 20 artérioles de
60 um de diameétre par rat. Pour chaque artériole sélectionnée, l'aire totale du vaisseau et I'aire
de sa lumiére sont quantifiées, afin de calculer le pourcentage d'aire de la média, selon la

formule suivante :

. £ - Aire de la lumiére artériolaire
% d'aire de lamédia=1 —

Aire totale de l'artériole

9. RT-PCR quantitatives

Les RT-PCR quantitatives ont été réalisées sur des extraits de VG. Briévement, apres
excision du ceeur, le VG est séparé du reste du cceur, et plongé dans de 1’azote liquide. Les
morceaux de cceurs congelés sont ensuite réduit en poudre et les ARN totaux sont extraits dans
une préparation a base de phénol/chloroforme (TRIzol® Reagent, Life Technologies
Corporation, Carlsbad, USA) grace au TissueLyser (Qiagen, Valencia, Canada). Pour éviter
que les préparations soient contaminées avec de I’ADN génomique, une digestion avec une
DNAse est realisee grace aux kits RNase-Free DNase et RNeasy Fibrous Tissue kit (Qiagen,
Valencia, Canada). Les extraits d’ARN sont ensuite convertis en ADNc grace au kit High-
Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems, Foster City, Calif), puis la quantification des

ARN des récepteurs B1-AR, B2-AR et B3-AR est ensuite réalisee grace a des sondes Tagman (rat
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adrbl : Rn00824536 sl ; rat adrb2 : Rn00560650 s1 ; rat adrb3 : Rn00565393 m1 ; human
adbr3 : Hs00609046_m1 ; Thermofisher Scientific,

10.Western Blot

Pour étudier les variations d’expression des protéines du cycle du calcium, des western
blot sont réalisés sur des extraits protéiques des VG. L’extraction protéique est réalisée par un
broyage au TissueLyser®, a partir d’une poudre grossiére de VG, dans un tampon Ripa a raison
de 3 mL de Ripa pour 1 g de tissu, additionné de PMSF (Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride, un
inhibiteur de protéases a sérine, Interchim, Montlugon, France) et d’un mélange d’inhibiteur de
protéases (Complete, Roche, Mannheim, Allemagne). Apres 30 min sur glace, les broyats sont
centrifugés a 20 000 g pendant 15 min a 4°C. Les surnageants sont récupérés et un dosage

protéique est réalisé grace au réactif BCA (BCA protein assay kit, Thermo Fisher Scientific,

Rockford, Etats-Unis) par lecture en spectrophotométrie a une longueur d’onde de 560 nm. Les
échantillons protéiques (25 ug/10 pL), en présence de tampon de laemmli (bleu de charge ; 1/5
DTT) sont dénaturés selon différentes conditions en fonction de la protéine étudiée (Tableau 9)
et sont ensuite déposés sur un gel d’électrophorese (polyacrylamide/SDS) composé d’une partie
de concentration a 4% d’acrylamide et d’une partie de résolution a pourcentage d’acrylamide
variable selon la taille de la protéine étudiée. La migration se fait pendant environ 1h30 a

voltage constant (100 V).

Les protéines sont transférées sur membrane de nitrocellulose par la technologie de
« transfert turbo » de Bio-Rad (2,5 A, 2,5V, pendant 10 minutes). Les interactions protéines-
protéines non spécifiques sont bloquées sur les membranes par une solution de lait écrémé 5 %
dilué dans du TBS (Trizma base 200 mM ; NaCl 1,4 M ; pH = 7,5 ; Sigma-Aldrich) additionné
de 0,1 % de Tween 20 (Sigma-Aldrich ; TBS-T) pendant 2 heures a température ambiante.
L’anticorps primaire est incubé toute la nuit a 4°C. Apres 3 lavages de 10 min avec du TBS-T,
la membrane est incubée avec 1’anticorps secondaire couplé a la peroxydase. Puis la membrane
est lavée 2 fois pendant 10 minutes dans du TBS-T, puis une fois dans du TBS. Les
caractéristiques et les conditions d’utilisation des différents anticorps sont présentées dans le
Tableau 11. La révélation des blots est réalisée avec un processus de détection de

chimiluminescence (Clarity™ Western ECL Substrate, Bio-Rad, Hercules, Etats-Unis). Le
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signal est enregistré grace a une caméra (Chemidoc Imager, Bio-Rad) et I’intensité des bandes

est évaluée par densitométrie grace au logiciel d’analyse Image Lab 3.0 (Bio Rad). La mise en

évidence de la protéine de référence (GAPDH) est réalisée sur la méme membrane que la

protéine d’intérét. Pour chaque puits, la densité de la bande de la protéine d’intérét est rapportée

a celle de la protéine de référence.

Tableau 11 : Conditions de réalisation des western blot.

Température . B .
] ) Anticorps Conditions ) ] Conditions
Protéine étudiée et durée de % Gel o Anticorps secondaire
dénaturati primaire d’utilisation d’utilisation
énaturation
3 1/2500, Goat anti-mouse
RYR? 6o°C 4-15% Ab2817 TBS-T + lait 1gG-HRP 1/10 000,
5 min (Abcam) 2,5% 1haTA
12ha4°C s¢2055 (Santa Cruz)
RyR2 Goat anti-rabbit
h yh 6 | Nondenaturée | a-1so6 | o oo 1gG-HRP /10,000,
osphorylé on dénaturée -15% . it 10 -
PROSPRotY (Badrilla) | 105,17l 1% J 1haTA
(sérine 2808) 12haa°C sc2054 (Santa-Cruz)
Goat anti-mouse
o Ab2868 1/5000 1/10 000
SERCAZ2a Non dénaturée 10% TBS-T + lait 1% 1gG-HRP e
(Abcam) 12h 44°C lhaTA
sc2055 (Santa Cruz)
Goat anti-mouse
o Ab2865 1/50000 1/15 000,
PLB Non dénaturée 15% TBS-T + lait 1% 1gG-HRP R
(Abcam) 12h 3 4°C 1haTA
sc2055 (Santa Cruz)
PLB Goat anti-rabbit
hosphorylé | Non dénaturée |  15% A010-12 oo 1gG-HRP /10,006,
osphorylé on dénaturée b . it 10 -
Prospoy (Badrillay | 1551 +lait1% J 1haTA
(sérine 16) 12ha4°C sc2054 (Santa-Cruz)
Goat anti-mouse
1/1 000 000,
GAPDH 6CS, 5¢32233 | 1ps T 1 lait 1% 1gG-HRP 1/20 000,
(Santa-Cruz) 30 mina TA 1haTA

sc2055 (Santa Cruz)

TA : température ambiante

11.Analyse des résultats

Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne = SEM de n expériences.

L’analyse statistique de paramétres quantitatifs sur deux groupes de moins de 10 individus a

été réalisée avec un test de Mann-Whitney. Cette analyse a été utilisée pour les mesures de la
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pression ventriculaire gauche, les paramétres de la fonction cardiaque la quantification des

transcrits des récepteurs -adrénergique, et I’ensemble des résultats de biologie clinique.

L’analyse statistique de paramétres quantitatifs sur plus de 2 groupes de moins de 10
individus a été réalisée avec une analyse de variance ANOVA a une voie. Cette analyse a

concerné les mesures de la fonction cardiaque par échographie a 15, 30 et 45 semaines.
L’analyse statistique de mesures répétées en cceur isolé travaillant et en muscle
papillaire a été calculée a l'aide d'une analyse de variance ANOVA a deux Vvoies pour mesures

répétées suivie d’un test de Student-Newman-Keuls.

Une valeur de p<0,05 est considérée comme significative. Tous les calculs statistiques

et les graphiques ont été réalisés a I’aide du logiciel Graphpad PRISM 5.
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RESULTATS

1. Détermination du phénotype du modéle dans des conditions standards

d’hébergement

La premiére partie de mon projet de thése a consisté a déterminer les meilleures
conditions d’étude du modele de rat transgénique, c’est-a-dire 1’age et le sexe des animaux.
Compte-tenu de 1’épidémiologie particuliere de I’ICFEP, qui touche une part non négligeable
de femmes agées aprés la ménopause, il convient également d’étudier I’'impact du statut
hormonal des femelles utilisées dans 1’étude, en pratiquant sur une partie d’entre-elles une
ovariectomie. Il est important de préciser que cette premiére étude a été réalisée dans des
conditions d’hébergement standards, et notamment avec un aliment couramment utilisé en

animalerie de laboratoire, et riche en soja : le RM1 de SDS Diet.

1.1.Determination du phénotype des femelles ovariectomisées ou non

jusqu’a I’age de 30 semaines.

Dans une premiére partie, nous nous sommes d’abord intéressés au phénotype des
femelles transgéniques, ovariectomisées ou non. Il est important de mentionner pour la bonne
compréhension des résultats que cette premiere étude a été menée dans les conditions
d’hébergement habituelles de I’Unité de Thérapeutique Expérimentale de 1’Institut de
Recherche en Santé de 1’Université de Nantes, et en particulier avec un aliment couramment
utilisé dans les animaleries : I’aliment RM1 de SDS Diet. Cet aliment a été congu pour couvrir
les besoins d’entretiens de rongeurs de laboratoire au meilleur cotlt et a été¢ formulé avec du

soja, source courante de protéines dans 1’alimentation animale.

Dans cette premicre étude, 1’age limite d’observation des animaux a été fixé a 30
semaines. Au niveau du phénotype cardiaque, les échographies menées a 15 et 30 semaines ont
montré que dans ces conditions, les animaux transgéniques ne présentaient pas de différence

significative avec les animaux sauvages, que ce soit pour la morphologie cardiaque (Tableau
69



12), la fonction systolique (Tableau 12), ou la fonction diastolique (Figure 15). Toutefois, il
convient de pondérer ces résultats par rapport a I’age des animaux. En effet, I'ICFEP est une
maladie de la personne agée, et, dans notre étude, 1’age de 30 semaines est probablement

insuffisant pour observer un effet.

On peut également observer que les femelles transgéniques non ovariectomisées ne
présentent pas de différences morphologiques majeures avec les femelles sauvages, que ce soit
au niveau du poids ou de la stature (mesure de la longueur du tibia). Cette absence de différence
est aussi notée pour les femelles ovariectomisées (Tableau 12). Conformément a ce qui est déja
connu, les femelles ovariectomisées, transgéniques ou non, ont rapidement atteint un poids
supérieur aux femelles sous imprégnation hormonale. En effet, les animaux étaient nourris ad
libitum. Or, on sait que la perte de sécrétion en hormones sexuelles femelles induit chez les
animaux une augmentation de la prise alimentaire, ainsi qu’une diminution du métabolisme de
base [231], entrainant alors une prise de poids importante. Dans notre étude, les femelles
transgéniques ovariectomisées n’ont pas montré de prise de poids significativement différente
de celle des femelles sauvages apres la perte de leurs hormones sexuelles. Dans la littérature, le
B3-AR est connu pour stimuler la lipolyse dans le tissu adipeux, et la stimulation chronique du
récepteur limite le développement de masse grasse chez les rats [232-234]. Toutefois,
contrairement a notre modéle qui fait intervenir des récepteurs endothéliaux, les mécanismes
impliqués dans le métabolisme font intervenir des f3-AR adipocytaires, via une inhibition de la
libération de la leptine [235, 236]. Dans le cadre de notre étude, on observe en effet que la
surexpression endothéliale du Bz-AR n’a aucun effet sur la corpulence des animaux, suggérant
que I’endothélium a peu d’impact sur le remodelage du tissu adipeux. Toutefois, des

investigations supplémentaires sont nécessaires pour affirmer avec certitude ce dernier point.

70



Y'TFT6L TCFLTL 8TFT'e8 9'€ 71’08 6TFL08 ¥'T %608 8TFT'8L T'TF 818 (%) uonaala p uonoeiy
anbijoisAs uonouog
¥80°0 ¥ TLO'Y S9S'0F TELY UT'0F6IV'E L8E0F BITY TYT'0F 89L'E ¥OT'0 ¥ 6LL'E 20T'0 F LT8'E L8T'0F ¥ST'E (ww) son
6900 F SYT'L LOL'0F 68€'L TYT'0 ¥ STY'9 €ET0F T8E'L ¥9T°0F €8£°9 9ST‘0 ¥ 5989 0620 ¥ 0L¥'9 ¥I1°0 ¥ ¥8%9 (ww) pon
DA Np sas33woIq
0L00F T¥T'T ¥L0'0 ¥ 0EEC LS00 F12T'T 0v0'0 ¥ 9£2°C ¥£0°0 ¥ 99T°C T¥0°0 ¥ 8ST‘C TE0'0F ¥TIT'T 0700 ¥ 9€2°C (ww)sals
S900 ¥ T9Y'T S20'0 FOV9'T 8€0°0 7 695'T 6L0°0 ¥ 8€S'T 6500 F §95'T T€E0'0 ¥ T9S'T TY0'0 T ¥19'T 8200 7 LVS'T (ww) pAIS
6v0'0 F LTT'T 6100 ¥ 692°C TS0'0 ¥ SET'C 8600 ¥ 80¥'C LE0'0F T6T'T 6700 ¥ 86T°C €20'0 7 857'C 1500 ¥ ¥52'T (ww) s9AVd
7900 7 965'T w00 F79S'T ¥S0°0 7 659°T 820°0% ¢29'T 800 ¥ 819'T 6€0°0 7 8/5°T 870°0 ¥ 885'T 6€0°0 F ¥LS'T (ww) poAVd
TIT0F 6EV'T SL0'0 F TEET 0L0°0F 18LC 6TT0F ETL'T LST'07699C €CT'0F €65°C 7600 2S9'C 00T'07999°C (ww)sondd
TIT'0F L09'T 9/0°0 7 ¥65°T 0L007959°T 16007 9v9'T TEO'0F TY9'T LY0'0F LSS'T €€0'0  €09'T 9€0°0 7 655°T (ww) poAdd
DA np sioipd
anbeipuaed a18ojoydioy
67 CLE STF8LE 9T 798¢ S ¥8S€E 8T 7 /8¢ 8 T €6€ €T 7 T0V 6 7 S6€ (wdq) duanbauy
¥'0F 8'€S 6'075'SS 907 6'TS 0TF9€S S0TE€S ¥'0F €'€S 607 6'TS T0FSTS (ww) eiqiy
9T ¥ €€V sTTF86Y TT 7 08€ sTFITY ¥T ¥ ¥9€ 9¥29¢ 0T FSTE ¥ ¥ 6T€ (8) sprod
(9=u) 81 (€=u) 1M (9=u) 81 (€=u) 1M (§=u) *g8L (0T=u) 1M (s=u) 981 (oT=u) 1M
saulewas 0§ saulewsas ST Ssaulewsas g saulewsas ST salpweled

S99SIWO0}I91IBAO S3||oWa4

sa||awa4

'9]01SAS U 9\ NP a113WeIP : SOHA ‘9]01SRIP Ud /A NP 318WeRIP : POA - 3]0ISAS US al1e|ndLIUBAIBIUI
windas : SAIS ¢ 9]0ISRIP U aJle[ndLIIUSAISIUL WiNdas @ PAIS : 9]01SAS Us DA NP aInaulue 1oJed : SHOAWV : 9]0ISeIP Ud DA
np ainaliglue 1oJed : POAV : 3]01SAS Ua HA np ainaiglsod 1osed : SHOACd : 8]01seIp us HA Np ainaugisod 1oded : pOAdd

"SauUIeWwas OF 19 GT © ‘pAepuels Juswije,| ap 99AR S3LIINOU ‘UOU NO S39SILI0IIBLIBAD
‘ed3 1,39 LAA SO[[dwdy sap anbrjoisAs uonoduoj 39 sanbidojoydaow sonbrydeadoyds sanueaed 'zZ1 nesjqe L

71



Onde E Onde E

Femelles Femelles ovariectomisées
15 15
1.0 1.0
© @ 7
£ £ /
05 0.5 %
10 5. 10 3 6 3 é
0.0 0.0
WT  Tgps WT  TgBs wTt Tgps wT Tgps
15s. 30s. 15s. 30s.
Onde A Onde A
Femelles Femelles ovariectomisées
1.0 15
0.8
1.0
0.6
2 £
E £
0.4
0.5
0.2
10 ) 10 5 3 6 3
0.0 0.0
WT o Tap, wT o Tap, WT  Tgps WT  Tgps
15s 30s 15s. 30s.
E/A E/A
Femelles Femelles ovariectomisées
15
1.0
0.5
3 6 3 6
0.0
wT Tgps wT Tgps
15's 30s 15's. 30s.
TRIV TRIV
Femelles Femelles ovariectomisées
25 25
20 20
15 15
£ £
10 10
5 5
10 5 10 5 3 6 3 6
o 0
wT Taps wT Taps wT Tgps wT Tgps
15 s 30 s 15s 30s
TDE TDE
Femelles Femelles ovariectomisées
40 40
30 30
g 20 220
10 10
10 5 10 5
o 0
wT Tgps wT Tgps
15s. 30s. 15's 30s

Figure 15. Paramétres échographiques diastoliques des femelles WT et Tgps ovariectomisées ou
non, nourries avec de I'aliment standard, a 15 et 30 semaines.

Onde E : vitesse maximale de 1’onde de remplissage précoce du VG ; Onde A : vitesse maximale de
I’onde de remplissage atrial du VG ; E/A : ratio de ’onde E sur I’onde A ; TRIV : temps de relaxation
isovolumique ; TDE : temps de décélération de 1’onde E.
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1.2. Détermination du phénotype des males jusqu’a I’age de 45

semaines

Parallelement aux études menées sur les femelles exposées dans le point précédent, les
mémes manipulations ont été réalisées sur les males sauvages et transgéniques. Au niveau du
phénotype cardiaque, I’étude échocardiographique révele que les rats transgéniques présentent
une morphologie similaire aux rats sauvages, que cela soit en termes de paroi, ou de volume
(Tableau 13). La fraction d’éjection, ainsi que les différents paramétres de la fonction diastolique
ne sont pas significativement différents entre les animaux sauvages et transgéniques a 15, 30 et
45 semaines (Tableau 13, Figure 16). De plus, comme observé chez les femelles, les rats males
sauvages et transgéniques ne présentent pas de morphologie significativement différente, tant

au niveau du poids qu’au niveau de la taille.

Tableau 13. Paramétres échographiques des males WT et TgBs nourris avec de I'aliment standard
a 15, 30 et 45 semaines.

PPVGd : paroi postérieure du VG en diastole ; PPVGs : paroi postérieure du VG en systole ; PAVGd :
paroi antérieure du VG en diastole ; PAVGs : paroi antérieure du VG en systole ; SIVd : septum
interventriculaire en diastole ; SIVs : septum interventriculaire en systole ; VGd : diametre du VG en
diastole, VGs : diamétre du VG en systole.

15 semaines 30 semaines
Paramétres WT (n=16) TgB; (n=13) WT (n=10) TgBs (n=7)

Poids (g) 520+ 14 5179 64323 639+ 16 73226 72017
Tibia (mm) 57,405 55905 60,5+ 0,4 60,807 61,9+12 62,308
Fréquence (bpm) 378+3 373:8 35910 332:+11 3399 3537

Morphologie cardiaque

Parois du VG
PPVGd (mm) 1,704 £ 0,038 1,744 £ 0,06 1,779 £ 0,048 1,787 £0,05 2,032+ 0,065 1,918 £ 0,089
PPVGs(mm) 2,678 £ 0,038 2,840 +0,107 2,841 0,079 2,950+0,111 2,901 + 0,065 2,853 +0,089
PAVGd (mm) 1,803 £0,039 1,705 +0,022 1,817 £0,043 1,907 £ 0,099 1,789 £ 0,043 1,690 + 0,067
PAVGs (mm) 2,477 £0,041 2,385+0,033 2,446 £ 0,047 2,502 +0,047 3,093 +£ 0,053 3,081 + 0,086
SIvd (mm) 1,742 £ 0,029 1,680 £ 0,028 1,885 £ 0,807 1,807 £ 0,065 1,753 £ 0,062 1,664 + 0,049
SIVs(mm) 2,413 £0,037 2,346 + 0,046 2,491 £ 0,66 2,506 + 0,057 2,918 +0,101 2,924 +0,105

Diamétres du VG

VGd (mm) 7,604 +0,178 7,588 + 0,146 8,061 0,117 8,398 + 0,166 8,387 0,146 8,440 +0,218
VGs (mm) 4,456 + 0,107 4,366 +0,121 4,657 £0,122 4,712 £ 0,199 5,119 + 0,180 5,042 +0,203
Fonction systolique
Fraction d'éjection (%) 78,4 0,1 78,6 £0,1 78,1+0,01 79,8 +0,02 743 +1,7 76,1+1,5
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Figure 16. Paramétres échographiques diastoliques des males WT et TgBz nourris avec de

I'aliment standard, a 15, 30 et 45 semaines.

Onde E : vitesse maximale de I’onde de remplissage précoce du VG ; Onde A : vitesse maximale de
I’onde de remplissage atrial du VG ; E/A : ratio de I’onde E sur I’onde A ; TRIV : temps de relaxation
isovolumique ; TDE : temps de décélération de 1’onde E.



1.3. Limites de I’étude des rats dans des conditions d’hébergement

standard

Ces premiers résultats sur les males et les femelles WT et Tgfs, ovariectomisées ou non,
nous indiguent que les animaux transgéniques ont un phénotype tout a fait similaire aux
animaux sauvages, indifféeremment de leur sexe ou de leur statut hormonal. Deux hypothéses
peuvent étre avancées pour expliquer ce phénomene. Tout d’abord, il convient de considérer le
fait que I’age de 30 semaines pour les femelles, ou 45 semaines pour les males, est peut étre un

age insuffisant, au regard du développement et de la physiopathologie de I’ICFEP.

De plus, une analyse des aliments consommés par les animaux a montré qu’ils
contenaient une quantité non négligeable de daidzéine et de génistéine (40 et 60 ppm
respectivement), deux phytoestrogenes naturellement présents dans le soja. Ce point en
particulier s’est révélé critique, car les phytoestrogénes sont des analogues des estrogenes, et
sont capables d’activer les récepteurs aux estrogénes au méme titre que les hormones
endogénes. L’effet protecteur des estrogeénes sur le systéme cardiovasculaire est aujourd’hui
trés bien documenté [237]. De nombreuses études ont déja montré que ces hormones produisent
un effet anti-apoptotique et anti-nécrotique sur les cardiomyocytes et les cellules endothéliales,
qu'elles inhibent la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires, et réduisent le
développement de la fibrose et de la réponse inflammatoire [238]. Dans plusieurs modeéles, elles
atténuent I’hypertrophie cardiaque et les 1ésions d’ischémie reperfusion [239]. Les cestrogénes
exercent leur action protectrice cardiovasculaire par des effets génomiques, en régulant
I’expression de nombreux genes (fibronectine, MMP-9, NOS, TNF...) [238], et des effets non
génomiques en augmentant par exemple 1’activité d’eNOS [240].

Des études se sont également intéressées a 1’effet protecteur des phytoestrogenes. Dans
divers modéles de pathologies cardiovasculaires, la consommation de génistéine et de daidzéine
s’est révélée bénéfique. En 2015, Qin et al. ont ainsi montré dans un modéle murin de TAC que
I’administration de phytoestrogeénes améliorait la fonction cardiaque des animaux, réduisait la
fibrose cardiaque et le taux de TGFf [241]. Dans cette étude, ces effets protecteurs résultaient
de ’activation de la voie MTA3/TAK1/MKK4/INK. De méme, si le modele TAC détériore en
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premier lieu la fonction cardiaque gauche, les phytoestrogénes ont également montré un effet
protecteur dans un modéle de dysfonction droite par induction par la monocrotaline d’une
HTAP conduisant a une amélioration de la fonction cardiaque droite des animaux, une réduction
de la fibrose, et une augmentation de la densité capillaire [242]. De plus, Gardner et al. (2008)
ont montré un effet protecteur des phytoestrogénes dans un modeéle de surcharge en volume,
ainsi que I’existence d’une synergie entre les cestrogénes endogenes et les phytoestrogeénes chez

le rat [243].

2. Détermination du phénotype du modéle en I’absence de phytoestrogenes

Au vu de ces éléments de la littérature et de nos résultats, la consommation quotidienne
d’un aliment formulé a base de soja, et contenant une quantité non négligeable de
phytoestrogénes est une limite majeure a notre étude. Ainsi, suite a cette premiere étude, une
deuxiéme a été menée sur les males et les femelles (ovariectomisées ou non), mais cette fois-ci
avec un aliment congu pour étre pauvre en phytoestrogenes. Dans notre cas, hous avons opté
pour I’aliment 2914C de Harlan. L age limite d’étude des animaux étant également suspecté
d’étre insuffisant, nous avons également allongé 1’age d’observation des animaux jusqu’a 45
semaines. Pour des raisons pratiques, et pour ne pas modifier la croissance en début de vie des
animaux, il a été choisi, dans notre colonie, de garder I’aliment standard de notre lieu
d’hébergement pour les rates gestantes de notre ¢levage, et les ratons sevrés jusqu’a 1’dge de 8

semaines.

Cette deuxiéme étude a fait I’objet d’un article scientifique, actuellement en cours de

soumission, présenté en annexe.

76



Transgenic rat model overexpressing endothelial f3-adrenoceptor: a new

relevant model for heart failure with preserved ejection fraction

Valentine PRAT !, Marine FERRON ? David ROUL !, Damien GUIJARRO 2, Nicolas PIRIOU 2,
Virginie AILLERIE !, Angélique ERRAUD 1, Gilles TOUMANIANTZ 1, Amandine GRABHERR 1,
Séverine MENORET 245, Ignacio ANEGON 34, Jean-Noél TROCHU ?, Bertrand ROZEC %2,
Benjamin LAUZIER !, Chantal GAUTHIER 1.

1 I'institut du thorax, INSERM, CNRS, UNIV Nantes, Nantes, France
2 l'institut du thorax, INSERM, CNRS, UNIV Nantes, CHU Nantes, Nantes, France
3 Centre de Recherche en Transplantation et Immunologie UMR1064, INSERM, Université de Nantes, Nantes, France
4 Institut de Transplantation Urologie Néphrologie (ITUN), CHU Nantes, Nantes, France
5 CNRS, SFR de Nantes, Nantes, France

VP performed most of the experimental work; MF and DR helped for experimental work; DG,
NP and AG helped for echographical experiments; VA performed histology; AE performed
RT-PCR assays; GT, SM and IA generated the transgenic strain of rat; JNT, BR, BL and CG
participated in study conception and design as well as data analysis and interpretation; VP, BR,
BL and CG drafted the manuscript; All co-authors revised the final manuscript version.

Short title: New relevant model of HFpEF
Disclosures: None.

Funding

This study was supported by « Agence Nationale de la Recherche » (Paris, France),
« Fédération Francaise de Cardiologie » (Paris, France), « Fondation de 1’Avenir » (Paris,
France), « Fondation de France » (Paris, France), « Fondation Genavie » (Nantes, France), the
« Institut national de la santé et de la recherche médicale » (Paris, France) and Fondation
Progreffe (Nantes, France).

Address for correspondance: Benjamin Lauzier, Université de Nantes, l'institut du thorax,
Inserm UMR 1087 / CNRS UMR 6291, IRS —UN, 8 quai Moncousu, BP 70721, 44007 Nantes
Cedex 1 France

Tel: +33 2 28 08 01 57 — benjamin.lauzier@univ-nantes.fr

Submitted at JACC Heart Failure.

77



Abstract

OBJECTIVES AND BACKGROUND

Heart failure with preserved ejection fraction (HFpEF) is a growing health burden worldwide.
The absence of accurate treatment for this disease is partly due to the limitations of the currently
used animal models, which often rely on drastic hemodynamic alterations. The aim of our
project was to characterize a new transgenic rat model (Tgp3), which overexpresses the Ps-

adrenoceptor (B3-AR) at the endothelial level.

METHODS AND RESULTS

WT and Tgps rats were studied until the age of 45 weeks. They showed diffuse myocardial
fibrosis without remodelling of native B-AR subtypes expression. Echocardiographical
measurements revealed a progressive diastolic dysfunction with ageing in Tgps rats, illustrated
by a significant increase in early-to-late filing ratio (WT: 1.15+0.01 vs. TgBs: 1.33+0.04;
p<0.05), without any impact on ejection fraction (WT: 78.0+1.5 vs. TgPs: 77.8£0.9%). No
cardiac remodelling or arterial hypertension was reported in our model. In working heart
studies, high level of preload was applied on Tgfs hearts to mimic a stress condition. This led
to a 25% decrease of cardiac output, illustrating an inability of the Tgfs rats to adapt to preload
variations (WT: 79.0£2.2 vs. TgBs: 69.2+2.6 mL/min; p<0.05).

CONCLUSIONS

Our Tgpsrat model displayed a diastolic dysfunction phenotype with ageing, closely resembling
the human HFpEF phenotype. According to our results, the Tgfs rat is an accurate model to
better understand the complex pathophysiology of HFpEF and to identify new therapeutic

targets.

Key words: HFpEF, endothelium, diastolic function, working heart, Bs-adrenoceptor, rat model

78



Abbreviations

EDP: end diastolic pressure

HFpEF: heart failure with preserved ejection fraction

hBs-AR: human Bz-adrenoceptor

LV: left ventricle

TgPs: transgenic rat overexpressing the human p3-adrenoceptor in the endothelium
WT: wild-type

B-AR: B-adrenoceptor

E/A: early-to-late filing ratio

ICAM2: intercellular adhesion molecule 2

dP/dtmax/min: contraction/relaxation rate
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Introduction

Heart failure with preserved ejection fraction (HFpEF) is a health burden, whose
prevalence dramatically increased over the past decades reaching 54% of total heart failure
cases [1]. Patients are classically elderly people, with various comorbidities such as moderate
arterial pressure, diabetes, obesity, atrial fibrillation or renal failure. Women represent 45% to
73% of the patients [2, 3], suggesting sex hormone loss could be a critical factor in HFpEF
pathophysiology. A diastolic dysfunction pattern has been identified with elevated left ventricle
(LV) stiffness, prolonged isovolumic LV relaxation, slow LV filling and elevated LV end
diastolic pressure. In addition, several studies report the presence of myocardial fibrosis [4, 5].
Interestingly, stress or exercise exacerbates cardiac abnormalities, with a decrease in systolic
and diastolic reserve, leading to exercise intolerance and cardiac decompensation [6, 7]. Until
now, no treatment improves the survival of HFpEF patients. This lack of effective treatment
could be explained by the fact that underlying mechanisms of HFpEF development are still
poorly understood. One of the reasons is the lack of relevant animal models. Many animal
models of HFpEF have been studied but they present a severe hypertension, develop HFpEF
over a short period, and generally concern only males [8, 9].

While exploring the impact of Bs-adrenoceptor (B3-AR) imbalance on myocardial
function in a rat model overexpressing the human B3-AR in the endothelial cells (Tgps), we
identified a new model of HFpEF, which appears really close to human HFpEF and might

represent a new opportunity to understand this pathology.

Material and methods
Animal model

The animal model of HFpEF is a transgenic rat (Tgps) which overexpresses hf3z-AR in
endothelial cells. It has been generated by microinjection in rat Sprague-Dawley zygotes of a
linearized plasmid containing the hps-AR cDNA under the control of the promoter for the
endothelial cell-specific intercellular adhesion molecule-2 (ICAM-2), as previously described

in detail [10]. ICAM-2 promotor led to an endothelium-specific expression of B3-AR in all
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blood vessels. All animal protocols were approved by the ethics committee in charge of animal
experimentation of Pays de la Loire and were performed in accordance with French law on
animal welfare, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, and the National Institutes
of Health (NIH) Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Pub. No. 85-23,

revised 2011). In function of protocols, male and/or female were investigated.
Echocardiography

Echocardiography was performed on anesthetized rats at 15, 30 and 45 weeks of age,
using a Vingmed-General Electric ultrasound system (VIVID 7, Horten, Norway) equipped
with a 10 MHz imaging probe and off-line cine loop analysis software (Echopac TVI, GE-
Vingmed Ultrasound) on the Therassay platform, as previously described [11].

Pressure measurements

Rats were anaesthetized with isoflurane and O2 under spontaneous ventilation (02 1
L/min, 2%). Arterial and LV end diastolic pressure (EDP) were recorded using a pressure probe
SPR 838 size 2F (Millar Instruments Inc., Houston, Texas) with 10X1.5.7 software (EMKA
Technologies, Paris, France), as previously described [12].

Working heart studies

Isolated working heart were perfused as described previously [13]. To mimic stress, two
approaches were developed. Systolic function was challenged during increase in afterload from
60 to 140 mmHg, by 10 mmHg intervals. Diastolic function was challenged by increasing
preload from 5 to 25 mmHg, by 5 mmHg intervals. Functional parameters were monitored
continuously during the perfusion: 1) cardiac output and aortic flow, using calibrated
electromagnetic flow probe (T108 Transonic VVolume Flow Meter, Transonic system), 2) left
ventricular contractile functions, using a pressure transducer (ArgoTrans™ Transducers, Argon

Medical Devices) connected to a polyethylene (PE-50) catheter.
Tissue collection

Rats were euthanized after LV pressure measurement. Hearts were divided transversally
in two pieces. Apexes were embedded in OCT Compound (Tissue-Tek, Sakura) and

immediately frozen in cold isopentane to perform histological analyses. LV, RV and septum of
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heart bases were dissected and frozen in liquid nitrogen for further analysis. Aortas were gently
removed and divided into two parts to study endothelial transcription of hf3-AR gene: one part
was directly snap-frozen in liquid nitrogen, the second part was snap-frozen after removal of
the endothelium. Kidneys were harvested and fixed in 10% neutral buffered formalin. Right
lung was harvested and fixed by infusion of formalin through the bronchi, prior to immersion

in formalin solution.
Cardiomyocyte isolation

Cardiomyocytes were isolated according to the technique described by Baudet et al.
[14].

Bs-AR RT-gPCR

Total RNA was extracted from heart powder and isolated cells of RT-PCR as previously
describe [15]. To validate the endothelial expression of hf33-AR, transcripts were detected using
primers targeting human sequence (Supplemental data, Table 1) in aortas with or without
endothelium. In order to verify the absence of hf3z-AR expression in cardiomyocytes, RT-PCR
was also performed on isolated cardiomyocytes versus whole heart extracts. In heart extracts,
B1-AR, B2-AR, and human and rat Bs-AR transcripts were quantified by qRT-PCR using
Tagman technology (Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, USA).

Histology

Fibrosis quantification has been done as previously described [16]. 40 and 20 images of
the LV and septum respectively were taken at 200X magnification per animal and analysed by
a blinded manipulator. The percent area of type | and type 11l collagen fibres were determined

for each animal.
Statistical analysis

Data are presented as mean =SEM. For the comparisons involving two groups of
animals with n<10, group significance was defined using a Mann-Whitney test. For groups of
10 or more animals, a Student test was applied. In ex vivo studies, differences between repeated
measurements were evaluated using a two way ANOVA with repeated measurements. P<0.05

was considered significant.
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Results

Bs-AR is overexpressed in Tgps rat endothelial cells without any modification of pi-
AR and B2-AR

The human B3-AR cDNA was placed under the control of the ICAM2 promoter to ensure
endothelial-specific expression and the DNA construct was microinjected in rat zygotes. Two
newborns harboured the intact transgene and one of them served to generate the rat line used
here. To confirm cardiac hf3z-AR expression in our model, RT-gPCR analysis was conducted
on hBs-AR transcripts in whole heart extract samples. Our assay showed a high level of mMRNA
of the inserted gene in TgPBs whole hearts, and absence of expression in WT hearts (Fig. 1A).

Fig.

The presence of human Bs-AR transcripts was confirmed in entire Tgps aortas (Fig. 1B),
while it was not detected in WT aortic tissue nor in the desendothelialized aorta of Tgps rats.
These results indicate that human Bs-AR mMRNA was specifically expressed in the endothelial
cells of Tgps rats. Evaluation in whole heart and in isolated cardiomyocytes (Fig. 1B) confirmed
the presence of hBs-AR transcripts in TgBs whole heart extracts, while they were not present in
isolated cardiomyocytes. The ventricular native B1-AR, B2-AR and Bs-AR subtypes gene levels

were not significantly modified between WT and Tgps rats (Fig. 1C).
Phenotype of Tgps rats with ageing
General characteristics

For echocardiographic analysis, care has been taken to verify that similar heart rate was
obtained both in WT and Tgps rats (Table 1). For all functional in vivo evaluations of cardiac
function (echocardiography, AP and LVEDP), WT and Tgps female rats presented a similar
phenotype, even in the absence of sex hormone (Table 2, Fig. 1 Supplemental data) while males

did not. Thus, data on male rats will only be discussed below.

Additionally, at 45 weeks of age, WT (n=11) and TgPs (n=12) male rats presented
similar weight and tibia length (Table 1). Blood pressure assessment revealed that transgenic

animals did not show any increase in systolic (WT: 136.3+£4.0 vs. Tgps: 133.4+4.6 mmHg),
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diastolic (WT: 95.29£2.0 vs. Tgps: 92.75£3.1 mmHg), or mean AP (WT: 109.0£2.6 vs. Tgps:
106.3+3.5 mmHg) (Table 2).

In vivo investigation of cardiac function in male rats

Tgps rats showed an increase of end diastolic LV pressure (WT: 5.57£1.23 vs. Tgps:
11.68+1.11 mmHg, p<0.05, Fig. 2A). No morphological differences were reported in Tgps rat
hearts at the age of 15, 30 and 45 weeks (Table 3, supplemental data).

Systolic function evaluated by the calculated ejection fraction remained normal in both
WT and Tgps rats regardless of age (15 weeks, WT: 84.4+1.4 vs. TgpBs: 80.9£2.1%, N.S.; 30
weeks, WT: 81.7+1.7 vs. TgBa: 81.3+1.5%, N.S.; 45 weeks, WT: 78.0£1.5 vs. Tgpa: 77.8+£0.9%,
N.S.) (Fig. 2B).

Since the main pathological process in HFpEF appears to be diastolic dysfunction, we
assessed cardiac filling capacities in Doppler mode. Repeated measurements over time of early-
to-late filing ratios (E/A) revealed that diastolic dysfunction is exacerbated with a restrictive
filling pattern over age. Indeed, at 15 weeks of age, WT and Tg[s rats displayed a similar filling
pattern (WT: 1.10£0.03 vs. TgPs: 1.16+£0.04). At the age of 30 weeks, the E/A ratio was
significantly increased in Tgps rats (WT: 1.08+0.04 vs. Tgps: 1.26+0.05; p<0.05), and trended
to worsen between 30 and 45 weeks (WT: 1.15+0.01 vs. Tgps: 1.33+0.04; p<0.05) (Fig. 2C).
Relaxation parameters, such as isovolumic relaxation time and E-wave deceleration time, were
not modified at 15, 30 and 45 weeks between WT and Tgps rats (Table 3, supplemental data).

Diffuse myocardial fibrosis in Tgp3 rats

Collagen deposition quantification was performed in 45 weeks old Tgps and WT hearts.
Tgps myocardium (in LV and septum) was characterized by a higher amount of fibrosis in the
whole cardiac muscle, due to an increase in both collagen I (WT: 2.08+£0.16 vs. Tgpas:
2.91+0.17 %, p<0.05) and Il (WT: 0.96+£0.12 vs. Tgps: 1.35+0.08 %, p<0.05) in a diffuse

manner (Fig. 3).
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Ex vivo cardiac function of Tgps rats

Intrinsic heart function was evaluated using isolated working heart. This approach
allowed us to finely define cardiac function under precise load conditions without any hormonal

regulation.
Cardiac function in basal conditions

Under physiological conditions, Tgps hearts showed a significantly higher LVEDP, an
increase in heart rate and a decrease in systolic pressure, associated with a significantly higher
minimal pressure. Diastolic function of Tgps hearts was altered, as illustrated by the increase
in dP/dtmin, in relaxation time and the decrease in diastolic filing period. The systolic function,
systolic ejection period and contraction time were not statistically different between WT and
Tgps hearts, but dP/dtmax was decreased in Tgps hearts. Altogether these modifications were
not associated with modification of the cardiac output and coronary flow in Tgps hearts (Table
3).

Cardiac function under stress conditions

An increase in afterload was applied to hearts to reproduce ex vivo increase in peripheral
resistance, to stimulate the systolic adaptation. From 100 mmHg, adaptation in contractility of
TgPs hearts was impaired (dP/dtmax; at 140 mmHg, WT: 9167+510 mmHg/s vs. Tgps:
7234+£263 mmHg/s; p<0.05) (Fig. 4A). Cardiac output, aortic and coronary flow were similar
between WT and Tgps hearts (Fig. 4B, C, D).

In a second protocol, a diastolic stress was applied by gradually increasing the preload,
in order to mimic an increase in pulmonary arterial pressure or in venous return. The increase
in preload induced a significant elevation of dP/dtmin in both genotypes, but, at higher preload
diastolic filling period was significantly decreased in the Tgps rats (Fig. 5H) without any
modification of the relaxation time. Yet, WT hearts showed a significant higher contractility
while Tgps hearts impaired to adapt (Fig. 5G). In the presence of a high preload (25 mmHg),
the pumping function of TgPs hearts was dramatically decreased compared to WT hearts, with
a 25% decrease in cardiac output (WT: 79.0£2.2 vs. Tgps: 69.2+2.6 mL/min; p<0.05), and a
21% decrease in stroke volume (WT: 0.291+0.016 vs. Tgpsz: 0.229+0.017 mL/min; p<0.05)
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(Fig. 5A, B, E). This impairment was associated with a significant alteration of cardiac power
(Tgp3: 10 mmHg: 1.06x107+0.04x107vs. 25 mmHg: 0.91x107+0.05x107 mWatt; p<0.05),
which was not observed in WT (10 mmHg: 1.26x107+0.07x107vs. 25 mmHag:
1.19x107+0.05x107 mWatt) (Fig. 5F). These results revealed that, diastole duration and heart
capacity to work was blunted at higher level of preload in Tgps hearts. This was associated with
a dramatic impairment of filling capacities of the hearts (cardiac filling period: WT 92.73+£32.08
vs. TgPs 58.57+£17.83 ms).

Discussion

Surprisingly, over expression of hBs-AR in endothelial cells in our model was associated
with alteration of diastolic function mimicking the human HFpEF phenotype. Interestingly in
our study, Tgps rats were studied until 45 weeks, a quite advanced age in comparison to other
animal models of HFpEF. With ageing, Tgps rats developed a progressive diastolic dysfunction
with an impaired filling pattern, associated with a slight collagen deposition, two main
characteristics found in HFpEF patients. The subtle cardiac impairment observed at rest was

increased during stress conditions, especially when the diastolic function is challenged.
Our data suggest that this animal model with endothelial alteration, shares several main
characteristics of HFpEF patients: a long-term disease, developing with ageing and associated
with an inability to adapt to stress conditions.

HFpEF phenotype of Tgps rats

In our study, Tgps rats display a progressive diastolic dysfunction, illustrated by the
elevation of their E/A ratio with advancing age, associated with an increase in LVEDP. These
alterations, which were significantly different at the age of 30 weeks trended to worsen until
the age of 45 weeks, suggesting that our model slowly develops a filling alteration, as for elderly
human patients. The absence of cardiac remodelling in Tgps male rats could be surprising.
However, a study conducted by Shah et al. [17] showed that only half of HFpEF patients display
cardiac hypertrophy, and pointed out that cardiac hypertrophy is not a critical step for the
diastolic impairment. Furthermore, this phenomenon could be explained, at least in part, by the

B3-AR antihypertrophic properties as previously reported by Belge et al. [18].
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In the literature, diastolic dysfunction is induced in rodents using a strong elevation of afterload,
either by using specific rodent strains [8, 19], or by chemical [20] or surgical [21] procedures,
or by more complex procedures (deoxycortisone acetate-salt procedure [9], Dalh/SS strain fed
with high-salt diet [22]). As a consequence of these drastic conditions, rodents showed strong
phenotypic differences compared to the human pathology. As Borlaug et al. [23] noticed in the
TOPCAT trial, patients who had the best outcome with aldosterone treatment were those with
the lowest EF, and with ambiguous HFpEF pointing out that alteration of renin-angiotensin-
aldosterone system in rodent might not be that pertinent. The use of a model developing the
disease independently of renin-angiotensin-aldosterone system dysregulation, such as our Tgps

rat model, seems more accurate for a better understanding of HFpEF pathophysiology.

TgPs also presents a moderate collagen deposition, as it has been observed in HFpEF
patients. Patients develop diffuse cardiac fibrosis over time responsible for an increase in
cardiac stiffness [24]. As for human patients, the relative low amount of collagen deposition
observed in our model suggested that other parameters are implicated in LV stiffness and
diastolic dysfunction (e.g. calcium cycling alterations, other matricellular lesions, or sarcomeric

proteins alterations) [25, 26].
Stress adaptation: a key process of HFpEF pathophysiology

In our study, isolated working heart technique made possible to study stress conditions
separately to the systolic and the diastolic function of the rat hearts; the increase in afterload
stimulated more specifically the contractile capacities, whereas the increase in preload affected

the diastolic reserve.

Interestingly, Tgps hearts displayed an alteration in contractility when submitted to a
high level of afterload. However, no alteration of the cardiac work capacities was reported in
this condition. In both patients and Tgps rats, systolic dysfunction is not the major keyplayer of
the exercise intolerance. In our model, after an increase in preload, Tgps hearts exhibit
contractility and relaxation impairment, associated with a significant alteration of cardiac work.
During exercise intolerance tests, HFpEF patients classically develop a dramatic increase in

LVEDP [27], and a decrease in stroke volume [28], indicating that diastolic function is severely
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worsened under stress conditions. This results are in accordance with John et al. showing that

diastolic function of patients is particularly sensitive to preload variations [29].
Effects of endothelial hps-AR overexpression in our model

The overexpression of hBz-AR in endothelial cells of Tgps rats is not associated with significant
modification of endogeneous B-AR subtypes. Our results raise the question concerning the
involvement of overexpressed endothelial B3-AR in HFpEF development. Several studies have
reported a beneficial effect of Ps3-AR stimulation. In acute disorders, such as
ischemia/reperfusion injury, Bs-AR stimulation decreased myocardial damage by decreasing
mPTP opening in cardiomyocytes [30, 31]. An antihypertrophic effect induced by Bs-AR
stimulation has also been described at an early stage of HF [30]. Conversely, at end-stage of
HF, Bs-AR overexpression is associated with cardiac dysfunction [32-34]. The cardiac
dysfunction induced by the (33-AR overexpression in our model suggests that cardiac effects of
B3-AR are much more complex than initially thought and probably involved an endothelial
dysfunction. Further studies will be needed to decipher the cellular mechanisms involved in

HFpEF development associated with endothelial B3-AR overexpression.

Limitations of our study

We showed that Tgps rats display diastolic dysfunction with ageing. The cardiovascular
alterations were subtle, and no alterations were observed in renal or pulmonary vascular beds
at the age of 45 weeks (Fig. 2, supplemental data). However, when considering a rodent life
span, a 45 weeks-old rat cannot be qualified as "elderly”. Considering how the disease evolved
over time with ageing, our results suggest that this model is potentially a suitable model to
explore the early phase of HFpEF. In addition, the absence of cardiac dysfunction in females,
even with sex hormone loss, raises questions regarding the implication of gender in HFpEF
pathophysiology. In human populations, older post-menopausal women represent an important
proportion of patients. The absence of any diastolic dysfunction in females in our model may

indicate a distinct pathological process according to gender.
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Conclusion

In conclusion, the Tgps rat is an animal model that presents a phenotype close to HFpEF:
it developed with ageing a spontaneously progressive filling impairment at rest, associated with
diffuse fibrosis, but without pulmonary and renal vascular damage. Moreover, our data
demonstrated a similar cardiac response of Tgps rats and HFpEF patients when submitted to a
stretch stress, illustrating a profoundly altered adaptation to stress conditions. This new model
will allow us to better understand the complex pathophysiology of HFpEF, and to identify new

therapeutic targets for patient management.

Clinical Perspectives

Pathophysiological mechanisms involved in HFpEF still remain poorly understood, and
no accurate treatment is available. The use of our model could lead to a better knowledge of the
underlying mechanisms of diastolic dysfunction, in order to identify new therapeutic targets

and therapeutic strategies for the patients.
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Figure legends

Figure 1: Localization and expression of B3-AR. A: transcriptional level of human fB3-AR
MRNA in whole heart. B: RT-PCR assays were performed on desendothelialized or intact aorta,
whole heart tissue extract and isolated cardiomyocytes from WT and Tgps rats. C: rat B1, 2,
and B3-AR mRNA levels. The quantification of transcripts was normalized using Gapdh mRNA

levels.

Figure 2: Cardiac function of WT and Tgps rats. A: Diastolic function was measured at 45
weeks by catheterism: LV pressure measurements of 45 weeks old WT (n=8) and Tgps (n=9)
rats. LV pressure was evaluated on anaesthetized animals, using a millar pressure probe. B:
Evolution of systolic function between 15 and 45 weeks measured by echography. C: Evolution
of diastolic function between 15 and 45 weeks measured by echography. Representative
recordings from WT and Tgps were presented for each measurement. Data were expressed as
mean=SEM *: p<0.05.

Figure 3: Fibrosis quantification. Cryosections were stained with picrosirius red and viewed
under polarized light to distinguish type I (red) from type Il (green) collagen. Representative

views from WT and Tgps samples are presented. Data are expressed as mean£SEM *: p<0.05.

Figure 4: Effect of an increase in afterload in isolated working heart at 45 weeks. Data were
recorded in WT (M, n=8) and Tgfz (O, n=8) after a 7 min stabilization period under
physiological condition (afterload 80 mmHg, preload 12.5 mmHg), and heart function was
evaluated from 60 to 140 mmHg with 10 mmHg intervals. A: Contractility (dP/dtmax) and
relaxation rate (dP/dtmin). B: Cardiac output. C: Aortic flow. D: Coronary flow. Data are
expressed as mean+SEM *: p<0.05 WT vs. Tgps. #: p<0.05 vs. physiological condition of the

same genotype.

Figure 5: Effect of an increase in preload in isolated working heart at 45 weeks. Data were
recorded in WT (O, n=13) and Tgps: (M, n=12) after a 7 min stabilization period under
physiological condition (afterload 80 mmHg, preload 12.5 mmHg), and heart function was
evaluated from 5 to 25 mmHg with 5 mmHg intervals. A: cardiac output. B: Aortic flow. C:
coronary flow. D: heart rate. E: stroke volume. F: cardiac power. G: contraction (dP/dtmax) and

relaxation rate (dP/dtmin). H: diastolic filling period. I: total diastole duration. J: relaxation

93



time. Data are expressed as meantSEM, *: p<0.05 WT vs. Tgps. #: p<0.05 vs. physiological
condition of the same genotype.

Table 1. Physiological and cardiovascular parameters recording in WT and Tgps rats at 45
weeks. Data are mean+SEM. LV morphological parameters were measured by echography on
short axis parasternal view, except for interventricular septal wall thickness in long axis

parasternal view, in diastole and in systole. Data are expressed as mean+SEM,*: p<0.05.

Table 2. Arterial blood pressure values measured in WT and Tgps male rats at 45 weeks. Data

are expressed as mean+SEM.

Table 3. Characteristics of perfused isolated working hearts under physiological condition in
WT and Tgps rats at 45 weeks of age. Data are expressed as mean+SEM. Afterload was set at
80 mmHg and preload at 12.5 mmHg.
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Supplementary data

Figure 1. Vascular injuries on lung and kidneys from WT (n=8) and Tgps (n=9) rats. (A) Small
pulmonary arteriole remodelling was assessed by histology. Sections were stained with orcein
and the percentage of media area of small arterioles was quantified. (B) Renal injuries were
evaluated using the glomerular score. 20 glomeruli per rat were rated with a score from 0 (0%
injured glomeruli) to 4 (100% injured glomeruli), in order to calculate the glomerular score,

reflecting glomerular damage of the whole kidney.

Figure 2. Cardiac function from WT and Tgps female rats, ovariectomized or not. A: Diastolic
function at 45 weeks measured by catheterism: LV pressure measurements of 45 weeks old WT
(n=8) and TgPs (n=9) rats. LV pressure was evaluated on anaesthetized animals, using a millar
pressure probe. B: Evolution of diastolic function between 15 and 45 weeks measured by
echography: LV filling pattern was recorded using pulsed Doppler mode. Representative views

from WT and Tgps are presented for each measurement. Data are expressed as mean+SEM.
Table 1. Primers used for identification and quantification of B3-AR mMRNAs with RT-PCR.

Table 2. Cardiovascular parameters from WT and Tgps females at 15 and 30 and 45 weeks of
age. LV morphological parameters were measured by echography on short axis parasternal
view, except for IVSWT in long axis parasternal view, in diastole and in systole. Data are

expressed as mean+SEM.

Table 3. Arterial blood pressure values measured in WT and Tgps female rats at 45 weeks.

Data are expressed as mean+SEM.

Table 4. Cardiovascular parameters from WT and Tgps males at 15 and 30 weeks of age. LV
morphological parameters were measured by echography on short axis parasternal view, except
for interventricular septal wall thickness in long axis parasternal view, in diastole and in systole.

Data are expressed as mean+SEM.
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Figure 2.
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Figure 4.
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Figure 5.
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Table 1.

Parameters WT (n=11) TgB; (n=12)
Body Weight (g) 599 + 63 622 £ 36
Tibia length (mm) 59.58 + 1.03 60.75 + 0.75
Heart rate (bpm) 337+6 3367
LV morphological parameters
Posterior wall thickness in diastole (mm) 1.83 £0.05 1.82 £+ 0.04
Posterior wall thickness in systole (mm) 2.85+0.05 2.76+0.12
Anterior wall thickness in diastole (mm) 1.73 £0.06 1.59+ 0.06
Anterior wall thickness in systole (mm) 3.27£0.17 2.09 £0.08
Interventricular septal wall thickness in diastole (mm) 1.75+0.08 1.67+0.06
Interventricular septal wall thickness in systole (mm) 2.95 +0.09 2.87+0.09
LV diameter in diastole (mm) 8.51+0.14 8.86+£0.14
LV diameter in systole (mm) 493 +0.17 5.24 +0.21

LV diastolic parameters
E-wave (m/s)
A-wave (m/s)

E/A ratio

E-wave deceleration time (ms)

Isovolumic relaxation time (ms)

1,150 £ 0,039
0,990 * 0,031
1,155 £ 0,015

43,37 +£1,853

22,30+1,324

1,139 + 0,051
0,862 + 0,037 *

1,332 +0,041 *

43,80 + 2,239

21,76 £ 0,887

Table 2.
Parameters WT (n=11) TgBs (n=12)
Systolic blood pressure (mmHg) 136.3+4.0 133.4+4.6
Diastolic blood pressure (mmHg) 95.29+2.0 92.75+3.1
Mean blood pressure (mmHg) 109.0t2.6 106.3+3.5
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Table 3.

Parameter WT (n=26) TgB; (n=23) P-value

Heart rate (bpm) 255+4 2755 * 0.0073
Maximal pressure (mmHg) 150.0 + 2.3 137.9+2.0* 0.0004
Minimal pressure (mmHg) -49+1.5 -0.5+0.8 * 0.0150
EDP (mmHg) 8.8+0.8 12.5+1.5* 0.0350
Systolic ejection period (ms) 70.1+25 705+1.2 0.8891
Contraction time (ms) 333+3.1 26.5+3.3 0.1383
Diastolic filling period (ms) 90.4 +5.8 64.9+5,5* 0.0031

Relaxation time (ms) 46.51+1.2 53.4+1.2*%* <0.0001
dP/dtmax (mmHg/s) 6,211 + 184 5,569 + 194 * 0.0206
dP/dtmin (mmHg/s) -4,936 + 109 -4,453 + 109 * 0.0116
Cardiac output (mL/min) 777 £1.7 74.1+24 0.2207
Aortic flow (mL/min) 547+14 53.1+2.7 0.6084
Coronary flow (mL/min) 22.7+1.0 22.0+1.0 0.6349
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Supplementary data -

Figure 1. Vascular injuries on lung and kidneys of WT (n=8) and Tgf3 (n=9) rats. (A) Small
pulmonary arteriole remodelling was assessed by histology. Sections were stained with orcein
and % media area of small arterioles were quantified. (B) Renal injuries were evaluated by
glomerular score. 20 glomeruli per rat were rated with a score from 0 (0% injured glomeruli)
to 4 (100% injured glomeruli), in order to calculate the glomerular score, reflecting glomerular

damage of the whole kidney.

Figure 2. Cardiac function of WT and Tgfs female rats, ovariectomized or not. A: Diastolic
function at 45 weeks measured by catheterism: LV pressure measurements of 45 weeks old WT
(n=8) and Tgps (n=9) rats. LV pressure was evaluated on anaesthetized animals, using a millar
pressure probe. B: Evolution of diastolic function between 15 and 45 weeks measured by
echography: LV filling pattern was recorded using pulsed Doppler mode. Representative view
of the WT and Tgfs recordings are presented for each measurement. Data are expressed as

mean+SEM.

Table 1. Primers used for identification and quantification of B3-AR mMRNAs with RT-PCR.

Table 2. Cardiovascular parameters of WT and Tgfs female rats at 15 and 30 and 45 weeks of
age. LV morphological parameters were measured by echography on short axis parasternal
view, except for IVSWT in long axis parasternal view, in diastole (d) and in systole (s). Data
are expressed as mean+SEM.

Table 3. Cardiovascular parameters of WT and Tgfz male rats at 15 and 30 weeks of age. LV
morphological parameters were measured by echography on short axis parasternal view, except
for IVSWT in long axis parasternal view, in diastole (d) and in systole (s). Data are expressed

as meanzSEM.
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Supplementary data

Figure 1.
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Figure 2.
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Table 1.

mRNA Lenght (pb) Sequence F:;o:guhctt
hAdrb3 (S) 17 5’ AGCTCTCTTGCCCATG 3’
hAdrb3 (AS) 19 5’ ACTGGCTCATGATGGGCGC 3’ >0
Gapdh (S) 30 5’ ACTGGCGTCTTCACCACCATGGAGAAGGCT 3’
Gapdh (AS) 30 5’ CTCCTTGGAGGCCATGTAGGCCATGAGGTC 3’ 700
Table 2.
Parameters Females (F) Ovariectomized females (ovx F)
WT (n=13) TgBs (n=13) WT (n=12) TgBs (n=10)
LV morphological parameters
Wall thickness
PWTd (mm) 1.70+0.04 1.75+0.07 1.75+0.07 1.76 £0.07
PWTs (mm) 2.73+0.06 2.79+0.14 2.75+0.01 2.70+0.09
AWTd (mm) 1.63+0.06 1.50+£0.05 1.54+0.05 1.46+0.03
AWTs (mm) 2.87+0.10 2.87+0.12 2.78+0.08 2.65+0.06
IVSWTd (mm) 1.59+0.04 1.54+0.05 1.59+0.07 1.56+0.05
IVSWTs (mm) 2.97+0.08 2.79+0.10 2.82+0.09 2.71+0.08
LVdiameter
VDd (mm) 7.29+0.13 7.09+0.22 7.18+0.12 7.13+£0.19
LVDs (mm) 3.86+0.17 3.43+0.23 3.81+0.21 3.93+0.24
LVvolumes
EDV (mL) 0.87+0.04 0.82+0.06 0.83+0.06 0.83+0.06
ESV (mL) 0.15+0.02 0.12+0.01 0.15+0.02 0.16+0.03
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Table 3.

Parameters Females (F) Ovariectomized females (ovx F)
WT (n=9) TgB; (n=5) WT (n=5) TgB; (n=5)
Blood pressure
Systolic blood pressure 143.8+5.2 148.4.4 7.0 134.6 +5.0 1245 +7.83
(mmHg)
Diastolic blood pressure 99.6 2.7 104.2 +4.7 101.2 £2.95 91.25+7.6
(mmHg)
Mean blood pressure 1143 +3.5 118.9+5.5 112.3+35 1023+7.6

(mmHg)
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Table 4.

Parameters 15 weeks 30 weeks
WT (n=13) TgBs (n=13) WT (n=12) TgBs (n=10)
LV morphological parameters
Wall thickness
PWTd (mm) 1,684 + 0,070 1,613 + 0,063 1,882 40,181 1,804 £ 0,176
PWTs (mm) 2,413 + 0,090 2,391+ 0,042 3,078 +0,176 2,838 0,145
AWTd (mm) 1,526 + 0,044 1,536 + 0,106 1,617 £ 0,081 1,628 0,064
AWTs (mm) 2,433+0,174 2,131+0,134 2,852+ 0,167 2,968+ 0,116
IVSWTd (mm) 1,505 + 0,038 1,531+0,049 1,913 £0,126 1,772 40,103
IVSWTs (mm) 2,246 £0,121 2,199 £ 0,094 3,226 £ 0,140 3,150+ 0,111
LVdiameter
VDd (mm) 7,232+0,191 7,750 £ 0,179 7,843 + 0,205 7,878 £ 0,204
LVDs (mm) 4,332+0,196 4,659 + 0,230 4,035+ 0,302 4,205+ 0,164
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

A ce stade du projet, I'ensemble des résultats permet de conclure que les rats males Tgfs
partagent avec les patients atteints d'ICFEP des éléments communs de physiopathologie, a
savoir I'apparition progressive d'une dysfonction diastolique au cours du vieillissement, laissant
supposer qu'une étude approfondie de ce modéle permettra d'identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques et d'élaborer de nouveaux traitements pour les patients. Cette étude descriptive
ne permet pas encore de conclure sur les mécanismes impliqués dans la dysfonction diastolique
de notre souche de rats transgéniques. Toutefois, différentes études préliminaires permettent

d’envisager différentes perspectives d’étude pour notre modele.

1. Etude du transcriptome des rats Tgps

Parallelement a I'étude phénotypique du modele, une premiére approche de
transcriptomique a été réalisée au laboratoire, par Marja Steenman, chercheur de I'équipe. Une
technique de puce a ADN a été menée sur les rats transgéniques, males et femelles, a I'age de
45 semaines. Les résultats, présentés sous forme d’un clustering hiérarchisé, montrent
I'expression différentielle des génes entre les animaux WT et Tgps, ou chaque ligne représente

un gene, et chaque colonne un échantillon.

On observe tout d’abord que les animaux males et femelles ont deux profils d’expression
bien distincts. Chez les femelles, 183 géenes sont exprimés de maniére différentielle entre les
rats WT et TgpBs, contre 241 pour les males. De plus, on peut noter que males et femelles
partagent seulement 16 geénes dont I’expression est modifiée chez les animaux transgéniques.

Cette étude confirme le fort dimorphisme sexuel existant dans notre modéle (Figure 17).
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Figure 17 : Expression des genes au niveau cardiaque des rats Tgfs méales et femelles a

I'age de 45 semaines.

Les couleurs vertes, noires et rouges correspondent respectivement a une sous-expression, une
expression non modifiée ou une surexpression par rapport aux WT. Les génes impliqués dans
des grandes fonctions ont été indiqués avec un code couleur sur la droite de la figure. Un
diagramme de Venn illustre les génes communs entre les rats males et les rats femelles.

Parmi les génes potentiellement impliqués dans I'apparition de la dysfonction

diastolique, nous pouvons noter la présence de génes impliqués dans le développement de la

fibrose, de I'nypertension artérielle pulmonaire, du métabolisme, de I'inflammation et dans la

régulation du cycle du calcium (Figure 17).
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Comme nous I’avons vu dans la caractérisation du mode¢le, le développement de fibrose
est un élément déja observé dans notre modéle a I’age de 45 semaines, ce qui concorde avec
’analyse transcriptomique. D’un autre c6té, nous avons vu qu’a cet age, les rats ne présentent
pas de remodelage des artérioles pulmonaires visibles a 1’histologie permettant d’objectiver le
développement d’une HTAP, alors que les résultats de 1’analyse transcriptomique montrent
différents niveaux d’expression de génes associés a ’HTAP. Ces résultats suggérent que 1’étude
a été menée a un stade trop précoce, justifiant 1’étude des 1ésions a un age plus avancé. De plus,
une exploration fonctionnelle par mesure de la pression du VD a 45 semaines serait plus
pertinente. Dans la suite de ce manuscrit, il sera abordé la premiere exploration des anomalies
métaboliques, de I’inflammation, et du cycle du calcium, trois grandes fonctions dont

I’implication a été suggérée par 1’analyse transcriptomique.

2. Les anomalies métaboliques

Il est connu que les patients atteints d’ICFEP présentent fréquemment des anomalies
métaboliques, comme du diabéte, de 1’obésité ou un syndrome métabolique. Une premiére
approche du statut métabolique des animaux a consisté en une analyse sanguine des taux de
glucose et lipides circulants. Grace a cette premiére analyse, il apparait que la glycémie, la
triglycéridémie et la cholestérolémie (dont le taux de HDL cholestérol) sont similaires entre les
rats sauvages et TgBs (Figure 18A, B, C, F). Pour compléter cette premiére approche, les taux
de triglycérides (TG) et de diacylglycérol (DAG) ont été dosés dans le myocarde (Figure 18D).
Les rats TgPs présentent une augmentation du taux de TG dans le muscle cardiaque, sans
modifications du taux de DAG (Figure 18E).
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Figure 18. Parameétres métaboliques des rats Tgps & 45 semaines.
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Tryglicérides myocardiques ; E. Diacylglécyrol myocardique. F. Glycémie.
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Ces données sont particulierement intéressantes car I’augmentation de TG dans le tissu
cardiaque (ou stéatose cardiaque) est une lésion associée au développement de la dysfonction
diastolique. Chez les patients diabétiques, la stéatose cardiaque est en effet prédictive de
I’apparition d’anomalies de la diastole a long terme [244]. Chez les patients atteints d’ICFEP,
plusieurs études ont déja montré la présence de stéatose dans le myocarde [245, 246], suggérant
I’implication des dépots de tissu adipeux ectopique dans le développement de la dysfonction
diastolique. En particulier, I’accumulation de TG a déja été associée a une diminution des

capacités mitochondriales via une dérégulation des voies de signalisation liées a PPARa [247].

Si les mécanismes exacts reliant la stéatose et la dysfonction diastolique ne sont pas
entierement connus, plusieurs études ont déja montré qu’il existait un lien étroit avec le
métabolisme lipidique cardiaque. Dans un cceur sain, environ 70% de I’ATP est produit via
I’utilisation des lipides. Or, dans le cas de I'insuffisance cardiaque, plusieurs études ont déja
montré une diminution de ’utilisation des lipides, et une augmentation relative de 1’utilisation
des glucides. A terme, les anomalies métaboliques ont alors pour conséquence une diminution
des stocks d’ATP, participant alors a la dysfonction cardiaque [248]. Dans notre étude, le
dosage des TG et DAG ne permet pas a lui seul d’affirmer la présence d’anomalies
métaboliques chez les rats transgéniques. En effet, une accumulation des TG peut étre di a une
augmentation de 1’entrée des TG dans les cardiomyocytes, une diminution de la B-oxydation,
mais également a une diminution d’activité de la CPT1, enzyme responsable du transport des

acides gras libres dans la matrice mitochondriale, lieu de la $-oxydation.

Compte-tenu du role connu des B3-AR dans le métabolisme des lipides, une recherche
plus approfondie devra étre réalisée pour déterminer I’implication du B3-AR endothélial sur le
métabolisme cardiaque [249]. Pour compléter cette premiére approche, une approche
métabolique fonctionnelle a I’aide d’isotopes radioactifs par tomodensitométrie a émission de
positron (TEP) est en cours avec le Dr Bertrand Collin du Centre Georges Francois Leclerc. Par
ailleurs, il sera nécessaire d’évaluer les différents niveaux du métabolisme lipidique, en dosant

notamment les taux de chaque composé intermédiaire.
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De plus, I’exploration de cibles dans le métabolisme a été initiee par Justine Dhot,
étudiante en Master 2. Son projet de Master consiste a confirmer I’expression de cibles
identifiées par 1’analyse transcriptomique et d’étudier les voies de signalisation associées. Son
projet porte sur I’adénylate kinase 1 (AK1) dont I’expression est augmentée chez les rats Tgps.
AKI1 catalyse le transfert réversible d’un phosphate entre I’ATP et I’AMP selon cette réaction :
2 ADP < AMP + ATP, et joue ainsi un role important dans la régulation du taux d’AMPc.
Décrite comme senseur d’un déséquilibre énergétique, AK1 est impliquée dans la régulation du
métabolisme cardiaque, ainsi que dans de nombreuses voies de signalisation impliquant
I’AMPc [250].

3. L’anémie et I’état proinflammatoire

L'étude des parametres hématologiques des rats WT et TgPs révéle un profil tout a fait
similaire entre les rats sauvages et transgéniques (Tableau 14). Au niveau de la lignée
érythrocytaire, les rats Tgfz ne présentent aucune anémie, et ont un taux d'hémoglobine
similaire aux rats sauvages. De plus, aucune anomalie du nombre ou de la qualité des hématies
n'a été releveée. Dans notre modele, les troubles de la diastole ne sont donc pas associés a la

présence d’une anémie.

Au niveau des paramétres de la lignée leucocytaire, les rats Tgfs possedent une
numération/formule leucocytaire similaire aux rats sauvages. Le nombre total de leucocytes
n'est pas modifié, ainsi que les différentes populations de leucocytes circulants. Le nombre de
plaquettes est également similaire entre les rats sauvages et Tgfs, avec une tendance a une

diminution de la taille des plaquettes, bien que non statistiqguement significatif.
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Tableau 14. Paramétres hématologiques des rats WT (n=8) et Tgfs (n=5) a I'dge de 45 semaines.

Paramétres _

Parameétres hématologiques de la lignée rouge

Hématies (Téra/L) 8,624+ 0,157 8,858+ 0,116
Hémoglobine (g/dL) 14,138 £0,254 14,700 £ 0,314
Hématocrite (%) 46,925 +1,211 48,460 + 1,240
Volume globulaire moyen (fL) 54,450 + 1,079 54,720 £ 1,261

Concentration corpusculaire

moyenne en hémoglobine (g/dL) 30,388 £ 0,531 30,340 +0,410
Numération-Formule leucocytaire

Leucocytes (L/pL) 8,810+ 0,617 8,832 +0,797

Granulocytes neutrophiles (K/uL) 2,915+ 0,260 2,722 +£0,366

Lymphocytes (K/pL) 5,357 0,463 5,672+0,627

Monocytes (K/ulL) 0,493 £ 0,044 0,364 £ 0,062

Granulocytes éosinophiles (K/uL) 0,030 0,010 0,056 £ 0,008

Granulocytes basophiles (K/pL) 0,010 £ 0,007 0,018 £ 0,018
Plaquettes

Plaquettes (K/uL) 687,75 £50,88 651,75 £ 125,88

Volume plaguettaire moyen (fL) 6,475+ 0,301 5,475 10,332

Il était important de vérifier les parametres hématologiques des rats, compte-tenu de la
localisation particuliére du transgéne chez les rats transgéniques, a savoir au niveau de
I'endothélium. En effet, les cellules endothéliales tapissent également les niches de la moelle
osseuse dans laquelle se déroule la différenciation des lignées sanguines [251]. La modification
endothéliale de notre modele pouvait potentiellement induire des différences hématologiques
et, sachant que I’anémie et 1’état pro-inflammatoire chronique sont fortement associés au

développement de I’ICFEP, il était donc nécessaire de vérifier ces données.

En revanche, ces premiers résultats concernant le nombre de leucocytes circulants
totaux ne permettent pas d’écarter des différences dans les sous-populations de chaque
leucocyte. Tout d’abord, il est connu que les monocytes, une fois différenciés en macrophages,
peuvent s’orienter vers une réponse de type M1 (spécialisés dans la réponse pro-inflammatoire
et I’¢limination de pathogénes) ou de type M2 (produisant une réponse anti-inflammatoire
favorisant la cicatrisation). Chez les patients atteints d’ICFEP, les macrophages sont

majoritaires de type M2, favorisant donc des phénomenes fibrotiques [252].
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De plus, ces données sont complétées dans cette étude par I’analyse des profils des
monocytes circulants. Les monocytes peuvent étre classés en fonction de leur expression du
CD14 et du CD16, on en distingue alors trois types. Les monocytes dits classiques représentent
85% des monocytes totaux et expriment uniquement le CD14. Les monocytes dits
intermédiaires expriment majoritaire le CD14, et une petite proportion de CD16. Enfin, les
monocytes atypiques expriment en proportion similaire les CD14 et CD16 [252]. Chaque sous-
population de monocyte possede des propriétés qui leur sont propres, qui sont résumeées dans le
Tableau 15.

Tableau 15. Sous-populations des monocytes et leurs fonctions.

Monocyte classique Monocyte intermédiaire Mon?cytes
atypiques
Profil d’exoression CD14++ CD14++ CD14+
¢ CD16- CD16+ CD16++
Distribution 85% 5% 10%
. . IL1, MCP1, IL6, IL10, Faible sécretion de IL10, TNFaq, IL1, IL6, MCP1
Cytokines produites .
TNFa cytokines
Phagocytose,
Fonction production de ROS et Phagocytose, angiogénese, Action pro-fibrotique, action
MMP, sécrétion de action anti-inflammatoire anti-inflammatoire
cytokines

Adapté de Glezeva et al. 2015

De maniére intéressante, les monocytes intermédiaires et atypiques ont été associés au
développement de diverses maladies, telles que 1’athérosclérose, le sepsis, ou I’arthrite
rhumatoide. Une étude de Gleveza et al. (2015) a pu mettre en évidence que, parallelement a
I’augmentation du nombre total de cellules inflammatoires, chacune de ces trois populations de

monocytes €tait augmentée chez les malades atteints d’ICFEP.

Il convient également de considérer que nous n’avons investigué que les cellules

sanguines circulantes. Or, il est important de noter que chez les malades atteints d’ICFEP, les
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cellules immunitaires infiltrent le myocarde. Westerman et al (2011) a ainsi pu montrer la
présence d’une infiltration leucocytaire dans des biopsies myocardiques de patients, composée
de macrophages et de lymphocytes. Cette infiltration était associée a la sécrétion de TGFp et
au développement de fibrose [124]. De maniere intéressante, une étude de Nevers et al. (2015),
a montré que les lymphocytes T des patients atteints d’ICFEP possédaient un pouvoir
d’adhésion a I’endothélium supérieur a ceux de patients sains [253]. Dans un modele de TAC
sur souris, cette méme étude a montré que ’infiltration lymphocytaire était également associée
a une sécrétion in situ et TGFP et de fibrose cardiaque. Compte tenu de la localisation
endothéliale du transgéne dans notre modele, I’étude des populations de cellules immunitaires
dans le myocarde revét un aspect particulierement important. Quelques études se sont penchées
sur I’effet de la stimulation Bs.adrénergique sur le systéme immunitaire. D’aprés Roth Flack et
al. (2013), la stimulation Pz-adrénergique par un agoniste (CL 316243) promeut I’infiltration
neutrophilique et I’inflammation du tissue adipeux chez la souris [254]. Dans une autre étude,
Calvani et al. (2015) a montré dans un modé¢le de mélanome que la stimulation du B3-AR était
associée a la sécrétion de cytokines proinflammatoires, et a une plus grande agressivité de la
tumeur [255]. Mais d’un autre c6té, Vasina et al. (2008) a montré un effet anti-inflammatoire
de la stimulation Pz.adrénergique au niveau intestinal dans un modele de colite hémorragique
[256].

A ce jour, il n’existe pas de données sur I’effet de la stimulation Bz-adrénergique sur
I’inflammation au niveau du myocarde dans 1’insuffisance cardiaque, et a plus forte raison au
niveau endothélial. Au vu du manque de données dans la littérature, le role du B3-AR dans
I’inflammation reste encore a déterminer, et cet aspect de la physiopathologie est un point a

investiguer dans notre modeéle.

4. Les anomalies du cycle du Ca?* des rats Tgps
Les anomalies du cycle du Ca?* étant un mécanisme physiopathologique majeur des

dysfonctions diastoliques, une premiére approche pour évaluer de putatives anomalies du cycle

du calcium des rats Tgfz a été d’étudier 1’expression des principales protéines impliquées dans
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le relargage et la recapture du Ca?* par le RS. Pour cela, des western blot ont été réalisés pour

¢étudier ’expression du PLB, de SERCAZ2a et de RyR2, ainsi que leur état de phosphorylation.

Chez les rats TgPs, I’expression de SERCA2a (Figure 19A), protéine chargée de la
recapture du Ca®* dans le RS est significativement diminuée de maniére significative par rapport
aux rats sauvages. De plus, le niveau de phosphorylation du PLB est diminuée traduisant une
diminution d’activation de SERCA2a (Figure 19B). De plus, une augmentation significative de
I’expression du RyR2 total est associée a une diminution significative de la fraction

phosphorylée de RyR2, suggérant une diminution de I’activité de RyR2 (Figure 19C).

La diminution de I’expression de SERCA ainsi que de son activité via la diminution de
phosphorylation du PLB sont deux €léments associés a des surcharges calciques et a la survenue
d’une dysfonction diastolique [140, 141]. Concernant les modifications d’expression et de
fonction du RyR, il est plus délicat de conclure par rapport aux données de la littérature. En
effet, peu de données existent sur les anomalies du cycle du calcium des patients en ICFEP. Les
données existantes chez les patients atteints d’ICFER montrent une hyperphosphorylation de
RyR2, sans modification de son niveau d’expression total [143]. La proportion de RyR2
phosphorylée par rapport au RyR2 total chez les rats transgéniques suggere de moindres
capacités de libération du Ca?* ce qui pourrait donner des pistes d’explications de la diminution

de la pression développée observée chez les coeurs ex Vivo.

Ces données seront complétées par des expériences fonctionnelles permettant d’analyser
les flux calciques dans les différents groupes d’animaux par la technique IonOptix utilisant la
sonde calcique FURA2. Cette approche permettra d’identifier clairement les anomalies du cycle
du calcium des rats TgPs, et d’objectiver la présence d’une surcharge en Ca?*, qui est un élément
critique pour le développement d’une dysfonction diastolique, mais encore trop peu investigué

dans la littérature récente.
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Figure 19 : Expression des protéines du calcium dans le myocarde de rats WT et Tgfs a
I’age de 45 semaines.

A. Expression de SERCAZ2a. B. Expression du PLB et PLB phosphorylé sur la sérine 16.

C. Expression de RyR et de RyR phosphorylée sur la sérine 2808. SERCA2a : pompe Ca?*-
ATPase du réticulum sarcoplasmique PLB : phospholamban, RyR : récepteur a la ryanodine.
La quantité de protéine totale est exprimee par un ratio par rapport a la GAPDH. * : p<0,05
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5. Le role de ’endothélium et du B3-AR chez les rats Tgps

Afin d’¢étudier I’effet de 1’endothélium sur la contractilit¢ myocardique dans notre
modele, des courbes concentrations-réponses ont été réalisées sur les muscles papillaires de rat,
en présence et en absence d’endothélium. Une courbe concentration-réponse a ’isoprénaline,
un agoniste non sélectif des récepteurs B-AR, a été réalisée. Chez les rats WT, et en présence
d’endothélium, I’isoprénaline provoque une augmentation concentration-dépendante de
I’amplitude de contraction. Apres abrasion de I’endothélium, présentent une diminution
similaire de ’amplitude maximale de contraction (Figure 20). Chez les TgPs, la réponse a
I’isoprénaline est similaire a celle observée chez les WT, en présence et en absence

d’endothélium.
—#®— WT endo + (n=4)
-@-- WT endo - (n=4)

--m-- TgBsendo - (n=4)

—#— TgBzendo + (n=5)

Amplitude %

50

Log [Isoproterenol] (mol/l)

Figure 20. Mesure de la contractilité des muscles papillaires en présence et en absence
d’endothélium suite a I’administration de doses croissantes d’isoprotérénol, chez les rats
sauvages et transgéniques ages de 45 semaines.

BL : Baseline ; * : p<0,05 vs endo +

Ces résultats sont concordants avec 1’étude de 1’expression des différents sous-types de
B-AR par qRT-PCR. En effet, comme montré précédemment dans ce manuscrit, I’expression

des P1-AR et B2-AR n’est pas modifiée chez les rat TgPs, or, I’isoprénaline est un agoniste non
sélectif des B-AR.
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Pour étudier plus spécifiqguement I’effet d’une stimulation B3-adrénergique, des courbes
concentration-réponse a un agoniste B3-AR, le CL 316243, ont été réalisées. Afin de s’assurer
de la stimulation spécifique des B3-AR, la manipulation est réalisée en présence d’inhibiteurs
relatifs des B1-AR (CGP 20712A) et des B2-AR (ICI 118,551). Chez les rats sauvages, 1’ajout
de CL 316243 provoque une diminution concentration-dépendante de I’amplitude de
contraction. L’abrasion de I’endothélium n’entraine pas de modification de la réponse f3-AR
sur I’amplitude de contraction. Chez les rats transgéniques, 1’effet inotrope négatif induit par la
stimulation des P3-AR est aboli en présence de I’endothélium. En revanche, en absence
d’endothélium, le CL 316243 produit un effet inotrope négatif concentration-dépendant (Figure
21).

—#— WT endo + (n=4)

-@-- WT endo - (n=4)

—#— TgB; endo + (n=7)

Amplitude (%)

-#-- Tgp,; endo - (nN=6)

BL -10 -9 -8 -7 -6 -5

Log [CL 316243] (mol/L)

Figure 21. Mesure de la contractilité des muscles papillaires en présence et en absence
d’endothélium suite a ’administration de doses croissantes de CL 316243, chez les rats
sauvages et transgéniques agés de 45 semaines.

BL : Baseline ; * : p<0,05 vs Tgps endo +

Ces observations soulévent plusieurs points de réflexion. Une hypothése est le couplage
des récepteurs avec différentes protéines G. En effet, si ’action du B3-AR localisé dans les
ventricules décrit classiqguement un couplage avec une protéine Gi et la stimulation de la voie
du NO/sGC/GMPc, plusieurs études ont rapporté un couplage possible avec une protéine Gs
dans différents tissus et types cellulaires.
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Dans des modeéles cellulaires, Bronnikov et al. (1999) ont montré dans les cellules des
tissus adipeux brun différents couplages du Ps-AR : alors que récepteurs des adipocytes
immatures se couplent préférentiellement avec une protéine Gi, dans des adipocytes matures
les B3-AR sont couplés avec une protéine Gs, entrainant la formation d’AMPc [257]. Plus
récemment, Hatanaka et al. (2013), ont également montré sur des cellules CHO transfectées
avec le géne du B3-AR que la stimulation de ces récepteurs était associée a une augmentation
de la production d’AMPc [258]. Chez la souris, Sato et al. (2005) ont également décrit un
couplage différentiel des B3-AR en fonction de leur épissage alternatif. En effet, dans cette
espece, le B3-AR existe sous deux isoformes : B3a-AR et Bap-AR. L’épissage différentiel de ces
deux isoformes affecte I’extrémité C-terminale des récepteurs, et conditionne leur affinité pour
une protéine Gi ou Gs. Le Bap-AR peut étre couplé a une protéine Gs ou Gi tandis que le Pza-

AR, a I’extrémité C-terminale tronquée, est capable de se coupler a une protéine Gs [259].

A T’heure actuelle, aucune donnée n’existe ni chez le rat, ni dans les cellules
endothéliales. Au vu de nos données obtenues les muscles papillaires de notre modéle, 1’étude
du couplage des B3-AR endothéliaux revét un aspect important. Il est intéressant de noter qu’une
augmentation du couplage des P3-AR avec une protéine Gi est associée avec des effets
cardioprotecteurs, comme Trappanese et al. (2013) ’ont montré dans le cas de 1’ischémie

reperfusion [51].

De plus, ces observations soulévent un deuxieme point : celui de la localisation des Bs-
AR. Dans notre mode¢le, les effets de la surexpression Pz-adrénergique sur la contraction des
muscles papillaires sont dus aux récepteurs endothéliaux spécifiquement, et non a un
remodelage PB-adrénergique au niveau des cardiomyocytes. Ainsi, notre modele soutient
fortement les reécentes théories impliquant un dysfonctionnement endothélial dans le
développement de I’'ICFEP. Il est d’ailleurs intéressant d’observer que dans un autre mod¢le de
surexpression du B3-AR, ou le récepteur est exprime spécifiquement dans les cardiomyocytes,
le phénotype est animaux est totalement différent. En effet, dans ce modeéle, il apparait que la

surexpression a un effet protecteur, et avec I’implication des eNOS et nNOS [44].
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De plus, les comorbidités associées a I'lCFEP sont connues pour étre associée a une
dysfonction endothéliale, et derniérement, une hypothese avancée pour expliquer la survenue
de la dysfonction diastolique chez les patients implique I'établissement d'un état pro-
inflammatoire chronique, altérant progressivement les fonctions endothéliales [260]. Ces
processus sont soupgonnes d'entrainer une diminution de la biodisponibilité du NO, et une
perturbation de la voie NO-GMPc-PKG dans les cardiomyocytes, entrainant alors des
anomalies responsables de la dysfonction diastolique (remodelage cardiaque, augmentation de
la rigidité cardiaque, fibrose...). Le rat TgBs étant caractérisé par une atteinte spéecifique de
I'endothélium, l'usage de ce modéle permettra de mieux définir les liens existants entre ces
différents éléments. L’étude de la voie du NO de notre modéle sera réalisée en collaboration

avec le Pr. Jean-Luc Balligand de I’Université Catholique de Louvain.

6. L'impact des comorbidités sur les rats Tgps

Comme présenté en introduction de ce manuscrit, les comorbidités jouent un role
prépondérant dans le développement de I'lCFEP. Notre modéle a quant a lui été caractérisé dans
des conditions basales, et son étude a montré qu'il ne développait aucune des comorbidités
classiquement décrites spontanément. Il présente, comme les patients, des différences de
phénotype en fonction du sexe, mais a ce jour, nous ne sommes pas en mesure d'expliquer

I'absence de dysfonction cardiaque chez les femelles.

Dans la suite de ce projet, le modele sera utilisé pour étudier I'impact des comorbidités
sur l'apparition de la dysfonction diastolique. Dans ce but, une comorbidité majeure de ’'ICFEP
a été choisie : ’obésité. Dans ce nouveau protocole, une obésité sera induite chez les rats gréace
a I'emploi d'un régime hyperlipidique et hyperglucidique (régime dit "western diet™). Les
conditions expérimentales de ce nouveau protocole ne sont pas sans rappeler le profil des rats
obéses Zucker. Cette souche, qui présente une mutation sur le gene de la leptine, présente une
obésité et précoce, induisant des 1’age de 8 semaines les premiers signes d’une dysfonction

diastolique, sans toutefois présenter de diabete ou d’hypertension artérielle.
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En collaboration avec les Dr Paul Mulder et Antoine Ouvrard-Pascaud de 1’Université
de Rouen, nous comparerons le phénotype de notre modele dans un contexte d’obésité avec le
modele de rat Zucker. Au cours de ce protocole, les animaux méles et femelles seront suivis
jusqu’a I’age de 45 semaines. Une étude au cours du temps de la fonction cardiaque sera réalisée
par échographie, et au terme de ce protocole, la fibrose myocardique, ainsi que le remodelage
de la vascularisation pulmonaire et des glomérules rénaux seront investigués, afin de déterminer

I’effet de 1’obésité sur la précocité et la sévérité des dysfonctions décrites dans notre modele.
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CONCLUSION GENERALE

Au terme de nos travaux de caractérisation, de nombreux arguments physiologiques et
physiopathologiques indiquent que le modeéle du rat TgPs partage avec les patients souffrant
d'ICFEP de nombreux point communs. Il est particuliérement intéressant d’observer que ces
rats preésentent avec le vieillissement, et de maniere chronique, des altérations du remplissage
qui ont été objectivées in vivo par échographie. L’augmentation progressive du ratio E/A révele
I’apparition progressive d’une restriction du remplissage par 1’oreillette gauche, et est associée
a une élévation des pressions de remplissage, deux points essentiels retrouvés classiquement
chez les patients. La caractérisation in vivo a également été confirmée par les données obtenues
ex Vivo par la méthode du cceur isolé travaillant. En effet, 1’élévation de la pression du VG en
fin de diastole, la diminution de la vitesse de relaxation et 1’altération de la dynamique de
remplissage observée ex vivo confirme la dysfonction diastolique observée in vivo. Par ailleurs,
I’utilisation de la technique du cceur isolé a permis de mettre en lumiére une apparente fonction
d’¢jection préservée dans des conditions de repos, mais qui n’est pas conservée dans des
conditions de stress. L’augmentation de la précharge des cceurs Tgfs3 induit chez ces derniers
une détérioration de la fonction cardiaque, et une diminution drastique du débit cardiaque, qui
n’est pas sans évoquer 1’intolérance a I’effort des patients atteints d’ICFEP (Tableau 16). A
I’avenir, ces données ex vivo devront étre confirmées in vivo a 1’aide de tests d’intolérance a

I’effort sur tapis-roulant, ou de natation.

Au niveau cellulaire et moléculaire, plusieurs éléments de physiopathologie concordent
également avec les éléments connus de physiopathologie de I’'ICFEP. Les animaux présentent
une fibrose myocardique diffuse, et les premiers éléments a notre disposition suggérent que les
rats TgPs présentent €galement une altération de leur métabolisme lipidique et de ’homéostasie
du Ca?*, bien que ces éléments doivent é&tre confirmés par de plus amples investigations. De
plus, au vu des données obtenues ex vivo sur les muscles papillaires en présence et en absence
d’endothélium, la surexpression du B3-AR au niveau endothélial semble &tre au cceur de la
physiopathologie de notre modéle. Ce dernier point est particuliérement intéressant & mettre en
parallele avec les derniéres données de la littérature, ou les cellules endothéliales et leur effet
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paracrine sur les cardiomyocytes sont suspectés d’étre fortement liés a I’apparition de

dysfonction diastolique [260].

De plus, chez I'hnomme comme dans notre modéle, les patients présentent des profils
differents en fonction de leur sexe. Il est en effet préoccupant de constater qu'a ce jour,
I'immense majorité des études précliniques portent exclusivement sur des animaux de sexe
male, alors que I'lCFEP affecte un grand nombre de femmes, qui, généralement, présentent un
profil tres différent de celui des hommes atteints. Le modé¢le du rat TgPs est également
particulierement innovant dans son approche dans la mesure ou les particularités phénotypiques

de chague sexe seront prises en comptes, analysées, et comparées.

Tableau 16. Similitudes et différences entre les patients en ICFEP et les rats Tgfs
PTDVG : pression télédiastolique du VG

Homme - ICFEP Rat - TgB,

Age >70vy. 45 semaines
Sexe > o}
Fraction d’éjection = =
PTDVG ™ ™
Dysfonction diastolique + +
Fibrose myocardique + +
Inadaptation au stress + +
Comorbidités + -

A plus long terme, les données de transcriptomique obtenues dans notre modele de rat
transgénique seront également comparées a des données obtenues sur une cohorte de patients.
En effet, les cardiologues du groupe de Chantal Gauthier travaillent actuellement a 1’élaboration
d’une cohorte de patients atteints d’HFpEF. L’objectif est a terme de pouvoir faire 1’étude
comparee de notre modele et des patients humains, dans le but de valider les cibles pressenties

par notre étude préclinique. Par ce biais, nous espérons déterminer des cibles thérapeutiques.
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Abbreviations

BCS body condition score

CM cardiomyopathy

CV cardiovascular

DCM dilated cardiomyopathy

DOCA deoxycortisone acetate

EDT E-wave deceleration time

FCM feline cardiomyopathy

GCK glucokinase

GKRP glucokinase regulatory protein
GLUT2 glucose transporter 2

HCM hypertrophic cardiomyopathy

HF heart failure

HFpEF heart failure with preserved ejection fraction
HKZ1 hexokinase 1

HT hypertension

IL interleukine

IVRT isovolumic relaxation time

LV left ventricle

MMP matrix metalloproteinase

RCM restrictive cardiomyopathy

TIMP tissue inhibitor metalloproteinase
TNFa tumor necrosis factor a

UCM unclassified cardiomyopathy
VV-CAM vascular cell adhesion molecule 1
WHO World Health Organization

ZFR Zucker fatty rat
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Abstract

Cardiovascular affections are a growing health burden in human populations. Recent
advances in cardiology have improved treatments and outcomes for myocardial infarction and
arrhythmias, but other conditions still remain poorly understood. To date, the classical approach
to study cardiovascular diseases involves rodent models, despite their strong differences with
human cardiac physiology. In this context, this review will focus on the common traits between
human and feline cardiac diseases, namely heart failure with preserved ejection fraction and
feline cardiomyopathies respectively. These two affections share similar pathological patterns
and epidemiological characteristics. An improved knowledge would be of interest for both
human and feline patients, and could lead to the establishment of a more accurate treatment and

therapeutic strategy for medical doctors and veterinary practitioners.

Key words: heart failure with preserved ejection fraction, diastolic dysfunction, feline

cardiomyopathy, hypertension, obesity, diabetes
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Introduction

Cardiovascular (CV) diseases are a major burden among the human population, with a
constantly increasing prevalence in correlation with the spread of many CV risks: obesity,
diabetes, hypertension, or tobacco consumption. According to the World Health Organization
(WHO) and Heart Disease and Stroke Statistics 2015, CV diseases are the leading cause of
mortalilty worldwide, with 17.3 million deaths per year (30% of global deaths [1]).

To improve the understanding of CV diseases and elaborate new treatments, most of the
studies involve rodents placed in pathological conditions. Among the commonly used, are
rodent strains derived from original strains spontaneously developing a human-like disease are
commonly used (e.g., Zucker rat for obesity and insulin resistance, and the SHR rat for
hypertension). Other models involve wild-type animals, which undergo a surgical procedure,
medical treatment, or any specific protocol to induce a pathological condition. However, the
use of small rodents presents several limitations regarding CV physiology, basal characteristics,

and natural history of the disease.

Over the past decades, veterinary cardiology has experienced an impressive development. More
and more attention has been paid to CV health of domestic animals, and recent insights have
allowed veterinary practitioners to manage cardiac diseases with more accuracy. However,
many aspects of the pathophysiology of domestic animal diseaseremains poorly understood.
Among CV diseases, feline cardiomyopathies represent a particular interest and has not yet
been extensively studied. When considering recent advances in human cardiology, feline and
human conditions share several interesting common traits, both at pathological epidemiological

and environmental levels.

In this context, this review will focus on two diastolic diseases: heart failure with
preserved ejection fraction (HFpEF), which is becoming the most frequent HFetiology in
humans, and feline cardiomyopathy (FCM), which is the most common CV disease in feline

populations.
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Main pathophysiological findings in HFpEF and FCM
Medical definition of HFpEF and FCM

In human medicine the definition of HFpEF relies on functional criteria. HFpEF is
defined by the detection of signs of diastolic dysfunction/HF, associated with an apparently
normal systolic function (EF >50%). Interestingly, the classification opposing HF with reduced
EF and HFpEF does not take in account the phenomenom of cardiac remodeling in their
definitions. In clinical studies, HFpEF patients present various types of remodeling: Shah et al.
showed that only 53% of patients present a concentric remodeling or hypertrophy. Other

patients present an eccentric hypertrophy (16%) or no visible remodeling (31%) [2].

In veterinary medicine, FCM is primarily classified into hypertrophic CM (HCM),
restrictive CM (CM) or dilated CM (DCM). A fourth category known as unclassified CM
(UCM) refers to cardiomyopathies that do not fit under other headings. HCM is the most
represented form, as it concerns 57.5% of FCM versus 20.7% for RCM, 10.4% for DCM and
10.4% for UCM [3]. However, as Ferasin highlighted in his clinical review [4], this
classification presents several limitations, as it includes both anatomical and functional criteria,
and does not take into account the potential evolution of the disease from one denomination to

another.

It is interesting to point out that in human medicine, the term HCM is usually reserved
for pathologies caused by identified genetic mutations [5]. In veterinary medicine, mutations of
genes encoding sarcomeric proteins have also been linked to primary HCM, especially in Maine
coon, Ragdoll and British shorthair breeds [6-8]. But a great part of HCM cases, defined as

"secondary HCM", are not related to specific mutations.
General characteristics of human and feline patients

In human populations, HFpEF is found in the elderly, with an average age of diagnosis
of 80 years. Initially, HFpEF was thought to affect more often women, and this was associated
withto the sex hormone loss occurring at menopause. However, when considering the vast

literature concerning HFpEF, it appears that this assertion is not so clear. According to studies,
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the percentage of women among HFpEF patients varies from 45% to 73%, which does not allow

to properly determine the real impact of sex hormone loss on HFpEF occurrence [9].

Concerning the feline population, notable variations exist according to the breed. For
inherited disorders, several studies reported an age of diagnosis of around 2 years old [8,10] in
Maine Coon and British Shorthair cats. Trehiou-Sechi et al. described a median age of diagnosis
of 2.5 years for the Maine Coon and of 3.5 years for the Sphynx [11]. But in the same study, a
higher age of diagnosis was reported for Domestic Shorthair (8.0), Chartreux (8.0) and Persian
(11.0). In mixed-breed studies, age of diagnosis was comprised between 5 and 18 years, with
the majority around 10 years old (Table 1). Interestingly, FCM prevalence was not correlated
with either sex or hormonal status, except for a recent study by Payne et al. [12]) conducted in
a large cohort of cats. In their study, male and neutered animals were more susceptible to
develop HCM.

Diastolic dysfunction

The main characteristic found in both human and feline patients is diastolic impairment.
Usually assessed by cardiac echography in Doppler mode, diastolic function is impaired at
various levels, according to the disease evolution. Both human and veterinary medicine have
described three successive stages of diastolic dysfunction, related to disease evolution and

severity.

The early stage of the pathology is characterized by a dynamic alteration generally in
the form of an alteration to the myocardial relaxation.. Isovolumic relaxation time (IVRT) and
E-wave deceleration time are typically increased, reflecting a delayed passive and active
relaxation. At this stage, the impaired relaxation is compensated by a modification of the filling
pattern: E/A (early to late) filling ratio is usually decreased, due to the greater part of cardiac
filling insured by atrial contraction. At the same time, LV filling pressure is already increased,
illustrated by an increase in E/E’ ratio (ratio of transmitral Doppler early filling velocity to

tissue Doppler early diastolic mitral annular velocity).

At the second stage, if diastolic dysfunction gets worse, LV filling pressure rises, and may result
in an increase in left atrial (LA) pressure. This adaptive phenomenon is able to normalize the

pressure gradient between the atrium and the ventricle, resulting in an apparently normal E/A

146



ratio: this is the pseudo-normal filling pattern. Despite an apparently normal cardiac function
evaluated by the E and A waves, IVRT and EDT, increased filling pressure (and so E/E”)

illustrates an even worse diastolic dysfunction.

In the third and more severe stage, cardiac filling is drastically impaired. LV pressure
increases further, and myocardial compliance is severely reduced, leading to a restrictive filling

profile. EDT and IVRT are reduced, and E/A ratio is greatly increased.

Due to the great variability of observed stages in clinical studies, HFpEF patients
express different echocardiographic profiles. As reported by Zile et al. [13], LV pressure
evaluation remains themost effective way to determine diastolic dysfunction. Indeed, 92% of
patients present an increase in LV end diastolic pressure, whereas almost half of the patients

express abnormalities in E wave, A wave, IVRT or EDT (Figure 1).

Concerning systolic function, human patients classically show a preserved ejection
fraction (>40-50%), but speckle-tracking studies revealed that their hearts presented an altered
contracting motion, suggesting that despite an apparently "normal” ejection fraction, cardiac
contractility is modified in HFpEF. This characteristic is also found in HCM cats [14].

Human and feline populations share common comorbidities

HFpEF patient populations are very heterogeneous, and a lot of comorbidities are
associated with the disease: arterial hypertension, diabetes, obesity, metabolic syndrome, renal
failure, or anaemia [15]. Unfortunately, studies related to FCM poorly investigated the role of
the comorbidities described in humans, and very little data is available in this field. Most of the
authors attributed cardiac dysfunction to a consequence of either genetic mutation, hypertension
or hyperthyroidism, and most of the papers mainly focused on heart dysfunction and damages.
However, despite the apparent lack of data concerning feline comorbidities, some evidence has

to be considered.
Arterial hypertension

In both human and feline populations, arterial hypertension is a major determinant of

diastolic dysfunction and cardiac hypertrophy. In numerous clinical studies, HFpEF is most
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frequently associated with hypertension (HT) in 55-84% of cases[15]. The traditional
understanding of disease progression in HT has been “cardiac-centric” and focused on structural
LV remodeling and the key role of LV hypertrophy in the pathogenesis of HF. However, fewer
than half of the patients with HFpEF have LV hypertrophy, and this proportion was no greater
than those with asymptomatic HT in a population-based study [16,2]. A recent study has
provided valuable insight into several mechanisms involved in the progression of HFpEF in
patients with HT, such as macrovascular stiffening and microvascular dysfunction, systemic

endothelial inflammation, fibrosis and collagen deposition [17].

In cats, HT is also the most documented comorbidity. This disease is commonly
diagnosed in cats, especially with age, and is frequently associated with renal failure or
hyperthyroidism [18-20]. HT is also a well-known factor able to induce diastolic dysfunction
and hypertrophic remodeling of the left ventricle (LV), as has been showed in several studies
[21,22,12]. As a consequence, FCM associated with HT is often qualified as “secondary FCM”.

Diabetes mellitus

Diabetes is defined by chronic hyperglycemia, over 1.26 mg/L. This comorbidity is
already known to be related to multiple adverse CV events, such as HF, atherosclerosis, stroke,
or chronic kidney disease. Diabetes prevalence among HFpEF patients is remarkably high.
According to the studies, 30-40% of patients are diabetic [9] and several pathological
mechanisms are thought to impair their diastolic function. Chronic hyperglycemia profoundly
alters paracrine endothelial signaling [23,24], and promotes cardiac fibrosis [25]. Lipotoxicity
and microvascular rarefaction have also been found as promoting pafctors forcardiac

dysfunction in diabetes mellitus [26].

In the feline population, no study clearly links the development of FCM with diabetes. Only
Little et al. followed diabetic cats in a case-controlled study, and reported a high occurrence of
HF in diabetic cats, associated with a predominance of hypertrophic remodeling [27]. Despite
the low number of cats involved in the study (n=28), they point out the fact that, as in humans,

diabetes mellitus is a risk factor for HF, and that its role is underestimated in HF development.

Despite the apparent lack of data on cats, one should consider their particular metabolic

status regarding glucose management. Cats are obligate carnivores, and find their energy in a
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low carbohydrate diet, essentially from neoglucogenesis using amino acids. As a consequence,
two key enzymes involved in glucose intake are not expressed in hepatocytes: glucokinase
(GCK) and the glucokinase regulatory protein (GKRP) [28,29]. In humans, GCK activity is
regulated by the translocation of GRKP from the nucleus to the cytosol in case of
hyperglycemia. In cats, hexokinase 1 (HK1) is expressed instead of GCK. HK1presents a higher
affinity and lower Km for glucose. In other words, HK1 activity is maximal below the basal
blood glucose concentration, and will not increase consequently to hyperglycemia [30]. This
physiological particularity in glucose metabolism is responsible for the inability of catsto fully

regulate glycemia after carbohydrate intake (Fig. 2) [31].

When cats are fed a low carbohydrate diet, such as a natural-prey based diet, the lower
phosphorylation rate of HK1 has few consequences on plasmatic glucose regulation. However,
domestic cats are usually fed commercial and carbohydrate-rich diets, and, according to a study
by Coradini et al., these chows are able to dramatically increase glycemia after feeding [32].
Thus, at a physiological level, the condition of domestic cats is very close to a prediabetic state

in humans [33], of which has already been associated with CV events and mortality [34-37].

Thus far, no study has focused on a possible link between the natural glucose intolerance state
of this species and CV events. However, Freeman et al. have already shown that in Maine Coon
cat populations, cats with HCM presented a higher level of glucose when compared to control

cats, without being considered in a diabetic state [38].
Obesity.

Obesity is defined as an abnormal or excessive fat accumulation in the body. In 2014,
WHO estimated worldwide that 39% of adults over the age of 18 were considered overweight,
and 13% considered obese. Obesity — like hypertension and HF - is a well-established risk factor
for CV diseases in the human population, , increases the risk of dyslipidemia and diabetes
[39,40]. In HFpEF, all the clinical studies highlighted a high prevalence of obesity among

patients: 27-46% of patients were considered obese according to the studies [9].

Even though the pathophysiological processes by which obesity promotes HFpEF are
not fully understood, the chronic pro-inflammatory state is thought to exert an important role.

Indeed, Paulus highlighted the role of inflammatory markers (IL-6, TNF-a) driven by obesity
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in HFpEF development, and stated that a systemic pro-inflammatory state may be a predictive
factor for the incidence of HFpEF [41]. A possible mechanism could be the endothelial
dysfunction driven by this subclinical inflammatory state [42], leading to a reduction of NO
bioavailability, with a disruption of the NO-cGMP-PKG cardiomyocyte signaling pathway, and
the advent of HFpEF (concentric LV remodeling, increases stiffness of cardiomyocytes,

interstitial fibrosis, and collagen deposition) [43].

As for their owners, feline populations are well concerned by this affection. Depending
on the study, the level of obesity in domestic cats is estimated between 30 and 63.7% [44,45].
In feline populations, the link between cardiomyopathy and obesity is not so clear. Only a few
studies have focused on the impact of obesity and increased body weight on cardiac disease
incidence. Payne et al. showed a higher prevalence of obesity incats with HCM, compared to
healthy cats [12]. Freeman et al. reported in a Maine Coon cat cohort that HCM cats presented
a higher body condition score, and a higher abdominal circumference than healthy cats [38]. In
a study on a mixed-breed cohort,Freeman et al. that HCM cats presented a higher body weight,
and were of a heavier build [46]. In this latter study, no correlation was found between the BCS
and HCM occurrence, but this fact could be explained by the difficulty of BCS determination

according to the different breeds and morphotypes.
HFpEF and FCM share common pathological mechanisms
Myocardial fibrosis

For both HFpEF and FCM, exact pathological mechanisms are still unclear, and appear
to be very complex. Many parameters have been explored to try explain the filling impairment,
among them, determinants of LV stiffness have been a well-documented field. It has been
observed that cardiac extracellular matrix in HFpEF presented strong modifications. In their
study, Mohammed et al. showed that hearts of HFpEF patients presented myocardial fibrosis
[47], causing an increase in myocardium stiffness and diastolic dysfunction [48,49,13].
Collagen deposition can be explained by an imbalance of collagen production and degradation
[50]. It appears that in HFpEF patients, matrix metalloproteinase 1 (MMP-1) is down regulated,
and TIMP-1 (tissue inhibitor metalloproteinase) and MMP-2 are upregulated [49]. The increase
in MMP-2 may seem to be in contradiction with the higher amount of collagen deposition in
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HFpEF, but it appears that MMP-2 is a prognostic marker of HFpEF [51].MMP-2 promotes
destruction of basement membrane proteins and facilitates the transendothelial migration of
immunocompetent cells, thereby triggering cardiac inflammation [52].

In FCM, Fox et al. described various patterns of myocardial fibrosis, with endocardial
and diffuse fibrosis in a necropsic study involving cats suffering from RCM and HCM[53-55].
These lesions were associated with a LA enlargement, and - in some cases- the presence of a
thrombus in the LA, as a consequence of a chronic impairment of LV filling. Aupperle et al.
conducted a necropsic study on cats echocardiographically diagnosed with HCM or UCM, and
also found perivascular and interstitial fibrosis in failing hearts [56]. In their study, they equally
showed that collagen deposition was associated to an increased expression of MMP-2 and
TIMP-3 in cardiomyocytes and fibroblasts [56].

Inflammation and myocardial inflammatory cell infiltration

As mentioned previously, inflammation and pro-inflammatory state is thought to trigger
myocardial remodeling observed in HFpEF. Glezeva et al. showed that patients generally
present a higher level of circulating monocytes, and higher amounts of systemic pro-
inflammatory and pro-fibrotic cytokines [57]. In addition, Westerman et al. showed leukocyte
infiltration of the myocardium in patients with T-cells and macrophages [49]. This infiltration
was associated with an increase in V-CAM in the myocardium, which enhances leukocyte
adhesion and infiltration, and TGF- secretion, a highly pro-fibrotic cytokine [49].

No data are available on circulating levels of inflammatory cells in FCM cats, but
several studies have shown cardiac histological findings similar to thosein human HFpEF.
Several necropsic studies showed leukocyte infiltration in FCM myocardium, with a
perivascular localization [54]. Moreover, this inflammatory cell infiltration has been associated

with an increased secretion of TNF-a and TGF- in the myocardium [56,58].
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Why cardiologists and veterinary practitioners should pay attention to each other for

tackling diastolic HF
Limitations of the currently used models of HFpEF

Unfortunately, the underlying mechanisms involved in HFpEF are still poorly
understood. This lack of knowledge is due to the scarcity of cardiac biopsies from HFpEF

patients, but also the inability of currently used models to reproduce the disease.

In the literature, diastolic dysfunction is often induced in rodents using a strong elevation
of the afterload [59-61]. As a consequence of these drastic conditions, mice and rats show strong
differences to the human pathology. First, diastolic dysfunction appears at a very young age in
these models (from 7 to 12 weeks according to the studies) [62-64,61], which is particularly
limiting for studying the pathophysiology of a long-term disease like HFpEF. Secondly, as a
consequence of such drastic pathological conditions, afterload-increased models develop a
systolic dysfunction within weeks. Indeed Klotz et al showed that the ejection fraction of
Dalh/SS rats decreased over time starting at the age of 16[65]. In another study, Legrice et al.
showed that SHR rats presented a decrease of fractional shortening from the age of 18 weeks
old [60].

Models of HFpEF that do not involve an afterload increase to induce diastolic
dysfunction have been developed recently, particularly experimental models of diabetes and
metabolic syndrome. Among these, are the db/db mice and the Zucker derived strains. These
animals have a deficient leptin receptor, and become obese and diabetic very early in life.
Several studies investigated cardiac function of these models, and showed that diastolic
dysfunction is present at almost 6-7 weeks-old [66], whereas for the HFpEF studies concern
animals of ages varying from 7 to 20 weeks in the publications [67,68]. Although these models
seem more complex and accurate for the study of HFpEF, these data are only collected on young
animals, bred in extreme conditions, and definitely does not take into account the ageing

process.

These data also raise other questions regarding the design of research protocols. First,
rodents and humans present strong differences in physiological characteristics, such as heart

rate or body weight. In addition, numerous inbred or outbred strains can lead to completely
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different interpretations for similar protocols and experimentation following their genetic
background, and do not reflect the genetic variability of the human population [69-71]. In
animal research facilities, living conditions are a very controlled element in experimental
procedures. Eventhough this provides a very reproducible context to perform research
protocols, standard living conditions definitely do not reproduce the very complex environment

in which human populations live.
How could domestic cats help to explore human HFpEF?

In light of this evidence, a new approach is needed to fully understand this complex
disease, develop accurate treatment and reduce the economic cost of HFpEF. Human
populations already live in the presence of domestic animals. In many aspects, these pets share
many features with their owners. They live in the same environment, and toxicologists already
use data on domestic animals to measure human population exposure to various threats such as
air pollution [72] or passive tobacco consumption [73]. Interestingly, secular trends observed
in the human population, such as diabetes [74] and obesity [75], are observed in the same way
as in pet population. Numerous pets in developed countries have serious health follow-ups in

veterinary practices, until an advanced age.

These data raise new questions regarding our approach to studying HFpEF. Studying
another species, that spontaneously develops a similar disease, in the same environment, might
resolve the underlying questions which cannot be answered with laboratory models. However,
in the field of cardiology, these interesting characteristics of animal populations are not yet
valued, and few studies have focused on the characteristics of similar domestic animal and

human diseases.
What are the benefits of human cardiology for feline patients?

At the present time, when diagnosed, the prognosis of HF is very poor for feline patients.
As shown by the recent study of Payne et al., FCM may be underdiagnosed in the feline
population, which leads to late diagnosis [12]. There is no data regarding the pathophysiology
of this disease, and except from well-known comorbidities (HT and hyperthyroidism), there are

no data available that allow an appropriate prevention for owners. Most of all, very few
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treatments are available for cats suffering from HF, and no large scale clinical study has clearly

determined and accurate treatment for these cats.

Paying attention to the biomedical research on HFpEF isan opportunity to change our
perception on these poorly known diseases, and to consider new options to improve FCM

prevention and treatment.

Conclusion and perspectives

Tackling HFpEF is a challenging task for the 21st century, as patients’ biopsies and
accurate models remain rare. In this context, the epidemiological and clinical similarities
between HFpEF and FCM could be of interest to better understand the underlying mechanisms
involved in both pathologies. A better knowledge of feline and human cardiac pathophysiology
could lead to the identification of innovative and accurate therapeutic approaches in both

veterinary and human medicine.
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Figure legends.

Figure 1. More frequently associated cardiac abnormalities to HFpEF, Adapted from Zile et al.
2015. E/A : Early-to-late filing ratio, IVRT: isovolumic relaxation time, EDT: E-wave
deceleration time, LVEDP: left ventricular end-diastolic pressure.

Figure 2. Glucose intake in human and feline species. Glucose diffuses passively through the
transporter GLUT2. In humans, GCK phosphorylate the glucose in glucose-6-phosphate, and
so prevent its release from the cell. Cytoplasmic levels of GCK are regulated according the
fasted state: after feeding, GCK is released from GKRP inhibition and translocates to the
cytosol to adapt glucose phosphorylation rate in function of glycemia level. In cats, GCK is

replaced by HK1, whose cytoplasmic level remains stable.

Table 1. Main pathological characteristics of human HFpEF and feline cardiomyopathy
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Figure 1.
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Annexe 2: Etude de la fonction cardiaque intrinseque dans le choc

septique par la technique du cceur isolé travaillant.

Study of intrinsic cardiac dysfunction in septic shock conditions
by isolated working heart: a primary approach before new

therapeutic proposals?

Marine Ferrond!, Valentine Prat?, David Roul?, Julien Cadiet?, Chantal Gauthier?,

Bertrand Rozec®, Benjamin Lauzier?

2l'institut du thorax, INSERM, CNRS, UNIV Nantes, Nantes, France
bI'institut du thorax, INSERM, CNRS, UNIV Nantes, CHU Nantes, Nantes, France

Submitted at Resuscitation.

ABSTRACT

Septic shock is an inflammatory response to an infection leading to cardiovascular
dysfunction. Today, only few studies have evaluated whether cardiac dysfunction in septic
shock is due to load modifications, neuroendocrine influence or intrinsic cardiac alterations.
Isolated working heart approach allows measurement of cardiac function under controlled
conditions. Our study demonstrated for the first time that in rat endotoxemic shock induces an
alteration of cardiac function characterized by both systolic and diastolic dysfunctions despite

physiological load conditions. This observation might help to design new therapeutic avenue.
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INTRODUCTION

Sepsis can be defined as deregulated host response to an infection and is characterized
by circulatory and cellular metabolism abnormalities (1). Excessive inflammatory response
with a massive release of cytokines can lead to organ dysfunction by various mechanisms and
ultimately death (2). Among these organs, cardiac dysfunction is present in 40% of patients and
plays a critical role in the patient outcome. It increases mortality by 40% and is a major predictor
of morbidity and mortality in sepsis (3). Echocardiographic evaluation of the cardiac function
shows that both left ventricular (LV) systolic and diastolic parameters are altered by a decrease
in LV ejection fraction (< 40% in 50% of cases) and an alteration of early to late diastolic filling
(E/A) (in 44% of septic shock patients) (4). Various treatments have been tried to reduce the
impact of cardiac function in these patients to improve their outcome, however, no real

improvement have been reported so far.

Therefore, the main goals of these past decades have been to increase our knowledge
about the cardiac function, its pathophysiology and to develop specific treatments to reduce
septic shock burden. In order to complete comprehension of septic shock cardiomyopathy, in
vivo (carotid catheterization (5) and echocardiography (6)) and in vitro studies (papillary
muscles (7) or isolated cardiomyocytes (8)) were performed on animal models. Yet, these
studies are performed either in vivo or on a small part of the organ. It remains controversial if
the cardiac alteration associated with sepsis is a consequence of drastic drop in blood pressure,
capillary leakage and neuroendocrine system activation or an intrinsic alteration of the cardiac
function or regulation (9). In fact, the intrinsic contractile function of the heart and the intrinsic
myocardial response to sepsis have been poorly investigated. Indeed, as recently reported by
Zaky et al, characterization of sepsis-induced cardiomyopathy and its mechanisms are

incomplete and need to be explored (9).
By echocardiography and an approach of isolated working heart techniques, this study

allows to investigate the intrinsic cardiac function in septic shock in the presence or absence of

preload, afterload and neurohumoral modifications.
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METHODS

Endotoxemic model

All animal protocols were approved by the ethic committee in charge of animal
experimentation of Pays de la Loire and were performed in accordance with French law on
animal welfare, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, and the National Institutes
of Health (NIH) Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Pub. No. 85-23,
revised 2011).

Ten-weeks-old male Sprague—Dawley rats (Janvier, Le Genest St, France) were housed
under standard conditions of room temperature, humidity (40-60%) and 12 h light/dark cycle.
Food and water were available ad libitum. Rats were anesthetized with 4% isoflurane (Forene®,
AbbottFrance, Rungis, France) in 1 L.min— 1 O2 flow. Control rats (CTRL) receive physiologic
serum injection whereas endotoxemic shock (LPS) was induced by intravenous injection of 5
mg/kg LPS from Escherichia coli 0111:B4 (Sigma, St Quentin Fallavier, France), like
previously described (5). Hearts were harvested 180 min after shock induction to study ex vivo

the early impact of endotoxemic shock on isolated working heart.

In vivo evaluation
Animals were anesthetized with 2% isoflurane in O2 (TEM anesthesia, France).
Isoflurane was delivered at a concentration of 2% volume and 1 L.min-1 O2 flow to limit

hemodynamic repercussion.

Transthoracic echocardiography was performed using an ultrasound system VIVID7
(GE Healthcare, Horton, Norway) equipped with a 10 MHz sectorial probe as previously
described (10). Measurements were made on five cardiac cycles and averaged for each data

value.

Hemodynamic arterial pressure was performed using an 2F catheter (Millar, Houston,
USA) in isolated right carotid artery. Pressure signal were continuously recorded using an A/D
converter (EMKA Technologies, Paris, France), stored and displayed by the 10X1.5.7 Software
System (EMKA Technologies).
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Arterial blood samples were collected at abdominal aortic level and lactatemia was

analyzed using a GEM®4000 (Instrumentation Laboratory, Paris, France).

Working heart study

Animals were anesthetized with pentobarbital (Dolethal®, 60 mg.kg-1 ip injection),
heparinized (100 Ul.kg-1) 15 min before surgery to avoid any blood clot formation in coronary
vessels. The procedure for rat heart isolation and its ex vivo perfusion in working mode with
continuous monitoring of physiological and functional parameters (cardiac flow, heart rate, left
ventricular pressure and contractility) have been described previously (11). Hearts were then
perfused at physiological pre- and afterload pressures (respectively 12.5 and 80 mmHg). The
following functional parameters were monitored continuously during the perfusion
experiments: cardiac output and coronary flow, with calibrated electromagnetic flow probes
(Scisense ADV500, Transonic, Elsloo, The Netherlands), heart rate (HR) and cardiac cycle, left
ventricular pressure (LVP), and values for the first derivative of LVVP (dP/dt) with a pressure

transducer (Perfused isolated heart system, EMKA Technologies).

Statistical analysis
Results are expressed as the mean £ SEM of n experiments. Working heart values were

compared using Mann-Whitney test. A p-value < 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

LPS rats, 3h after shock induction, presented an hypotension (CTRL: 87.17 mmHg,
LPS: 72.75 mmHg, p<0.05), a tachycardia (353.8 vs 440.7 beat.min-1 in LPS, p<0.01) and a
hyperlactatemia (2.80 vs 4.74 mmol.L-1 in LPS, p<0.05). Echocardiographic evaluation of LPS
rats also shown a 36 % decrease in cardiac output (p<0.05) and an impairment of systolic
(ejection fraction) and diastolic (E/A ratio and E/E' ratio) functions which shown a significant
diminution of all these parameters indicating an alteration of the cardiac function in agreement

with septic shock disease (Table 1).
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After a stabilization period of 20 minutes, study of intrinsic cardiac function of isolated
working heart at physiological load conditions, also demonstrated a tachycardia (261.9 vs 297.3
beats.min-1 in LPS, p<0.05) due to a reduction of the diastolic filling period (-45% in the LPS
group, p<0.05) without any other alteration of the cardiac cycle (Table 2). In LPS group, an
alteration of the systolic function was also observed, with a 24% reduction of the end systolic
pressure (p<0.001) and a 48% reduction of the contractility (dP/dt max, p<0.001). Diastolic
function was impaired in LPS rats with an increase in left ventricular minimal pressure (-9.3
mmHg in CTRL to 0.8 mmHg in LPS, p<0.05) and a reduced cardiac relaxation (dP/dt min of
-4495.7 vs -2415.7 mmHg.sec-1 in LPS, p<0.001). Altogether these alterations led to a

significant reduction in cardiac output (-38%, p<0.01).

DISCUSSION

Septic shock is associated with hemodynamic perturbations, especially a profound
vasodilatation with a drop in blood pressure, and a myocardial dysfunction (1). However,
mechanisms of sepsis-induced cardiomyopathy are still not well understood (9), albeit it is
admitted that both systolic and diastolic functions are altered. Since 2012, echocardiographic
studies reported diastolic dysfunction as a predictor of a high morbi-mortality (12,13). In our
study, we demonstrate for the first time that alteration of the cardiac function in a septic situation

is independent of the load conditions and neurohumoral status.

As reported, echocardiography shows us both systolic and diastolic dysfunctions.
Interestingly, these dysfunctions are also observed by isolated working in physiologic load
conditions. These results suggest an intrinsic cardiac alteration independently of pre- or after
load modifications. Even if the cardiac dysfunction is known to have an important role in the
patient survival rate, until recently, no attention has been paid to the impact of load condition
on cardiac function. Yet, recent study using echocardiography approaches, focussing on
parameters less prone to be modified by load condition, demonstrated that diastolic (a low E'
value and a high E/E' ratio), but not systolic (ejection fraction) alterations are associated with a
higher mortality (13). Isolated working heart model allows to evaluate the cardiac function

under very standardise situation.
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In this study we confirm hyperlactemia, hypotension and tachycardia associated with
septic shock. This increase in heart rate is also observed by isolated working heart, after a 20
minutes’ period of stabilisation. Study of the different parameters involved in cardiac cycle
demonstrated a decrease only in the diastolic filling period. Recently, Wei et al focused on the
heart rate alteration associated with septic shock and evaluated the impact of a specific decrease
in heart rate with an inhibitor of If channel (lvabradine) that will specifically impact on the
diastolic filling period (7). However, they do not report any improvement of cardiac function
while heart rate was efficiently reduced by approximately 20%. These results suggest a cardiac
dysfunction independently of neurohumoral stimulation, and especially a high catecholamine
level. Beneficial effects of [1-blockers are still discussed (14) and some reports beneficial
effects associated with an improvement of inflammatory and metabolic pathways while others
reports controversial improvements of cardiac function and especially cardiac output (15).
Taken together all these data suggest that cardiac function might be altered independently of

load condition and neurohumoral stimulation.

Isolated working heart technique have brought a new insight on cardiac function and
might be a good strategy to understand intrinsic cardiac dysfunction associated with septic
shock, to highlight its mechanisms and so, to test new cardiac therapies before an in vivo
evaluation. This observation might help to unravel why so many treatments on the septic
cardiomyopathy failed to demonstrate beneficial effects and results from our study opens new

avenue.
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Table 1: Evaluation of septic shock model by measurement of hemodynamic arterial
pressure, lactatemia and echocardiographic parameters from CTRL and LPS rats 3 hours after
shock induction by LPS.

CTRL (n=7) LPS (n=9)
Hemodynamic ]
Mean arterial pressure (mmHg) 87.17 *1.30 72.75 +4.69*
parameters
Metabolic )
Lactatemia (mmol.L™) 2.80 +1.23 474 +£1.41*
parameters
Heart rate (beats.min™) 373.29 +7.78 419.78 +5.32*
) ) Cardiac output (mL.min™?) 92.96 +9.14 59.68 £7.37 *
Cardiac function | i
Ejection fraction (%) 80.71 +2.24 65.11 £3.06 *
E/A ratio 1.10 #0.02 0.85 +0.01 *
E/E' ratio 0.25 +0.03 0.17 £0.01 *

Values are expressed as mean + SEM of 6-9 hearts, * p<0.05 vs CTRL.

E: early left ventricular filling velocity; A: late left ventricular filling velocity; E': early diastolic
velocities at the septal mitral annulus
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Table 2: Main parameters of LV functions were recorded in basal conditions 3 hours after
shock induction after a 20 min stabilization period by isolated working hearts from CTRL and
LPS rats.

CTRL (n=7-12) LPS (n=8-12)
Heart rate (beats.min™) 261.99 £10.05 297.32 £9.64 *
Cardiac output (mL.min™) 72.09 +6.44 44.60 +4.06 *
Systolic ejection period (msec) 60.82 +1.82 65.50 +1.79
% é Contraction time (msec) 37.83 591 46.17 £6.04
(‘% § LVP max (mmHg) 140.58 +4.77 106.21 +4.05 *
dP/dt max (mmHg.sec™?) 5823 £502 3030 194 *
Relaxation time (sec) 55.14 £1.66 56.91 £2.33
% 5 Diastolic filling period (sec) 84.09 £10.17 46.13 559 *
E g LVP min (mmHg) -9.29 +3.07 0.84 +241~*
e dP/dt min (mmHg.sec™?) -4495 +368 -2416 *133*

Values are expressed as mean + SEM of 7-12 hearts, * p<0.05 vs CTRL.
LVP: left ventricular pressure; dP/dt: derivative pressure, max: maximal or min: minimal
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Annexe 3: La stimulation de la voie de biosynthese des hexosamines

est bénéfique dans la phase précoce du choc septique.

O-GIcNAc stimulation is beneficial at the early phase of
endotoxemic shock
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Résumé

L'insuffisance cardiaque (IC) a fraction d'éjection
préservée (FEP) est la forme majoritaire d'IC. Cette
pathologie liee au vieilissement est un probléme de
santé public majeur pour laguelle il n'existe aucun
traitement efficace. L'accés a des biopsies humaines
est trés difficile, et hélas, les modéles animaux
actuellement décrits dans la littérature ne reproduisent
gue partiellement le phénotype des patients, et ne
permettent pas d'en comprendre la physiopathologie
complexe. L'équipe dans laquelle a été réalisé ce travail
posséde un modéle de rat transgénique surexprimant le
récepteur [(3-adrénergique (B3-AR) humain a la
membrane des cellules endothéliales. L'objectif du
projet de thése a été de (1) caractériser le phénotype
cardiaque de ce modeéle, et d'en fixer les modalités
d'études (age des animaux, sexe, statut hormonal), (2)
déterminer l'adéquation du modéle au profil des
patients, notamment en situation de stress
cardiovasculaire, (3) d'identifier de nouvelles pistes de
recherche afin  d'identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques. Nous avons pu mettre en avant chez
les rats males un profil proche du patient ICFEP, c'est-
a-dire la mise en place d’'une dysfonction diastolique au
cours du vieilissement, sans altération de la fraction
d'éjection, associée a une fibrose myocardique et a une
inadaptation a des conditions de stress. Paralléelement
aux anomalies fonctionnelles, ce rat présente une
altération de I'expression des protéines du cycle du
calcium, et une abolition de la réponse inotrope
négative du p3-AR endothélial. Notre modeéle semble
étre particulierement prometteur pour l'identification de
nouvelles cibles thérapeutiques pertinentes pour les
patients.

Mots clés

Insuffisance cardiaque a fraction d'éjection préservée,
modéle animal, récepteur B3-adrénergique, physiologie
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Abstract

Heart failure with preserved ejection fraction is a major
health burden, concerning the elderly, yet without any
accurate treatment for the patients. This situation is
partly due to the lack of patient biopsies and
unfortunately, to the lack of used animal models which
reproduce even partly the human condition. These
limitations do not allow the determination of accurate
therapeutic targets for the patients. In this context, this
work focused on a new transgenic animal model
developed by the research team: a rat overexpressing
the B3-adrenoceptor (B3-AR) at the endothelial level.
The aim of my thesis was to (1) characterize the
phenotype of the model, and determine its study
conditions (age, sex and hormonal status of the rats),
(2) verify the relevance of the model regarding patient’s
phenotype in stress condition, (3) identify some
innovative research axis in order to discover potential
new therapeutic targets. Our results showed that male
rats expressed with ageing a phenotype close to the
patients’ condition: a diastolic dysfunction without any
impairment of systolic function, associated with
myocardial fibrosis and an impaired response to a
cardiovascular stress. Conversely to functional
alterations, these rats presented an impaired expression
of calcium cycling protein and an abolished negative
inotropic response of the endothelial B3-AR. Our model
may be of particular interest to determine new and
accurate therapeutic targets for the patients.
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Heart failure with preserved ejection fraction, animal
model, B3-adrenoceptor, cardiac physiology,
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