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Introduction : Aspects cliniques et moléculaires des pathologies cardiovasculaires étudiées

[) Aspects cliniques et moléculaires des pathologieardiovasculaires étudiées
1 Anatomie du coeur sain

Le coeur est un organe musculaire creux qui assreirtulation sanguine de
'organisme en éjectant le sang vers les vaissesanguins. Cette fonction de pompe
cardiaque permet de maintenir en adéquation I'dapporles besoins en oxygene de
I'organisme. La fonction cardiaque est assuréd’ipéermédiaire de contractions rythmiques
régulées par le systéme nerveux autonome.

Sur un plan anatomique, le cceur est divisé en guaivités appelées respectivement

oreillettes et ventricules droits et gauches, pmsechacune leur fonction propre (Figure 1).

aorte
_ _ %ﬁ artére pulmonaire
veine cave supérieu ,

veine pulmonaire

oD _
valve mitrale

valve tricuspide

VG
veine cave inférieure

VD  septum

Figure 1: Représentation schématique de l'anatomielu cceur. OG : oreillette gauche, VG:
ventricule gauche, OD : oreillette droite, VD : trécule droit.

Le sang, appauvri en oxygene par son passage eardrdes différents tissus de
I'organisme, est récolté dans l'oreillette droite}) par l'intermédiaire des veines caves
supérieure et inférieure. L'OD oriente alors legsaars le ventricule droit (VD), qui permet a
celui-ci d’'atteindre les poumons a travers lesrast@ulmonaires. Le sang, oxygéné par son
passage dans les poumons, rejoint l'oreillette lga©G) par les veines pulmonaires puis est

conduit vers le ventricule gauche (VG), qui éjeadtes le sang oxygéné dans tout I'organisme
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en passant par l'aorte. Les différentes phasesadeohtraction cardiague sont nommeées
systoles auriculaire et ventriculaire, correspohdespectivement a la contraction des
oreillettes et des ventricules. Chaque phase deamtion est suivie d’'une phase de relaxation
cardiaque appelée diastole.

Afin de séparer le sang oxygéné du sang non oxydéséarties droite et gauche du
coeur sont délimitées par un septum inter-auri@iladu niveau des oreillettes, et inter-
ventriculaire, au niveau des ventricules. Les lmitds sont également séparées des
ventricules par la valve mitrale a gauche et tpades a droite, permettant de maintenir un flux
sanguin unidirectionnel a travers le cceur (Figyre 1

Au niveau tissulaire, le muscle cardiaque se compibs trois tuniques possédant

chacune une fonction propre et dont 'agencemdrdagbgmatisé en Figure 2.

péricarde IO"J‘r'etafJéricarde viscéral ou épicarde
myocarde

péricarde fibreux

. - endocarde
espace inter-péricardique

Figure 2 : Représentation schématique des trois timues cardiaques.

L’ endocardeest composé essentiellement de cellules enddeetjai tapissent la paroi
interne du cceur et des vaisseaux, appelée intiogandveau, et participent a la régulation de
la contraction cardiaque par une activation horrf@eadocrine des cellules contractiles du
myocarde appelées cardiomyocytes [Brutsaert 20G8ite membrane interne se trouve
directement au contact de I'intima de I'aorte et deines caves supérieure et inférieure.

Le myocardeest la partie musculaire du cceur. Il s’agit d’uasoie strié particulier
puisqu’il est capable d'une contraction régulieteaatonome, sensible aux stimulations
hormonales et neuronales [Brutsaert 2003]. Ce rausst composé de 30 a 40% de
cardiomyocytes mais ceux-ci représentent 75% dwrmel du myocarde. Par ailleurs, le
myocarde est également composé de cellules enaddiselde cellules musculaires lisses et
de fibroblastes [Brutsaert 2003].

Le péricarde est un tissu fibreux constitué de deux couches : unel® fibreuse
externe qui relie le cceur aux organes avoisinahitsque les poumons et une couche séreuse

interne qui maintient la structure du cceur et desseaux situés a proximité tels que l'aorte et



Introduction : Aspects cliniques et moléculaires des pathologies cardiovasculaires étudiées

les veines caves. Le péricarde interne comprenanéme deux feuillets : Igéricarde
viscéral, plus couramment appelépicarde qui adhére directement au myocarde et le
péricarde pariétal.Ces feuillets sont séparés paspace inter-péricardiquel s’agit d’'une
cavité virtuelle contenant physiologiquement 505anTillilitres de liquide péricardique lui

permettant d’assurer une meilleure fluidité des weowents cardiaques.
2 Infarctus du myocarde
2.1 Définition

Sur le plan physiopathologique, l'infarctus du myate (IDM) se définit comme une
nécrose d'une partie plus ou moins importante dwaasde induite par une ischémie
prolongée, c'est-a-dire une diminution de l'appsdnguin en oxygene par les arteres
coronaires qui irriguent le cceur [Thygesral. 2007].

Dans la majorité des cas, I'IDM est une complicatimigué de I'athérosclérose
coronaire. L'athérosclérose désigne I'ensemblerdesaniements de la paroi des arteres de
gros calibre, telles que l'aorte, et de moyen calilkelles que les artéres des membres, les
artéres carotides ou les artéres coronaires. Lguelad’athérome constitue I'élément
caractéristique de l'athérosclérose et sa ruptste del'origine de I'IDM. Cette plague
athéromateuse correspond a une accumulation foealides, de glucides, de sang et de
produits sanguins, de tissu fibreux et de dépdksaas. Sur le plan physiopathologique,
I'étape initiale du développement de I'athérosdérest la pénétration et 'accumulation de
lipides particuliers, appelés LDL, dans l'intimasdarteres. Aprés leur pénétration, les LDL
vont s’oxyder et ne pourront plus étre dégradés. rhacrophages vont alors accumuler ces
LDL oxydés, se transformer en cellules spumeusesidetire une réaction inflammatoire
chronique. Enfin, les cellules musculaires lissestvmigrer dans l'intima des arteres et
constituer la chape fibreuse dont I'épaisseur éstrthinante dans le phénomene de rupture
de la plague d’athérome a l'origine de I'IDM.

La rupture de la plaque d’athérome met en coneaahg circulant avec le sous-
endothélium. En effet, I'intima des arteres est posgée d'un endothélium et d’'un sous-
endothélium. Ce dernier est pro-thrombogene etipatement composé de macromolécules
synthétisées par les cellules endothéliales etdéisles musculaires lisses de I'endothélium
vasculaire. Ces macromolécules, connues pour fsemra coagulation sanguine, sont
principalement du collagéne, des microfibrilles Ja&bronectine, de la thrombospondine, du

facteur de Von Willebrand et des glycosaminoglysane
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La mise en contact du sang circulant avec ce sodgteélium pro-thrombogene
aboutit & la constitution d'un thrombus occlusiécampagné d’une réponse inflammatoire,
provoquant I'ischémie myocardique et la nécrosead@diomyocytes. Les différentes étapes

du mécanisme physiopathologique de I''lDM sont pnéses en Figure 3.

plaque d’athérome

ACG

douleurs thoraciques

IDM thrombus occlusif

Figure 3: Représentation schématique du mécanismghysiopathologique de I'DM. ACG :
artere coronaire gauche, GR : globules rouges.

Selon les nouveaux criteres de la Société EurogédenCardiologie et du Collége
Américain de Cardiologie, le diagnostic définitif@M est posé lorsque le patient présente
au moins 2 des 3 critéeres suivants :

- des symptébmes d’ischémi¢els que des douleurs thoraciques angineuses
rétrosternales en barres oppressantes irradians denbras gauche et la machoire
accompagnées de sueurs [Achaal. 2005] (Figure 3). Ces symptomes typiques doiveet é
observés au repos, de maniere prolongée et éistards a la trinitrine qui est un puissant
vasodilatateur.

- destroubles de I'électrocardiogrammgECG) qui permet de mettre en
évidence des troubles de la repolarisation, de sysedécalage du segment ST, systématisé a

un territoire artériel.
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- uneaugmentation du niveau plasmatique des biomarquedes I'IDM, de
préférence les troponines T (TnT) ou | (Tnl) quégentent a la fois une meilleure spécificité
et une meilleure sensibilité que les autres biooaugs connus de I'IDM tels que la fraction
myocardique de la créatine kinase (CK-MB) [Arrudisdd et al. 2008].

Pour finir, les IDM peuvent étre classés en fonctae leur taille [Thygeseet al.
2007] -microscopiquelorsque la nécrose est focalisée en un point.
- petit, lorsque la nécrose concerne moins de 10% du ngecar
- modéré lorsque la nécrose concerne 10 a 30% du myocarde.
- important, lorsque la nécrose concerne plus de 30% du myecard
Par ailleurs, les conséquences dun IDM seront abées tant sur le plan
hémodynamique que sur le plan anatomique en fonckosa taille et de sa localisation. En
effet, plus les IDM sont importants, plus les capshces seront délétéres pour le patient.
Ainsi, les IDM classés importants peuvent induinephhénomeéne adaptatif appelé remodelage
ventriculaire gauche, conduisant progressivemehinsuffisance cardiague. Cependant, le
coeur n’est pas le seul organe atteint lors d’un liBidortant, puisque la diminution du débit
cardiaque induit par cette pathologie peut avos @nséquences néfastes sur les poumons en
entrainant une congestion pulmonaire, sur les mirigduisant une insuffisance rénale ou sur

le pancréas en inhibant la sécrétion d’insuline.
2.2 Epidémiologie
Actuellement, les pathologies cardiovasculairgsriecipalement I'IDM restent une des
principales causes de morbi-mortalité dans le momancipalement dans les pays
industrialisés [Thygesest al.2007] (Figure 4).

Maladies coronaire
Accidents vasculaires cérébra
Maladies pulmonaire
Infections respiratoire
Cancers de l'appareil respirato|
Diabéte

Hypertension

0 1000000 2000000 3000000 4000000 5000000 6000000
Nombre de décés

Figure 4 : Répartition des principales causes de dés dans la population mondiale agée de plus
de 60 ans en 2002.
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Le dernier rapport de I'Organisation Mondiale deSlanté datant de septembre 2009
estime a 17,1 millions le nombre de déceés attritasadux pathologies cardiovasculaires dont
7.2 millions concernaient une cardiopathie ischémjgsoit 29% de I'ensemble des déces
dans le monde en 2004. Il faut préciser que ldsobagies cardiovasculaires sont la premiere
cause de déces chez les femmes mais la secondeleshdmmmes aprés les cancers.
Cependant, la mortalité cardiovasculaire a dimisieé@viron 10% en 4 ans dans la population
générale [Cambou 2008], confirmant les données nokte par le registre MONICA
(Multinational mOnitoring of treNds and determinamtf CArdiovascular diseases). Il s’agit
d'une grande étude internationale débutée au ddbsitannées 1980 pour un suivi des
pathologies cardiovasculaires dans 37 populatiépsrties dans 21 pays et qui a mis en
évidence une diminution de la mortalité par IDM &tgure a 20% sur un suivi de 10 ans,
avec une baisse gnnuelle globale de 2 a 3% [Tixrstdbeet al. 1999], (Figure 5).
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Figure 5 : Incidence et mortalité mondiale de I''DM entre 1987 et 2001En bleu, incidence (trait
continu) et mortalité (trait discontinu) par IDMeahles hommes, en vert, incidence (trait contiriu) e
mortalité (trait discontinu) par IDM chez les fensne

Cette diminution de la mortalité est principalematitibuable a une meilleure prise en
charge des patients qui permet d’améliorer le mtaales patients, ainsi qu’a une meilleure
prévention des facteurs de risque cardiovascul&itautre part, si une diminution de la
mortalité cardiovasculaire est observée dans lgs pa@veloppés, cette derniére, tout en
restant inférieure, tend a augmenter dans les @aydeveloppement, établissant a la fois un
gradient Nord-Sud et Est-Ouest de la mortalité ioaesculaire [Yusufet al. 2004] (Figure
6).
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Figure 6 : Répartition géographique de la mortalitépar IDM en 2002.

En effet, les pays du Nord ont un risque accru d@dadies cardiovasculaires par
rapport aux pays du Sud. De plus, la mortalité icaesdculaire diminue considérablement
dans les pays de I'Ouest, comme les Etats-Uni® dlahada, mais cette diminution est plus
progressive en Europe. Une augmentation de la hitérest méme observée dans certains

pays de I'Est tels que la Pologne ou la Roumanie.

2.3 Facteurs de risque

L’IDM, comme la majorité des pathologies cardiovdages, est une pathologie dite
multifactorielle pour laquelle il existe de nombxefacteurs de risque tant génétiques
gu’environnementaux agissant le plus souvent erergiy Ces facteurs de risque sont
communs aux principales pathologies cardiovas@ddiees a I'athérosclérose, dont I'IDM
ou les accidents vasculaires cérébraux, et sombupgs sous le terme de facteurs de risque
cardiovasculaire.

A ce jour, plus de 300 facteurs de risque cardiovasre sont évoqués avec un impact
plus ou moins conséquent sur la physiopathologmeilfer 2003]. De facon générale, il faut
distinguer les facteurs de risque irréversiblesnggralement génétiques, des facteurs de
risque réversibles. Ces derniers représentent 80%sdue de développer une pathologie
cardiovasculaire, c’est pourquoi il existe des cagmes de prévention visant a réduire leur

impact sur la pathologie [Poulter 2003].
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2.3.1 Facteurs de risque irréversibles

L'un des principaux facteurs de risque irréversbtie I'IDM est lage En effet, la
dégénérescence de la paroi artérielle avec I'age ampact direct sur la survenue d’'IDM,
avec une augmentation du risque a partir de 5@fros risque maximum a 65 ans [Cambou
2008] (Figure 7).
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Figure 7 : Incidence de I'IDM en fonction de I'dgesn 2002 Les données sont exprimées en nombre
de cas pour 100 000 personnes.

L’incidence de I'IDM varie également en fonction dexeavec une augmentation du
risque dans la population masculine ou en cas d®patise précoce chez la femme [Cambou
2008]. Cette diff%rence est particulierement maequéqu’a 65 ans (Figure 8).
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Figure 8 : Incidence de I'IDM en fonction du sexe @ 2002.Les données sont exprimées en nombre
de cas pour 100 000 personnes.
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Il est également connu que @stécédents familiauxd’ IDM augmentent le risque dans
la descendance, ce qui peut étre en partie immutist nombreufacteurs génétiquesle
I'IDM qui ont cependant un impact relativement resit [Poulter 2003]. En effet, I'ensemble
des facteurs irréversibles représente 20% du risdae développer une pathologie
cardiovasculaire [Poulter 2003]. Dans le but dither cette hétérogénéité, une liste non

exhaustive de ces facteurs et de leur impact éseptée en Table I.
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Table | : Facteurs génétiques impliqués dans I'IDM.

Aspects cliniques et moléculaires des pathologies cardiovasculaires étudiées

Nom Gene Fonction Référence Impact Qdds ratio p n
. . . 0,63 < 0,005 121 témoins, 150 cas
P-sélectine SELP Inflammation Herrmannet al, 1998 0.38 <00001 386 témoins, 351 cas
Thrombospondine-2 THBS2 Liaison au fibrinogene, interactions cellulaires Koeldt et al, 2002 0,44 0,012 1071 témoins, 503 cas
Facteur XIll F13A1 Coagulation Reineet al, 2003 0,7 0,03 721 témoins, 234 cas
Cyclo-oxygénase 2 COX2 Inflammation Cipolloneet al, 2004 . . 0,48 <0,001 1728 témoins, 864 cas
Diminution risque IDM 0,88 0006 2658 témoins, 464 cas
Uncoupling protein 2 UCP2 Production d'ATP par la chaine respiratoire mitautrale Cheurfaet al, 2008 0,47 0,02 161 témoins, 174 cas
IL-18 IL18 Inflammation Biset al, 2008 0,74 0,022 2688 témoins, 856 cas
Récepteur LDL LDLR Endocytose des LDL Ananet al, 2009 0,86 0,002 4017 témoins, 4017 cas
Apolipoprotéine Ealleleg 2 APOE2 Internalisation des LDL Ananelt al, 2009 0,8 <0,0001 51484 témoins, 25348 cas
. . o N . Rosendaatt al, 1997 4 0,038 381 témoins, 19 cas
F2 Convertit le fibrinogéne en fibrine ’ ’ ’
Prothrombine vent e fbrnog il Psatyet al, 2001 702 0008  387témoins, 108 cas
ACE1 ACE1/D Vasoconstriction Gardemaret al, 1998 10,5 <0,02 1201témoins, 1066 cas
NO synthase NOS Production de NO Hingoraet al, 1999 25 <0,02 183 témoins, 249 cas
. . L Anandet al, 2009 1,07 0,03 51484 témoins, 25348 cas
Apol otéine Eallelee 4 APOEA4 Internalisation des LDL ’ ' ! ]
Rolipoprotet ¢ Lambertet al, 2000 1,35 <0,008 727 témoins, 587 cas
Apolipoprotéine B APOB Internalisation des LDL Chiodirgt al, 2003 1,19 0,03 3346 témoins, 2731 cas
PPAR alpha PPARA Facteur de transcription, métabolisme lipidique Doekal, 2005 Augmentation risaue DM 2,77 0,006 1698 témoins, 108 cas
IGF-1 IGF1 Facteur de croissance Yazdanpaeahl, 2006 9 g 2,7 0,02 438 témoins, 38 cas
Fibrinogéne FGG Aggrégation plaquettaire Manni al, 2007 3,33 <0,001 387 témoins, 387 cas
Arginase 1 ARG1 Cycle de lurée Dumordt al, 2007 2,2 0,005 585 témoins, 350 cas
Récepteur cestrogéne 2 ESR2 Facteur de transcrlptz)er:l,upl)ari?gferatlon et diffecétion Domingues-Montanast al, 2008 1,65 0,003 2379 témoins, 710 cas
Récepteurs glucocorticoides  GR Facteur de trar?S(,:rlptlo.n,. |nflammat.|on, prolifévatiet Van den Akkeet al, 2008 21 0,03 4658 témoins, 220 cas
différenciation cellulaire
Internalisation des LDL Martinekgt al, 2009 3,88 0,007 287 témoins, 394 cas

Apolipoprotéine E récepteur 2 APOER?2
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2.3.2 Facteurs de risque réversibles

Les principaux facteurs de risque réversibles ¢étnéis en évidence par I'étude de
Framingham. Cette enquéte porte sur une cohort&2@@ habitants suivis depuis 1949 et a
notamment permis de mettre en évidence le liere éamtmorbi-mortalité cardiovasculaire et le
tabagisme, la dyslipidémie et I'hypertension aeiéi

Parmi les facteurs de risque réversiblesabmgismeest le plus fortement corrélé avec
le risque d’IDM [Yusufet al.2004]. Cette corrélation est d’autant plus imputeague le sujet
est jeune puisque 58% des IDM chez les hommes desnde 40 ans sont imputables au
tabagisme [Cambou 2008]. Le tabagisme passif augmekgalement le risque
cardiovasculaire [Giannuzet al.2005]. Sur le plan physiopathologique, la consotionale
cigarettes va entrainer une augmentation du taud.[dle, ce qui induit une réponse
inflammatoire qui augmente le risque de rupturéadelaque d’athérome, qui peut conduire a
la thrombose [Ambroseet al. 2004]. Par ailleurs, le tabagisme induit une dysfion
endothéliale qui a pour conséquence une diminudionflux sanguin en augmentant la
résistance des artéres a ce flux mais égalemedingnuant la vasodilatation induite par le
NO [Ambroseet al. 2004]. L'accumulation de ces différents facteussaugmenter le risque
d’'IDM (Figure 9).

| Augmentation du tauxde LDLI N
\I/ Tabagisme

Dépodt artériel — formation de la
plaque d’athérome

\I/ | Dysfonction endothéliale |

| Réponse inflammatoire Iocale| J/ \

\l/ | Résistance des artére|s| Diminution du NO |

Fragilisation de la chape fibreuse | J/ /

| Rupture de la plaque d’athérom*e |

!

| Thrombose

SR

Figure 9 : Mécanisme d’'action du tabagisme sur leisque d’IDM.

Diminution du flux sanguin |
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La dyslipidémie,qui se définit par une augmentation du taux de dcbalestérol
(supérieure a 4,13 mmol/L pour les hommes et 3,870l pour les femmes) ou une
diminution du taux de HDL-cholestérol (inférieur® &5 g/L chez les hommes et a 0,55 g/L
chez les femmes), est également un facteur deerisgportant de I'lDM [Schilitiet al. 2005].

En effet, une étude portant sur une populationrjajse a forte consommation de tabac mais a
faible taux d’'IDM a mis en évidence un effet pra¢er d’'un faible taux en LDL-cholestérol
dans cette population comparée aux populationsiedrs classiques qui présentent un taux
élevé de LDL-cholestérol [Poulter 2003]. L'effetfaste d’un taux élevé de LDL-cholestérol
peut s’expliquer par l'augmentation du risque demfation d'une plague d’athérome, a
I'inverse d’'un taux élevé de HDL-cholestérol [Sttdit al.2005].

L’ hypertension artérielle(HTA) se définit par une pression artérielle slgte
supérieure a 140 mmHg ou une pression artérielstalique supérieure a 90 mmHg. Les
patients présentant une HTA ont un risque 4 fogsaur a la normale de développer un
IDM [Franjic et al. 2009]. Sur le plan physiopathologique, I'HTA cause remodelage
vasculaire conduisant a une perte des capacitésdilatatrices des vaisseaux et a une
dysfonction endothéliale [Franjiet al. 2009]. Elle est également fortement corrélée au
diabéte de type 2 [Franjigt al. 2009] ainsi qu’a une augmentation de la fréquenacdiaque
associée a une augmentation de la mortalité casioaaire [Perret-Guillaumet al.2009].

Le diabete de type Zjui se définit par une hyperglycémie chroniquestea-dire une
glycémie a jeun supérieure a 1,26 g/L, est égalemerfacteur de risque indépendant de
I'IDM [Franjic et al.2009]. En effet, une augmentation de la mort@i#éliovasculaire a été
mise en évidence chez les patients diabétiguesn¢Biaet al. 2008]. Sur le plan
physiopathologique, les patients diabétiques ptésatmles altérations de la microcirculation
conduisant la-encore a une dysfonction endothdkakmjic et al.2009].

L’ obésité abdominaledéfinie par un indice de masse corporelle supége80 ou un
tour de taille supérieur a 102 centimétres chehtesmes et 88 centimétres chez la femme,
doublerait le risque de développer un IDM par rappda population générale [Yusef al.
2004]. Une corrélation entre I'obésité abdominallaenortalité cardiovasculaire a également
été mise en évidence [Schneiddral. 2010]. D’'autre part, le manque d’activité sportive
directement lié a I'obésité abdominale favoriselégant le risque d’IDM [Chowet al.
2009].

Outre ces facteurs de risque cardiovasculaire msjee nombreuses études mettent en
evidence des facteurs de risque secondaires. te#s péfastes de [@ollution atmosphérique

sur la mortalité cardiovasculaire ont notammentrgpportés [Cambou 2008]. Par ailleurs de
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nombreuses études se sont intéressées au lienlantmesommation modérée ou excessive
d’alcool et le risque cardiovasculaire. Ces études ontemiévidence qu’'une consommation
modeérée d’alcool (un verre par jour pour les femetedeux verres par jour pour les hommes)
avait un effet protecteur contrairement a une camsation excessive d’alcool qui accroit le
risque d’'IDM [Djousseet al. 2008]. Ladépression séveret le stresspeuvent également
intervenir sur le risque d’'IDM par une augmentatitnl'inflammation pouvant conduire a la
rupture de la plague d’athérome [Kendéral. 2009]. Enfin, laconsommation de fruits et
légumesaurait quant a elle un effet bénéfique sur leugsgardiovasculaire par une action
antioxydante sur les LDL oxydés a I'origine de NCJChow et al.2009].

En conclusion, il existe de nombreux facteurs degueé environnementaux qui
représentent environ 80% du risque de développerpathologie cardiovasculaire [Poulter
2003]. Afin de limiter 'impact de ces facteurs $aipathologie, de nombreuses campagnes de
prévention ont été mises en place [Poulter 2003]gké tout, si une meilleure prise en charge
des principaux facteurs de risque cardiovasculé@s que I'HTA, le tabagisme ou
I'hypercholestérolémie a été observée dans de reumbpays ces derniéres années, la
prévalence de I'obésité abdominale et du diabetiymke2 ne cesse quant a elle d’'augmenter
[Cambou 2008].

2.4 Biomarqueurs et dépistage

Le diagnostic d'IDM se base dans un premier tempsles douleurs thoraciques
angineuses de repos, de durée prolongée et réssstata trinitrine [Achaet al.2005].

L’ECG joue alors un role essentiel dans le diagnostid’'|Bd puisqu’il s'agit de
I'examen réalisé dés l'apparition de ces symptéfiaggesenet al. 2007]. Celui-ci permet
de poser un diagnostic préliminaire et ainsi deuti¥bde facon précoce la prise en charge
thérapeutique du patient [Reichlet al. 2009]. En effet, cet examen permet de mettre en
évidence un trouble de la repolarisation de tymed®calage du segment ST, systématisé a un
territoire artériel en mesurant une différence dieptiel extra-cellulaire entre les différentes

régions du myocarde (Figure 10).

R i

A----Rl ' B
BN RGNS S
e |

Figure 10 : Troubles de 'ECG observeé lors d’'un IDM A : ECG normal, B : ECG présentant un
sus-décalage du segment ST.
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L'ECG présente donc l'avantage de pouvoir détedeerfacon précoce I'IDM mais
également de mettre en évidence, par I'analysedoebuit dérivations, l'artere impliquée
dans I'IDM et permet ainsi de prendre en chargemdmiére rapide et efficace le patient
(Table II).

Table Il : Relation entre ECG et localisation de IIDM.

Topographie de I'DM Dérivation de 'ECG Artere occluse
Antérieure V1aVe Interventriculaire antérieure
Inférieure D2 - D3 - AVF Coronaire droite
Postérieure V7 aVv9 Circonflexe

Cependant, 'ECG reste insuffisant dans le cadwmel utilisation seule puisque de
nombreuses pathologies cardiovasculaires, telles lgs péricardites ou les myocardites,
peuvent induire des troubles de repolarisation gyedécalage du segment ST [Reiclelin
al. 2009]. Afin d’établir un diagnostic final, I'utBation de techniques modernes d’imagerie
ainsi que des biomarqueurs disponibles est indssgieea [Thygesent al.2007].

De nombreuses techniques d’'imagerie non invasixisteat afin d’étudier la fonction
cardiaque et de confirmer le diagnostic d'IDM. Darie cadre de [l'urgence,

I’ échocardiographieDoppler se révéle étre la méthode de choix poutreneh évidence une
nécrose plus ou moins importante du myocarde [T$8met al. 2007]. En effet, il s’agit
d’'une technique simple et rapidement disponible Bu du patient. De plus,
I’échocardiographie permet d’évaluer la fractiorgjdttion du VG ainsi que la cinétique
cardiaque permettant de visualiser la taille dezdme nécrosée [Rasowt al. 2010].
Cependant, certains patients s’avérant peu échsgeinka détection de I'IDM n’étant pas
toujours optimale, l'utilisation des biomarqueulasmatiques est nécessaire pour aider au
diagnostic d'IDM [Thygeseeet al.2007].

Les principauxbiomarqueursplasmatiquesde I'lDM sont générés lors de la nécrose
des cardiomyocytes. C’est notamment le cas desriings cardiagues, de la CK-MB et de la
myoglobine [Thygeseat al.2007].

Parmi ces biomarqueurs, le dosage plasmatiquer@asnines cardiaques est privilégié
dans le diagnostic de I'IDM [Arruda-Olscet al. 2008]. En effet, elles ont récemment été
décrites pour étre plus sensibles et plus spéedique les autres biomarqueurs plasmatiques,
en particulier avec I'arrivée des dosages ultrabssdes troponines [Moet al. 2010]. De
plus, I'estimation de la taille de I'IDM peut étepprochée par le dosage de ces derniéeres
puisque la quantité de troponines libérée dansalemm semble proportionnelle a la taille de

la zone infarcie [Pruvoet al. 2006]. Il ne s’agit cependant pas d’'un biomarqueanfait
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puisque le taux de troponine plasmatique n’estdgdsctable de maniére précoce [Muel.
2010]. De plus, I'élévation de ce taux reflete woeiffrance myocardique non spécifique a
'ischémie. En effet, une augmentation du tauxrdednine peut par exemple étre retrouvée
lors d’'une myocardite.

Lorsque l'utilisation des troponines cardiaquessth’gas disponible, la CK-MB peut-
étre utilisée [Arruda-Olsomt al. 2008]. Cependant, comme les troponines, il neitsjzap
d’'un biomarqueur précoce [Maa al.2010] et en dépit d’une sensibilité satisfaisalate;K-
MB ne présente pas une bonne spécificité puisgu’plut étre détectée lors de toute
souffrance musculaire [Moet al.2010].

Enfin, le dosage des myoglobines a l'avantage el’'@lus précoce mais souffre
également d’'un manque de spécificité myocardiquisqoie la myoglobine est également

libérée dans le plasma lors de toute atteinte niaiseyMelansoret al.2004] (Figure 11).

Concentration dans le sang

Limite de détermination pourle
.. diagnostic d’'un IDM

I I I I I T I I
L8, 1 2 3 4 5 L r 8

Jours suivant 'apparition des premiers sympténmas dDM

Figure 11 : Concentration et détection des principax biomarqueurs de I'lDM. CK-MB : fraction
myocardique de la créatine kinase.

De nombreuses études ont été menées afin de meettéxvidence des biomarqueurs
précoces de I'IDM. Ainsi, des biomarqueurs libé@rs de lI'ischémie myocardique, tels que
la choline, les acides gras libres ou I'albuminedifiée ont été décrits [Thygeset al.2007].
Cependant, si ces facteurs s’'averent étre de bmmsalgueurs pronostiques, il n’existe
actuellement pas de dosage applicable au quotigoem ces protéines [Collinson 2009].
Certains facteurs libérés lors de la réponse inflatoire mise en jeu en réponse a la nécrose
myocardique tels que la protéine C-réactive (CRPJjioterleukine 18 (IL-18) ont également
été décrits [Moeet al. 2010]. Cependant, ces biomarqueurs présentensemsbilité et une
spécificité toujours inférieures a celles des tropes, suggérant de prendre en compte
plusieurs biomarqueurs pour un méme diagnostic. dferentes caractéristiques des

principaux biomarqueurs de I'lDM sont présentée3 &lle Ill.
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Table Il : Caractéristiques des principaux biomarqueurs de I'IDM.

Nom Sensihilité Spécificité Pathologie Avantages Inconvénients Références
Nécrose myocardique
Spécifique du coeur Durée de vie longue > 20h Mo¢ 2020
Troponine s cardiaque  100% 99% > 0,04 ng/mL Meilleur blo.marqueur ' Détection Iqrs de t.oute sauffre myoc;ardlque Se.tla(fll et al, 2009
Analyse automatique ultrasensible Variabilité impote entre les kits Reichlin et al, 2009
Estimation de la taille de IIDM Analyse tardive (@bst-IDM) Keller et al, 2009
Estimation de la taille de I'IDM Ubiquitaire Moe df 2010
CK-MB 85% 67% >5pug/L P Libérée lors de souffrance musculaire Galan et08R 2
Prédiction d'un second IDM .
Analyse tardive (4h post-IDM) Innes et al, 2002
Non spécifique du caeur Melanson et al, 2004
Myoglobine 73% 75% > 200 ng/mL Analyse précoce (2h post-IDM 0 . . o
yog 0 ° 9 ysep (ehp ) Libérée lors de souffrance musculaire ou d'insaffise rénale  Innes et al, 2002
Ischémie
Choline 86% 86% > 18,5 Bon bloma'rqueur pronostique Mauvais blqmrqueurM|que Collinson et al, 2008
pmol/L Analyse précoce (2h post-IDM) Non utilisable en mat Danne et al, 2010
Acides gras libres 83% 93% > 5 nmol/L Analyse precoce . Non utilisable en routine Colinson et al, 2008
Bon biomarqueur pronostique Azzazy et al, 2006
e o Mécanisme inexpliqué Collinson et al, 2009
Disctinction ischeémie / non ischémie Non utilisable sitauxd'albumine trop faible Hjdrtg et al, 2010
Albumine modifiée  71% 65%  >91U/mL n utiis , ine trop fa g et al,
. Méme résultat lors d'une acidose lactique
Analyse précoce (2h post-IDM) . C .
Nécessité d'une analyse rapide
Inflammation
CRP 62.50% 66% 3,3 mg/L Estimation de Ia taille de DM Association avec. Ies.facteurs derisque gardlowasea Balciunas et al, 2009
Mauvais biomarqueur pronostique Delhaye et al, 2009
IL-18 2% 84% 450 pg/mL Bon biomarqueur pronostique a moyen Mauvais biomarqueur pronostique a long terme Gad, @010

terme
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Actuellement, méme si les troponines cardiaqueséssmt étre le biomarqueur de
choix, il nexiste pas de solution idéale. C’estuppoi il est recommandé de prendre en
compte au moins deux des trois criteres que santldelleurs thoraciques, les troubles de
'ECG et le dosage de biomarqueurs afin d’étadirdiagnostic d'IDM et d’instaurer la

meilleure thérapeutique pour le patient [Arrudaedlst al.2008].
2.5 Traitements

Les principaux traitements de I'IDM consistent &abdir le flux sanguin, a réduire les
complications et les récidives et a prendre engehls facteurs de risque cardiovasculaire.

Dans un premier temps, umevascularisationen urgence de l'artére en cause dans
I'IDM est mise en place [Gajos 2008]. Cette revéamtsation s'effectue :

- soit parcoronarographieavec réouverture de I'artére occluse et mise anept’un
stent au niveau de la Iésion initiale.

- soit parfibrinolyse si la revascularisation endovasculaire ne peetrdise en ceuvre
dans les deux heures suivant le début de la doateair I'absence de contre-indication.

Cette revascularisation est accompagnée tfatement médical d’'urgencex visée
anti-thrombotique avec deux antiagrégants plaguesta (acide acétylsalicylique et
clopidogrel) associés a une anti-coagulation eféd@ajos 2008].

Par la suite, untraitement médical visant a diminuer la morbi-mortalité
cardiovasculaire en diminuant le risque de récidiven stabilisant la plaque d’athérome, est
mis en place. Il s’agit, classiqguement, de l'asstben de béta-bloquants, d'acide
acétylsalicylique associé au clopidogrel pendard darée dépendante du type de stent
implanté, de statine, d’inhibiteurs de I'enzymeacdaversion de I'angiotensine et de la prise
en charge des facteurs de risque par des mesugEntydiététiques telles que la reprise
d’'une activité physique, l'arrét de la consommatoba tabac et un changement dans les
habitudes alimentaires afin de favoriser une aliatgn pauvre en lipides et en glucides
[Gajos 2008]. En cas de dysfonction systolique neuwaire gauche avec une fraction
d’éjection du VG < 40%, un traitement par antag@sisie 'aldostérone est également mis en
place dans les 15 jours suivant I'lDM. Les principdraitement de I'lDM sont détaillés dans
la Table IV.
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Table IV : Principaux traitements de I'IDM.

Classe thérapeutique Spécialités Dose
o . Acide acétylsalicylique 75 mg/ jour
Antiagrégants plaquettaire . ;
agreg paquetial Clopidogrel 75 mg/ jour
Statine Simvastatine 20 mg/ jour
Béta-bloquants Bisoprolol 10 mg/ jour
Carvedilol 25-50 mg/ jour
Metaprolol succinate 200 mg/ jour
Nebivolol 10 mg / jour
Inhibiteur de TACE Captopril 50-100 mg / jour
Enalapril 10-20 mg / jour
Lisinopril 20-35 mg/ jour
Ramipril 5 mg/ jour
Trandolapril 4 mg / jour
Antagoniste du récepteur a l'angiotensine Candesartan 32 mg/ jour
Valsartan 160 mg-jour
Antagoniste de l'aldostérone Eplérénone 50 mg / jour

3 Remodelage ventriculaire gauche
3.1 Définition

Le terme de remodelage désigne un mécanisme hiplega visée principalement
adaptative qui peut conduire a terme a la dégmaaate la fonction de I'organe ou du tissu
impliqué [Gaertneret al. 2004]. Ce mécanisme existe dans des situationsiglbgiques,
notamment chez les sportifs de haut niveau et dansas, il est réversible et sans fibrose
cicatricielle [Barryet al. 2008]. Ce processus peut étre également patholedioysqu’il
survient en réponse a une augmentation de la chdegéravail du VG par surcharge
volumiqgue comme lors d’insuffisance aortique oufidéule artério-veineuse, ou dans des
situations de surcharge de pression telles queA'tdl la sténose aortique [Barst al.
2008].

L’IDM est une situation complexe associant surcharglumique et pressive. Dans ce
cas, le remodelage ventriculaire gauche (RVG) sénidécomme I'ensemble des
modifications géométriques et structurales conduisatre autres a I’hypertrophie du VG en
réponse a l'amputation d'une partie des capacitéstractilies induite par I'IDM

[Willenheimer 2000]. Cette hypertrophie vise a naliser les contraintes pariétales en
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suivant la loi de Laplace (pression pariétale =7kxdiameétre / épaisseur) qui montre que le
niveau des contraintes pariétales est proportiormeldiameéetre du VG et inversement
proportionnel a I'épaisseur de la paroi. L’hypeptiee du VG est souvent associée a une
dilatation de celui-ci ce qui permet d’augmentetialement le volume d’éjection systolique
et d’assurant ainsi le maintien du débit cardiaoadgré la baisse de contractilité [Tiyyagura
et al. 2006]. Sur le long terme, cette dilatation estetd¥e car elle est a l'origine d’'une
augmentation des contraintes pariétales créanerabecvicieux a I'origine d’une dysfonction
diastolique en induisant une IC pouvant conduirdéees du patient.

Dans le cadre de ma thése, nous nous intéresseriosgpalement au RVG post-IDM
qui débute tres précocement suivant la phase aigu#M [Tiyyaguraet al. 2006]. Il s’agit
d’'un phénomene continu et évolutif que I'on pewtigir schématiquement en deux phases
(Figure 12).

phase pré coce phase tardive
expanS|on de la zope dllatatlon du VG
inf arC|e
\ Insuffisance
cardiaque

Remodelage ventriculaire gauche

Figure 12 : Représentation schématique des différées phases du RVGLa zone infarcie est
représentée en rose clair.

La phase précoce&lu RVG consiste en une expansion et un amincissedela zone
infarcie [Tiyyaguraet al. 2006]et conduit au remplacement du tissu conteaptr un tissu
fibreux cicatriciel [Gaertneet al. 2004]. En effet, une réponse inflammatoire impdigu
l'infiltration de la zone infarcie par des leucoeytet des macrophages, se met en place
rapidement suite a un IDM [Gaertnet al. 2004]. Cette réponse inflammatoire, visant a
éliminer les cardiomyocytes nécrosés, entraineéggatiation de la matrice extracellulaire par
les macrophages [Sun 2009]. Les cardiomyocytesosésrseront par la suite phagocytés par
des macrophages et remplacés par des myofibroblasteseront responsables d’'une synthése

importante de collagéne constituant la cicatribefise [Suttoet al. 2000] (Figure 13).
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Infiltration Nécrose

Phagocytose Cicatrice fibreuse

Figure 13: Les différentes étapes de la phase page du RVG (issu de [Baroldiet al. 2005].
Infiltration : Infiltration des leucocytes de larm périphérique vers la zone infarcie 6 a 8 heapess
I'IDM. Nécrose : Nécrose des cardiomyocytes. Phgigse : Digestion des cardiomyocytes nécrosés
par les macrophages infiltrés. Cicatrice fibreudeemplacement des cardiomyocytes par des
myofibroblastes et synthése de collagéne.

Les myofibroblastes sont issus de la différencmtiellulaire des fibroblastes qui sont
le type cellulaire prédominant dans le cceur, desyiés ou des monocytes, a proximité de la
zone infarcie [Sun 2009]. Cette différenciation ggtuite par certains facteurs comme le
TGF$1, qui est libéré par les macrophages lors degange inflammatoire [Sun 2009]es
myofibroblastes ont une capacité contractile ief@® aux cardiomyocytes, ce qui rend la
contraction du VG moins efficace [Gaertmtral. 2004].

La phase tardivedu RVG apparait dans I'année qui suit 'IDM. Suitéa perte de la
capacité contractile entrainée par la cicatriceefise, les cardiomyocytes de la zone non
infarcie vont subir une augmentation de leur voludae’0% en moyenne. Cette hypertrophie
du volume des cardiomyocytes associée a une pailé@ cellulaire importante contribue a
la dilatation et a la reconformation du VG, condnisa une altération de ses propriétés
contractiles [Suttoet al.2000] (Figure 14).

- |

Figure 14 : Hypertrophie des cardiomyocytes dans laone proche de I'IDM chez des rats
témoins et a 2 mois post-IDM(issu de [Lalet al. 2005]. Dans cette étude, I'IDM est induit par
ligature de I'artére coronaire gauche chez des rats
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3.2 Epidémiologie

Suite a un IDM, 30% des patients vont développelRMG en dépit des meilleurs
traitements connus actuellement [Saveyeal. 2006]. Ce RVG est un facteur important de
mortalité post-IDM, puisque les patients qui dépelent un RVG ont un taux de survie plus
faible que les patients ne développant pas de Rp@saun IDM [Bologneset al. 2002]
(Figure 15).

100 1=
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85 Jh N
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Nombre de mois post-IDM

Figure 15: Pourcentage de survie post-IDM chez degatients avec ou sans RV@Jissu de
[Bologneseet al.2002].Le trait plein représente les patients ne développas de RVG et le trait en
pointillé représente les patients développant utsRDans cette étude, le RVG est défini comme une
augmentation supérieure ou égale a 20% du volunégliaétolique entre I'échocardiographie a
l'inclusion et a 6 mois post- IDM.

La prévalence ainsi que l'intensité du RVG sontuieicés par de nombreux facteurs
(Table V) dont les principaux sont :

- lataille et la localisation de I'IDM.En effet, plus la taille de I'IDM est
importante, plus le pourcentage de tissu remodebe &evé, ce qui est un facteur de mauvais
pronostic [Zornoffet al.2007].

- I'épaisseur de la zone infarcieLes RVG les plus importants
interviennent le plus souvent aprés un IDM transthuw'est-a-dire un IDM atteignant les
cellules de I'endocarde a I'épicarde [Tiyyagetaal.2006].

- la composition en collagéne de la cicatrice fuse En effet, le
collagene dit de type lll, principal constituant ldecicatrice fibreuse, est moins résistant aux
déformations induites lors de la contraction caydeé que le collagéne de type | qui est
prédominant dans le cceur [Zorneffal.2007].
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Table V : Déterminants du RVG.

RVG sévere RVG modéré

IDM de taille importante IDM de petite taille

IDM transmural IDM sous-endocardique
Antécédent d'IDM IDM d'intensité faible
Diminution de la fraction d'éjection Fraction d'&jea préservée
Pas de reperfusion Reperfusion efficace
Réocclusion rapide Maintien de la perméabilité
Microcirculation atteinte Microcirculation normale
Pas de circulation collatérale Circulation collaiéra

Présence de facteurs de risque cardiovasculaire Pastders de risque

Par ailleurs, les patients ayant des antécédergsmpeels d’'IDM ont un risque accru de
développer un RVG important [Zornofét al. 2007]. L'efficacité de la reperfusion
myocardique est également impliquée dans le dépetopnt d’'un RVG, ainsi que l'atteinte
de la microcirculation. Le développement d’'une wimtion collatérale pour suppléer la
vascularisation du territoire de I'artere obstrug@les conséquences bénéfiques sur le RVG.
Enfin, la diminution de la fraction d’éjection airgue la présence de différents facteurs de
risque cardiovasculaire sont des facteurs aggrded@®VG [Zornoffet al.2007].

3.3 Dépistage

Les principales techniques d’'imagerie utiliséesrgauétection précoce du RVG sont
I'imagerie par résonance magnétique (IRM) et I'ézrdiographie.

L’IRM est actuellement en pleine expansion car elle gied® déterminer précisément
les volumes télédiastolique et télésystolique du ¥i@ sont un déterminant majeur du
développement du RVG [Chaat al. 2008]. Cette technique apprécie également I'éteredu
la localisation de I'IDM permettant de prédire usque de RVG plus important [Chah al.
2008]. En effet, une étude a mis en évidence quaeétiection par IRM d’'un IDM, recouvrant
au minimum 24% du myocarde, permet de prédire ISR\t mois aprées I'IDM initial avec
une sensibilité de 92% et une spécificité de 93Unflet al. 2003]. Par ailleurs, il existe une
corrélation tres importante entre la fraction ddé@n du VG et la taille de I''DM puisque
plus I'IDM est étendu, plus la fraction d'éjectiodsiduelle du VG est basse. L'IRM permet
de calculer la fraction d’éjection du VG afin deédaluer I'importance du RVG [Lunelt al.
2003]. Enfin, cette techniqgue analyse la microdattan dont Il'atteinte est également

impliquée dans le développement d’'un RVG séveradlat al.2003].
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L’ échocardiographieest également une technique de choix du fait ddisgonibilite,
de son faible colt et de sa simplicité d'utilisaticclle permet de mesurer les volumes
ventriculaires télédiastolique et télésystoliquesaique I'épaisseur pariétale du VG, ce qui

permet d’évaluer I'importance du RVG (Figure 16).

Figure 16 : Représentation de la mesure des diamétres et dedaisseur du VG chez des animaux
témoins (A) et a 2 mois post-IDM (B).La fleche 1 représente le diamétre diastoliqueVéu
(DDVG), la fleche 2 représente le diamétre systdicqdu VG (DSVG), la fleche 3 représente
I'épaisseur de la paroi antérieure et la flecheégdisseur de la paroi postérieure du VG d'un rat
témoin (A) et présentant un RVG (B). Ces parametmeg mesurés par échocardiographie en mode
M.

A partir des diametres et de I'épaisseur du VEgehts paramétres de la fonction du
VG peuvent étre déterminés. En effet, la fractierraccourcissement (FS), qui représente le
raccourcissement des fibres musculaires lors dmtdraction cardiaque, est obtenu par la
formule FS = (DDVG — DSVG) / DDVG. Cependant, cagmaetre n’est plus utilisé en
pratique clinique mais reste utile dans I'évaluatiu RVG chez le petit animal. Le volume
d’éjection systoliqgue (VES) se définit comme le qarid de l'index vitesse temps et de la
surface de la section transverse de l'aorte et @edobtenir le débit cardiaque (DC) par la
formule DC = VES x fréquence cardiaque. Enfin,Mekimes télédiastolique et télésystolique
du VG sont déterminés par la formule volume#d) x (petit diamétré)x (grand diamétre —
0.55 x épaisseur)] / 1000. Ces volumes permetterdétiuire la fraction d’éjection du VG
(FEVG) qui est égale au (volume télédiastolique elume télésystolique) / volume
télédiastolique.

Le Doppler cardiaque permet également d’appréaiésriction ventriculaire diastolique
par la mesure sur le flux mitral antérograde dutigab E/A, qui représente le ratio entre le
pic de vélocité de I'onde E pour la phase précceaainplissage et le pic de vélocité de
I'onde A pour la phase tardive de remplissage (feidwr).
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Figure 17 : Représentation de la mesure du quotierE/A chez des animaux témoins (A) et a 2
mois post-IDM (B). Ces parametres sont mesurés p&oppler cardiaque.

3.4 Mécanismes physiopathologiques

3.4.1 Réexpression du programme foetal

Lors du RVG, un des changements initiaux obsergéfaaéexpression du programme
foetal par les cardiomyocytes, c’est-a-dire I'expr@s de géenes initialement impliqués dans le
développement cardiague embryonnaire [Batrgl. 2008].

Des modulations de I'expression de certaipestéines contractileont été décrites.
Dans le VG hypertrophié, une augmentation de Kisokp et une diminution de I'isoforme
de la chaine lourde de myosine sont observées yBairral. 2008]. La myosine étant
directement impliquée dans la contraction cardiagaeehangement d’isoforme peut conduire
a une diminution de la vitesse de contraction du [B@rry et al. 2008]. Par ailleurs, une
augmentation du ratio N2BA/N2B de la titine, unetpme du cytosquelette, est observée lors
du RVG ce qui entraine une perte de la rigiditéutate puisque les cellules qui expriment
majoritairement I'isoforme N2BA sont plus souplaggelles qui expriment I'isoforme N2B
[Taegtmeyeret al. 2010]. Enfin, I'expression de l'isoforme squelgtie de lu-actine a la
place de l'isoforme cardiaque de cette protéinanagtuégalement avoir un effet délétere sur
la contraction cardiaque [Taegtmewtral.2010].

Les peptides natriurétiquesdont la fonction principale au niveau du cceurdédshiber
I'hypertrophie, voient leurs expressions considienaent augmentées lors du RVG [Baety
al. 2008]. De plus, les peptides natriurétiques de #pet B (ANP / BNP) ont également une
action vasodilatatrice en inhibant le systeme m®aingiotensine-aldostérone et contribuent
donc a maintenir le débit cardiaque en réduisanpdst-charge donc le travail cardiaque
[Kasamaet al.2008].

3.4.2 Principales voies de signalisation

Lors du RVG, de nombreuses voies de signalisatanribuent a la dilation du VG

ainsi qu’a la perte des propriétés contractilediagues.
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Parmi ces voies, ldégradation de la matrice extra-cellulairpue un réle important
dans le développement du RVG car elle contribuex@ansion de la zone infarcie [Spinale
2002]. De plus, la dégradation de la matrice eséidslaire induit un glissement des
cardiomyocytes les uns par rapport aux autres ifseatr ainsi la dilatation du VG [Spinale
2002]. Cette dégradation est principalement effsetpar les métalloprotéases de la matrice
(MMP) [Dinh et al. 2009]. A I'heure actuelle, vingt-cing MMP différiers partageant des
propriétés identiques ont été identifiées. En effaites les MMP dégradent des éléments de

la matrice extra-cellulaire, sont sécrétées sotmddatente et nécessitent une activation pour

favoriser leur activité protéolytiqgue par l'intertiéire de la fixation d’un ion zinc dans leur

site actif [Dinh et al. 2009]. Cependant, seules certaines de ces MMPéténmises en

évidence dans le cceur avec des localisations aedlal et des conséquences multiples

[Vanhoutteet al.2010](TableVl).

Table VI : Localisation et fonction des MMP et deSTIMP dans le cceur(d’aprés [Vanhouttet al.

2010].
Nom Localisation cellulaire Phénotype observé dansdesouris KO
Collagénases
MMP-1 fibroblastes, cellules endothéliales, cellules missres lisses développement d'un RVG au bout deié m
MMP-8 neutrophiles, cellules musculaires lisses pas dsémprence
MMP-13 fibroblastes pas de donnée
Gélatinases
macrophages, lymphocytes, fibroblastes, cellulescuiaires lisses diminution de la réponse inflammatoire, de
MMP-2 cardiomyocytes dilatation du VG et de la cicatrice fibreuse
) ) diminution de la réponse inflammatoire, de
MMP-9 neutrophiles, macrophages, lymphocytes, fibrobdastellules synthése de collagéne, de la dilatation du VG et

musculaires lisses, cardiomyocytes

augmentation de l'angiogénése

Stromélysines

MMP-3 fibroblastes, cellules musculaires lisses, cardmryies pas de conséquence
MMP-7 macrophages, cardiomyocytes augmentation de laesurvi
MMP membranaires
MT1-MMP fibroblastes, cellules musculaires lisses, cardmoytes pas de donnée
TIMP

TIMP-1 ) )
lisses, cardiomyocyt
fibroblastes, macrophages, cellules endothéliakdkjles musculaires
TIMP-2 ; )
lisses, cardiomyocyt
TIMP-3 fibroblastes, cellules musculaires lisses, cardmoytes
TIMP-4 fibroblastes, cellules musculaires lisses, cardmytes

fibroblastes, macrophages, cellules endothéliakdbjles musculaires

augmentation de I'hypertrophie du VG

pas de donnée

augmentation de I'hypertrophie du VG et de la
mortalité

pas de donnée

Physiologiguement, l'activité de ces MMP est inkibg@ar les inhibiteurs des

métalloprotéases (TIMP) [Dinét al. 2009]. Dans les conditions physiologiques, I'esgien

des MMP est basse, mais elle augmente, lors du RdGs I'action de certains facteurs

libérés au cours de la réponse inflammatoire misgee dans la phase précoce du RVG, tels
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gue le TN, certains facteurs de croissance ou l'aldostéfSpaale 2002]. Le déréglement
de la balance entre les MMP et les TIMP joue ue gimordial dans le développement du
RVG puisqueles TIMP peuvent induire la prolifération des fiblastes ainsi que leur
différenciation en myofibroblastes, responsabledadgynthése importante de collagene qui
constitue la cicatrice fibreuse [Vanhoutteal. 2010].

Le systeme rénine-angiotensine-aldostéronest également impligué dans le
développement du RVG puisqu’il est activé par unelgarge de pression. Ce systeme est

actuellement au coeur de la thérapeutique post-IDigkkteinet al.2008] (Figure 18).

Angiotensinogéne

Inhibiteurs spécifiques de la rénine———— Rénine

Angiotensine |

Inhibiteurs de 'TACE ——— ACE

Antagonistes du récepteur & l'angiotensine Angiotensine I

N /N

Récepteur de type 1 a l'angiotensine Récepteur de type 2 a 'angiotensin

!

Antagoniste des récepteurs &—— | Aldostérone
I'aldostérone i

U

Vasoconstriction Vasodilatation
Prolifération cellulaire Inhibition de la prolifération cellulaire

Fibrose Apoptose

Thrombose
Dysfonction endothéliale

Remodelage des canaux ioniques cardiaques

Figure 18: Le systeme rénine-angiotensine-aldostéroneACE : enzyme de conversion de
'angiotensine. Les stratégies thérapeutiques Hetusont représentées en rouge avec une fleche
symbolisant I'inhibition.

L’angiotensinogene, précurseur de cette voie, lagt par la rénine en angiotensine de
type | inactive. L’ACE clivera alors cette protéiae angiotensine de type 2 qui posséde deux
récepteurs aux actions antagonistes. Le récepeuymkt 1 a lI'angiotensine conduit a la

-26-



Introduction : Aspects cliniques et moléculaires des pathologies cardiovasculaires étudiées

production d’aldostérone et induit une vasoconbric ainsi qu’'une augmentation de la
prolifération cellulaire, de la fibrose et de ladimbose [Ertlet al. 2005]. Cette voie est la
cible des thérapies actuelles. Le récepteur de 2ypel’angiotensine induit quant a lui une
vasodilatation, une apoptose ainsi qu’une inhihitie la prolifération cellulaire [Ergt al.

2005].

3.4.3 Métabolisme énergétique

Dans les conditions physiologiquedes besoins énergétiques des cardiomyocytes,
nécessaires a la contraction cardiaque, sont palenent assurés par ffaoxydation des

acides gras et par la glycolyse (Figure 19).

p-oxydation des acides gras glycolyse
H HO
Fatty acyl-CoA CH3((:H2),1—d‘p—(|5a—3—SCDA Glucose ATP
B 5 AD Hexokinase, Ghicokinase 3
Glucose-6-P ADP
acyl-CoA dehydrogenase -
FADH. Fhasphoglucoisomerase W
5 'R Fructose-6-P il
FRMSASPOR OO, SRR S SR Phosphofructokinase
H W
H.O Fructose-1-6-P S
enoyl-CoA hydratase Aldolase o )
. 2x Glyceraldéhyde-3-P Al
5 & Glyceraldéhyde-3-F déshydrogénase ;
| Il . e Ak AL
3-L-hydroxyacyl-CoA CH3(CH2)H7(C‘:)QCH27C75(:DA 2x 1,3-dTphosphoglycerate ;:;)‘:‘SEH +2H
NAD' Phosphogherate kinase } :
3L -hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 2x J-phdsphoglycerate A AT
: IXATP
= NADH+ Phosphoglycerate mutase
T i 2x hanhghrhnelt it AT
B-ketoacyl-CoA CHs(CHzl—C—CH —C—5CoA 2XADE
HSCoA Pynivate kinase
p-ketothiolase ' 2x l’yru\-'ale ATP
o) A o

Il Il
CH3(CHy ) —C —5ToA + CHy—C—5CoA

Fatty acyl-CoA Acetyl-CoA

Figure 19 : La voie dep-oxydation des acides gras et de la glycolyseAD : flavine adénine
dinucléotide, NAD : nicotinamide adénine dinucldeti coA: coenzyme A, Pi: phosphate
inorganique.

Ces deux voies conduisent a la production de pdu8%6 des besoins énergétiques
des cardiomyocytes [Ventura-Clapetral. 2002]. En effet, le produit final de proxydation
des acides gras et de la glycolyse est la formatiacetyl-coenzyme A, qui est a I'origine du

cycle de Krebs (Figure 20).
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Figure 20 : La voie du cycle de KrebsFAD : flavine adénine dinucléotide, NAD : nicotimale
adénine dinucléotide, coA : coenzyme A.

La production de NADH lors du cycle de Krebs condanfin a la synthese d’ATP,
source principale d’énergie pour la contraction dasliomyocytes, par la phosphorylation
oxydative de la chaine respiratoire mitochondrifiléhite et al. 2008]. En effet, les
mitochondries représentent 35% du volume des aasdioytes sains [Willenheimer 2000].
La chaine respiratoire mitochondriale est une @hdi complexes protéiques localisée dans

la membrane interne de la mitochondrie (Figure 21).

H*+ H+
25

pace intermembranaire

membrane mitochondriale
interne

mitrice

o e

Succinate ATE

ATP synthasa &0F + Pi
Figure 21: Production d’ATP par phosphorylation oxydative. NAD : nicotinamide adénine

dinucléotide, Cyt c : cytochrome ¢, SDH : succirdéshydrogénase.
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La production d’énergie est permise par la fornmatitun gradient électrochimique de
protons situés dans I'espace intermembranaire demitochondrie et transportés
successivement dans les différents complexes. lmplexe |, correspond a la NADH
désydrogénase, le complexe Il a la succinate coeaz9 réductase, le complexe Il a la
coenzyme Q cytochrome c réductase et le complexa & cytochrome ¢ oxydase. Suite a
cette chaine, les protons produits seront dirigg¥s la matrice mitochondriale par les ATP
synthases, ce qui conduira a la production d’ATEBt TP est ensuite transféré dans les
myofibrilles, responsables de la contraction debules par l'intermédiaire du systéme
créatine kinase [Neubauer 2007]. En effet, I'ATRaatréatine vont s’associer pour donner de
la phosphocréatine, qui est plus petite que I'ATPP ddfuse donc rapidement de la

mitochondrie aux myofibrilles ou I'ATP se reformdFRigure 22).

mitochondrie

ATP créatine ATP
créatine kinase créatine kinase
mitochondrial myofibrillaire

ADP phosphocréatine ADP

myofibrille

Figure 22 : Le systeme créatine kinase.

Lors du RVG une diminution de l'utilisation de Ig-oxydation des acides gras est
associée a une augmentation de I'utilisation dglyleoclyse pour la production d’énergie par
les cardiomyocytes [Ventura-Clapiet al. 2002]. Par ailleurs, I'hypertrophie de ces ceBule
induit une diminution du nombre de mitochondriesj gonduit a une diminution de la
production d’énergie par la phosphorylation oxydatide la chaine respiratoire
mitochondriale [Ventura-Clapiast al. 2002]. Enfin, le systeme créatine kinase est égaié
perturbé lors de cette pathologie. En effet, latdi de la créatine kinase mitochondriale
diminue de pres de 20% et celle de la créatineskimayofibrillaire d’environ 50%, entrainant
une perte de I'énergie transférée aux myofibrilles plus de 70% [Neubauer 2007]. Les
principales modifications du métabolisme obserdées du RVG sont regroupées dans la
Table VII.
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Table VII: Principales modifications du métabolisne énergétique observées lors du RVG
(d’aprés [Neubauer 2007].

Nom Phase précoce Phase tardive
Utilisation des acides gras Diminution faible Diminuationportante
Glycolyse Augmentation Diminution
Complexes de la chaine respiratoire Diminution faible imiBution importante
ATP synthase Diminution faible Diminution importante
Consommation en oxygene Diminution faible Diminution irtpote
ATP Pas de variation Diminution
Phosphocréatine Diminution faible Diminution importante
Créatine totale Diminution faible Diminution importante
Activité créatine kinase totale Pas de variation Dimiorut

Créatine kinase mitochondriale Diminution faible Dimiioat importante
Créatine kinase myofibrillaire Pas de variation Dimionit

Transfert d'ATP Diminution faible Diminution importante

3.4.4 Apoptose et stress oxydant

3.4.4.1 Apoptose

Contrairement a la nécrose qui intervient lors d@M, I'apoptose est une mort
cellulaire programmée énergie-dépendante mettanfeunun programme génétique qui
intervient principalement lors de la phase préaicd&kVG [van Empeét al. 2005]. En effet,
'apoptose myocardique présente un pic quatre Zeldweures apres un IDM et peut étre
détectée jusqu’a dix jours suite a cet IDM [Abbateal. 2002]. Bien que I'hypertrophie et
I'apoptose représentent deux phénotypes difféeréegsyoies de signalisation impliquées dans
ces deux mécanismes sont similaires, notammenbika du systéme rénine-angiotensine-
aldostérone [Ferraet al. 2009]. De plus, I'apoptose est un mécanisme haneneégulé par
la balance entre des signaux pro- et anti-apoptesiqvan Empeét al.2005].

L’apoptose est mise en place selon deux voiespika extrinséque qui met en jeu les
récepteurs de mort et la voie intrinséque qui pgeaela mitochondrie. Ces deux voies
conduisent a l'activation des caspases, protéasesnic un certain nombre de protéines
nucléaires elle-méme responsables du clivage deN'&n fragments évacués ensuite par les
macrophages formant des corps apoptotiques casdictées de cette mort cellulaire. Dans
les conditions physiologiques, les caspases sarg goe forme inactive dans le cytosol et
peuvent étre activées par clivage afin de cliverdgauite leurs substrats.

Au niveau cardiaque, les principaux substrats @espases sont principalement des

protéines contractiles telles quei-Bctine, la-actinine, les chaines lourdes et légéres de
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myosine, la-tropomyosine et les troponines [van Empl al. 2005]. Les mécanismes
moléculaires conduisant a 'apoptose sont préselags la Figure 23.

Voie intrinseque

Voie extrinseque mitochondriale

www Ligands (FasL, TNFa) UV, drogues, privation en facteurs
Récepteurs de mart de croissance,
mﬂfﬂ (Fas. TNFH) ions Cat*, |nfect|ons virales
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@ BH3 seulement
(Bim, Bad ...}
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Apoptosame ﬂ Smac/Diablo OmiHIrAZ  AIF  EndoG
Caspase 9
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Frocaspase 3

v

Caspase 3 I
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Noyau

|
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Figure 23 : Mécanismes moléculaires de I'apoptosBV : Ultraviolet, Cyt C : Cytochrome c.
3.4.4.2 Stress oxydant

Dans les conditions physiologiquekes espéces réactives de I'oxygene (ROS) sont
produites naturellement par la chaine respirataive niveau des cardiomyocytes mais
également par la NADPH oxydase et la xanthine désiggnase / xanthine oxydase au
niveau des cellules endothéliales [Tsutsual. 2009]. En effet, 'oxygéne (£ peut donner
naissance a I'anion superoxyde,({oqui conduira a la formation du radical hydroxeH")
responsable des effets toxiques. Les ROS peuvdamneent conduire a l'oxydation des
lipides, des protéines ou de I'’ADN. Ces effets qoieis sont généralement pris en charge par

les molécules anti-oxydantes telles que les cats)dss superoxydes dismutases (SOD) ou la
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glutathion péroxydase, mais lorsque la productierRDS est supérieure aux capacités anti-
oxydantes, leurs effets toxiques entrainent uneiffnation de la structure et de la fonction
des tissus [Tsutswet al. 2009]. En effet, I'anion superoxyde sera réduit lpasuperoxyde
dismutase en péroxyde d’hydrogene@) qui pourra étre sujet a la réaction de Fenton et
conduire a nouveau a la formation du radical hytexyar ailleurs, ce péroxyde d’hydrogene
pourra étre réduit par les catalases ou la glutathéroxydase (Figure 24).

M ADPH oxydase Réaction de Fenbon

Xantine oxydase ’ N

2450 SO0 Fas™
Q02 e Q7 H20z2 —_—r .

anion superoxyde hydregene pe roxyde radical hrydroenyl

Argining —pm- I-.i"w

asephioled

'\\
F—

2
QTHT <

- ':JH OO

Figure 24 : Mécanismes de production et de réductinodes ROS.NADPH : Nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate, SOD : superoxyde dismu4g) : Cytochrome P450.

Lors du RVG les ROS, produits par la reperfusion myocardiguis par la réponse
inflammatoire apres un IDM, induisent des dommasgescturaux entrainant la perte des
propriétés contractiles du myocarde [Tsutsdi al. 2009]. De plus, il est décrit une
augmentation de la production de ROS par les cargboytes, les cellules endothéliales et
les neutrophiles corrélée a la gravité du RVG nsas diminution des capacités anti-
oxydantes [Tsutsuet al.2009]. Par ailleurs, I'angiotensine de type 2 ihtlaugmentation de
la production mitochondriale de ROS conduisant a diminution de la quantité de NO
disponible, induisant non seulement les effets qoas des ROS mais également une
vasoconstriction importante [Tsutsti al. 2009]. Enfin, les ROS peuvent augmenter l'activité

des MMP, conduisant la-encore au développements R sutsuiet al.2009].
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3.4.5 Protéines contractiles

3.4.5.1 Mécanisme de contraction cardiaque

La contraction cardiaque est a I'origine assur@eupacouplage excitation-contraction
associant un stimulus électrique a l'entrée de iwmlcdans les cardiomyocytes. La
concentration intracellulaire en calcium passesatte 0.1 uM a 1 uM en moins de 100 ms.
Le calcium va entrer dans les cardiomyocytes geape canaux calciques de type L. Cette
entrée va induire la libération du calcium du ndtion sarcoplasmique qui va interagir avec la
troponine C et induire la formation des ponts actimyosine a l'origine de la contraction
[Fukudaet al. 2009]. Cette interaction entre l'actine et la mgesactive 'ATPase de la
myosine et I'énergie libérée par I'hydrolyse de TR est rapidement convertie en énergie
meécanique. La relaxation est assurée par le redeuta concentration intracellulaire en
calcium a I'état initial grace a quatre systemesgaesport :

- La séquestration du calcium dans le réticulurogg@asmique par la pompe calcium-
ATPase.

- Le transport par un échangeur sodium / potassium.
- La sortie par la pompe calcium-ATPase.

- L’entrée dans la mitochondrie par le transportiicalcium.

Les mécanismes de flux calcique sont présentégyene25.

3Na 2K
Sarcolemma @ ﬁ
Ca 3Na

Figure 25: Mécanismes du flux calcigue conduisand la contraction et a la relaxation des
cardiomyocytes.
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Les fibres musculaires formant la paroi des veule sont disposées en spirales selon
des angles divers permettant lors de leur contmradh diminution du volume des cavités
ventriculaires selon l'axe transversal et longinadi L'élément contractile cardiaque est
appelé sarcomere. Il mesure au repos environ 1,&{upeut étre étiré lors du remplissage
cardiaque jusqu'a une longueur de 2,3 um envira.s@comere, qui représente 50% du
volume des cardiomyocytes, correspond a un assgmbkpécifique des protéines

contractiles, visualisable au microscope électnamigfFigure 26).

bandel bande A ligne Z
i
ligne M
créatine kinase
B bandel zoneH ~  actine
B = :!\‘- . L--‘— b
= S Fe——s
P - e raang—{ “i';: -
desmine L T igne M~ Lei A .
esmine ' titine myosine | ligne Z

bandeA protéineC

Figure 26: Visualisation et représentation schémajue du sarcomére cardiaque. (A)
Visualisation par microscopie électronique du sam@@ cardiaque. (B) Représentation schématique
du sarcomére cardiaque. A : Anisotropique, | :rigaiue, Z :ZwischenscheiheH : Hensen M :
Mittlemembran

La bande | est composée principalement dattinine, constituant majeur de la ligne
Z, de la desmine, de la protéine C et de la titine.

L’ e-actinine est une protéine de cytosquelette ubiquitairepuete dans tous les
types cellulaires [Luther 2009]. Son role principt de faire le lien entre la ligne Z et
I'actine afin de maintenir la structure des cardyonytes lors de la contraction et de la
relaxation cardiaque [Luther 2009]. Pour cela, ecqttotéine interagit avec la titine mais
également avec deux protéines qui coiffent leséexités des filaments, la tropomoduline et
la protéine Cap Z [Pyle 2004].

La desmineappartient a la famille des filaments intermédiaifHeinet al. 2000].
Cette protéine permet de maintenir lintégrité foorenelle des myofibrilles mais joue
également un role dans la survie des cardiomyogitem et al. 2000]. En effet, la desmine
forme un lien entre les noyaux, les protéines emtites, le sarcolemme et la matrice extra-

cellulaire mais également avec certains organitiea-cellulaires tels que les mitochondries et
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le réticulum sarcoplasmique [Calaghetral. 2004].

La protéine Cest une protéine du cytosquelette qui relie la rimgoa la titine afin de
maintenir I'intégrité de I'appareil contractile [kheet al. 2000]. Il existe trois isoformes
embryonnaires ainsi que trois isoformes définitidecette protéine : une isoforme du muscle
rapide, une isoforme du muscle lent et une isofonaeliaque. Cette protéine intervient
également dans la régulation de la contractioniaqueé par son interaction avec la myosine
[Hein et al.2000].

La titine est une protéine du cytosquelette de tres hadspubléculaire qui établit le
lien entre I'o-actinine de la ligne Z et la ligne M du sarcomg@angeret al. 2000]. Elle est
constituée d’'une succession de domaines fibrore@inmmunoglobuline lui assurant une
flexibilité importante [Linke 2008]. Par ailleurd, existe différentes isoformes de cette
protéine dont les principales au niveau du cceut kmnisoformes N2B et N2BA [Linke
2008]. Cette protéine est principalement respoesal la rigidité cellulaire puisque les
cellules qui expriment majoritairement I'isoforme&BA sont plus souples que celles qui
expriment l'isoforme N2B. Enfin, la titine possede nombreux sites de phosphorylation
ainsi gu’'un domaine kinase, ce qui place cettegmmetau coeur de la voie de signalisation de
la contraction cardiaque [Pyle 2004].

La bande A est, quant a elle, composée principalemdes ponts actine-myosine qui
sont responsables de la contraction ainsi que dmbreuses protéines contractiles
interagissant avec l'actine et la myosine pour @@ cette contraction, formant ainsi un
appareil contractile complexe (Figure 27).

titine

— chdne lourde de myosine (MHC)

ﬁ(/ chédine Egére de myosine (MLC)

a-actinin troponine (T, Cetl)

" a-tropomyosine
desmin

Figure 27 : Représentation schématique de I'apparetontractile cardiaque.

actine
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La contraction du muscle cardiaque est issue a¢rée du calcium qui va se fixer a la
troponine C (TnC), ce qui va entrainer un changéndenconformation du complexe des
troponines et de d-tropomyosine, libérant ainsi la myosine. Cettende pourra alors entrer
en interaction avec l'actine et induire la conti@ttcardiaque grace a I'énergie produite par
I'hydrolyse de I'ATP (Figure 28).

A

Figure 28 : Représentation schématique du mécanisnue contraction cardiaque.(A) Muscle au
repos, (B) Contraction. | : troponine |, C : tropmnC, T : troponine T.

Lors de la relaxation, le calcium va se détacherladdnC et le complexe des
troponines et de la tropomyosine va reprendre soomation d’origine ou la troponine | est
liée a I'actine. L'actine ainsi que le complexe ttegponines et la tropomyosine constituent le
filament fin alors que la myosine constitue lerfilent épais.

L’ actine est une protéine ubiquitaire, hautement conseevéetrouvée dans tous les
types cellulaires eucaryotes [Luther 2009]. Cettdgine est un filament appelé actine F qui
est constitué de la polymérisation de monomerestida G, stabilisés par un ion calcique et
une molécule d’ATP hydrolysée [Luther 2009]. Damsarcomere, 'actine est sous la forme
d’'une double hélice [Marstoet al. 2003]. Il existe 6 isoformes de I'actine ; d-actine
squelettique, B—actine cardiaque,d-actine vasculaire,d-actine entérique, Ip-actine et la
y-actine [Calaghamt al. 2004]. Parmi ces isoformesg+actine est principalement retrouvée
au niveau des sarcomeres alors que les isofopnets sont principalement cytoplasmiques
[Calaghanret al.2004]. Dans le cceurof-actine cardiaque représente environ 80% de lactin
totale [Marstoret al.2003].

La myosinepermet de générer les mouvements cardiaques paolyse de 'ATP
[Gupta 2007]. La myosine est un hexamére constiteiédeux chaines lourdes et quatre

chaines légeres (Figure 29) [Gupta 2007].
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Figure 29 : Représentation schématique de la struate de la myosine MHC : Chaine lourde de
myosine, MLC : Chaine légére de myosine.

La complexité de la myosine est également due diffésentes isoformes. En effet, il
existe deux isoformes de la chaine lourde (MH€ ) et deux isoformes de la chaine légére,
la MLC-1/3 dite essentielle et la MLC-2 dite régdulze, toutes codées par des genes
différents [Gupta 2007]. Bien que l'isoformede la MHC ait une activité ATPasique plus
élevée, c’est I'isoform@ qui est prédominante chez 'homme [Gupta 2007t. dfleeurs, la
MLC-1/3 interagit avec l'actine et inhibe la fornwat des ponts actine-myosine. Concernant
la MLC-2, la phosphorylation joue un rdle essenti@hs son mécanisme d’action. En effet, la
phosphorylation de la MLC-2 induit un ralentissetnéa la cinétique de formation des ponts
actine-myosine.

La tropomyosinese lie le long du filament d’actine, une molécuke tcbpomyosine
s'étendant sur sept monomeres d’actine [Marsbml. 2003]. Il existe trois isoformes de
cette protéine qui sontdtropomyosine, Ig3-tropomyosine et fi-slow tropomyosine mais
I’ a-tropomyosine est I'isoforme prédominante au nivdaucceur [Marstoret al. 2003]. La
tropomyosine participe a la rigidité des myofilantsean bloquant l'interaction entre I'actine
et la myosine par encombrement stérique.

Le complexe degoponinesest formé de trois sous-unités et se lie a I'actous les 7
monomeres [Marstoat al.2003].

La troponine 1(Tnl) est la sous-unité inhibitrice qui se lie’actine pour prévenir la
formation des ponts actine-myosine. Cette prot@eat étre phosphorylée par les protéines
kinases A et C, ce qui augmente la sensibilité etee qrotéine au calcium [Marstat al.
2003]. Linteraction entre I'actine et la myosirensble se faire plus facilement lorsque la Tnl
n'est pas phosphorylée [Adamcoetial. 1999].

La troponine C(TnC) possede trois sites de liaison au calciumlidiaon de la TnC
au calcium induit un changement de conformationtes sous-unités de la troponine, ce qui
leve l'inhibition de la Tnl [Adamcovat al. 1999]. A la différence de la TnT et de la Tnlgell

ne présente pas d’isoforme spécifiguement cardifidaestonet al.2003].
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La troponine T(TnT) est la sous-unité qui se lie a la fois a kECTmais également a
I'a-tropomyosine. Il existe différentes isoformes dettee protéine issues de |'épissage
alternatif dont les plus communes sont la TnTITda2, la TnT3 et la TnT4 [Marstoet al.
2003]. La TnT3 est la principale isoforme dans dasdiomyocytes [Marstort al. 2003].
Comme pour la Tnl, I'activité de la TnT, en partieul'interaction de la TnT avec la Tnl, la
TnC et lu-tropomyosine, peut étre modulée par la phosphimoyldVahebiet al. 2005]. En
effet, la phosphorylation de la TnT, comme de ld Ppaut entrainer une diminution de

I'activité ATPasique des ponts actine-myosine [Mdlalr.et al. 1992].

3.4.5.2 Perte des propriétés contractiles lors ddGR

La contraction des cardiomyocytes est altérée auscdu RVG et ce a différentes
étapes du processus de contraction. En effet, dmipr niveau atteint est la libération de
calcium puisqu’il est décrit une diminution de laagtité de calcium libéré lors du RVG.
L’altération du métabolisme énergétique, décritpdemment, conduit & une diminution de
la quantité d’ATP produit [Neubauer 2007]. Ces dewdcanismes peuvent conduire a une
altération des propriétés contractiles cardiaques.

Par ailleurs, lors du RVG, il a été mis en évidedes modulations de I'expression de
certaines protéines contractiles dans le VG hypehie. Ces modulations correspondent a
une augmentation de l'isofornfe & une diminution de l'isoforme de la chaine lourde de
myosine [Barryet al.2008], & une augmentation du ratio N2BA/N2B dégtiae [Taegtmeyer
et al. 2010] a et une augmentation de I'expression deftirme squelettique dexfactine a la
place de lisoforme cardiaque [Taegtmeyer al. 2010]. De plus, il est observé une
augmentation de I'expression de l'isoforme atridéela MLC-1/3 dans le VG des patients
présentant un RVG, conduisant a une diminution desénsibilité au calcium des
myofilaments [Ritteet al. 1999].

Enfin, une dégradation de la desmine et deattinine est observée lors du RVG
[Marston et al. 2003]. La titine est également dégradée ce quiiinghe diminution de la
sensibilité au calcium des myofilaments ainsi que béstructuration [Pyle 2004].
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4 Insuffisance cardiaque
4.1 Définition

L'insuffisance cardiaque (IC) se définit comme ¢apacité du coeur a fournir un débit
sanguin adapté aux besoins métaboliques et fometisrde 'organisme [Mudédt al. 2008].
L'inadéquation entre la fonction de pompe cardiagukes besoins de I'organisme se traduit
par une augmentation des pressions ventriculaives @ne diminution du débit cardiaque
(Figure 30).

IC compensée IC décompensée

B

Temps

Figure 30 : Relation entre débit cardiaque, pressits ventriculaires et IC. La courbe rouge
représente I'évolution du débit cardiaque en famctu temps, la courbe bleue représente I'évolution
des pressions ventriculaires en fonction du tentp$a ecourbe verte représente I'évolution des
mécanismes compensateurs en fonction du temps.

L'IC dite compensée est asymptomatique alors qu€ Hite décompensée voit
apparaitre les premiers symptdmes cliniques. L'éDtmlors étre classée en fonction de sa
sévérité selon les criteres deNaw York Heart AssociatiofNYHA) [Hess 2003]. Le stade
NYHA | caractérise I'lC asymptomatique, le stade W& |l caractérise une IC
asymptomatique au repos et devenant manifeste apreffort physique important, le stade
NYHA Il caractérise une IC asymptomatique au repblevenant manifeste au moindre
effort physique et le stade NYHA IV caractérise Il@esymptomatique au repos [Hess 2003]
(Table ViII).
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Table VIII : Classification de I'IC selon les critéres de la NYHA.

Stade NHYA Caractéristiques
Stade | Cardiopathie compensée décelable a I'examen
Asymptomatique
Effort et travail normal possible
Stade |l Signes d'IC en cas d'exercice physique important
Essoufflement et toux lors d'un effort physique amtant
Stade Il Signes d'IC en cas d'exercice physique modéré

Intolérence a l'effort
Taux et essoufflement au moindre effort ou la nuit
Fatigue, dyspnée
Stade IV Signes d'IC au repos
Aucun effort physique possible
Toux et dyspnée au repos
Pouls faible, débit cardiaque bas

L'IC peut également étre classée en fonction deosalisation, on parlera alors
d’insuffisance ventriculaire gauche lorsque la digface atteint le VG, d'insuffisance
ventriculaire droite lorsque la défaillance atteiatVD et d’'IC globale lorsque les deux
ventricules sont atteints. Enfin, il est possibke distinguer schématiquement les IC avec
altération de la fonction systolique et les IC aVeoction systolique normale. L'IC avec
altération de la fonction systolique est la plésyfrente et peut étre induite par une surcharge
mécanique du VG ou un défaut de contractilité mgdicae.

L’IC est une conséquence commune a de nombreutiesquies cardiaques, telles que
les atteintes myocardiques, péricardiques ou vairad. En effet, I'IC peut étre induite par le
RVG post-IDM, ce qui représente 60 a 70% des caais idgalement par une HTA
représentant 20 a 30% des cas [Hess 2003]. Darsadee de ma thése, nous nous

intéresserons particulierement a I'lC induite gaRNVG post-IDM, schématisée en Figure 31.
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IDM

l

Nécrose des cardiomyocytes

Dégradation de la matrice extra-cellulaire

Activation neurohormonale

Augmentation de lexpression des cytokines| <— | RVG | —————>

inflammatoires

l

Apoptose

Réexpression du programme feetal
Diminution du métabolisme énergétique
Stress oxydant

Conséquences vasculaires, rénales,
hématologiques et myocardiques

l

IC

Figure 31 : Physiopathologie de I'IC induite par IeRVG post-IDM.

4.2 Epidémiologie

Avec une prévalence entre 1 et 2%, I'lC est unendaiadies cardiovasculaires les plus
fréequentes dans les pays occidentaux [McMuetyal. 2005]. Cette prévalence augmente

avec I'age pour atteindre 6 a 10% chez les pat@amfslus de 80 ans [McMurragt al. 2005]

(Figure 32).

Prévalence (%)
(e}

50-59 ans

5_
4
3_
2_
1_4-_.
0_

60-69 ans 70-79 ans
Age (années)

80-89 ans

Figure 32 : Prévalence de I'IC dans I'étude de Fraingham. L'étude de Framingham est une
cohorte de 5209 sujets suivis depuis 1949.
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De plus, l'incidence de cette maladie est en comstaugmentation, ce qui peut étre
relié au vieillissement de la population et a I'agmtation de la durée de vie [McMurrat
al. 2005]. Par ailleurs, le taux de mortalité est 8&310% chez les patients deux ans apres le
diagnostic et de 50 a 60% chez les patients 5 jnes de diagnostic [McMurragt al. 2005].
Ce taux de mortalité présente une diminution gsiierenodérée ces dernieres années (Figure
33).
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Années apres le diagnostic

Figure 33 : Probabilité de survie en année apres ttiagnostic d'IC chez les hommes de I'étude de
Framingham.

4.3 Biomarqueurs

Actuellement, les principaux biomarqueurs de I'@hisle BNP et le fragment amino-
terminal du proBNP, appelé NT-proBNP [Maisstl al. 2008]. Physiologiquement, le pré-
proBNP, précurseur de cette voie, est synthétiaé s cardiomyocytes sous forme inactive.
Ce précurseur subira alors un premier clivage fibérer dans les cardiomyocytes un peptide
signal de 26 acides aminés ainsi que le proBNRegjuencore inactif. Ce proBNP sera a son
tour clivé pour libérer dans le sang, le BNP effregment NT-proBNP, inactif, lors de
modifications importantes du volume et des pressioantriculaires [Maisekt al. 2008]
(Figure 34).
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l FPre-proBNP, .

|CARDIOMYOCYTE | [Peptide signal 2644

\ proBNP,
pProBNP, / \

EENF" MNT-proBEMNP, o

| BNPﬂﬂz_! I

| BNP, | NT-proBMNE, .

Figure 34 : Voie de synthese du BNP et du NTproBNP.

Le BNP, ainsi libéré, induira une vasodilatatiotéaelle, notamment par inhibition du
systeme rénine-angiotensine-aldostérone mais égatemes processus de diurese et de
natriurése ainsi qu’une inhibition du systéme nexveympathique [Braunwald 2008].

Actuellement, si les troponines cardiaques sontsidénées comme les meilleurs
biomarqueurs de I'IDM, le BNP et le NT-proBNP saptant a eux considérés comme les
meilleurs biomarqueurs de I'IC [Maisel al. 2008]. En effet, leur concentration sanguine

augmente de maniere considérable et proportionad#egravité de I'IC (Figure 35).

1800
1600
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800 O NT-proB NP|
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400 -
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Normal NYHA | NYHA 1I NYHA 11I NYHA IV
Figure 35 : Valeurs de détection du BNP et du NT-mBNP en fonction du stade NYHA de I'IC.

De plus, le BNP et le NT-proBNP possédent des valptonostiques et diagnostiques

élevées [Maisekt al. 2005]. En effet, un taux de BNP supérieur a 100npgmontre une
sensibilité de 90% et une spécificité de 76% pdGr [Maisel et al. 2005]. Cependant, il ne

s'agit pas de biomarqueurs parfaits puisque le tiuges hormones peut étre augmenté dans
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de nombreuses pathologies qui peuvent étre asso@édIC, comme ['’hypertension
pulmonaire, l'insuffisance rénale ou I'obésité atmitwale [Braunwald 2008].

Cependant, de nombreux biomarqueurs de I'lC, ieteemt dans diverses étapes du
processus physiopathologique sont actuellementitsld@raunwald 2008]. Une liste non

exhaustive des principaux biomarqueurs de I'IC csna ce jour est présentée en Table IX.
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Table IX : Caractéristiques des principaux biomarqeurs de I'lC.

Nom Sensibilité Spécificité Pathologie Avantages Inconvénients Référence
Inflammation
CRP 96% 29% > 3 mg/dL Corrélé a Ia_ sévérité de I'lC, et _au stgde N‘ Augmentatlion lors d'une infectior_1, d'u_n ‘t.abagisrlne e CoIIi_nson, 200
Augmentation lors de dysfonction diastoli d'un syndrome coronarien aigie Lamblinet al, 200t
TNFa Corrélé a la dysfonction vgntnculaweI gauche, aux Non utilisable en routine Dinh et al, 2009
stades NYHA et a la mortalité
Corrélé a la dysfonction ventriculaire gauche, aux - . Dinh et al, 200¢
L6 50 pg/mL stades NYHA et & la mortalité Non utiisable en routine Ruiz-Ruizet al, 2007
Stress oxydant
Myélopéroxydase 432 pmol/L Corréle a la dysfon(:]lgzgllﬁgtnculalre gauche et a Non utilisable en routine Tareg al,2009
Remodelage de la matrice extra-cellulaire
MMP-2 77% 40% 1445 ng/ml Biomarqueur de la dysfonction diastolit Non utilisable en routir Martoset al, 200¢
Procollagéne de type 77% 25% 204ug/l Biomarqueur de la dysfonction diastolit Non utilisable en routir Martoset al, 200¢
Procollagéne de type | 77% 60% 3,7 ugl/L Biomarqueur de la dysfonction diastolit Non utilisable en routir Martoset al, 200¢
Neurohormones
Norépinéphrin Corrélée a la morbi-mortal Difficile en routine Leeet al, 200&
Arginine vasopressi Corrélée a la sévér Instable Voorset al, 200¢
Tres stabl Corrélée a I'age, la fonction rénale et I'exercice
Provasopressine 67,7% 82,5% 25,9 pmol/L Facilement mesurat ' physique Voorset al, 2009
Biomarqueur pronostiqt
Nécrose myocytaire
Troponines cardiagut 83% 65% > (0,02 ng/ml Corrélé a la sévérité et a la morte Corrélé a la fonction rénz Latini et al, 2007
Acides gra Corrélé au stade NYHA et a la mortz Non utilisable en routir Leeet al, 200&
Stress myocytaire
BNP 90% 96% > 400 pg/mL Bon bionwlafqyeur diagn_pstiq Augmentation en ca§ gl'hy'piertension pulmor de Lemost al, 2004
Corrélé a la mortali Corrélé a I'ag
Meilleur que le BNP pour la prédiction de la matéal . , ) .
. N Augmentation en cas d'insuffisance rénale
NT-proBNP 93% 80% > 2000 pmol/L et de la réhospitalisati de Lemost al, 2004

Durée de vie longt
Meilleur biomargueur pronostique

Corrélé a l'age
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Les protéines deitiflammation jouent un réle important dans la physiopatholadia
progression de I'IC [Braunwald 2008]. En effet, lggokines inflammatoires peuvent étre
associées a la dysfonction ventriculaire gauche, r@expression du programme fcetal ainsi
gu’a I'hypertrophie et la nécrose des myocytes [eeal. 2005]. Parmi ces protéines, la CRP
présente un intérét particulier car son niveau argenavec la sévérité de I'IC [Braunwald
2008]. Cette protéine possede des effets néfasiegqupelle va induire une diminution de la
libération de NO associée a une augmentation geolduction d’endothéline-1, conduisant a
une vasoconstriction importante [Braunwald 2008]epéndant, d’autres cytokines
inflammatoires telles que le TNFou I'lL-6, sont également considérées comme des
biomarqueurs potentiels de I'IC [Dirgt al.2009].

Les protéines impliquées dansdigess oxydansont également impliquées dans I'lC
[Tsutsuiet al. 2009]. Cependant, il est difficile de doser diemgent les ROS chez 'homme,
c’est pourquoi l'utilisation de biomarqueurs inditg s’avere nécessaire [Braunwald 2008].
La mesure de la myélopéroxidase est notammentléerééla sévérité et a la mortalité de I'lC
[Tanget al.2009].

Les protéines impliquées dansr&amodelage de la matrice extracellulaitelles que la
MMP-2 ou les procollagénes de type | et lll peuvéme utilisées comme biomarqueurs de
I'IC avec fonction systolique préservée [Martsal. 2009].

Les neurohormonespeuvent aussi étre utilisées comme biomarqueur$l@e La
norépinéphrine peut étre corrélée a la mortalité I@a [Braunwald 2008]. Par ailleurs,
I'arginine vasopressine ainsi que son précursaus glable, la provasopressine, peuvent étre
utilisées comme biomarqueurs pronostiques [Vatral. 2009]. La synthése de ce puissant
vasoconstricteur est par ailleurs induite par liatensine II.

Les marqueurs de l@crose myocytairguent également un réle important lors de I'lC
puisqu’ils sont issus a la fois de lI'ischémie myddgue lors de I'IDM mais également de
linflammation, du stress oxydant et de I'activatineurohormonale qui intervient lors de ce
processus [Braunwald 2008]. Le niveau des tropenogadiaques, ainsi que la mesure des
acides gras cardiagues, peuvent notamment étrelé&oa la mortalité [Braunwald 2008].

Cependant, en dehors de l'utilisation du BNP etNduproBNP, il n’existe pas de
consensus quant a l'utilisation de ces biomarqueAmsvu de I'impact épidémiologique de
'IC, il semble donc indispensable de rechercher mieuveaux biomarqueurs tant

diagnostiques que pronostiques de cette pathologie.
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1)} Recherche de biomarqueurs par analyse protéomige

Il existe trois grandes classes de biomarqueurs :

- les biomarqueurs de dépistaggqui détectent les patients avant I'apparition des
symptoémes.

- lesbiomarqueurs diagnostiquegour identifier la pathologie.

- les biomarqueurs pronostiquespour suivre I'évolution de la pathologie et
permettre une meilleure prise en charge des patiGarszteret al.2008].

Actuellement, si des biomarqueurs diagnostiqueea@tostiques sont disponibles pour
les pathologies cardiovasculaires, il n'existe piasbiomarqueur capable de dépister de
maniere précoce les pathologies telles que I'atuégoose a l'origine de I'IDM ou le RVG
qui peut étre a l'origine de I'IC [Gerszten al.2008].

Un biomarqueur doit répondre a trois criteres dsssrqui sont [Braunwald 2008]:

- la possibilité d’obtenir des mesures rapides,ragpctibles et a un prix
permettant une utilisation courante dans la pratigjinique.

- la capacité a apporter une information suppléaientnon disponible par les
moyens hospitaliers classiques.

- la capacité a fournir une aide au diagnosticlopranostic.

Les principaux biomarqueurs actuels ont été retidsrc sur des bases
physiopathologiques. Cependant, cette approchemegb pas toujours de mettre en évidence
de nouveaux biomarqueurs. En effet, dans le cadréétude REVE-1 visant a mettre en
évidence de nouveaux biomarqueurs du RVG chez khemune approche géne-candidat a
été realisée. Dans cette étude, le RVG est défimngce une augmentation supérieure a 20%
du volume du VG mesurée en fin de diastole entrevieau basal et a un an apres I'IDM chez
93 patients [Savoyet al. 2006]. Cette approche porte sur les principauxesyss décrits
précédemment comme le systéme rénine-angiotenkslostérone, le systeme adrénergique et
les MMP. De maniére étonnante, aucun des polymempds étudiés ne semblent jouer un
réle dans le RVG [Bautees al. 2007]. Une étude protéomique a par ailleurs decrfée sur
les patients de cette étude et a permis de meit@vidence une augmentation des variants
post-traductionnels de la chain& de I'haptoglobine chez les patients présentanRuG

comparés aux patients sans RVG [Petedl. 2008].
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1 Choix de I'analyse protéomique
1.1 Définition

L’analyse protéomique se définit comme I'analysargitative et qualitative I'ensemble
des protéines présentes dans un échantillon bgpegbbtenu dans des conditions bien

définies & un temps donné, appelé le protéome f{Bired. 2007].
1.2 Intérét

Le séquencage du génome humain en 2001 a mis danéei environ 20 000 genes
codant pour plus d’un million de protéines, ce suggere que le génome d’'un organisme ne
refléete pas sa complexité [Landet al. 2001] ; [Venteret al. 2001]. En effet, il est connu
gu’un gene ne code pas pour une seule protéinepoaisplusieurs. Le nombre de protéines
codées dépend des modifications post-transcripeites) telles que I'épissage alternatif et
des modifications post-traductionnelles, telles dmephosphorylation ou la glycosylation
(Figure 36).

diversité fonctionnelle

1)  Régulation | Régulation Régulation pos
. transcriptionnelle \} traductionnelle traductionnelle
Processus cellulaire  /{/ > ((\ . > EE—
ADN génomique ARNmM protéines protéines modifiées
Technique Génomique Transcriptomique Protéomique Protéomique

fonctionnelle
Figure 36 : Représentation schématique de la compiéé biologique.

Il est donc nécessaire d’établir la recherche denbrqueurs selon une approche sans
priori telles que la transcriptomique (analyse de I'ARN) la protéomique (analyse des
protéines) ou la métabolomique (analyse des métabphui devraient permettre d’élucider
le r6le fonctionnel de plusieurs genes, ou prodigtgenes, pour comprendre le phénotype lié
a une maladie ou a un état sain [Petedl. 2007].

L’analyse protéomique permet a la fois d’étudiergnand nombre de protéines d’un
échantillon mais également leurs modifications {p@stuctionnelles afin d’accéder a la

réalité cellulaire ainsi qu’a la modulation de @ndtionnalité de ces protéines [Arrell al.
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2001b]. De plus, cette technique permet de metirévdence de nouveaux biomarqueurs
potentiels d’'une pathologie et d'obtenir des infatibns sur le protéome des différents
organites cellulaires, notamment les mitochondoedes myofilaments [Mayet al. 2006].

Enfin, les protéines sont impliquées dans touptesessus cellulaires et sont modifiées dans

les conditions pathologiques, justifiant I'intéd&t leurs études [Arredit al.2001b].
1.3 Outils

L’approche protéomique classique combine une teglenide fractionnement de
I’échantillon, telle que I'électrophorese bidimesrsielle (2D), afin de séparer et de visualiser
les protéines d’'un échantillon et de quantifiemieeau d’expression de ces protéines et la
spectrométrie de masse afin de les identifier [@hgl. 2001]. Néanmoins, elle nécessite la
validation ultérieure des résultats obtenus paraggsoches classiques de western blot ou de
dosage ELISA.

1.3.1 Electrophorése bidimensionnelle

L’électrophorése 2D permet de séparer les protédies échantillon a la fois en
fonction de leur point isoélectriqupl) lors de I'étape d’isoélectrofocalisation (IEF)det leur
poids moléculaireNr) lors de la seconde dimension (SDS-PAGE). Cettienigue présente
également l'avantage de mettre en évidence plssi&goformes de la méme protéine
[Lescuyer et al. 2004]. De plus, il s’agit d'une technique reproille permettant de

quantifier le niveau d’expression des protéines.
1.3.1.1 Isoélectrofocalisation

Pour cette étape, I'échantillon protéique est dépssr un gel de polyacrylamide
contenant un gradient deH stable établi par des immobilines qui copolymdrisavec
I'acrylamide dans le gel d’'IEF. Le gel de polyaarylide utilisé présente une forte porosité
pour que la taille des protéines n’influence pasg Imigration. Le gradient d'immobilines
présente de nombreux avantages tels qu’'une boabiitétau cours du temps, une meilleure
reproductibilité, une grande capacité de chargensentprotéines et enfin la possibilité
d’obtenir des gradients g+ trés étroits sur une ou deux unités [Daital. 2000].

Les protéines sont des molécules amphoteres, &'dse qu’elles peuvent étre chargées
positivement, négativement ou avoir une chargeraesélon lepH de la solution dans
laquelle elles se trouvent. Sous I'effet d'un chagtgxtrique, les protéines vont migrer dans le
gel jusqu’a leumpl qui correspond apH pour lequel leur charge nette est nulle. Pourecett
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bY

étape, les parametres de migration sont optimiséfomction de I'échantillon a analyser.
L’étape d’'IEF est représentée schématiquementguré-B7.

3 4 5 6 7 8 9 10
I I I I I I I | gradient depH

+ [ oo Ao @m O |-

IEF

3 4 5 6 7 8 9 10
I I I I I I I | gradient deoH

rleO O O O© O O @-

Figure 37 : Représentation schématique de I'étapel&F.

1.3.1.2 Seconde dimension ou SDS-PAGE

Le gel d'IEF est ensuite déposé au sommet d'undgelpolyacrylamide avec une
réticulation plus ou moins importante permettanséparation des protéines de I'’échantillon
en fonction de leuMr sous I'effet d'un champ électrique. Cette techaigpermet de séparer
de facon résolutive jusqu’a 3000 protéines [Fadteal. 2006]. La migration en gel SDS-

PAGE est représentée schématiquement en Figure 38.
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I I I I I I I | gradient depH
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Figure 38 : Représentation schématique de la SDS-&k.
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1.3.1.3 Détection des spots polypeptidiques

Différentes techniques de révélation non spéciiquies protéines sur gel de

polyacrylamide peuvent étre utilisées (Tableau X).

Table X : Les différentes techniques de coloratiod’un gel de polyacrylamide.

Technique de coloration Détection Avantages Inconvénients
Pro-Q®Diamond Compatible avec la spectrométrie de masse Relativecaditeuse
Faible sensibilité

Pro-Q®Emerald fluorescencecompatible avec la spectrométrie de masse Relativecaditeuse

Sypro®Ruby Compatible avec la spectrométrie de masse Relativecogiteuse
Compatible avec la spectrométrie de masse
Analyse bioinformatique facilitée

2D-DIGE Relativement colteuse

Relativement colteuse

Nitrate d'argent Plus sensible que le bleu colloidal .
visible Linéaire sur un log
Compatible avec la spectrométrie de masse

) Moins sensible que le nitrate d'argent
Economique

Bleu colloidal

Le choix de la coloration se fait essentiellementf@nction de I'utilisation ultérieure
des gels d'électrophorése 2D. Les propriétés les pmportantes du colorant sont sa
sensibilité (seuil limite de détection), une éohaly/namique linéaire pour une quantification
précise, sa reproductibilité et sa compatibilitéeavles étapes d’identification par
spectrométrie de masse (MS).

En général, elles font appel a I'emploi de colosaets que des sels d’argent (technique
tres sensible), une solution de bleu colloidal (des faible sensibilité¢), des sondes
fluorescentes telles que le Sypro®Ruby (Sypro®RRimtein Gel Stain Molecular Probes™)
ou le marquage par des cyanines utilisé pour lanigoe de 2D DIGE (trés sensible mais plus
codteuse) [Rabilloud 2000].

Certains marquages permettent également de visuales catégories spécifiques de
protéines telles que la coloration au Pro-Q®Diam{icb-Q®Diamond Phosphoprotein Gel
Stain, Molecular Probes™) qui permet de détecter peotéines phosphorylées ou la
coloration au Pro-Q®Emerald qui permet de déteddsr glycoprotéines. De maniére
intéressante, la technologie du Pro-Q®Diamond raftre la possibilité de détecter et de
quantifier les protéines contenant des phosphoegri-thréonines ou -tyrosines puisque ce
colorant fluorescent ne révele que les phosphoprotéiness sdétecter les autres
macromolécules telles que I'ADN, 'ARN ou encore lglycanes sulfatés [Steinbegg al.
2003]. De plus, cette technique est rapide, sirapigettre en ceuvre, reproductible, réversible
et compatible avec d’autres technologies telleslguspectrométrie de masse. Cependant, la

sensibilité de cette technique reste faible et s@t@eune quantité importante d’échantillons.
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Au vu de ses propriétés, j'ai principalement udiliette technique de coloration, couplée a la
détection des protéines totales par colorationygud®Ruby, au cours de ma thése.

1.3.1.4 Analyse bioinformatique

L’analyse bioinformatique joue un réle central |ldies'analyse protéomique. Dans une
expérience classiqgue de protéomique utilisant diédgphorése 2D, de nombreux gels
d’échantillons contrbles et expérimentaux sontiséalen parallele. Dans un premier temps,
les gels 2D obtenus sont numérisés et des analyiééentielles entre les images des gels
d’électrophorése 2D controles et expérimentaux séalisées en utilisant un des nhombreux
logiciels spécialisés de traitement d'images difgen sur le marché. Quelque soit le logiciel
utilisé et son niveau de sophistication, une pativa de l'utilisateur reste indispensable
puisque aucun de ces logiciels ne permet une andlysages complétement automatique.

Au cours de ma thése, jai effectué une analyselthsphoprotéome du VG de rats
témoins et IC. Pour cela, des électrophoréses 2Détin effectuées et colorées au Pro-
Q®Diamond dans le but de détecter les protéinespitmylées puis au Sypro®Ruby afin de
détecter 'ensemble des protéines. L'analyse boométique des gels d’électrophorése 2D a
éte effectuée avec le logiciel d’'analyse d’'imagbsP2atinum®6.0 (GE Healthcare) selon un
modéle classique d’analyse.

Dans un premier temps, la détection automatiquéods les spots polypeptidiques de
chaque gel s’effectue grace a trois parametressmeothqui modifie le contour du spot
polypeptidique, laera représentative de Il'aire du spot polypeptidique letsaliency
représentatif du bruit de fond. Les spots déteutéde logiciel, et ne correspondant pas a des
spots polypeptidiques, sont ensuite éliminés méemeint. Une dizaine de points d’ancrage
sont alors placés manuellement sur chacun deggleies au Pro-Q®Diamondn@ster gel
L’appariement entre lemaster gelset les images des gels colorés au Sypro®Rubyestei®
automatiquement grace a ces points d’ancrage. atégpent de chaque spot polypeptidique
détecté sur le gel coloré au Pro-Q®Diamond avendee spot polypeptidique détecté sur le
gel coloré au Sypro®Ruby est ensuite vérifié mdeoetnt pour tous les gels inclus dans
'analyse. Le volume de chaque spot polypeptidigee ensuite quantifié et normalisé par
rapport au volume de I'ensemble des spots polypiepies détectés sur la méme image du
gel. Le pourcentage du volume normalisé (%vol) dapot polypeptidique détecté au Pro-
Q®Diamond est rapporté au %vol du méme spot polgigpe détecté au Sypro®Ruby.
Pour chaque spot polypeptidique, le ratio %vol Rré2%vol Sypro est calculé. Ce ratio est

ensuite comparé entre les animaux témoins et 1Ge képrésentation schématique des
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différentes étapes composant I'analyse bioinforquatiest présentée en Figure 39.

A) Détection des spots B) Appariement des spots
Pro-Q®Diamond Sypro®Ruby
: e i W Wb . 7o
5 ‘;:-.....’ oy i ok !
q = | s | =
- *‘ o ] = ‘H‘:. %
©ar a K. :
- %-‘n' = o
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C) Quantification du volume des spots appariés

—@- Quantification et normalisation du volume d @4_- %vol Pro-Q
%vol Pro-Q | | chacun des spots
i " Détermination du ratio =
%vol Sypro @ %VolPro-Q/ %volSypro @ %vol Sypro
-
Témoin IC

Figure 39 : Représentation schématique des difféeréas étapes de I'analyse bioinformatique.

1.3.2. Spectrométrie de masse

Suite a I'analyse bioinformatique, les spots poptbques d’intérét sélectionnés sont
identifiés en spectrométrie de masse. Il s'agind’technique analytique qui utilise la mesure
du rapport masse sur charge (m/z) des différenpsidess issus de la méme protéine pour
identifier cette derniére. Pour cela, les spotypmptidiques d’intérét sont découpés sur un
gel d’électrophorése 2D et digérés afin d’obters geptides de petites tailles compatibles
avec cette technique. La trypsine est 'enzymdua pouramment utilisée car elles possedent
des sites de clivages connus (extrémité C-terndeallysines et des arginines). De plus, les
peptides issus de la digestion par cette enzymerépertoriés dans les bases de données.

L’avantage de cette approche est que I'élution eletiges digérés est plus facile que
celle de protéines entieres. De plus, les petitedecules, tels que les peptides, seront
séparées de facon plus efficace lors de la speétrmamde masse, permettant une
identification plus fiable.

Il existe deux techniques principales de spectroende masse permettant I'analyse des
protéines, les spectrométres de masse utilisasblace électrospray et les MALDI-TOF
(lonisation/Désorption par tir laser assisté patrite et mesure du temps de vol) [Dettal.
2000]. Dans le cadre de ma thése, j'ai uniquemaliséicette derniere technique qui vous

sera présentée.
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1.3.2.1. MALDI-TOF

Pour cette technique, I'empreinte peptidique (Epomdant aux rapports m/z des
différents peptides issus de la digestion d’'uneté§ime) est obtenue par spectrométrie de
masse MALDI-TOF en mode positif. Le principe edtrddier par un faisceau laser pulsé les
peptides d’'un échantillon co-cristallisé dans urarive, a la surface d’'une cible. La matrice
permet d’éviter la dégradation de I'échantillon [eafaisceau laser et a la propriété d’absorber
I'énergie émise par ce faisceau, ce qui conduliexa&itation de la matrice. Celle-ci va alors
transférer son énergie aux molécules de I'échantilinduisant l'ionisation des peptides
digérés. Dans le cas d’'une source MALDI, les imrsEs seront généralement monochargés,
principalement de type [M+H] Les ions formés seront désorbés et seront sépanEs
I'analyseur TOF en fonction de leur temps de walversement proportionnel a leur masse :
les ions les plus légers sont accélérés davantageles ions plus lourds et sont par
conséquent détectés les premiers. Une fois l'aitiuisdes spectres effectuée, ces derniers
sont traités informatiquement & I'aide du logidelta Explorel™ (PerSeptive Biosystems).

L’identification des protéines est réalisée gradeust empreinte peptidique en utilisant
les moteurs de recherche Protein Prospector, PnoFetuMascot a la fois dans les banques de
données NCBI et Swiss-Prot. L'espece, I'empreinggtidique, laMr et le pl apparents,
'enzyme utilisée ainsi que le nombre de clivagesnquants autorisés sont utilisés pour
interroger les banques de données. Une modificateancystéines par I'acrylamide appelée
carbamidométhylation ainsi qu'une possible oxydaties méthionines sont également des
criteres pris en compte pour l'identification. Enfinous admettons une erreur de masse de
0.05 Da pour le rapport m/z des peptides ionisé&s Hifféerentes étapes nécessaires a
I'identification d’'une protéine en MALDI-TOF sonéeprésentées schématiquement en Figure
40.
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Excision Dépdt sur plaque MALDI Détecteur
lonisation par laser

d'un spot Digestion
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I j > ionisés
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des banques de données
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Figure 40 : Représentation schématique des différées étapes de I'analyse en spectrométrie de
masse MALDI-TOF.

A l'issue de linterrogation des banques de donm#asieurs candidats peuvent étre
possibles. Pour considérer une identification exaslon les criteres recommandés par
[Wilkins et al.2006] :

- la protéine doit obtenir un score de probabéité (score > 70 pour Mascot).

- la méme protéine doit étre obtenue en téte ¢k fiar au moins deux moteurs de
recherche différents.

- au moins quatre peptides du spectre MALDI doiaedir permis I'identification.

- le pourcentage de recouvrement de séquencetdoipérieur a 15%.

- la Mr théorique doit correspondre aNé&r expérimentale + 20% et il y a moins

d’'une unité dgH entre lepl théorique et I@l expérimental.

1.3.2.2. MALDI-TOF/TOF

bY

Parfois les résultats obtenus a partir de I'empeejpeptidigue sont ambigus. Pour
identifier la protéine d’intérét, il est possiblatliser un spectrometre de masse en mode
tandem. Cette technique consiste a sélectionnes, gia premier analyseur de masse, un a un
les peptides provenant de la digestion par la imgpde la protéine étudieée. Chaque peptide

est alors fragmenté dans une chambre de collipiongipalement a I'aide de gaz neutre de
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type argon. Les “ions fils” générés sont ensuitalymes dans un second analyseur. L’analyse
de ces fragments (spectre MS/MS) permet par cdield différence de masse observée entre
deux ions de la méme série, de déterminer des Btérde la séquence en acides aminés du
peptide, séquence qui sera utilisée pour identdigrotéine dans les banques de données. Les
différentes étapes nécessaires a l'identificatiamel protéine en MALDI-TOF/TOF sont
représentées schématiquement en Figure 41.

Dép6t sur plaque MALDI Détecteur

Digestion .
lonisation par laser

; trypsique

o TOF
| —> — u§ﬁ —s
) " Peptides

ionisés

monochargés

Détecteur Fragmentation Empreinte peptidique \l/
(TOF)
Intensité

< *

\l/ Séquence du peptide

RTLT DfNrKTDfI— F- GTD

b,

m/z

- - J E—A‘m‘ e

Figure 41 : Représentation schémaﬁdue des différées étapes de I'analyse en spectrométrie de
masse MALDI-TOF/TOF.

Toutefois, l'interprétation des spectres MS/MS menpet de déterminer, en général,
gu’une séquence partielle du peptide analysée dettniere, complétée a la fois par la mesure
de la masse du peptide et la position de cettees@gusur le peptide constitue Beptide

Sequence Tagui permet de sonder avec une grande efficagtbdaques protéiques.
1.3.3. SELDI-TOF

La technique d’électrophorése 2D possede certdiméss. En effet, les protéines avec
un pl ou unMr extrémes de méme que les protéines hydropholes tgle les protéines

membranaires ne sont pas séparées correctememrowisualisables par cette technique
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[Lescuyer et al. 2004]. Il est donc important d’utiliser des teajuds protéomiques
complémentaires afin d’avoir acces a un plus graordbre d’information.

La technique de SELDI-TOF S(@rface Enhanced Laser Desorption/lonizatjon
commercialisée par Biorad, est une alternative ¢émentaire a I'électrophorése 2D qui
combine la chromatographie et la spectrométrie desm [Pinett al. 2008]. Les éléments
clés de ce dispositif sont les puces a protéifest¢inChip®) qui se présentent sous la
forme de barrettes sur lesquelles sont alignés ditgs actifs. Ces sites actifs peuvent étre
constitués de surfaces tres variées, tant surda phimique (surfaces anioniques Q10,
cationigues CM10, hydrophobes H50 ou hydrophiles2®0Pque biologique (anticorps,
récepteurs ou ADN) permettant I'adhésion spécifigae protéines d’'intérét présentes dans
un échantillon biologique [Pinedt al. 2007]. Pour réaliser cette capture, un extraitggoe
brut est déposé sur chaque site actif et couplaeantatrice qui permettra I'ionisation des
protéines sous l'impact du faisceau laser. La pugqeotéines est ensuite insérée dans un
lecteur SELDI-TOF qui va générer un profil carasrpar linventaire des masses
moléculaires des protéines présentes dans I'ébardt capturées par la puce en fonction de

leur abondance relative (Figure 42).

Dépbt de 'échantillon Lecture SELDI-TOF
Sur une puce a protéines lonisation/désorption laser
J Laser |
5
-3
e
]

TOF-M35

Analyse des spectre SELDI

Intensité 400
300

200
100
0

TP VUTEIR W

1000 2000 3000
m/z

Figure 42 : Représentation schématique des différégs étapes de I'analyse en SELDI -TOF.
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La comparaison des profils d’expression de protioletenus sur les différents sites
actifs est ensuite réalisée a l'aide du logidhebteinChiff data managerfourni avec le
systeme, afin de pointer les pics protéiques difféellement exprimés dans les échantillons.

Cette technique présente de nombreux avantagesmnmnt sa rapidité et sa
compatibilité avec pratiqguement tous les types hBétillons biologiques. De plus, elle
nécessite peu de matériel biologique, sa sensilgit relativement importante et elle permet
I'étude des protéines hydrophobes, membranairesavac despl et desMr extrémes.
Cependant, elle est relativement colteuse, sabilitgaest assez importante et elle ne permet
pas d’identification biologique directe des margq@quuisque les pics mis en évidence comme

différentiellement exprimés nécessitent d’étre @agdentifiés en spectrométrie de masse.
1.4 Applications en pathologie cardiovasculaire

Actuellement, les techniques de protéomique ontngerde mettre en évidence un
certain nombre de biomarqueurs potentiels dan®d#reuses pathologies cardiovasculaires.
Par alilleurs, il n'existe pas a I'heure actuelle biemarqueurs permettant de prédire
I’évolution d’'un IDM vers le RVG et I'lC. Des étudeprotéomiques ont alors été mises en
ceuvre afin de mettre en évidence de nouveaux bgurears de cette pathologie. Un nombre
important de protéines a ainsi été mis en évidamreme biomarqueur potentiel de I'lC.
Cependant, ces protéines ne sont pas utiliséenggue a I’heure actuelle car les principaux
résultats sont encore tres récents. En effet, e nen place d'une analyse protéomique
complete et les validations nécessaires a cettgsenaécessitent un temps non négligeable.
Malgré tout, ces différentes analyses ont permimd#re en avant de nombreuses pistes dont
les principales sont présentées en Table XI..
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Table Xl : Biomarqueurs potentiels de I'lC mis en &idence par analyse protéomiquéissue de Dubois, en annexe)

Référence Protéines étudiée Echantillons utilisés Résultats obtenu Techniques utilisée
VG humains sains (n=7) et IC dus a Electrophorése 2D et immunob
Scheleret al, 1999 Hsp27 cardiomyopathie dilatée (n=6) ou ICDégradation de la Hsp27 lors de I''C avec un anticorps dirigé
ischémique (n=5) spécifiquement contre Hsp27
Desmine Augmentation du niveau
d'expression de la desmine et de I
aB-crystalline aB-crystalline aprés traitement a
i 4 ités 3 l'endothéline-1 ,
Agnettiet al, 2008 Ca@omyocytes neonataux traites a Electrophorese 2D
Hsp 6C l'endothéline-1 pendant 48 h o _ _
Diminution du niveau d'expression
de la Hsp 60 et de la Grp 75 aprés
Grp75 P P P

traitement a I'endothéline-1

Glycéraldehyde-3-phosphate

o . 4 & VG d ts témoi =4) et IC (n=4) 3 . . . .
Cieniewski-Bernaret de;hydrc:gﬁz-nas 2 moise risst_”erzﬁjlrs c(;; I'a)rteére cgnron‘) 2 Modulation d'expression Electrophorése 2D et western t
al, 2008 ” -c.ry's afline . P 9 * proportionnelle & la sévérité de I''C pour validation
Péroxirédoxine Z gauche
Isocitrate déshydrogéenas
. . N Plasma de 93 patients présentantun  Augmentation du niveau SELDI-TOF
. Variants post-traductionnels de la chain S . , . .
Pinetet al, 2008 1 de I'haotoalobine IDM divisé en tertiles pour le RVG  d'expression des variants post- o
ptog (REVE) traductionnels de I'haptoglobine  Western blot pour validation
Augmentation du niveau 2D-DIGE

Effluent de coeur perfusé isolé de souris
avec une ischémie/reperfusion (n=4) et
saines (n=3)

Protéine C cardiaque et son produit de
dégradation de 40 kDa

d'expression de la protéine C
cardiaque et d'un produit de Western blot pour validation
dégradation de 40 kDa

Jacquett al, 2009

Augmentation du niveau
Biopsies of de patients IC stables lorsd'expression de deux enzymes du
Enzymes impliquées dans le métabolismel'unbypasscoronaire (n=9) comparé  métabolisme et diminution du Electrophorése 2D
a du myocarde sain (n=5) niveau d'expression de six enzymes
du métabolisme lors de I'IC

Urbonaviciuset al,
2009
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Table XI (suite)

Référence

Recherche de biomarqueurs par analyse protéomique

Protéines étudiée Echantillons utilisés Résultats obtenu Techniques utilisée

Wei et al, 2009

Agnettiet al, 2010

Duboiset al, 2010

Fertinet al, 2010

Wei et al, 2010

. . . Augmentation du niveau Electrophorese 2
Hsp70 Patients avec une cardiomyopathie Oled'ex ression de la Hsp 70 lors d&Vestern blot, immunohistochim
P I'OD (n=8) et patients sains (n= 8) P P '

I'nc et ELISA pour validation
. . . Mitochondries isolées de VG de chien®imiution du métabolisme lors de . N
31 protéines mitochondriales . L , Electrophorése 2D
IC avec une désynchronisation I'nc
VG de rats témoins (n=4) et IC (n=4
2 mois post-ligature de l'artére coron
o gauch: Diminution du niveau de troponinélectrophorése 2D colorée au f
. , . . 297 Validation dans VG et plasma des ra , L .
Troponine T phosphorylée en séring L _ _ phosphorylée en séritfélors du Q®Diamond et western blot pour
témoins (n=16) et IC (n=19 RVG validation
Validation dans 93 patients présent
un IDM divisé en tertiles pour le RVG
(REVE)

peptide N-terminal (24-48 aa) de

4 échantillons de plasma et de sérun
I'albumine clivée par la pepsini

. . ... Diminution du niveau d'expression
45 patients présentant un IDM divisé P

du peptide N-terminal de I'albumine SELDI-TOF
19 autres pics tertiles pour le RVG (REVE 2) pep
. _ . Augmentation du nivea
MMP-7 VG de pat|ent§ IC (n_—8) etde patlentsd‘expression de la MMP-7 lors de Puce a protéines
sains (n=8) e
Augmentation du nivea
MMP-10

d'expression de la MMP-10 lors de
Cohorte de 34 patients IC sévere pour

I'nc Western blot, immunohistochim
validation N : . : et ELISA pour validation
TIMP-4 Diminution du niveau d'expression
de TIMP-4 lors de I'IC
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2 Limites de I'analyse protéomique
2.1 Choix des échantillons

Le choix des échantillons est une étape clé dalyae protéomique car les extraits
protéiques analysables par approche protéomiquetrgsnvariés. [Mischalt al. 2007]. Les
différents échantillons biologiques utilisés potanblyse protéomique dans le cadre des

pathologies cardiovasculaires sont présentés danatle XII.

Table Xll: Les différents échantillons biologiques utilisés pour I'analyse protéomique
cardiovasculaire (issue de Dubois, en annexe).

Especes
Echantillons biologiques Homme Rat
Tissu cardiaque +/- +
Cellules
Cardiomyocytes +/- +
Cellules endothéliales +/- +
Cellules musculaires lisses +/- +
Organelles
Mitochondries - +
Sarcomeéres - +
Fluides
Sérum
Plasma
Urine + +

Dans le domaine cardiovasculaire, la question g¢he tg'échantillons biologiques a
analyser se pose. En effet, travailler au niveasutaire, notamment sur le VG ou l'aorte,
s’avere intéressant en sachant qu’un tissu est aséngle plusieurs types cellulaires différents
et que les informations obtenues, notamment pastréfghorese 2D, représenteront les
protéines majoritaires. La question du type ceillalde plus approprié peut alors se poser.
Enfin, le plasma et le sérum représentent des &tbas biologiques simples d’acces,
notamment dans le cadre de la recherche de biomagjuDans ce cas, une technique
permettant de réduire la complexité de I'échamiiltkevra étre mise en ceuvre. En effet, lors
de lanalyse du plasma ou du sérum, les protéirmmdantes telles que l'albumine,
représentant 60 a 70% des protéines totales, @nlasnoglobulines, représentant 10 a 20%
des protéines totales, peuvent géner la détecéerpmbtéines peu représentéess protéines
majoritaires doivent alors soit étre éliminées deni@re spécifique par l'utilisation de kits

commercialisés permettant I'élimination de l'albmmiet des immunoglobulines, soit étre
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équalisées, afin d’enrichir I'échantillon en pro&s peu abondantes [Feré al. 2010a],
[Besemeet al.2010].

Dans tous les cas, une conservation optimale demélions biologiques et des extraits
protéiques est nécessaire pour garantir une angysEomique correcte ainsi qu’une
optimisation de I'étape d’extraction protéique pobtenir une bonne reproductibilité de cette
technique indispensable a I'analyse protéomiqueefi@t, de nombreux biais peuvent étre
involontairement induit lors de I'extraction prajée et il est nécessaire de s’en affranchir.
Une étude récente a notamment montré que l'uiisade DNAse | lors de I'extraction des
protéines de macrophages en culture induisait ais l@n interagissant directement avec
I'actine du cytosquelette [Acosta-Martat al. 2009]. Par ailleurs, il sera nécessaire d’inhiber
certains processus pouvant engendrer des modiisaties protéines, tels que l'action des

protéases ou des phosphatases.
2.2 Difficulté de I'analyse chez 'homme

Lors de la mise en place d'études cliniques, ilessentiel de standardiser le protocole
de prélévement sanguin des patients et de consemd®s échantillons. En effet, le fait de ne
pas manipuler de maniére standardisée tous lesntlldres d’'une méme analyse peut
conduire a l'identification de marqueurs biologiguerronés [Pineet al. 2007]. Le temps
entre le prélevement et I'obtention du sérum pagatation ainsi que la composition du tube
de prélevement s’averent notamment étre des élémprgortants a prendre en compte.
Différents profils du méme échantillon de plasmaveat ainsi étre observés en fonction de
I'anticoagulant utilisé (EDTA, citrate ou héparifiBankset al.2005].

Par ailleurs, des études a grande échelle sonsseioes puisque l'effet prédictif peut
parfois étre relativement faible [Gerszienal. 2008]. De plus, cet effet peut étre diminué par

I’hétérogénéité importante observée dans les édlbastobtenus chez ’'homme.
2.3 Choix du modele expérimental

L’étude du RVG post-IDM conduisant a I'lC nécessittilisation de modeles animaux
viables permettant de quantifier la dysfonction\da afin d’étudier la physiopathologie de
I'IC et de développer de nouvelles approches tledragues de cette pathologie [Patedral.
2009]. Dans un premier temps, les principaux madéepérimentaux d’IC ont été
développés chez le petit animal en raison de cafisits et de la possibilité d’obtenir un
grand nombre d’animaux (Table XIlI).
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Table XlII : Les principaux modeéles expérimentaux diC développés chez le petit animafissu de
[Pattenet al.2009]

Espece Modele Cause de I'lIC Avantages Inconvénients

Technique chirurgicale plus facile
que chez la sour

Accés a la fonction cardiaque Résultats pas toujours reproduits dans les
Obtention de tissu cardiaque ~ études cliniques

Pas de modéle transgénique
Ligature de l'artére coronaire gauche IDM

Hypertension graduelle Pas de modele transgénique

Constriction de l'aorte ascendante Surcharge de pression graduelle Accés a la fonction cardiaque Résultats pas toujours reproduits dans les

Rat Obtention de tissu cardiaque études cliniques

Rat Dahl salt-sensitive Surcharge de pression chronique Pa_s de-ch|rurg|e Cf)m éleve duala I<l)ngue période de

IC induite graduellement développement de I''C
, . . Pas de chirurgie Co(t élevé du a la longue période de

Rat spontanément hypertendu Surcharge de pression chronique IC induite graduellement développement de I'C
Co(t inférieur aux rats Chirurgie plus complexe poer le rat

Ligature de l'artére coronaire gauche IDM Accés a la fonction cardiaque Quantité de tissu falilde
Existence de modéle transgénique

Souris  Constriction de l'aorte ascendante Surcharge de pression aiglie Developpement rapide dune Hypertension non graduelle

hypertrophi

Souris inactivée pour lim Cardiomyopathie dilatée Pas de chirurgie C?m élevé du a la I<‘)ngue période de

développement de |
Souris inactivée pour le TNFa Cardiomyopathie dilatée Pas de chirurgie Effets séaibes importants
Afin d’étudier le RVG post-IDM, nous avons utiliséy cours de ma these, le modéle
expérimental d’IC de rat chez lequel un IDM estuimgbar ligature de la branche descendante
de l'artére coronaire gauche (ACG) [Muldzral.1997] (Figure 43).
Aorte ACG
4
oD _ oG
ACD | . Branche descendante de | Branche descendante de FACC
Ligature
VD VG

Zone nécrosée

Figure 43: Représentation schématique de la locaktion de la ligature de la branche
descendante de 'ACG.OD : oreillette droite, ACD : artére coronaire degiVD : ventricule droit,
VG : ventricule gauche, ACG : artere coronaire gau©G : oreille gauche.

Il s’agit du modéle expérimental le plus courammatilisé. Il a notamment été a
I'origine de la découverte de I'effet bénéfique dasibiteurs de 'ACE dans I'lC [Pfeffeet
al. 1985]. Ce modele est remarquable dans le sengusulés animaux ayant subi la ligature

de I'ACG vont développer un RVG et une IC compagablce qui est observé chez 'homme
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mais sans autre pathologie associée telle quettaghlérose, le diabéte de type Il ou I'HTA
[Mulder et al. 1997]. Ce modele expérimental nous a permis diobties échantillons sériés
de tissus, notamment le VG d’animaux témoins etlC jours (temps correspondant a la
phase précoce du RVG chez le rat) et a 2 moisljgadtire (temps correspondant a la phase
tardive du RVG) et les animaux témoins subissantelfvention sans ligature de I'ACG.
Nous avons également a notre disposition le pladgnees animaux a 7 jours et 2 mois post-
ligature, mais également 1 jour avant I'opératioe,qui nous permet d’avoir un contréle

optimal de nos expérimentations.
[I)  Modifications post-traductionnelles

1 Généralités

Si I'analyse protéomique est aujourd’hui un outhape quant a la recherche de
nouveaux biomarqueurs impliqués dans le développthe certaines pathologies, I'étude
seule du protéome n’est plus suffisante en tant wlie pour la compréhension des
mécanismes physiologiques et physiopathologiquegtude des modifications post-
traductionelles, qui ajoutent un niveau de compéexsupplémentaire a I'expression du
génome, permet d’aborder I'aspect de la modulad®ia fonctionnalité des protéines et ainsi
de se rapprocher davantage de ce qui se passeméstl dans la cellule [Lescuyet al.
2004]. En effet, les protéines peuvent subir dingates modifications, appelées
modifications post-traductionnelles, au cours @esgeurs syntheses. Il existe actuellement

pres de 200 modifications post-traductionnellesrites; les plus communes et les plus

importantes sont résumées dans la Table XIV.
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Table XIV : Les principales modifications post-traductionnelles.

Modification Acide aminé modifié Caractéristiques et fonctions
Stabilité de la protéine, protection de I'extrémité
Acétylation Partie N-terminale, lysine N-terminale, régulation de l'interaction protéine-
ADN
Acylation Myristoylation ~ Extrémité N-terminale de la glycine Localisation cellulaire, ancrage a la membrane,
S-acylation Cystéine, sérine meédiateur d'interaction
Glycosylation N-liée Asparagine Réversible, régulation cellulaire, sécrétion,
O-lige Sérine, thréonine modulation des interactions protéine-protéine,
O-GIcNAc Sérine, thréonine signalisation cellulaire
Hydroxylation Proline Stabilité de la prot_éine, interaction protéine-
ligand
Méthylation Lysine Régulation de I'exression génique
Nitration Tyrosine Dommage oxydatif lors de l'inflammation

Réversible, activation-inactivation de l'activité

Phosphorylation Sérine, thréonine, tyrosine d'une protéine, modulation des interactions

protéine-protéine, signalisation cellulaire
Liaison intra- et inter-moléculaire, stabilité de |

Ponts disulfure Cystéine ‘
protéine
Sulfatation Tyrosine Modulation des |nte,r_act|c_)ns protéine-protéine et
protéine-ligand
Ubiquitinylation Lysine Signal de dégradation de la protéine

Ces modifications peuvent aller de la protéoly$ajaut de groupements de taille plus
ou moins importants et sont impliquées dans de nemxbprocessus cellulaires tels que la
régulation de l'activité des protéines, leur aneragla membrane, leur adressage a certains
compartiments cellulaires, leur dégradation ou enéeur implication dans diverses voies de

signalisation.

2 Intérét

Les modifications post-traductionnelles donnent, partir d’'une méme protéine
immature, plusieurs protéines dont les fonctionsvpat étre différentes. Outre I'apport de ce
type d'étude en terme de compréhension des mécasigsrallulaires, certaines de ces
modifications post-traductionnelles peuvent constitde bons marqueurs diagnostiques ou
des cibles thérapeutiques potentielles, qui peuédrs étudiés par analyse protéomique
[Kruegeret al. 2006]. En effet, ces modifications étant impligasi@ans de nhombreux aspects
de la vie cellulaire, toute perturbation de ce é&ays peut avoir des conséquences
pathologiques [de Graauet al.2006].
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3 Phosphorylation
3.1 Généralités

La phosphorylation est une modification post-tradunmelle dynamique indispensable
a la vie cellulaire car elle en régule tous lesecatp[de Graauvet al. 2006]. Il s’agit de la
modification post-traductionnelle la plus couranpelisqu’'une protéine sur trois est
phosphorylée [de Graauet al.2006].

En effet, par sa réversibilité et sa rapidité deonse a divers stimuli, le mécanisme de
phosphorylation/déphosphorylation constitue unesyst idéal de régulation tant au niveau
cellulaire que tissulaire. Ainsi, cette modificatimtervient dans de nombreux processus tels
gue les voies de transduction des signaux exttdag#s [Shchemelininet al. 2006],
I'activité enzymatique [Delonet al. 2006], la localisation sub-cellulaire et I'adregsades
protéines [Delomet al. 2006], la régulation du cycle cellulaire [Blooet al. 2007], le
métabolisme cellulaire [Deviat al.2007] ou encore la contraction musculaire [Nogwthl.
2004].

3.2 Mécanisme

La phosphorylation est un mécanisme dynamique weersible de par I'action
antagoniste de protéines kinases, ajoutant le groept phosphate sur un acide aminé
hydroxylé (sérine, thréonine ou tyrosine) d'unetgime, et de protéines phosphatases, qui

vont Oter le groupement phosphate des protéingsir@u4).

kinases

Ser, Thr, TyIO-P /\
roere]

phosphatases

Figure 44 : Mécanisme de phosphorylation / déphosjainylation d’une protéine. Ser : Sérine, Thr :
Thréonine, Tyr : Tyrosine, O-P : Phosphorylation.

La phosphorylation intervient sur les résidus s&rihréonine ou tyrosine avec un ratio
de 1000 :100 :1, respectivement [de Graatal.2006].
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3.3 Enzymes impliquées

Les protéines kinases et phosphatases ont unetusguconservée au cours de
I’évolution et jouent un réle primordial dans layuéation de hombreux processus cellulaires
en modifiant la fonction de leurs protéines cib[@elom et al. 2006]. Ces enzymes
représentent 2% du génome humain [Dekiral. 2006].

Plus de 50@rotéines kinasesont codées par le génome [de Graatwl. 2006]. Ces
enzymes peuvent étre classées en fonction dedabsdrats, on distinguera alors les protéines
tyrosine kinases et les protéines sérine/thréokinases [Shchemeliniet al. 2006]. Les
protéines tyrosine kinases peuvent elle-méme étiségs en sous-groupes comprenant les
récepteurs, qui sont des protéines transmembranairec un domaine extra-cellulaire de
lisison a un ligand et un domaine kinase intratalle, et les non-récepteurs qui sont
principalement retrouvés dans le cytosol ou le noj@hchemelininet al. 2006]. Les

principales protéines kinases et leurs principfdastions sont détaillées dans la Table XV.

Table XV : Listes des principales protéines kinases’aprés [Shchemeliniet al.2006].

Nom Catégorie Fonctions

c-kit Prolifération et différenciation cellulaire
Migration cellulaire
Hématopoiese
Réponse inflammatoire

EGFR Survie cellulaire
Angiogenese
Prolifération et différenciation cellulaire
Inhibition de I'apoptose

JAK . . Inflammation
Tyrosine kinase

PDGF Migration et prolifération cellulaire
Développement du systéme cardiovasculaire
Inflammation
Angiogénése
Cicatrisation
Régulation de la fonction endothéliale
Src Adhésion cellulaire
Prolifération et différenciation cellulaire
VEGFR Angiogenése
CDK Régulation du cycle cellulaire
MAPK Signalisation intra-cellulaire
PKA Réponse aux stimulations adrénergiques
PKB/Akt Sérine/thréonine kinas8ignalisation intra-cellulaire
PKC Signalisation intra-cellulaire
PKG Réponse au NO
ROCK Réorganisation du cytosquelette
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Comme les protéines kinases, pestéines phosphatasesont classées en fonction de
leurs substrats, on distingue donc les protéingsegthréonine phosphatases et les protéines
tyrosines phosphatases. Les principales protéihesphatases et leurs principales fonctions

sont détaillées dans la Table XVI.

Table XVI : Listes des principales protéines phospétases

Nom Catégorie Fonctions
PTP1B Réponse au NO
DEP-1 Tyrosine phosphatase  Angiogénése
SHP Inflammation
PP1 Réponse aux stimulations adrénergiques
Spécifique de la PKA
PP2A Glycolyse

Pro-apoptotique

?nflammation

Contraction musculaire
PP2C Signalisation intra-cellulaire

Calcineurine Inflammation

Sérine/thréonine phosphatas

3.4 Roles dans la pathologie cardiovasculaire

L'intérét de I'étude de la phosphorylation résidensl son implication dans divers
processus pathologiques. En effet, les protéineaskis régulent de nombreuses fonctions
cardiaques telles que le métabolisme énergétiquérahsport d’ions, la croissance ou la
contraction [Delomet al. 2006] ; [Wheeler-Jones 2005]. De plus, des mutatidans les
genes codant pour plus de 200 kinases ont étéeanbtamment au niveau cardiovasculaire
[Shchemeliniret al. 2006].

Il a notamment été montré que les stress mécaniglextriques, hyperosmotiques ou
oxydatifs entrainent une activation de la voie dd&PK dans les cardiomyocytes
[Bogoyevitch 2000]. Celles-ci sont alors capablestiver des facteurs de transcription qui
vont jouer un role dans l'organisation de l'actiee la migration cellulaire ou induire
'apoptose des cardiomyocytes [Bogoyevitch 2000$tt€ voie de signalisation intervient
également lors du développement de [I'hypertrophie \G en réponse des stimuli
inflammatoires [Bogoyevitch 2000].

De plus, il a été décrit que I'expression dePlaC était significativement augmentée
dans le cceur de patients IC [Bowliagal. 1999] au contraire I'expression deR&A qui est
diminuée [van, \et al.2003].

En paralléle, des défauts de protéines phosphatat®es les pathologies

cardiovasculaires ont également été mis en évidémrceffet, il a été montré que I'inhibition
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de la protéine tyrosine phosphataB&P1B a des effets bénéfiques dans le cadre de
dysfonctions endothéliales dues a une IC dans utelacexpérimental de souris présentant
une ligature de I'ACG [Vercautereret al. 2006], évoquant ainsi l'importance des

modifications de phosphorylation dans cette patjielo

4 O-N-acétyl-glucosaminylation
4.1 Généralités

Cette modification, plus couramment appelE&IcNAcylation, a été mise en évidence
en 1984 par Torres et Hart [Torresal. 1984]. Il s’agit d'une modification dynamique, qui
intervient principalement au niveau nucléaire ¢bsglique, a la différence des glycosylations
dites classiques qui interviennent surtout au nivé@s protéines membranaires ou sécrétées
[Wells et al. 2003]. Cette modification consiste a greffer ursida unique, lap-N-
aceétylglucosamine, contrairement aux autres glyatieyms qui sont constituées de longues

chaines de plusieurs résidus glucosidiques [Slawsah2003] (Figure 45).

Figure 45 : Structure du résidu def-N-acétylglucosaminegreffé lors de laO-GlcNAcylation
d’'une protéine. Ser : Sérine, Thr : Thréonine.

4.2 Mécanisme

Comme la phosphorylation, 1®-GIcNAcylation est un mécanisme dynamique et
réversible par I'action antagoniste dedaGIcNAc transférasedGT), ajoutant le résidf-N-
acétylglucosamine, a partir de 'UDP-GIcNACc, suranide aminé sérine ou thréonine d’'une
protéine, et de Ig3-N-acétylglucosaminidaseO¢GIcNAcase), qui va Oter ce résidu des

protéines (Figure 46).

- 69 -



Introduction : Modifications post-traductionnelles

OoGT

/\ O-GleNAC Ser, Thr

O-GIcNAcase

Figure 46 : Mécanisme de |20-GlcNAcylation d’une protéine. Ser : Sérine, Thr : Thréonin®:
GlcNAc : O-GIcNAcylation

De plus, la phosphorylation et @GIcNAcylation sont deux modifications analogues
qui peuvent intervenir sur des sites sérine efothire identiques ou adjacents au sein de la
méme protéine. Ce mécanisme est alors appelé leafdrasphorylation O-GIcNAcylation
(Figure 47).

kinases OGT

Ser, Thr, TyiO-P /\ O-GlcNAc Ser, Thr

phosphatases O-GIcNAcase
O-GIlcNAcase phosphatases
Ser, Thr, TyiO-P O-GIcNAc Ser, Thr

kinases

Figure 47 : Mécanisme de la balance phosphorylatiohO-GIcNAcylation d’une protéine. Ser :
Sérine, Thr : Thréonine, Tyr : Tyrosin®;GIcNAc : O-GIlcNAcylation,O-P : Phosphorylation.

Cette balance phosphorylationQ-GIcNAcylation a été mise en évidence pour de
nombreuses protéines puisque la majorité des peséiécrites pour ét®-GIcNAcylées
sont également phosphorylées [Slawsbal.2003] Table XVII.
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Table XVII : Liste non exhaustive des protéines déies pour étre O-GIcNAcylées et leur statut
de phosphorylation.

Nom Fonctions Phosphorylation
aB-crystalline Oui
HSC 70 . . Oui
HSP 27 Protéine de choc thermique Oui
HSP 90 Oui
Annexine | Inflammation Oui
APP Stimule la prolifération des cellules Oui
ARN polymérase Il Transcription de 'ARN messager Oui
Cytokératine 18 Oui
Myosine Oui
Taline Cytosquelette Oui
Vinculine Oui
c-myc Oui
HNF-1 Non décrit
NF-kB L Oui
053 Facteur de transcription Oui
Récepteur aux oestrogenes Oui
Sp-1 Oui
Enolase Oui
GAPDH Glycolyse Oui
Phosphoglucérate kinase Oui
Pyruvate kinase Oui
OGT Enzyme qui greffe le résidD-GIcNAc d'une protéine Oui
PKC Kinase Oui
PP | Phosphatase Oui
NO synthase endothéliale Synthése de NO Oui
Tau Polymérisation des microtubules Oui

4.3 Enzymes impliquées

A linverse de la phosphorylation, il n’existe qdeux enzymes impliquées dans le
mécanisme d®-GIcNAcylation : 'OGT et laO-GIcNAcase [Wellset al.2003].

L’ OGT a été purifiée et caractérisée pour la premiéieedn 1990 [Haltiwangeet al.
1990]. Cette enzyme ubiquitaire est essentiellsqué sa suppression est létale chez la souris
[Wells et al.2003].

La O-GIcNAcasea, quant a elle, été décrite en 1976 [Beugtaal. 1976]. Cette enzyme
est principalement cytoplasmique [Wetisal. 2003].
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4.4 Roles dans la pathologie cardiovasculaire

Dans un premier temps, des modifications du nivéaua O-GIcNAcylation ont été
décrites dans le diabete de type Il. En effet, anmgmentation du niveau de l@-
GIcNAcylation a été montrée chez des souris insdl@sistantes [Yki-Jarvinen 1999] et
I'inhibition génétique ou pharmacologique d®{GIcNAcase induit également une insulino-
résistance chez ces souris [McClatral.2002].

Par ailleurs, de nombreux facteurs de transcriptieis que p53, peuvent ét@-
GIcNAcylés (Table XVII). Suite a cette modificationp53 va induire la synthese de
I'angiotensine Il qui pourra alors intervenir ddasRVG [Fulopet al. 2007]. Il a également
été décrit qu’'une augmentation du taux @éIcNAcylation induit une augmentation de
'inflammation et de la nécrose myocardique [Fuitml. 2007]. Cependant, I'effet bénéfique
ou délétére d’'une augmentation du tauxGd&IcNAcylation n’est pas clairement démontré.
En effet, outre les effets délétéres décrits préeddent, I'inhibition de la D-GIcNAcase,
qui augmente le niveau d©-GIcNAcylation, a un effet bénéfique dans un modéle
d’ischémie-reperfusion chez le rat [Zachataal. 2004]. Enfin, une augmentation du taux de
O-GIcNAcylation inhibe la dégradation des protéipes le protéasome, ce qui contribue a

'augmentation de la survie cellulaire [Fulepal.2007].
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L’objectif de mon travail de these consistait anitifeer les déterminants moléculaires
du RVG dans le but de mieux en comprendre les ngoas physiopathologiques.
Actuellement, I'analyse protéomique est un outibgghquant a la recherche de nouveaux

biomarqueurs impliqués dans le développement deioes pathologies (Figure 48).

Echantillon Echantillon
contrble malade

VY

Electrophorése 2D
SELDI-TOF
Spectrométrie de masse

’

Découverte du candidat biomarquejur

|

Validation du biomarqueur

/ \

Caractérisation du biomarqueur Validation clinique du biomarqueuf

|

Utilisation clinique du biomarqueu

Figure 48 : Stratégie de recherche de biomarqueungar analyse protéomique.

Nous avons effectué une analyse protéomique glahaleG de rats IC afin d’établir
une corrélation entre le niveau d’expression desépres et la sévérité de I'IC. Pour cette
étude, nous avons travaillé en collaboration auatité INSERM U644 de Rouen sur un
modéle expérimental d’IC dans lequel I'IDM est ifidthez des rats méles de souche Wistar
par ligature de la branche descendante de I'AC& rdts témoins subissant I'intervention
mais sans ligature.

Cependant, I'étude du protéome n’est plus suffesaah tant que telle pour la
compréhension des mécanismes physiologiques etioplaysologiques. L'étude des

modifications post-traductionnelles, qui ajoutent niveau de complexité supplémentaire a



I'expression du génome, permet d’aborder I'aspectadmodulation de la fonctionnalité des
protéines et ainsi de se rapprocher davantage dpiicee passe réellement dans la cellule
[Lescuyeret al. 2004]. La phosphorylation est une modificationtgesductionnelle majeure,
dynamique et réversible, indispensable a la vikiledle car elle en régule tous les aspects [de
Graauwet al.2006] (Figure 49).

kinases OGT

Ser, Thr, TyiO-P /\ O-GIcNAc Ser, Thr

phosphatases O-GlcNAcase

Figure 49 : Mécanisme de la balance phosphorylatiohO-GIcNAcylation d’'une protéine. Ser :
Sérine, Thr : Thréonine, Tyr : Tyrosin®;GIcNAc : O-GIcNAcylation,O-P : Phosphorylation.

Nous avons donc effectué par la suite I'étude dosphoprotéome, correspondant a
'ensemble des protéines phosphorylées d’'un édlmantionné a un instant donné, du VG
dans le méme modele expérimental d’IC. Pour cetaysnavons utilisé la technique
d’électrophorése 2D colorée au Pro-Q®Diamond, dBndétecter I'ensemble des protéines
phosphorylées, puis au Sypro®Ruby afin de détdeteiprotéines totales. L'objectif est de
mettre en évidence des modulations du niveau deppiooylation des protéines lors du RVG
post-IDM.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux protémesactiles pour lesquelles nous
avons étudié les modifications du niveau de phoggétoon et deO-GIcNAcylation (Figure
49) dans le VG des animaux IC afin de mettre erdende des modulations de ces
modifications post-traductionnelles dans le cadreR¥G post-IDM. Nous avons également
étudié les enzymes impliquées dans ces modificatienfin, nous avons analysé l'effet de
ces modifications de phosphorylation et@&sIcNAcylation sur la fonction cardiague dans
un modele de cceur perfusé isolé.

Par la suite, nous nous sommes particulieremergireéssés a une des protéines
contractiles identifiées, la troponine T (TnT). bjectif était de déterminer si la forme
phosphorylée de la TnT pouvait étre un biomarqukRuRVG post-IDM. Pour cela, nous
devons a la fois caractériser ce biomarqueur dariee rmodele expérimental d’IC mais

également valider ce biomarqueur dans différentgsifations de patients (Figure 50).
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Figure 50 : Stratégie de recherche pour valider laTnT phosphorylée en sérin® comme

biomarqueur du RVG post-IDM.

Dans le but de caractériser les mécanismes imdigiads la phosphorylation de la

TnT, nous avons développé au laboratoire des aptigqmolyclonaux et monoclonaux dirigés

spécifiguement contre la TnT phosphorylée et la Tiwh phosphorylée pour pourvoir la

quantifier aisément. Nous avons mis au point lesages des différentes enzymes impliquées

dans les modifications post-traductionnelles dén@. Nous avons étudié I'effet d'inhibiteurs

ou d’activateurs de ces enzymes sur la contracitdiaque dans un modéle de coeur perfusé



isolé [Mulderet al.2004].

Parallélement, un dosage ELISA pour quantifiertd phosphorylée dans le plasma de
patients est actuellement en cours de développeafenide nous permettre de valider la
pertinence de I'utilisation de ce biomarqueur eniglie.

Les principales stratégies utilisées pour la miséwdence de nouveaux biomarqueurs
des pathologies cardiovasculaires par analyse @rotgie vous sont détaillées dans deux

revues.
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Résultats : Analyse du protéome du ventricule gauche dans un modeéle expérimental d’insuffisance cardiaque

) Obijectifs de I'étude

Cette étude consistait a rechercher des biomarguissulaires du RVG post-IDM par
analyse protéomique différentielle du VG a partindmodeéle expérimental d’IC. L'intérét
de [lutilisation d'un modele expérimental pour eetétude réside dans I'obtention
d’échantillons sériés de tissu cardiaque, ce gestnpas envisageable dans le cadre d’'une
étude chez I'homme. De plus, dans le cadre d’'uradys@ protéomique, les conditions de
prélevement et de conservation des échantillond eesentielles. En effet, une bonne
reproductibilité de ces étapes, facilitée par lizsdtion d’'un modeéle animal, est indispensable
a la suite de l'analyse.

L’étude du RVG post-IDM par analyse protéomiqueasdie donc l'utilisation d’'un
modéle animal viable et reproductible, permettangdantifier la dysfonction du VG afin de
mieux comprendre les mécanismes physiopathologigieeselui-ci. Parmi les modeles
animaux existants, les plus utilisés sont les medéle rats et de souris. Cependant, les
modeles expérimentaux de rat permettent I'obtentdame plus grande quantité de tissu
cardiaque et la technique chirurgicale est plugpkm mettre en ceuvre. Nous nous sommes
donc orientés vers cette espece. Il existe actnel¢ quatre principaux modéles d’IC chez le
rat ayant chacun leurs avantages et leurs incoentmi Parmi ceux-ci, les modeles de
constriction de l'aorte ascendante, de rats Dedit-sensitiveet de rats spontanément
hypertendus présentaient I'inconvénient d’induine tHTA en plus de I'IC. De plus, il n'y a
pas de notion d'IDM dans ces modéles.

Pour cette étude, nous avons choisi de travailletesmodéle expérimental d’'IC dans
lequel I'IDM est induit par ligature de 'ACG chedes rats males de souche Wistar. Ce
modeéle est remarquable puisque tous les animaumt ayii la ligature de I'ACG vont
développer un RVG et une IC comparable a ce qubksérvé chez 'lhomme mais sans
autres pathologies associées telles que l'athé&msd, le diabete de type 2 ou I'HTA
[Mulder et al. 1997]. Il s’agit du modéle expérimental le plusu@nment utilisé, qui a
notamment été a l'origine de la découverte dedidienéfique des inhibiteurs de I'ACE dans
I'IC [Pfeffer et al.1985].

Le but de cette étude était de corréler les matibas du protéome cardiaque avec les
changements fonctionnels et structuraux du myocagost-IDM. Cette approche nous
permettra de mieux appréhender les mécanismesopiaysblogiques mis en jeu lors du
RVG et conduira a 'identification de nouveaux magqrs potentiels du RVG.

Il) Résultats
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lI)  Résultats complémentaires

Nous avons réalisé une analyse protéomique diffi@kndu VG a deux mois post-
ligature par gels d’électrophorese 2D colorés dratei d’argent. Les résultats obtenus ont
ensuite été validés par western blot a la foisdersa phase tardive du RVG (deux mois post-
ligature) mais également lors de la phase précecselli-ci (sept jours post-ligature). Nous
avons ensuite mis en évidence des modulations egjpn corrélées a la sévérité de I'IC
pour quatre protéines, qui sont la GAPDHB:crystalline, la péroxirédoxine-2 et l'isocitrate
déshydrogénase.

Afin de compléter ces résultats, nous nous sommésressés aux modulations
d’expression de ces protéines dans le plasma #&3$CaPour cela, nous avons réalisé un
western blot dirigé spécifiguement contre chacumeas protéines a partir de 1 uL de plasma

de rats témoins et IC. Les résultats obtenus paBrdrystalline sont présentés en Figure 51.

A B
Plasma Plasma

VG T1 T2IC11IC2
Mr (kDa) 95 —
72—
55—
43—
34
26 —

Figure 51 : Détection de luB-crystalline dans le plasma de rats témoins et IGA) Coloration au
rouge ponceau. (B) Western blot dirigé spécifiqueineontre luB-crystalline. Vingt-cing pg de
protéines du VG et 1uL de plasma de rats témoite(P) et IC (IC1 et IC2) ont été déposées sur un
gel SDS-PAGE 12% et transférées sur une membramétrdeellulose et détectée par un anticorps
dirigé spécifiguement contreaB-crystalline dilué au 1/2000, I'anticorps secomdainti-lapin couplé

a la péroxydase est dilué au 1/10000.

Malheureusement, nous n’avons détecté aucune qea@snes dans le plasma des rats
témoins et IC, alors que cette protéine est détesziés probleme dans le VG (Figure 51).

IV)  Discussion

Afin de mettre en évidence de nouveaux biomarqueéurRVG post-IDM, nous avons
utilisé le modéle expérimental de rats dont 'AC@ta ligaturée [Muldeet al. 1997] pour
mettre en évidence une association entre les matlidns des paramétres échographiques et
hémodynamiques et les modulations du protéometeglpar le RVG.

Cette étude nous a permis de valider l'utilisatolen ce modele expérimental pour

étudier a la fois la phase précoce et la phaseséadii RVG. En effet, nous avons pu mettre
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en évidence un RVG modéré apres sept jours deutyavec une dilation du VG sans
hypertrophie alors que le RVG était plus importaptés deux mois de ligature avec une
hypertrophie et une dilation importante du VG agsex a une dysfonction de ce dernier, ce
qui est similaire a ce que lI'on peut observer dife@mme. De plus, ce modéle induit une
faible mortalité postopératoire puisque seuls demkmaux parmi les vingt-quatre sont
décédés avant la fin de I'analyse a deux-mois |igeture.

L’étude du protéome par gels d’électrophorése 2@réoau nitrate d’argent nous a
permis de mettre en évidence des modulations déssmn de vingt-sept protéines dans le

VG des animaux IC a deux mois post-ligature. Léscgaux résultats obtenus sont resumeés

en Figure 52.
T . -
F : early phasa;.f e late phase 1;.: f:l,..
(& ‘j <> f Yea> |
\ ‘.: Rt 1.. ﬁ.'-
sham CHF CHF—~
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Srall HSP
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WMETABOLISM
Fatty acid metabolism wery long chain fatty acid
Tricarboxylic acid cycle [ === 1,3-bisphosphoglycerate
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—'——_—'—_____J___} alpha subunit
——RG | [ chain

Figure 52 : Modulation d'expression des protéines Wl VG dans les différentes phases du RVG
post-IDM. SOD : Superoxyde dismutase, Gpx : Glutathion pétaexg, CHF Chronic heart failure

ATP syrthesis

De maniére intéressante, la majorité des ces pestéorrespondent a plusieurs spots
localisés dans une zone M compris entre 45 et 70 kDa et une zongHecompris entre
3,5 et 5, ce qui peut laisser supposer la présedecéifférentes isoformes de la méme
protéine. Une analyse bibliographique des protéidestifiees nous a alors permis de mettre
en avant que quatorze protéines parmi les vindt-ggmtifiées possédent des sites de

phosphorylation décrits dans la littératuralfle XVIil).
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Table XVIII : Liste des protéines dont I'expressionvarie dans le VG des rats IC et leurs sites de

phosphorylation connus.

Nom protéine Sites de phosphorylation Références
Protéines chaperonnes

HSP B-2

HSP B-6 Non connu

HSP B-7

o-B crystalline Sérine™ *° % lto et al, 1997
Protéines impliquées dans les voies de stress @éégiedation du réticulum endoplasmique

Protéine disulfide isomérase 1 Sérine ou thréonine Barat al, 2006

Isozyme L3 de l'ubiquitine carboxyl-terminal hydrolase

o ) Non connu
Sous-unitép-3 du protéasome
Protéines impliquées dans le stress oxydant
Péroxirédoxine-2 Phosphorylée Bhojwart al, 2006
Péroxirédoxine-6 Thréonineg”’ Wau et al, 2009
Glutathion péroxidase 1 Tyrosine™ Caoet al, 2003
Superoxyde dismutase 2 Sérind? Yamakuraet al, 2010
Enzymes de la glycolyse
Phosphoglycérate kinase 1 Tyrosine’® Shettyet al, 2010
Glycéraldéhyde-3-phosphate déhydrogénase Phosphorylée Babet al, 2010
Triose phospr'late Isomerase Tyrosine Yamaokaet al, 2006
Phosphoglycérate mutase 1
Protéines impliquées dans le métabolisme des agidess
Acyl-coenzyme A thioestérase 2
Enoyl-coenzyme A hydratase Non connu
Enzymes du cycle de Krebs

Sérine'*? Deanet al, 1989

Sous-unitée de l'isocitrate déshydrogénase

Fumarate hydratase

Thréonine**®

Reinderst al, 2007

. . . . Non connu
Dihydrolipoyl déshydrogénase
Protéines impliquées de la chaine respiratoire ofitndriale
Sous-unité de 24 kDa de la NADH-ubiquinone oxidoréadttase Non connu
Protéines impliquées dans la synthese de I'ATP
Chaine D de I'ATP synthase Non connu
s Bojaet al, 2009
Sous-unitéa de 'ATP synthase Arine® ®t 178 :
* y Serine Reinderset al, 2007
Sous-unitép de I'ATP synthase Sering 24" Arrell etal, 2006
y Thréonine107, 112, 237, 262, 312 et 368 Reinderst aI, 2007

Protéines impliquées dans la voie de la kinine

Précurseur du kininogéne T-1
Précurseur du kininogéne T-2
Inhibiteur de sérine protéase A3K

Non connu

De maniere étonnante, nous n'avons pas mis enr@adge modulations du niveau

d’expression des protéines contractiles dans étttde alors que celles-ci ont été décrites

dans la littérature. En effet, des modulations’ebepression des chaines lourdes de myosine

[Barry et al. 2008], de la titine [Taegtmeyet al. 2010] ou de B-actine [Taegtmeyeet al.
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2010] ont été mises en évidence dans le VG hypdriio Cependant, les chaines lourdes de
myosine et la titine sont des protéines de trés paigds moléculaire, respectivement 200 et
3000 kDa. Pour cette étude, nous avons utilisé dasditions standards de gels
d’électrophorése 2D nous permettant d’accéder duscgrands nombres de protéines du VG
afin de réaliser une étude protéomique globale.dogslitions utilisées ne nous permettent
pas de détecter les protéines de tres haut (supgrel00 kDa) ou trés bas (inférieure a 10
kDa) poids moléculaire, ce qui pourrait expliqugtbsence de ces protéines dans notre
analyse.

Par ailleurs, I'implication de la phosphorylatioand le mécanisme de la contraction
cardiaque a été bien décrit. En effet, la phospgation de la TnT, de la Tnl ou de la MLC-2
induit un ralentissement de la cinétique de foraraties ponts actine-myosine [Noland,eir.
al. 1992]. Des sites de phosphorylation ont egalerégntécrits pour la MLC-1/3 [Arrebt
al. 2001a], la-tropomyosine [Maket al. 1978] ou la desmine [Kitamut al. 1989], [Inada
et al. 1998].

Au vu de ces réesultats intéressants, nous nous eenurientés vers I'étude du
phosphoprotéome, correspondant a I'ensemble dégipes phosphorylées d’'un échantillon,
afin de mieux comprendre les mécanismes physiofmagigpies impliqués dans le RVG post-
IDM.
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) Objectifs de I'étude

Actuellement, I'étude seule du protéome n’est plufisante en tant que telle pour la
compréhension des mécanismes physiologiques etioplaykologiques. L'étude des
modifications post-traductionnelles, qui ajoutentniveau de complexité supplémentaire a
I'expression du génome, permet d’aborder I'aspectadmodulation de la fonctionnalité des
protéines [Lescuyeret al. 2004]. La phosphorylation est une modification tpos
traductionnelle majeure, dynamique et réversiblapliguée dans tous les processus
cellulaires [de Graauwt al.2006].

L'objectif de cette étude est deffectuer une asalydifférentielle globale du
phosphoprotéome dans le VG de rats IC a 2 moisligastire, dans le but de rechercher sans
a priori des modifications de phosphorylation associéeR\4B.

) Résultats

1 Mise au point de la coloration au Pro-Q®Diamond

Afin d’obtenir une détection optimale de I'ensembies protéines phosphorylées du
VG, tout en réduisant la quantité de protéines segiee, différents tests ont été réalisés sur la
guantité de protéines du VG (100 pg, 250 pg ou @OR la dilution possible du Pro-
Q®Diamond (1/5 ou non dilué) ou le temps d’'incubat{90 minutes ou sur la nuit) (Figure
53).

-82 -



Résultats : Analyse du phosphoprotéome du ventricule gauche dans un modéle expérimental d"insuffisance cardiaque

100ug 250ug 500pg
A
Dilution 1/5 Non dilué
B
90 minutes Sur la nuit
C

Figure 53 : Mise au point de la coloration au Pro-@Diamond. (A) Gels d’électrophoréses 2D
réalisées a partir de 100, 250 et 500 pg de peséin VG (gradient dpH 3-10, gel d’acrylamide
12%), incubation Pro-Q®Diamond non dilué 90 minu{@ Gels d’électrophoreses 2D réalisées a
partir de 500 pg de protéines du VG incubation @&Dbiamond dilué au 1/5 ou non dilué 90
minutes. (C) Gels d’électrophoréses 2D réalisépartir de 500 ug de protéines du VG, incubation
Pro-Q®Diamond non dilué 90 minutes ou toute la.nuit

Au vu des différents tests effectués, les conditioptimales d’utilisation du Pro-
Q®Diamond pour I'étude du phosphoprotéome dans @& dé rat sont: une quantité de

protéines a analyser d&00 pget une incubation des gels 8@ minutesdans duPro-
Q®Diamond non dilué

2 Détection et quantification des protéines phbhspylées

Cinq cent png de protéines extraites du VG de étwins et IC a 2-mois post-ligature ont
été séparés par gels d’électrophorése 2D. Les brrageésentatives des gels colorés au Pro-
Q®Diamond (visualisation du phosphoprotéome) puis Sypro®Ruby (visualisation du

protéome) sont représentées en Figure 54.
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Figure 54 : Gels d’électrophoréses 2D représentasifdu VG d’animaux témoins (A et C) et IC (B

et D) apres coloration au Pro-Q®Diamond (A et B) pis au Sypro®Ruby (C et D).Cinq cent ug

de protéines de VG de rats témoins (A) et IC (B) &e séparées par gels d’électrophorese 2D
(gradient depH 3-10, gel d’acrylamide 12%). Le phosphoprotéongéadétecté par coloration Pro-
Q®Diamond (A et B) et le protéome total a été diétqmar coloration au Sypro®Ruby (C et D).
L'encart correspond & plusieurs spots polypeptiekdgdentifiés comme la méme protéine.

Dans un premier temps, nous pouvons observer undgreombre de protéines

phosphorylées avec upl acide puisque la majorité apparente des spotspepligiques

colorés au Pro-Q®Diamond est détectée dans la dempH 4-7 tandis que pratiquement

aucun spot polypeptidigue n‘est présent dans l& zmpH basique malgré la présence de

nombreux spots polypeptidiques visualisés au SyRu® (Figure 54). Par ailleurs, la

coloration au Pro-Q®Diamond met en évidence queaiter spots polypeptidiques sont

inclus dans une chaine de plusieurs spots polyhgpés (Figure 54, encart), présentant un

Mr identique et une différence g d’environ 0,1 entre chaque spot polypeptidiquevaoti

correspondre a différentes isoformes de phosph@glde la méme protéine.

Afin de quantifier les modulations de phosphorglatdes protéines du VG entre les

animaux témoins et IC, nous avons réalisé une seagymparative avec le logiciel d’analyse

d'image 2D Platinum®6.0 a partir de 8 gels (4 r@moins et 4 rats IC) colorés au Pro-

Q®Diamond puis au Sypro®Ruby, chacun des gels spordant a un rat différent. Cette

analyse nous a permis de mettre en évidence uil geofrotéome total (gels colorés au

Sypro®Ruby) similaire en nombre de spots polypégtiels entre les VG des animaux
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témoins (309 + 49) et IC (284 + 29) (Figure 55).

A Nombre de spots polype ptidiques
Catégorie Echantillon  Pro-Q®Diamond  Sypro®Ruby  %Pro-Q/Sypro
Témoin VG161 38 290 13
Témoin VG162 40 434 9
Témoin VG163 24 266 9
Témoin VG164 26 245 11
VG121 57 342 17
VG122 44 225 20
VG123 56 267 21
VG124 40 302 13
test de student 0,027 0,685 0,017
B 25]

N
(=]

% de protéines phosphorylées
=
oA

107
5_
0 Témoin
(n=4)

Figure 55 : Résultats de I'analyse bioinformatique(A) Table détaillée des résultats de I'analyse
bioinformatique globale. (B) Représentation grapkigles résultats de I'analyse du pourcentage de
protéines phosphorylées dans le VG d’animaux tésn@h IC. Les résultats sont exprimés en
moyenne du pourcentage de protéines phosphorylieedéviation standard (seni)pour p < 0.05 en
test de student.

A linverse du protéome, le nombre de spots polyipepes détectés sur les gels
colorés au Pro-Q®Diamond est significativement siepé (p=0.046) dans le VG des
animaux IC (52 + 8) par rapport aux animaux tém@a&s+ 5) (Figure 55A). Le pourcentage
de protéines phosphorylées est également sigmiraent plus élevé dans le VG des
animaux IC (19 * 2) par rapport aux témoins (11),{4=0.013) (Figure 55B). Au total, nous
avons mis en évidence soixante-neuf spots polygigpes correspondant a I'ensemble des
protéines phosphorylées. Parmi ces soixante-neofs spolypeptidiques, soixante-quatre
présentent une modulation de leur niveau de phaoglaiion d’au moins 1,5, dont trente-cing

statistiquement significatives, entre les animamadins et IC a l'issue de cette analyse.
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3 Cartographie du phosphoprotéome du VG

Afin d’établir la cartographie du phosphoprotéonteM{z d’animaux témoins et IC, nous

avons sélectionné les soixante-neuf spots polygiepis détectés par coloration au Pro-

Q®Diamond pour l'identification en spectrométrie uasse de type MALDI-TOF (Figure

56).
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Figure 56: Annotation des spots polypeptidiques déttés au Pro-Q®Diamond et analysés en
spectrométrie de masse de type MALDI-TOF dans un ¢el’électrophorese 2D coloré au bleu
colloidal (visualisation des protéines totales)Cing cent pg de protéines de VG de rats IC ont été
séparées par gel d’électrophorése 2D (gradieptHie-10, gel d’acrylamide 12%) et colorés au bleu
colloidal. Les spots polypeptidiques sélectionmésaté découpés puis soumis a une identification pa
spectrométrie de masse de type MALDI-TOF.

Parmi les soixante-neuf spots polypeptidiques #élarés, neuf spots polypeptidiques

n'ont pu étre identifiés en raison de leur comigratvec la-actine (spots 12 a 17, 20, 21 et

64) et sept en raison d'un faible signal en speoftoie de masse ou d'une quantité de

protéines insuffisante (spots 19, 25, 27, 33, 46, e® 66). Les cinquante-trois spots

polypeptidiques restant ont été identifiés avecca&sicet correspondent a trente protéines

différentes, présentant des fonctions biologiqueges (Table XIX).
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Table XIX : Liste des protéines phosphorylées ideiftées dans le VG par MALDI-TOF.

N°spot N°accession Nom protéine Moyefnne. * SEM du ratio Pro-Q / Fact.eu.r de Site de phosphorylation connus Références
Témoin IC variation
Protéines chaperonnes
jg P23928 aB-crystalline ;gg : gi o 11 0a <47 Ser19, 45 et 59 ltet al, 1997
48 P0676: GRP7E 1,61 +1,3 0 Supprimt Phosphosérir Lefebvreet al, 2001
52 P6301¢ Protéine de choc thermique de 71 kC 0,22 £ 0,2: 1,36 +0,1. > 6,2 Phosphosérir Lefebvreet al, 2001
58 P67779 Prohibitine 0 2,25+ 0,09 Induite Tyrosiné™* 2% Andeet al, 2009
Protéines impliquées dans le stress oxydant
39 P04041 Glutathion péroxidase 1 3,89+0,01 0,84 + 0,56 <4,6 Tyrosiné® Caoet al, 2003
59 P9753: 3-mercaptopyruvate sulfurtransférase 0,37 £ 0,2! 4,74 +1,2 > 12 ¢ Non décri
61 035244 Péroxirédoxine 6 0 1,87 £0,23 Induite Thréoniné”’ Wu et al, 2009
Enzymes du métabolisme
6 0 2,68 £ 0,8
; P04764 a-énolase 24712 i 8; ;gg z 23 > 4,6 Tyrosiné* Tanakaet al, 1995
9 0 2,58 +0,3!
18 05517: Acyl-coenzyme A thioesterase 0 2,40 £ 0,5! Induite Non décri
22 Q99NA5 Sous-unitée de l'isocitrate déshydrogénase 0 2,45+0,27 Induite Sériné” I?eanet al, 1989
23 1,60 £ 0,13 Thréoning*® Reinderset al, 2007
26 P4212: Chaine B de la L-lactate déshydrogéna 1,33 +0,5! 6,79 + 0,6 >5,1 Non décri
29 P15429 p-énolase 14,24 + 3,31 0 Supprimé Sérind® & 263 Chiouet al, 2010
38 P11884 Aldéhyde déshydrogénase 3,45 +0,17 1,44 +0,17 <24 Séring® Reinderset al, 2007
49 P11980 Isozyme M1/M2 de la pyruvate kinase 0 2,47 £0,40 Induite Phosphothre’:o_nn Soderlinget al, 1986
Phosphosérin
56 088989 Malate déshydrogénase 2,92+0,14 1,01 +0,36 >2,9 SérinéY’ Reinderset al, 2007
62 P00564 Créatine kinase type M 0 3,95+0,96 Induite Thréoning™ %% #%% S22 1%27 Stolzet al.' 2002
65 4,36+ 1,29 Tyrosind®* Lewandrowskiet al, 2008
Protéines de la chaine respiratoire mitochondriale
11 Q68FY0 Sous-unité 1 du complexe cytochrome b-c1 1,21+0,72 0 Supprimé Sériné* Reinderset al, 2007
44 Q68FT1 Protéine COQ9 2,32+0,53 0 Supprimé Tyrosing®®
50 QB6HF1 Sous-unité de 75 kDa de la NADH-ubiquinone 1,35+0,22 0 Supprimé Sériné’ Reinderset al, 2007
51 oxidoréductase 3,12 £ 0,02 Thréoniné®

-87-



Résultats : Analyse du phosphoprotéome du ventricule gauche dans un modéle expérimental d"insuffisance cardiaque

Table XIX (suite)

N°spot N°accession Nom protéine MO}I/'Z::‘;: SEM du ratloICPro-Q/ ':\/Zitizﬁgge Site de phosphorylation connus Références
Protéines impliquée dans la synthése de I'ATP
i C
32 P15999 Sous-unitéa de 'ATP synthase 0 14,67 £1,13 Induite Séring® e 178 Bojaet al, 200¢ }
Reinderset al, 2007
10 0,90 £ 0,54 1,93 £ 0,60 Séring® 263373 Arrell et al, 2006
P10719 ATP synthase béta : : >49 .
gj Vi 0,730i 0,7 g,gg f é,‘gl Thréonind®”. 112. 237, 262, 312 et 368 Reinderst al, 2007
24 P3139¢ Sous-unité D de I'ATP synthas 6,15 + 3,3l 3,88+ 1,3 <16 Non décri
Protéines impliquée dans la voie de la kinine
1 1,48 £ 0,6: 10,69 + 4,4
2 - - . 2,69+ 1,1 2,18 + 0,4 s
3 P05545 Inhibiteur de sérine protéase A3K 0 6.94+13 >59 Non décrit
4 0 4,86 + 1,1
Protéines impliquée dans la régulation de la pressismotique
gg P02770 Précurseur de la sérum albumine ggg f éi' 832 f 83 < 10,5 Phosphotyrosine Gerasimaitaal, 2008
Protéines du myofilaments
5 P48675 Desmine 0 3,26 £ 2,27 ~5 Séring'? 2938 et59 Kitamura et al, 1989
45 0,89 +0,52 1,19+ 0,72 Thréonine'® ¢t 76 Inada et al, 1998
28 4,91 + 3,01 1,26 £ 0,7
30 ) . 4,85 + 3,11 0 . 283
31 P04692 a-tropomyosine 124+0.8. 035402 <55 Sériné Mak et al, 1978
55 1,04 +0,6! 0,60 * 0,61
34 18,06 + 0,98 4,61 + 2,66 Séring?® Sumandeaet al, 2009
35 P50753 Troponine T 15,37 £2,2 2,64 +0,9! <43 :
36 9,58 + 1,2, 288 + 161 Thréonine **° Jacquetet al, 1995
37 0 2,59 £ 0,09 Sérine'®®
47 P16409 MLC-1/3 1,20 +0,4: 7,65+ 2,3; >12,2 . ea Arrell et al, 2001
63 0 4,36+ 1,2 Thréonine
40 3,19 +£0,39 0 Pearsonet al, 1984
_ | FA £ 1,2et19
g% P08733 MLC-2 138’5262i+21’16w 0,39 oi 0,2 Supprimé Sérine Kawamoto et al, 1989
57 P63269 Actiney 1,85+0,66 35,58 +4,18 > 19,2 Tyrosine®® Liu et al, 2006

Le numéro de spot correspond au spot polypeptidaqueté sur le gel de la Figure 56. Les attribtidas noms et des fonctions ont été faites sefon le
informations présentées dans la base de donnéfsdtlkB/Swiss-Prot et UniProtKB/TrEMBL mises & jalw 10 aolt 2010.
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Parmi ces trente protéines, vingt-trois ont étéritic dans la littérature comme étant
phosphorylées, ce qui valide I'utilisation du Pr@Qiamond pour détecter et quantifier les

protéines phosphorylées.
[I)  Discussion

Dans un premier temps, nous avons mis au poirtglaation au Pro-Q®Diamond afin
de détecter I'ensemble des protéines phosphorydées/G. Cette coloration permet de
visualiser et de quantifier 'ensemble des protipbosphorylées [Steinberg al. 2003].
Cependant, cette coloration reste peu sensibleweite nécessite I'utilisation de cing cent
ug de protéines du VG par gel d'électrophorése I28us avons ensuite effectué I'analyse
différentielle du phosphoprotéome du VG et mis eideénce des modulations du niveau de
phosphorylation de trente protéines dans le VGalssIC.

Contrairement a I'analyse du protéome, I'analysepldasphoprotéome du VG a révéle
des modulations du niveau de phosphorylation depsotéines contractiles, qui sont la
desmine, k-tropomyosine 1, la TnT, la MLC-1/3, la MLC-2 etttiney ainsi que 1&B-
crystalline, une protéine de choc thermique immguwotamment dans I'assemblage des
filaments d’actine [Singhet al. 2007]. Ces résultats confirment I'importance ddtece
modification post-traductionnelle dans le mécanisiméa contraction cardiaque.

La technique de coloration au Pro-Q®Diamond perdestvisualiser et quantifier les
protéines phosphorylées indépendamment de l'acidmea phosphorylé [Steinbergt al.
2003]. Il est donc important de déterminer par Udesl’acide aminé phosphorylé (sérine,
thréonine ou tyrosine) afin d’affiner les résultai3e plus, I'analyse protéomigue est une
technique globale, donnant acces a de nombreusesnations sur un échantillon. Les
résultats obtenus doivent donc étre validés patetdmiques complémentaires, telles que le
western blot ou I'ELISA. Au vu des résultats insgants concernant les protéines
contractiles, ainsi que l'implication de la perte k& fonction contractile observées lors du

RVG, nous avons sélectionné cette catégorie déipest afin de poursuivre cette analyse.
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) Obijectifs de I'étude

La phosphorylation est une modification post-tradunmelle dynamique et réversible,
indispensable a la vie cellulaire dont elle régides les aspects [de Graawt al. 2006].
Cette modification est impliquée dans de nombreuwcgssus physiopathologiques,
notamment dans les pathologies cardiovasculairéehg@nelininet al. 2006]. De plus,
I'implication de la phosphorylation dans le mécamsde contraction cardiagque est bien
décrit. La phosphorylation de la TnT, de la Tnl de la MLC-2 induit notamment un
ralentissement de la cinétique de formation desspactine-myosine [Noland, Jt al. 1992].
Des sites de phosphorylation ont également ététslgaur la MLC-1/3 [Arrellet al. 2001a],
I'a-tropomyosine 1 [Maket al. 1978] ou la desmine [Kitamurat al. 1989], [Inadaet al.
1998].

La O-GIcNAcylation est une modification post-traductietie analogue a la
phosphorylation. Ces deux modifications peuvenerirgnir sur des résidus identiques ou
adjacents au cours d'un mécanisme appelé balanosppbrylation /O-GIcNAcylation
[Slawsonet al. 2003]. De plus, des sites @GIcNAcylation ont recemment été décrit pour
certaines protéines contractiles telles que la MIE-et la MLC-2 [Ramirez-Correat al.
2008].

L'objectif de cette étude est dans un premier tedgpsalider les résultats obtenus lors
de l'analyse du phosphoprotéome. Pour cela, notsrrdierons le type d’acide aminé
phosphorylé pour chacune des protéines contradtiEgtifiées, puis nous quantifierons les
modulations de phosphorylation de ces protéines.

Par la suite, nous quantifierons également les hatdos du niveau deO-
GlcNacylation de ces protéines afin de mieux comgre les mécanismes
physiopathologiques impliqués dans le RVG post-IDM.

Enfin, nous étudierons I'effet de ces modulatiamsla fonction cardiaque.

Il) Résultats
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ll) Résultats complémentaires

1 Modulation du niveau de phosphorylation et de@cNAcylation de I'actiney

Nous avons réalisé une analyse différentielle dosphoprotéome du VG a deux mois
post-ligature par gels d’électrophorése 2D puisideal les résultats obtenus par
immunoprécipitation et western blot pour cing pro@é contractiles, qui sont la desmine; I
tropomyosine 1, la MLC-1/3, la MLC-2 etB-crystalline. Afin de compléter les résultats de
cette analyse, nous nous sommes €également inteérees€ modulations du niveau de
phosphorylation de I'acting, également identifiée lors de I'analyse du phogpbi@ome du
VG.

Comme pour les autres protéines contractiles, rvasis d’abord déterminé le type
d’acide aminé phosphorylé ainsi que [I'existencend’uforme O-GIcNAcylée de cette
protéine. Pour cela, nous avons immunoprécipitéptestines phosphorylées sur les résidus
de sérine, de thréonine, de tyrosine@&IcNAC puis nous avons effectué un western blot
dirigé spécifiquement contre I'actingFigure 57).

Immunoprécipitation
Ser Thr TyrO-Glc VG

Mr (kDa) 95—

Figure 57 : Détection d’une forme phosphorylée o@-GIcNAcylée de I'actiney dans le VG de
rats témoins. Immunoprécipitation et western blot dirigé spéciignent contre [I'actiney.
L'immunoprécipitation est réalisée a partir de 59 de protéines du VG et 1 ug d’anticorps dirigé
spécifiguement contre les résidus phosphorylés &wes (Ser), thréonine (Thr), tyrosine (Tyr)
phosphorylés ouO-GIcNAcylés O-Glc). Le western blot est effectué avec un angisodirigé
spécifiguement contre l'acting dilué au 1/2500, I'anticorps secondaire anti-lapisuplé a la
péroxydase est dilué au 1/5000. La fleche indigueille attendue pour I'actine

Malheureusement, nous n‘avons pas mis en évideac®rdhe phosphorylée o0-
GIcNAcylée de l'actiney dans le VG de rat témoins ou IC, alors que cettééme est
présente dans le VG avec uvle de 43 kDa, comme montré par western blot (Figid)e 5
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2 Détection des protéines contractiles dans kespha

Nous avons également déterminé si certaines désimee contractiles étudiées étaient
détectées dans le plasma de rats. Nous ne nousesopas intéressés aB-crystalline pour
laquelle les tests avaient été effectués précédemf@mgure 51) ni a I'acting pour laquelle
nous n’avons pas mis en évidence de forme phosigeooyO-GIcNAcylée (Figure 57).

Nous avons testé si la desmine;tfopomyosine 1, la MLC-1/3 et la MLC-2 pouvaient
étre détectées dans le plasma. Pour cela, nouss asfbectué un western blot dirigé
spécifiguement contre chacune de ces protéinesté&t ga 1 pL de plasma de rat afin de
détecter la protéine totale. Nous avons égalem#atteé une immunoprécipitation des
protéines phosphorylées sur les résidus de sém# (a desmine, d-tropomyosine 1 et la
MLC-2 phosphorylée) ou de tyrosine (pour la MLCJ)1f8uis un western blot dirigé
spécifiguement contre les protéines d’intérét dénmettre en évidence, dans le plasma de rat,
la forme phosphorylée de ces protéines. Les résudtgenus pour la MLC-1/3 sont présentés

dans la Figure 58.

A B
Plasma Plasma
T IC VG T IC VG
Mr (kDa) 95 — 1- Mr (kDa) 95 -
72— - 72—
55— e 55—
43 — . 43—
34— ; 34_
26— " . 26— -
17— 17—

Figure 58 : Détection de la MLC-1/3 et de sa formphosphorylée dans le plasma de rats témoins.
(A) Western blot dirigé spécifiquement contre la ML@G:1(B) Immunoprécipitation des
phosphotyrosines phosphorylées et western blotgdirspécifiguement contre la MLC-1/3.
L'immunoprécipitation est réalisée a partir de 1 e plasma et 1 pg d'anticorps dirigé
spécifiquement contre les résidus de tyrosine pghmgtées. Le western blot est effectué avec un
anticorps dirigé spécifiquement contre la MLC-1il8i&l au 1/2000, I'anticorps secondaire anti-souris
couplé a la péroxydase est dilué au 1/10000.

Malheureusement, nous n’avons détecté aucune deproédines ou leurs formes
phosphorylées dans le plasma des rats témoins pbié@ qu’elles soient détectées sans

aucun probleme dans le VG (Figure 58).
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3 Effet de la PUGNAC chez les rats IC

Nous avons montré dans cette étude que le traitetieerats sains a la PUGNAC induit
une augmentation significative des parametres dwdraxdilité cardiaque. Par ailleurs, ce
traitement entraine une augmentation du nivea®-d&cNAcylation de la desmine, de la
MLC-1/3 et de la MLC-2 ainsi gu’'une augmentationlaghosphorylation sur les résidus de
tyrosine de liB-crystalline, confirmant I'importance de la balanphosphorylation O-
GIcNAcylation dans le mécanisme de contraction ieguk.

Afin de compléter ces résultats, il serait intéamssd’étudier les effets de cette
inhibition dans un modele de rats IC. Pour celajsnavons utilisé le modéle expérimental
chez lequel 'ACG a été ligaturé. Les rats ontstérifiés a six semaine post-ligature et I'effet
de la PUGNAC a été étudié par analyse en cceurggerdolé, en collaboration avec l'unité
U644 de Rouen.

Dans un premier temps, nous avons veérifié queilla e I''DM induit par la ligature
coronaire était similaire dans les deux groupesir Rela, le VG est immergé dans une
solution de formol. Apres fixation, le VG est seamé, perpendiculairement a I'axe apex-
base, en trois sections d’épaisseur identique.doapes histologiques en paraffine de 3 pm
d’épaisseur sont alors réalisées et colorées ager@irus. Pour la mesure de la taille de
I'IDM, les lames sont observées par vidéomicrosegilicrowatcher VS-30H, Mitsubishi
Kasei Coop)au grossissement 20. Les périmetres endocardiqugsiaardiques de la zone
infarcie et du VG sont déterminés par le logicidndlyse d’image (Cyberview, Cervus
International). La taille de I'IDM représente (p@gtre endocardique + périmétre épicardique
de la zone infarcie) / (périmétre endocardique rinpétre épicardique du VG) et est exprimée
en pourcentage. Les résultats obtenus pour leslCatst IC traités a la PUGNAc sont

présentés en (Table XX).
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Table XX : Valeur de la mesure de la taille de I'l|DM.

catégorie numéro du rat % IDM
111 54,4

112 74,7

IC 113 60,9
116 65,5

117 58,1

212 71,5

214 51,1

IC + 215 74,6
PUGNAC 20QuM 219 63,0
220 71,2

221 45,0

Nous avons observé une reproductibilité de laetadk I'IDM chez tous les rats. Le
traitement court par la PUGNAc (200uM, deux heurgg) eu aucun effet sur la taille de
I'IDM (rats IC : 62,7 £ 3,5 ; rats IC traités aPAJGNAC ; 62,7 £ 5).

Nous avons également contrélé I'actividGIcNAcase par dosage enzymatique afin de
vérifier I'efficacité de la PUGNAc, un inhibiteuedaO-GIcNAcase (Figure 59).

pmol/min/100ug
OO0 O000O0O0o
[O)]

o

IC IC+ PUGNAC
(n=5) (n=6)
Figure 59 : Quantification de 'activité O-GIcNAcase dans le VG issu de coeurs isolés perfusés
rats IC et IC traités a la PUGNACc. L’activité O-GIcNAcase a été quantifiée dans le VG (50 pg) de
rats IC (n=5) et IC traités a la PUGNAc (n=6). lrésultats sont exprimés en pmol/min/100 pug de
protéines + semi p < 0.01.

L’activité O-GIcNAcase est significativement diminuée dans @ dk rats IC traités a
la PUGNAc comparé au VG de rats IC (p = 0.005). fessiltats indiquent I'efficacité d’'un
traitement de deux heures a la PUGNAc avant de maes$a fonction cardiaque sur cceur

perfusé isolé.
Nous avons alors analysé la fonction cardiaquecsewr isolé perfusé et obtenu les

résultats présentés en Table XXI.
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Table XXI : Effet de la PUGNACc sur la contractilité cardiaque.

Témoin IC IC + PUGNAC

n 8 5 6

Pression systolique du VG, mmHg 68+8 282" 64+4°
Pression diastoligue du VG, mmHg #2 10t1 10t1
Pression développée du VG, mmHg5+6 18+2° 54+5°
dP/dt max 16 mmHg/s 162 202 20t1
dP/dt min 18 mmHg/s &1 5+2 4+1
Flux coronaire, mL/min 121 15+1 16t1

Moyenne = sem des parametres de la fonction cardiegesurés en cceur perfusé
isolé pour les animaux témoins, IC et IC traitds BUGNAc.T p < 0.01,f p < 0.001.

Comparé aux rats témoins, les rats IC présenteatdiminution significative de la
pression systolique (p=0.001) et développée (p4).dd VG. De maniére intéressante, ces
parameétres reviennent a la normale suite au treitéra la PUGNAc (p=0.001 et p=0.003,
respectivement), suggérant un effet bénéfique oihilliteur de laO-GIcNAcase sur la
contractilité cardiaque dans I'lC.

Nous nous sommes donc intéressés aux modulationshdgphorylation et d€®©-
GIcNAcylation des protéines contractiles dans le ¥@és la mesure des parametres de
contractilité cardiaque, en utilisant les mémeshiéqes dimmunoprécipitation et de

western blot que précédemment (Figure 60).

A Desmine phosphorylée en Ser DesmineO-GlcNAcylée
55 kDa— P—— 55 kDa—
120007 * 6000
100007 5000
) _ )
p: 8000 > 4000
60001 3000
4000- 2000
2000 1000
| 0
0 tétmoin IC IC+ PUGNAC témoin IC IC+ PUGNAC
(n=4) (n=5)  (n=6) (n=4) (n=5)  (n=6)
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B aTml phosphorylée en Ser aTml O-GIcNAcylée
37 kDa— e ———— 37 kDa—
12000
10000
80001
D
< 60007
40007
20007
témoin  IC  IC+ PUGNAC 0" émoin  IC IC+ PUGNAC
(n=4) (n=5)  (n=6) (n=4) (n=5)  (n=6)
C MLC1/3 phosphorylée en Tyr MLC-1/3 O-GIcNAcylée
" g
10000y 6000
8000: 5000
5 A 4000
< 60007 3 3000
4000 2000
2000 1000
0 0
témoin IC IC+ PUGNAc témoin IC IC+ PUGNAc
(n=4) (n=5) (n=6) (n=4) (n=5) (n=6)
D MLC-2 phosphorylée en Sef® MLC-2 O-GIcNAcylee
17 kDA — s —  c— 17 KDa— s s st
8000 7 800 T
] 700
5 600
: 500
< 400
300
200
100
0
témoin IC IC+ PUGNAc témoin IC IC+ PUGNAc
(n=4) (n=5) (n=6) (n=4) (n=5) (n=6)
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E aB-crystalline phosphorylée en Tyr aB-crystalline O-GIcNAcylée
17 kDa— —— 17 kDa— e
8000 T 8000 1
7000 7000 T
6000 6000 -
D - D 4
p: 5000 . 5000
40001 4000
30001 3000 T
2000 2000
10007 1000 T
0- 0 -
témoin IC IC+ PUGNAC témoin IC IC+ PUGNAC
(n=4) (n=5) (n=6) (n=4) (n=5) (n=6)

Figure 60 : Quantification de la phosphorylation etde la O-GIcNAcylation des protéines
contractiles dans le VG de rats témoins, IC et ICraités a la PUGNAc.L'immunoprécipitation est
réalisée a partir de 50 yug de protéines de VG et gg d’anticorps. Le Western blot est dirigé
spécifiguement contre les protéines d'intérét. loedp moléculaire est indiqué sur la gauche. Les
guantifications ont été effectuées chez les ratwités (n=4), IC (n=5) et IC traités a la PUGNAc
(n=6) et sont exprimés en moyenne + sem.< 0.05,F p <0.01,f p < 0.001.

Nous avons mis en évidence une augmentation sighife de la phosphorylation de la
desmine (p=0.024) et une diminution significativeeld phosphorylation ded-‘tropomyosine
1 (p=0.022), de la MLC-2 (p=0.037) et deB-crystalline (p=0.049) dans le VG des animaux
IC non traités par rapport aux animaux témoins tnaiteés. Enfin, le niveau d’expression de
ces protéines n'est pas modulé exceptée paB-drystalline, pour laquelle nous avons
observé une augmentation d’expression significateves le VG des animaux des animaux IC
non traités par rapport aux animaux témoins natég#p=0.006).

Par ailleurs, nous avons observé une diminutionifstgtive de la phosphorylation de
la desmine (p=0.005) et une augmentation de laghtwglation de kB-crystalline (p=0.001)
dans le VG des animaux IC traités a la PUGNACc paport aux animaux IC non traités.
Nous avons également montré une augmentation isigtive de la MLC-20-GIcNAcylée
(p=0.003) dans le VG des animaux IC traités a |&RWBc par rapport aux animaux IC non

traités.
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IV)  Discussion
1 Modifications post-traductionnelles des protémcontractiles

Nous avons effectué l'analyse différentielle du gptmprotéome du VG dans un
modele expérimental d’'IC. Nous avons ainsi sélectoles protéines contractiles présentant
une modulation de leur niveau de phosphorylatiomsda VG des rats IC pour la suite de
notre analyse.

Dans cette étude, nous avons validé les résultbtsnos lors de l'analyse du
phosphoprotéome pour toutes les protéines coreaatientifiées, excepté pour I'actipeEn
effet, nous n'avons pas mis en évidence de fornuspitorylée ouO-GIcNAcylée de cette
protéine. Il peut s’agir d’un biais d’'identificatippuisque I'actine est une protéine majoritaire
dans le tissu cardiaque et les techniques de spaétiie de masse utilisées pour cette étude
identifient la protéine majoritaire dans un mélamdge protéine. Cependant, un site de
phosphorylation, la tyrosine 53, a été décrit pmite protéine dans une espéce végétale [Liu
et al. 2006]. Il est donc possible que cette forme phogpée existe également chez le rat
mais que les techniques d’immunoprécipitation etvdstern blot utilisées ne soient pas assez
sensibles pour détecter la forme phosphorylée tie pmtéine dans nos échantillons.

Par la suite, nous avons déterminé si les protéomdractiles ou leurs formes
phosphorylées pouvaient étre détectées dans lenplaes rats témoins et IC mais nous
n'avons pas détecté ces protéines dans le plasnratdee qui pourrait suggérer que ces
protéines ne soient pas libérées dans le plasnaré3eltats sont corrélés par I'absence de
description dans la littérature d’'une forme plasqeg de la desmine ou dedB crystalline.
Cependant, il faut préciser que pour ces tests avoiss utilisé du plasma brut. Il s’agit d’'un
échantillon biologique simple d’acces mais complexeanalyser puisque les protéines
abondantes telles que l'albumine, représentant 600% des protéines totales, et les
immunoglobulines, représentant 10 a 20% des prgéiotales, peuvent géner la détection
des protéines peu représentdepourrait étre intéressant d’effectuer des testsdu plasma
dans lequel ces protéines majoritaires sont éliesire maniére spécifique par I'utilisation de
kits commercialisés permettant I'élimination delbdiamine et des immunoglobulines, soit
équalisées, afin d’enrichir I'échantillon en pro&s peu abondantes [Fer& al. 2010a],
[Besemeet al. 2010]. L'a-tropomyosine 1 a notamment été identifiée dansldema apres
déplétion [de Roost al. 2008]. De plus, la MLC-1/3 et la MLC-2 ont été dt dans le
plasma et le sérum avec une concentration maxidel8@0 ng/mL [Isobest al. 1989], alors

que la concentration normale en albumine est dea 38 mg/mL. Nous pouvons faire
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I'hnypothese que les techniques utilisées pour @ttdyse ne soient pas assez sensibles pour
détecter cette gamme de concentration dans le pldssirats.

2 Effet des modifications de O-GIcNAcylation sharfonction cardiaque

Nous avons ensuite étudié l'effet d’'une augmemtatitu niveau de protéine®-
GIcNAcylées sur la fonction cardiaque. Pour cetaysnavons administré un inhibiteur de la
O-GIcNAcase, la PUGNACc, a des rats sains et IC peindaux heures avant d’analyser les
parameétres cardiaques par la technique de ccewrspedolé. En effet, cette méthode nous
donne acces aux pressions cardiaques ainsi qu@nstantes de contraction et de relaxation
[Mulder et al. 2004]. Il s’agit d’une technique bénéficiant d’'ubenne reproductibilité et
permettant de mettre en évidence les effets barefigu déléteres des substances injectées
aux animaux [Skrzypiec-Sprirgg al.2007].

Nous avons alors montré que le traitement de eats ®t IC a la PUGNACc induit une
augmentation significative des paramétres de cctilttd cardiaque. Par ailleurs, ce
traitement entraine des modulations du niveau dspitorylation et d®-GIlcNAcylation des
protéines contractiles. De maniéere intéressants, medulations sont inverses a celles
observées lors du RVG post-IDM. Ces résultats seggeque I'effet bénéfique sur la
fonction cardiaque de l'augmentation deQ&aGIcNAcylation est associé aux modifications
post-traductionnelles des protéines contractiles.

-99-






Partie 4 : Diminution de la troponine T
phosphorylée, un nouveau biomarqueur du
remodelage ventriculaire gauche






) Obijectif de I'étude

L’étude du phosphoprotéome du VG nous a permis eltrenen avant I'importance de
la phosphorylation dans les mécanismes physiopailgples du RVG post-IDM. De plus,
I'étude de la balance phosphorylatio®-/GIcNAcylation des protéines contractiles dans I'lC
a mis en évidence limportance des protéines cotilga dans les mécanismes
physiopathologiques du RVG post-IDM.

Parmi les protéines contractiles identifiées laed’dnalyse du phosphoprotéome, nous
nous sommes particulierement intéressés a la thopdn (TnT). En effet, cette protéine est
connue pour étre actuellement le meilleur biomanquie I''DM [Moe et al. 2010]. Elle est
facilement détectable dans le plasma humain etrgibud ce titre étre utilisée comme
biomarqueur du RVG post-IDM.

L’objectif de cette étude consiste a démontrer lgudiminution de la phosphorylation

de la troponine T peut étre un nouveau biomargde®RVG post-IDM.

1)) Résultats
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[I)  Discussion

Dans cette étude, nous avons mis en évidence amaudion de la TnT phosphorylée
dans le VG et le plasma de rats IC. Cette dimimudicggalement été retrouvée dans le plasma
de patients de I'étude REVE-1, présentant un RVGt-fipM modéré a important. Ces
résultats suggerent que la diminution de la TnT sphorylée peut étre un nouveau
biomarqueur du RVG post-IDM. |l est cependant esskede valider ces résultats a plus
grande échelle. En effet, le western blot reste tecanique semi-quantitative, il est donc
nécessaire de confirmer ces résultats par uneitpehspécifique, reproductible, quantitative
et plus adaptée aux grandes séries d’échantillomr. €la, nous avons produits des anticorps
monoclonaux afin de développer un dosage ELISAdnIT phosphorylée plasmatique.

Il est également important d’étudier les mécanispigsiopathologiques conduisant a
la diminution de la TnT phosphorylée lors du RVGspidM, notamment par I'étude des
enzymes impliqguées dans cette phosphorylation.nEadi vu des résultats obtenus pour les
autres protéines contractiles, il semble égalemieéressant d'analyser la balance
phosphorylation O-GlcNAcylation de la TnT lors du RVG post-IDM.

-101 -



Partie 5 : Voies de signalisation impliquées
dans la diminution de la troponine T
phosphorylée






) Obijectifs de I'étude

Dans I'étude précédente, nous avons mis en évideneediminution de la TnT
phosphorylée en sérift€ dans le VG et le plasma de rats IC comparé au téanoins
[Dubois et al. 2010]. L'objectif de ce travail est détudier lesnécanismes
physiopathologiques conduisant & cette diminutiedadTnT phosphorylée en sériffelors
du RVG post-IDM, notamment par I'étude des enzymeasiquées dans cette modulation de
la phosphorylation.

Nous avons ensuite analyser I'effet de l'inhibitides enzymes impliquées dans la
modulation de la phosphorylation sur la fonctiomd@que et sur les modifications post-
traductionnelles des protéines contractiles.

Enfin, au vu des résultats obtenus lors de I'étde® protéines contractiles, il semble
également intéressant d’analyser la balance phogption / O-GIcNAcylation de la TnT
lors du RVG post-IDM.

Il) Reésultats
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lIl) Résultats complémentaires
1 Balance phosphorylation / O-GIcNAcylation deTaaT

Dans I'étude précédente, nous avons mis en évideneediminution de la TnT
phosphorylée en sériffé dans le VG et le plasma de rats IC. Il nous a #&inbéressant de
regarder si la TnT pouvait porter des sites @&IcNAcylation et si son niveau d@-
GIcNAcylation pouvait étre modulé dans le VG eplasma de rats IC comparés aux VG de
rats témoins. Pour cela, nous avons immunoprésipee protéine©-GIcNAcylées a partir
du VG et du plasma de rat puis effectué un wedikrndirigé spécifiquement contre la TnT
(Figure 61).

Plasma préopératoire Plasma 2 mois post-ligature

A 37 kDa— — 37 kDa—
70007 - +
5000
60001
5000 4000
< <
D 4000+ D 3000
30001
2000
20007
1000- 10004
b P - 0 ——— S
Témoin Témoin Témoin
(n=16) (n=16) (n=16)

Figure 61 : Quantification de la TnT O-GIcNAcyléedans le VG et le plasma de rats témoins et
IC. (A) Quantification de la TnTO-GIcNAcylée dans le VG.(B) Quantification de la TnTO-
GIcNAcyléedans le plasmd.'immunoprécipitation est réalisée a partir de gde protéines de VG

ou 1 pL de plasma et de 1 pg d’anticorps. Le Wedbdnt est dirigé spécifiqguement contre la TnT
dilué au 1/100, I'anticorps secondaire anti-sooasplé a la péroxydase est dilué au 1/5000. Lespoid
moléculaire est indiqué sur la gauche. Les quaatifins ont été effectuées chez les rats témoins
(n=16) et IC (n=19) et sont exprimés en moyennent.$ p < 0.001.

Nous avons montré, pour la premiére fois, I'exiseed’'une formeD-GIcNAcylée de la
TnT. Nous avons également mis en évidence une augtiun significative de la TnD-
GIcNAcylée dans le VG et dans le plasma des ra# 20nois post-ligature comparé aux rats
témoins. Ces résultats suggerent une balance pbygion / O-GIcNAcylation de la TnT

lors du développement de I'lC.
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2 Effet de 'inhibition de la PKC sur la balancghosphorylation / O-GIcNAc de la TnT

Nous avons voulu déterminer si le traitement psuin@ibiteurs de la PKC induisait des
modifications deO-GIcNAcylation de la TnT. Nous avons alors étugiénlveau de TnO-
GIcNAcylée dans le VG des animaux non traités aiiés avec la Calphostine C ou et avec
I'inhibiteur eV1-2. Pour cela, nous avons immunoprécipités lesépresO-GIcNAcylées a
partir du VG puis effectué un western blot dirigéafiguement contre la TnT (Figure 62).

- -
34 kDa— — — '!!-‘.
L

70007
60001
50001
40001
30007
20001
1000

2
<

témoin ¢V1-2 DMSO Calphostine C

(n=4) (n=9) (n=6) (n=6)
Figure 62 : Quantification de la TnT O-GIcNAcylée dans le VG de rats témoins et traités a la
Calphostine C ouavec I'inhibiteur €V1-2. L'immunoprécipitation est réalisée a partir de 50de
protéines de VG et de 1 pg d’anticorps. Le Wedbdohest dirigé spécifiquement contre la TnT dilué
au 1/100, I'anticorps secondaire anti-souris coupli&a péroxydase est dilué au 1/5000. Le poids
moléculaire est indiqué sur la gauche. Les quaatifins ont été effectuées chez les rats témoins
(n=4), traitésavec I'inhibiteursV1-2 (n=9), traités au DMSO (n=6) et traités a Epbostine C
(n=6) et sont exprimés en moyenne + sé&m.< 0.05.

Par cette technique, nous avons mis en évidencaugmentation significative de la
TnT O-GlcNAcylée dans le VG des animaux traités avethlbiteur eV1-2 comparé aux
animaux témoins (p=0.026), aucune modification deszanimaux traités a I'inhibiteur non
sélectif des PKC Calphostine C comparés aux anirtraités au DMSO 1%.

Ces résultats confirment I'existence d’'une balgpivesphorylation O-GIcNAcylation
de la TnT, impliquées dans le mécanisme de comdracardiaque.

Afin de compléter ces résultats, nous avons étiedi@ffets de cette inhibition dans un
modele de rats IC. Pour cela, nous avons utilisaéddéle expérimental chez lequel 'ACG a
éte ligaturé. Les rats ont été sacrifiés a six ssengost-ligature et I'effet de l'inhibitewv1-

2 a été étudié par analyse en coeur perfusé isolElkaboration avec I'unité U644 de Rouen.
Dans un premier temps, nous avons Vérifié que ilke tde I'IDM induit par la ligature

coronaire était similaire dans les deux groupe®IErxXIl).
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Table XXII : Valeur de la mesure de la taille.

catégorie numéro durat % IDM

111 54,4
112 74,7

IC 113 60,9

116 65,5

117 58,1

311 62,3

IC + 315 42,4
gV1-2 20QM 317 59,2
320 93,5

Nous avons observé une reproductibilité de laetalk I'IDM chez tous les rats. Le
traitement court par l'inhibitewV1-2 (200uM, une heure) n'a eu aucun effet sunibetde
I'IDM (rats IC : 62,7 £ 3,5 ; rats IC traités arhibiteureV1-2 ; 64,4 + 10,5).

Nous avons également contrélé I'activité PK& dosage enzymatique afin de vérifier
I'efficacité de I'inhibiteureV1-2 (Figure 63).

50 1
45 1
40 1
351
301
251
201
151
101
5 -
0_

pmol/min/100ug

IC IC + &gV1-2
(n=5) (n=4)
Figure 63 : Quantification de I'activité PKC dans le VG issu de cceurs isolés perfusés de rats IC
et IC traités a I'inhibiteur €V1-2. L’activité PKC a été quantifiée dans le VG (1 pg) de rats IC
(n=5) et IC traités aveldnhibiteur eV1-2 (n=4). Les résultats sont exprimés en pmol/minf1§@le
protéines + sent. p < 0.05.

L’activité PKC est significativement diminuée dans le VG de r&lstdaités avec
I'inhibiteur eV1-2 comparé au VG de rats IC (p = 0.030). Ceslttsuindiquent I'efficacité
d’'un traitement d’'une heure avec l'inhibiteur séfede Iisoforme e de la PKC avant de
mesurer la fonction cardiaque sur coeur perfusé.

Nous avons alors analysé la fonction cardiaqueceeur isolé perfusé et obtenus les

résultats présentés en Table XXIII.
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Table XXIII : Effet de I'inhibiteur £V1-2 sur la contractilité cardiaque.

Témoin IC IC + gV1-2

n 8 5 4

Pression systolique du VG, mmHg  #8 282" 312
Pression diastolique du VG, mmHg #2 10t1 10t1
Pression développée du VG, mmHg +65 18+2° 21+2
dP/dt max 18 mmHg/s 162 202 21+4
dP/dt min 18 mmHg/s &1 5+2 4+1
Flux coronaire, mL/min 11 15+1 16£3

Moyenne = sem des parametres de la fonction cardiegesurés en cceur perfusé
isolé pour les animaux témoins, IC et IC traitéscd'inhibiteur eV1-2. ¥ p < 0.01.

Le traitement de rats IC avec l'inhibitee¥1-2 ne semble pas moduler la fonction
cardiaque comparé aux rats IC.

Nous nous sommes intéressées aux modulations desuxivde phosphorylation et @e
GIcNAcylation de la TnT dans le VG des rats IC @ttraités avec I'inhibiteueV1-2 en
utilisant les mémes techniques d’'immunoprécipitatd de western blot que précédemment
(Figure 64).

TnT phosphorylée en sériné®8 TnT O-GIcNAcylée
37 kDa— 37 kDa—

9000 H
8000 A
7000 A
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1000 A
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80001 2

témoin IC IC+¢eV1-2 0 téemoin IC IC+¢gV1-2

(n=4) (n=5)  (n=4) (n=4) (n=5) (n=4)

Figure 64 : Quantification de la TnT phosphorylée a séring®® et O-GIcNAcylée dans le VG de
rats témoins, IC et IC traités avec I'inhibiteur €V1-2. L'immunoprécipitation est réalisée a partir de
50 ug de protéines de VG et de 1 pg d’anticorpsMestern blot est dirigé spécifiguement contre la
TnT phosphorylée en sériff@dilué au 1/1000 ou la TnT dilué en 1/100. Le paiusiéculaire est
indiqué sur la gauche. Les quantifications ontedtéctuées chez les rats témoins (n=4), IC (n<5), |
traités avec l'inhibiteusV1-2 (n=4) et sont exprimés en moyenne + sem< 0.05,7 p < 0.01.

De maniére intéressante, nous retrouvons une dimmusignificative de la TnT
phosphorylée en sériff€ et une augmentation significative de la TBIGIcNAcylée dans le

VG des rats IC comparé aux rats témoins. Par &illewous n’observons pas de modulation
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de la TnT phosphorylée en séfiffeet de la TnNTO-GIcNAcylée dans le VG des rats IC traités

avec l'inhibiteureV1-2 comparé aux rats IC.
3 Effet de la PUGNAC sur la balance phosphorytati/ O-GIcNAc de la TnT

Nous avons montré dans une étude précédente tyaitdenent de rats sains ou IC avec
la PUGNAC, un inhibiteur de 1®©-GIcNAcase, induit une augmentation significativesd
paramétres de contractilité cardiaque. Nous avtors @tudié I'effet de cet inhibiteur sur le
niveau de la TnT phosphorylée en séfifi@t de la TnTO-GIcNAcylée dans le VG des
animaux sains et IC non traités ou traités avddlU&NAc. Pour cela, nous avons effectué un
western blot dirigé spécifiquement contre la TnTaetnT phosphorylée en sérffié Pour la
TnT O-GIcNAcylée, nous avons immunoprécipités les praeD-GIcNAcylées a partir du

VG puis effectué un western blot dirigé spécifigestncontre la TnT (Figure 65).

TnT phosphorylée en sériné®® TnT O-GIcNAcylée
12000 * 900
*
10000 800
8004
6006
4004
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0
témoin témoin + |IC IC+ PUGNAc témoin témoin + [IC IC+ PUGNAc
(n=4) PUGNAc (n=5) (n=6) (n=4) PUGNAc (n=5) (n=6)
(n=8) (n=8)

Figure 65 : Quantification de la TnT phosphorylée a séring®® et O-GlcNAcylée dans le VG de
rats témoins, témoins traités a la PUGNAC, IC et IGraités a la PUGNAc.L'immunoprécipitation
est réalisée a partir de 50 pg de protéines de V@2 d g d’'anticorps. Le Western blot est dirigé
spécifiquement contre la TnT phosphorylée en s&fiddué au 1/1000 ou la TnT dilué en 1/100. Le
poids moléculaire est indiqué sur la gauche. Lestifications ont été effectuées chez les rats itésno
(n=4), témoins traités a la PUGNAc (n=8), IC (neb)C traités a la PUGNAc (n=6) et sont exprimés
en moyenne * sem.p < 0.05,f p < 0.01.

Nous observons que le traitement a la PUGNAc des tiamoins et IC induit une
augmentation significative de la TnT phosphoryléeériné® par rapport aux rats témoins et
IC non traités. De plus, cette modulation est isggpar rapport a la diminution de la TnT

phosphorylée en sériff€ observée lors de I'IC, suggérant que l'effet bén&f de la
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PUGNAC sur la contractilité cardiaque serait ca@rall’augmentation de la phosphorylation
de la TnT.

De plus, ce traitement semble également modul€nTaO-GIcNAcylée. En effet, nous
avons mis en évidence une augmentation signifieadey la TnTO-GIcNAcylée dans le VG
des rats témoin traités a la PUGNAc comparé awsctéahoins non traités. Cependant, cette
modulation n’est pas retrouvée chez les rats |@égad la PUGNAc. Par ailleurs, nous
observons une augmentation significative de la TAGIcNAcylée dans le VG des rats IC
compareé aux rats témoins.

4 Effet de l'inhibition de la PKC sur la balance@hosphorylation / O-GIcNAc des
protéines contractiles.

Nous avons montré dans cette étude que le traitedeemats sains avec l'inhibiteur
sélectif pour lisoformee de la PKC,&V1-2, induit une diminution significative des
parameétres de contractilité cardiaque. Nous avoostm® que ce traitement entraine une
diminution du niveau de TnT phosphorylée en séffhet une augmentation de sa for@e
GIcNAcylée.

Dans une étude précédente (partie 3), nous avansmevidence une modulation de la
balance phosphorylationdJ-GIcNAcylation des protéines contractiles dans & des rats IC
a deux mois post-IDM. Afin de compléter I'analyse kkffet de l'inhibiteureV1-2, nous
avons étudié le niveau de phosphorylation eDdBIcNAcylation des protéines contractiles
dans le VG de rats sains non traités, traités Biwdbiteur non sélectif des PKC Calphostine
C, traités avec du DMSO1% ou traités avec l'inleibit\V1-2 (Figure 66).
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55 KD8 — e m— — i 55 kDa— — -
10000 *
80001
6000 =)
i <
40001
20001
0™ témoin ¢V1-2 DMSO Calphostine C témoin £V1-2 DMSO Calphostine C
(n=4) (n=9) (n=6) (n=6) (n=4) (n=9) (n=6) (n=6)

-108 -



B

C

D

=
<

A.U.

>
<

Résultats :

aTml phosphorylée en Ser

S7hDA— s s —— E_—

800
700
600
500
400

300
200
100

témoin ¢V1-2 DMSO Calphostine C
(n=4) (n=9) (n=6) (n=6)

MLC1/3 phosphorylée en Tyr
26 0n— s

8000
7000]
6000
5000
4000
3000
2000
1000

01

témoin ¢V1-2 DMSO Calphostine C
(n=4) (n=9) (n=6) (n=6)

MLC-2 phosphorylée en Sef®
17 kDa—“ — A —

8000
70007

6000
50001
40001
30001
20001
10001

a

témoin gV1-2 DMSO Calphostine C
(n=4) (n=9) (n=6) (n=6)

-109 -

Voies de signalisation impliquées dans la diminution de la troponine T phosphorylée

aTml O-GIcNAcylée
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aB-crystalline phosphorylée en Tyr aB-crystalline O-GIcNAcylée
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Figure 66 : Quantification de la phosphorylation etde la O-GIcNAcylation des protéines
contractiles dans le VG de rats témoins et traités a la Calphdse C ouavec I'inhibiteur gV1-
2. L'immunoprécipitation est réalisée a partir de 50de protéines de VG et de 1 pg d’anticorps. Le
Western blot est dirigé spécifiquement contre keggines d'intérét. Le poids moléculaire est indiqu
sur la gauche. Les quantifications ont été effatuéhez les rats témoins (n=4), traigdgecC
I'inhibiteur eV1-2 (n=9), traités au DMSO (n=6) et traités a lalphostine C (n=6§t sont
exprimés en moyenne + sefmp < 0.05.

Par cette technique, nous avons mis en évidencaugmentation significative de la
phosphorylation de la desmine (p=0.039) et une miion significative de la
phosphorylation de d-tropomyosine 1 (p=0.026) et de la MLC-2 (p=0.088)s le VG des
animaux traités avec l'inhibiteur sélectif de lisome ¢ de la PKC, linhibiteureV1-2 par
rapport aux animaux non traités sans modificatiomivyeau de phosphorylation des autres
protéines contractiles. Nous avons montré une aaotgtien significative seulement de la
MLC-1/3 O-GIcNAcylée (p=0.021) dans le VG des animaux tea@é'inhibiteursV1-2 par
rapport aux animaux non traités. Enfin, le nivedexpression de ces protéines n’est pas
modulé exceptée pouroB-crystalline, pour laquelle nous avons observé amgmentation
d’expression significative dans le VG des animaakés a I'inhibiteurV1-2 par rapport aux
animaux non traités (p=0.032, non montré). De maniatéressante, ces résultats sont
similaires a ceux observés dans le VG des anim@ua tleux mois post-IDM, corroborant
I'hypothese de l'implication de I'isoforme de la PKC dans les modifications de la balance
phosphorylation O-GIcNAcylation des protéines contractiles dans MGRpost-IDM. Par
ailleurs, aucune modulation n’a été observée suitéraitement a la Calphostine C comparé

aux rats traités au DMSO 1%.
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Afin de compléter ces résultats, nous avons étieiémodulations des niveaux de
phosphorylation et d®-GlcNAcylation de ces protéines dans le VG des I@atst IC traités
avec l'inhibiteureVV1-2 (Figure 67).
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Figure 67 : Quantification de la phosphorylation etde la O-GIcNAcylation des protéines
contractiles dans le VG de rats témoins, IC et IC traitésavec linhibiteur &gV1-2.
L'immunoprécipitation est réalisée a partir de 5P de protéines de VG et de 1 ug d’anticorps. Le
Western blot est dirigé spécifiquement contre lesgines d’intérét. Le poids moléculaire est indiqu
sur la gauche. Les quantifications ont été effetighez les rats témoins (n=4), IC (n=5) et IQédrai
avec l'inhibiteureV1-2 (n=4)et sont exprimés en moyenne + sém.< 0.05.

Nous n’avons pas mis en évidence de modulatiomiesaux de phosphorylation et de
O-GIcNAcylation des protéines contractiles dans & #es animaux IC traités a I'inhibiteur

€V1-2 par rapport aux animaux IC non traités.
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IV)  Discussion
1 Balance phosphorylation / O-GIcNAcylation deTaaT

Dans cette étude, nous avons montré, pour la prerfoés, I'existence d’'une forme-
GIcNAcylée de la TnT. Par ailleurs, nous avons rais évidence une augmentation
significative de la TnTO-GIcNAcylée dans le VG et dans le plasma des a2 mois post-
ligature comparé aux rats témoins. Ces résultatdirotent I'importance de la balance
phosphorylation O-GlcNAcylation lors du RVG post-IDM.

Au vu des premiers résultats obtenus concernaimianution de la TnT phosphorylée
dans le plasma de patients de I'étude REVE-1, ir@it étre intéressant d’analyser les
modifications de la TnTD-GIcNAcylée dans le plasma de ces patients. Cemgnilla’existe
pas actuellement de méthodes permettant d’obtezsr ahticorps spécifiquement dirigés
contre une protéineD-GIcNAcylée. La technique indirecte d’immunoprétapion des
protéinesO-GIcNAcylées suivie d'un western blot dirigé contee TnT est une technique
semi-quantitative qui semble moins reproductibpagir d’échantillon plasmatiques.

Enfin, il faut préciser que cette modification esipliguée dans de nombreuses
pathologies cardiovasculaires, notamment dansaeetit de type 2 [Fuloet al. 2007]. En
effet, le précurseur de @-GIcNAcylation est un produit de la biosynthésegtlucose, ce qui
pourrait compliquer I'analyse des résultats nétassiune comparaison de patients appariés
sur leur niveau de glycémie.

2 Effet de rlinhibiteur sélectif de l'isoformees de la PKC, ¢V1-2 sur la balance
phosphorylation / O-GIcNAcylation de la TnT

Dans cette étude, nous avons utilisé deux inhitgtewn inhibiteur non sélectif des
PKC et un inhibiteur sélectif de l'isoforme de la PKC, l'inhibiteureV1-2. Nous avons
montré que le traitement par I'inhibitesy1-2 induit une diminution des parametres de la
contractilité cardiaque. Cette diminution semble &brrélée au niveau de TnT phosphorylée
en sérin€® dans le VG. Ces résultats semblent confirmer lartgnce de la phosphorylation
des protéines contractiles par l'isoformede la PKC dans le mécanisme de contraction
cardiaque. L’absence de modification dans le VGate traités a la Calphostine C semblent
confirmer I'importance de l'isoformede la PKC dans ce mécanisme.

Une étude a récemment décrit qu’un traitement dwaaibiteur ¢V1-2 induisait un
ralentissement du développement de I'lC [Inagetkal. 2008]. Cependant, cette inhibition a
été effectuée lors de la phase adaptative du RS da modéle expérimental de rats Dahl
salt-sensitive [Inagaket al. 2008]. Nos résultats ne sont donc pas comparablissue dans
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notre modéle, 'inhibition sélective de l'isoformede la PKC est effectuée plus tardivement
lors du RVG. De plus, de nombreuses études montuenteffet cardioprotecteur de

I'activation de l'isoformes de la PKC [Mayret al.2009].
3 Effet de la PUGNAC sur la balance phosphorytati/ O-GIcNAc de la TnT

Nous avons ensuite étudié I'effet d’'une augmentata niveau de€-GIcNAcylation
sur les modulations du niveau de phosphorylationleeO-GIcNAcylation de la TnT. De
maniere intéressante, nous avons mis en évidereawgmentation de la TnT phosphorylée
en séring® dans le VG de rats témoins et IC traités a la PGNCes résultats confirmant
I'implication des modifications post-traductionresdl des protéines contractiles dans I'effet
bénéfique sur la fonction cardiaque de I'inhibitia laO-GIcNAcylation.

4 Effet de linhibition des PKC sur la balance pkphorylation / O-GIcNAc des
protéines contractiles

Nous avons mis en évidence des modulations du unika phosphorylation de la
desmine, de d-tropomyosine 1 et de la MLC-2 et d&GIcNAcylation uniquement de la
MLC-1/3 dans le VG des animaux traités avec l'iftieitr sélectif de I'isoforme de la PKC.
Ces résultats suggéerent lI'implication de I'isoformde la PKC dans les modifications de la
balance phosphorylation /O-GIcNAcylation des protéines contractiles. Cepemdan
I'inhibition de I'isoformee de la PKC n’explique pas toutes les modificatiobservées lors

du RVG post-IDM, suggérant I'implication d’autregigs de signalisation dans ce processus.
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) Obijectifs de I'étude

Nous avons mis en évidence une diminution de la gindsphorylée dans le VG et le
plasma de rats IC. Cette diminution a égalementeitéuvée dans le plasma de patients de
I'étude REVE-1, présentant un RVG post-IDM modéiénportant [Duboiset al. 2010]. Ces
résultats suggerent que la diminution de la TnT sphorylée peut étre un nouveau
biomarqueur du RVG post-IDM. |l est cependant eskede valider ces résultats a plus
grande échelle par une technique rapide, reprduectet plus adaptée aux grandes
populations telle que 'ELISA.

L'objectif de cette étude est la mise au point ddosage standardisé de la TnT
phosphorylée a I'aide d’'un anticorps monoclonaltt€étude nous permettra de rechercher
une association entre la diminution de la TnT phosgée et le RVG post-IDM ainsi qu’une
association de cette modulation avec la sévérie monostic de I'lC.

1)) Pertinence de l'utilisation de la TnT phosphoryiée comme biomarqueur
du RVG

Afin de déterminer si la diminution de la TnT phbepylée est un biomarqueur
spécifigue du RVG post-IDM et de I'IC, nous avonsalgsé cette protéine dans les

différentes études cliniques disponibles au lalomet

1 Etude REVE-2

Dans un premier temps, nous avons analysé lesnfmiile I'étude REVE-2. Il s’agit
d’'une étude régionale multicentriqgue ayant incldé RBatients victime d’'un IDM inaugural de
topographie antérieure avec une atteinte signifieatle la FEVG inférieure a 50%. Les
patients de cette étude bénéficient d'un prélévénten sang périphérique le jour de
I’échocardiographie, soit entre trois et cinq joames leur IDM, mais également un mois,
trois mois et un an apres ce dernier. Le plasnia gérum ont été conditionnés dans I'heure
suivant le prélevement pour limiter les modificaBoprotéiques aprés prélevements. Une
échocardiographie de contrble est effectuée amnois et a un apres I'IDM afin d’analyser le
RVG post-IDM. Le critere de jugement principal éstRVG a un an défini comme la
différence entre le volume télédiastolique du V@aan et le volume télédiastolique du VG a
I'inclusion. Les caractéristiques des patientsiajog les détails du protocole ont récemment
été publiés [Fertiret al.2010b].
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Dans un premier temps, nous nous sommes focalisde prélévement a l'inclusion.
Nous avons ainsi quantifié dans cette populatiofn@ et la TnT phosphorylée par western

blot a I'aide des anticorps polyclonaux dévelopmés$aboratoire (Figure 68).

T TnTpSer»? Ratio TnTpSer?/ TnT

B 02 [ 3 0:
8000, * T 5

\ 8000
- 6000:! ;

2 2000 2 6000 o g st
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20004 2000 1
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Figure 68 : Quantification de la TnT et de la TnT fhosphorylée en séring’ (TnTpSer2°7) dans le

plasma des patients de I'étude REVE-2Western blot dirigé spécifiguement contre la TnTlau
TnTpSeF°7diIué au 1/1000, l'anticorps secondaire anti-lapouplé a la péroxydase est dilué au
1/5000. T p < 0.01, £ p < 0.001.

Nous avons ainsi mis en évidence une diminutionifségitive de la TnT phosphorylée
en sérin€’ ainsi que du ratio TnT phosphorylée en séfineTnT dans le plasma des patients
présentant un RVG modéré a important de I'étude B2)Ycomparable a celle observée dans
le plasma des patients de I'étude REVE-1 [Dubsisal. 2010]. Ces résultats semblent
prometteurs et seront validés par I'utilisationdbsage ELISA. Ce dosage sera effectué a la
fois sur le prélevement effectué a l'inclusion gedients mais également a un mois apres
I'IDM pour s’affranchir des modulations dues a kpmientation de la TnT lors de I'IDM [Moe
et al.2010].

2 Etude PTHF

Afin de déterminer si il existe une corrélation renia diminution de la TnT
phosphorylée en sériffé et I''C chronique, nous avons analysé le niveaxpiession de la
TnT et de la TnT phosphorylée en séfiielans le plasma des patients de I'étude cas-témoin
PTHF (ProTeomic in Heart Failure Cette étude concerne cinquante-neuf patientst do
trente témoins volontaires sains et vingt-neufeguasi présentant une IC avec dysfonction

diastolique non ischémique (FEVG < 35%) (Figure 69)
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Figure 69: Quantification de la TnT et de la TnT plosphorylée en sérin@’ (TnTpSer’) dans le
plasma des patients de I'étude PTHFWestern blot dirigé spécifiquement contre la TnT lau
TnTpSefdilué au 1/1000, I'anticorps secondaire anti-lapouplé a la péroxydase est dilué au
1/5000.

Nous n'avons pas mis en évidence de variation deTaou de sa forme phosphorylée
en sérin€’ dans le plasma des patients de I'étude PTHF. @epenil s'agit d’'une petite
cohorte dont les résultats nécessitent d’étre &slglr une population indépendante et avec
un plus grand effectif. Pour cela, les dosages ELd8 la TnT et de sa forme phosphorylée

en sérind”’ s’avérent essentiels
)  Développement et caractérisation des anticorpsnonoclonaux

Afin de valider ces résultats sur une populatiomspimportante, il est nécessaire de
développer un dosage ELISA de la TnT phosphorpéer cela, des anticorps monoclonaux
de la forme phosphorylée de la troponine T ontdétéeloppés en utilisant les méme peptides
que pour la synthése des anticorps polyclonaus..sberis ont été immunisées et nous avons
obtenu huit anticorps monoclonaux différents queisnavons caractérisé. Pour cela, les
mémes contrdles que pour les anticorps polyclonaicédemment développés ont été
effectués. Nous avons ainsi contrdlé par westeshlalspécificité de chaque anticorps contre
le peptide phosphorylé et non phosphorylé et apraisement des échantillons par la

phosphatase alcaline pour éliminer les résidusyitaie (Figure 70).
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Figure 70 : Caractérisation des anticorps monoclona. Western blot effectué avec les anticorps
monoclonaux dilués au 1/5000, I'anticorps secomdairti-souris couplé a la péroxydase est dilué au
1/10000. La compétition avec le peptide dirigé omnta TnT non phosphorylé®u la TnT
phosphoryléddilué aux différentes concentration se fait lorsl'decubation de la membrane avec
I'anticorps. Les résultats de la compétition aveptjae dirigé contre IanT non phosphorylésont
représentés epleuy, les résultats de la compétition avec le peptidgélcontre laTnT phosphorylée
sont représentés enuge Le Kd correspond a la constante de dissociation.

-118 -



Résultats : Utilisation clinique de la troponine T phosphorylée comme biomarqueur potentiel du RVG

Ces premiers résultats nous montrent que les clones Al2, C4, F1 seralént
spécifiqgues de la TnT phosphorylée, bien qu’il y ait des différenadinité, alors que les
clones H7 et F11 seraient spécifiques de la TnT non phosphoryléeohes €13 et H11 ne
semblent pas spécifiques.

Le dosage ELISA est actuellement en cours de développement (Figure 71).

Anticorps monoclonal anti TnT phosphorylée
< conjugué a la péroxydase

»* *
»
) * /:{ * * <—— TnT phosphorylée
TnT non phosphorylée—> i : l

Anticorps monoclonal anti TnT
phosphorylée

Plague 96 puits
Figure 71 : Principe du dosage ELISA de la TnT phgshorylée dans le plasma humain.
Le dosage sera sous forme sandwich avec un anticorps de capt@ealtige la TnT
phosphorylée et I'anticorps de révélation couplé a la péroxydase siggédiquement contre

la TnT phosphorylée.
IV)  Perspectives

Nous avons mis en évidence une diminution de la TnT phosphorylée dans la géssm
patients des études REVE-1 et -2, présentant un RVG post-IDM médéngortant. Nous
n‘avons pas mis en évidence de modulation de la TnT phosphorylée dansma dies
patients des études PTHF. Cependant, il s’agit d’'une petite cohbgterésultats concernant
I'lC nécessitent d’étre validés.

Pour cela, nous développons actuellement un dosage ELISA plasmatiquéie la
phosphorylée. Nous pourrons ainsi confirmer les résultats obtenus parrwbkit en
quantifiant la TnT phosphorylée dans les populations précédentes. Rarsailhous
affinerons les résultats concernant I'IC par I'étude des patidatda cohorte INCA
(Insuffisance Cardiaque). Il s’agit d’'une cohorte de patient I@Glegaavec une fraction
d’éjection du VG inférieure a 45%, débutée dans le service de caidiaded.ille depuis
1998. Les modulations de la TnT phosphorylée seront analysées dans deux guapulati
différentes issues de cette cohorte [Mizon-Geedral. 2004] ; [de Grootet al.2004].

La premiéere population, appelée INCA-phénotype, sera constituée de 30g€tb0
patients présentant une IC suite a un IDM et 150 patients présenéal@ non ischémique).

Cette population nous permettra d’effectuer une étude d’associatior EntrTnT
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phosphorylée et la gravité de I'lC évaluée grace aux marqueurs prgolessconnus de I'lC
tels que le BNP ou la fraction d’éjection du VG dans chacun des sous-groupes.

La seconde population, appelée INCA-mortalité, sera une étude aais-tBymparant
100 patients décédés ou greffés en urgence dans les trois ans lewivamtlusion a 100
patients vivants, appariés sur I'age, le sexe et I'étiologie de I'IC.

Finalement, nous analyserons les patients de I'étude HFPE&rt( Failure with
Preserved Ejection Fractign Cette étude concerne cinquante patients présentant une IC
diastolique avec fraction d’éjection préservée, hospitalisés daépdetement de cardiologie
de 'hépital de Rouen et vingt témoins.

Ces études devraient nous permettre :

- de tester si la diminution de la TnT phosphorylée est un marqueunetpent de
prédire le RVG.

- de déterminer le seuil de la TnT phosphorylée a utiliser pour le diagnostic de I'lC

- de comparer le niveau de la TnT phosphorylée en fonction de la sévérité de I'lIC

- de comparer la valeur pronostic (mortalité ou transplantation e)géetla TnT

phosphorylée a celle des marqueurs pronostiques usuellement utilisés.
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) Le modele expérimental d’insuffisance cardiaque

Dans le but de mettre en évidence de nouveaux biomarqueurs du RVG posteliv
avons utilisé, en collaboration avec l'unité U644 de Rouen, un modele expilirddéC
chez lequel I'IDM est induit par ligature de 'ACG. Il s’agiti modele expérimental le plus
couramment utilisé. Cette procédure est associée a une maqrtattdpératoire inférieure a
10% [Mulderet al. 1997]. Ce modele est remarquable puisque tous les animaux ayant subi la
ligature de 'ACG vont développer un RVG et une IC comparable & oblservée chez
I’'homme [Mulderet al. 1997]. Ce modéle nous a permis de mettre en évidence la diminution
de la TnT phosphorylée comme biomarqueur potentiel du RVG, puisque cetficatiodi
est retrouvée a la fois dans le VG et dans le plasma dd€ naigis également dans le plasma
de patients présentant un RVG modéré et important [Duitoisl. 2010]. Ces résultats
valident l'utilisation de ce modele expérimental dans le but de trodee nouveaux
biomarqueurs plasmatiques du RVG, puisque nous avons retrouvé chez I'honmésullats
similaires a ceux obtenus chez le rat.

L'intérét de l'utilisation d’'un modele expérimental pour I'étude du@RXéside dans
I'obtention d’échantillons sériés de tissus et de plasma. En effets avons a notre
disposition non seulement les échantillons de VG et de plasma préapésaprélevé a deux
mois post-ligature, mais également des échantillons de VG @asima prélevé a sept jours
post-ligature, correspondant a la phase précoce du RVG. Cette phasengguée de
I'expansion de la zone infarcie causée par la nécrose des candigasy principalement dans
la région apicale du VG, et conduit aux modifications géométriqussrietturales du VG
[Gaertneret al.2004].

Lors de l'analyse du protéome du VG, les résultats obtenus pad’gkdstrophorese
2D ont été validé par western blot sur les échantillons a septgbdeix mois post-ligature
[Cieniewski-Bernarcet al. 2008]. De maniere intéressante, parmi les dix-sept protéines dont
les modulations d’expression ont été validées a deux mois postdigaiag protéines
présentaient des modulations inversées a sept jours post-ligaau@APDH, la protéine
disulfide isomérase ,1I'ubiquitine C-terminale hydrolasda superoxide dismutase, 2a
péroxirédoxine 2

Il pourrait donc étre intéressant d’analyser les modulations debdkance
phosphorylation O-GIcNAcylation des protéines contractiles dans le VG des aniraaept
jours post-ligature afin de déterminer si les mécanismes pierten de contractilité mis en jeu

sont identiques lors de la phase précoce et tardive du RVG.
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Nous disposons également des prélévements des autres compartiendigques
(ventricule droit et oreillettes droite et gauche) ainsi quepdasions pour tous les animaux
inclus dans l'analyse du protéome. Les parametres histomorphométrigusss animaux
montre une augmentation significative de la masse du VD a deux posisligature,
suggérant une atteinte de ce compartiment lors du RVG [CieniBeshkardet al. 2008].
L’augmentation de la masse ventriculaire est principalementali@ne augmentation de la
synthése protéique et de la taille des cellules, notammentquérday sarcomeres, suggérant
l'intérét de I'étude des protéines contractiles dans le VD [Babet al. 2009]. Il pourrait
alors étre intéressant d’'analyser les modulations de la balaimagphorylation /O-
GIcNAcylation des protéines contractiles dans ces différentpadimments, notamment dans
le VD, ce qui nous permettrait de mettre en évidence des meéeanencompensations
impliquées dans cette pathologie.

Enfin, il nous semble également important d’étudier des modulationsutaasitre
modele expérimental. En effet, si le RVG post-IDM représenta 0% des cas d'IC, il ne
faut oublier I'importance de I'HTA qui représente 20 a 30% des d&s[Hess 2003]. Pour
cela, nous envisageons, en collaboration avec l'unité INSERM U644, lopgegsaient d’'un
modeéle expérimental par constriction de I'aorte abdominale. Ce mpeleteet d’étudier I'IC
avec une fonction systolique préservée. En effet, ce modele esttédas par une
augmentation rapide de la pression artérielle, induisant une hypertchpki€ [Derumeaux
et al. 2002]. De plus, durant les deux premiers mois, cette hypertrophienegesée et les
parameétres de contractilité cardiaque ne sont donc pas modifiéda poition systolique
s'altére progressivement [Derumeagtal. 2002]. Il pourrait donc étre intéressant d’étudier la
corrélation entre la balance phosphorylatidd-GIcNAcylation des protéines contractiles et
la fonction systolique. Ce modéle pourra nous permettre de déterimiaetiminution de la
TnT phosphorylée en sérfifé observée lors du RVG post-IDM est spécifique des conditions

ischémiques.
1)) Analyse du protéome et du phosphoprotéome du VG

Nous avons effectué I'analyse du protéome puis du phosphoprotéome du VG lors du
RVG post-IDM. De maniére intéressante, parmi les vingt-sepéipest identifiées lors de
'analyse du protéome, neuf présentent également des modulations deiViean de
phosphorylation (Table XXIV).
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RVG.
Nom Modulation d'expression  Modulation de phosphoryldion
oB-crystalline X 6 14,7
Péroxirédoxine-6 x1,5 Induite
Glutathion péroxydase 1 Induite /4,6
Acyl coenzyme A thioestérase 2 /1,6 Induite
Sous-unitéae de l'isocitrate déshydrogénase /15 Induite
Chaine D de I'ATP synthase X 3,3 /1,6
Sous-unitée de I'ATP synthase x 4,7 Induite
Sous-unitép de I'ATP synthase X2 x 4,9
Inhibiteur de sérine protéase A3K X 2,2 x 5,9

Il serait intéressant d’analyser les voies de signalisabomwnes a ces protéines afin
de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués dAN& I@ost-
IDM. Pour cela, de nombreux logiciels permettent de mettre enrn@ades interactions
protéines-protéines ainsi que les voies métaboliques dans lesquesdlesratéines sont
impliquées. L'exemple de la voie de signalisation de I'endothéline est préseriigrie 72.
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Figure 72 : Représentation schématique de la voieed’endothéline lors du RVG.
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Nous envisageons d’analyser les interactions possibles entreotémes identifiées
lors de I'analyse du protéome et du phosphoprotéome afin de mettre ercéwds protéines
clés des voies métaboliqgues impliquées. Ces résultats devraienperousttre de mieux

comprendre les mécanismes impliqués dans le RVG post-IDM.
lII) Intérét de la TnT phosphorylée comme biomarqueur potentiel du R/G

Au cours de cette thése, nous avons mis en évidence une diminution de la TnT
phosphorylée dans le VG et dans le plasma des rats IC matsnégaldans le plasma de
patients présentant un RVG modéré et important de I'étude REVIEHD[Eet al.2010]. Ces
premiers résultats suggerent que cette diminution pourrait constittdomarqueur potentiel
du RVG post-IDM. Afin de confirmer cette hypothése, nous devons a ladoastériser ce
biomarqueur d’'un point de vue physiopathologique pour mieux comprendre les mésanism
physiopathologiques mis en jeu mais également valider ce biomarqueut'ytidisation

clinique.

1 Caractérisation de la TnT phosphorylée comnutgmtiel biomarqueur du RVG
1.1 Balance phosphorylation / O-GlcNAcylationl@&nT

Dans cette étude, nous avons mis en évidence une augmentation sigmifieda TnT
O-GIcNAcylée dans le VG et dans le plasma des rats IC ai? post-ligature comparé aux
témoins. Associés a la diminution de la TnT phosphorylée observée ganértees animaux,
ces résultats confirment I'importance de la balance phosphoryla@e@I¢NAcylation lors
du RVG post-IDM.

Au vu des premiers résultats obtenus concernant la diminution de Iphbsphorylée
dans le plasma de patients de I'étude REVE-1, il pourrait étéeegdant d’analyser les
modifications de la TnD-GIcNAcylée dans le plasma de ces patients. Cependant, ilte’exis
pas actuellement de méthodes permettant de quantifier facil@indet maniere fiable une
protéineO-GIcNAcylée. Nous espérons donc pouvoir continuer ce projet par laaseitele
développement de nouveaux outils.

Enfin, il faut préciser que cette modification est impliguée dansaebreuses
pathologies cardiovasculaires, notamment dans le diabéte de typeog ¢Fall. 2007]. En
effet, le précurseur de @-GIcNAcylation est un produit de la biosynthése du glucose, ce qui
pourrait compliquer I'analyse des résultats nécessitant une cosguacde patients appariés

sur leur niveau de glycémie et la présence ou non d’un diabete.
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1.2 Effets d’inhibiteurs de la PkGur la contractilité cardiaque

Au cours de ce travail, nous avons montré une corrélation entre la danirde
I'expression de la PK€et la diminution de la TnT phosphorylée dans le VG des rats. De
plus, nous avons mis en évidence que cette diminution était corréléedamimeation de la
contractilité cardiaque par des expériences de cceur isolé perfusé (Figure 73).

A: RVG post-IDM \,PKcs /\
SeRBO.p /\ /\ O-GlNAc Ser, Thr

PP2A OGIcNAcasi‘

B: Inhibition sélective de l'isoforme ¢ de la PKC

oGT
SeP®O-P /\ O-GlNAc Ser, Thr

N S~

PP2A O-GIcNAcase

C: Inhibition de la O-GIcNAcase

OGT
SeP®O.p /_\ /\ O-GIcNAc Ser, Thr

Figure 73 : Représentation schématique recapltulanﬂes résultats obtenus par l'inhibition
sélective de l'isoformee de la PKC et de [aO-GlcNAcase.

Afin de poursuivre cette analyse, il nous semble important d’étuelffat Id’activateurs
de la PKG sur les paramétres de la contractilité cardiaque ainsi qua ghosphorylation de
la TnT et sur les modifications post-traductionnelles des autre®iqes contractiles
impliquées, notamment chez les animaux IC. En effet, de nombreuses ént montré un
effet bénéfique de cet activateur, appeiRACK. Ce peptide induit une cardioprotection
dans des modeéles de cardiomyocytes en culture ou de coeur perfuséorsmqlal est

administré avant I'ischémie [Inagadi al. 2005].
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Nous pourrons envisager d’administrer I'activatggRACK a des animaux témoins et
IC afin d’analyser les parametres de la contractilité agud et d’établir une corrélation avec
le niveau de phosphorylation et d2GIcNAcylation de la TnT et des autres protéines
contractiles impliquées dans le RVG post-IDM. Actuellement, cptigee n'est pas
commercialisé et nous n’avons pas réussi a I'obtenir dans le cadre d’'une collaboration.

1.3 Rodle de la phosphorylation de la TnT sur ioésractions avec les autres
protéines contractiles

Afin de finaliser l'étude des mécanismes physiopathologiques du RVG, nous
envisageons d’étudier les interactions entre la TnT phosphorylé&s etutres protéines du
myofilament par des techniques telles que la coimmunoprécipitation eolrRET
(Fluorescence Resonance Energy Trarsf€es techniques nous permettront de savoir si la
diminution de la TnT phosphorylée agit sur ses interactions avec etaptotéines du
myofilament. En effet, la TnT interagit directement a la &oisc les Tnl et C mais également
avec la-tropomyosine et i-actine [Sumandeat al. 2009]. Par ailleurs, nous avons montre
une diminution de la phosphorylation de-ttopomyosine dans le VG des rats IC, pouvant

également modifier cette interaction. Ces expériences devnaderst aider a comprendre

I'altération de contractilité observée lors du RVG post-IDM.

2 Validation clinique de la TnT phosphorylée commearqueur potentiel du RVG

Afin de valider les premiers résultats concernant la diminutiola deT phosphorylée
dans le plasma des patients présentant un RVG intermédiaire aémooés développons
actuellement des anticorps monoclonaux dirigés spécifiqguement canirel |phosphorylée
afin d’établir un dosage ELISA plasmatique de cette protéine.

Par ailleurs, nous affinerons les résultats concernant I'lC'¢tadé des patients de la
cohorte INCA (Insuffisance Cardiaque) [Mizon-Geratdal. 2004] ; [de Grootest al. 2004]
et de I'étude HFPERHeart Failure with Preserved Ejection Fractipn

Finalement, nous comparerons la valeur pronostique de la TnT phosphonyllée a ce
des marqueurs pronostiques usuellement utilisés. En effet, nous envisdggtabkr une
corrélation entre les biomarqueurs classiques de I'lC telleslegi@NP, la CRP ou les
troponines et le niveau de phosphorylation de la TnT. Pour cela, nous envisdgesns
premier temps de doser le BNP, la TnT et | et la CRP dgriadena préopératoire et prélevé
a 7 jours et a 2 mois post-IDM. Pour cela, nous avons a notre dispositlohdendosage
Milliplex® (Millipore) qui va nous permettre de réaliser ces quatosages en une prise
d’essai selon le principe d’'un dosage ELISA. De maniére intéresssous comparerons ces
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résultats avec les données de BNP, TnT ou | et CRP obtenus ddiietestes populations
de patients étudiés, notamment les études REVE-2 [Fetrtad. 2010b] et INCA [Mizon-
Gerardet al. 2004], [de Grootest al. 2004]. Nous pourrons ainsi établir une corrélation entre

la valeur de la TnT phosphorylée et la gravité de I'lC.
IV)  Conclusion générale

La découverte de ce nouveau marqueur associé au RVG et a I'lOrnma f
phosphorylée de la TnT pourrait induirdes progres diagnostiquesen permettant de faire
le diagnostic d’évolution vers le RVG avec un bon rapport sensibiliéfigité ; des
progres dans I'évaluation pronostiquejl peut s’avérer un marqueur prédictif d’évolution
défavorable a court et/ou moyen terme éventuellement utilisablatquer quotidiennedes
progres physiopathologiquespar la mise en évidence d’'un systeme activé dans le RVG et
non connu comme tel jusqu’a présent ¢'éventuels progres thérapeutiquesen mettant en
évidence des systemes a moduler, telles g@@cNAcylation, ou au contraire a stimuler,

telles que la PKE pour prévenir I'évolution vers I'lC.
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Résumeé

Le remodelage ventriculaire gauche (RVG) est ucgssus complexe qui intervient aprés un infarctus
du myocarde (IDM) chez 30% des patients en dégitnaleilleurs traitements connus actuellement. Ledbut
ma these consistait a identifier les déterminantdéaulaires du RVG afin de mieux en comprendre les
mécanismes physiopathologiques. Nous avons étaediénbdifications post-traductionnelles des progine

contractiles du VG, en particulier, la phosphoriglatet laO-N-acétylglucosaminylationd-GIcNAcylation).

Nous avons travaillé en collaboration avec 'unidSERM U644 de Rouen sur un modéle
expérimental d'insuffisance cardiaque (IC) cheztdd’IDM est induit par ligature de l'artére cormine
gauche, les rats témoins subissant l'interventi@isnsans ligature. Dans un premier temps, noussavon
réalisé une étude globale du phosphoprotéome dueNGhase tardive du RVG. Nous avons mis en
évidences trente protéines présentant des modudadi® leur niveau de phosphorylation. Nous avossitn
choisi d'étudier les protéines contractiles : laponine T (TnT), l'alpha-tropomyosine &-Tm 1), la
desmine, liB-crystalline et les chaines Iégeres de myosine 2 @ILC). Pour chacune de ces protéines,

nous avons validé les résultats obtenus en éldairepe bidimensionnelle.

Afin de compléter l'analyse des modifications ptwatiuctionnelles, nous avons étudié les
modifications deO-GlIcNAcylation de ces protéines. Nous avons airsieové une diminution de I@-
GIcNAcylation de la-Tm 1, de la desmine etoB crystalline ainsi qu’'une augmentation de Qa
GIcNAcylation de la MLC-3 et de la TnT. Par aillsunous avons corrélé les modulations des niveaux d

phosphorylation et d®-GlcNAcylation avec 'activité des enzymes implig@sé&lans ces modulations.

Par la suite, nous nous sommes particulieremeéiteégsés a une des protéines contractiles idestifiée
la TnT. L'objectif était de déterminer si la forrpbosphorylée de la TnT pourrait étre un biomarquiur
RVG post-IDM. Pour cela, nous devons a la fois cig@réser ce biomarqueur dans notre modéle expétahen

d’IC mais également valider ce biomarqueur ddif€rentes populations de patients.

Dans le but de caractériser les mécanismes imglidaés la phosphorylation de la TnT en séffne
nous avons développé au laboratoire des anticoopglpnaux et monoclonaux dirigés spécifiqguement
contre la TnT phosphorylée en séfffiet la TnT non phosphorylée pour pourvoir la quéetifisement.
Nous avons mis au point les dosages des différemiegmes impliquées dans les modifications post-
traductionnelles de la TnT. Nous avons étudié d¢etf'inhibiteurs ou d’'activateurs de ces enzymaslau

contractlité cardiaque dans un modéle de cceur geitolé.

Parallélement, un dosage ELISA pour quantifier tef phosphorylée en sérfffédans le plasma de
patients est actuellement en cours de développeafanide nous permettre de valider la pertinence de

I'utilisation de ce biomarqueur en clinique.



