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RESUME

Le cytosquelette se compose de microfilaments (polyméres d’actine), de microtubules
(polymeres de tubuline) et de filaments intermédiaires (polymeéres de desmine, de lamines ...).
Le sepsis, défini par une infection associée a une réaction inflammatoire systémique est
responsable d’une dysfonction myocardique de mauvais pronostic. Cette cardiomyopathie
apparait dans les premicres heures du sepsis et guérit en moins de deux semaines chez les
survivants. Méme si certaines études démontrent I’implication d’éléments du cytosquelette dans
la cardiomyopathie septique, les roles des microfilaments et des microtubules ne sont pas

clairement établis.

Macrophage migration inhibitory factor (MIF) est une cytokine pro-inflammatoire sécrétée en
exces dans le sepsis qui serait responsable d’un ralentissement de la récupération myocardique.
Dans un premier temps, notre travail a consisté a caractériser I’implication des microtubules dans
la dysfonction musculaire cardiaque induite par MIF. Dans un mode¢le de trabécules auriculaires
droites humaines nous avons démontré que MIF induit une hyperpolymérisation des
microtubules responsable d’une hyperviscosité intracellulaire, d’une dysfonction mitochondriale
et d’'une dysfonction contractile. Nos résultats suggeérent qu’une hyperpolymérisation des
microtubules induite par MIF pourrait étre responsable d’un ralentissement de la récupération

myocardique a la phase tardive de la myocardiopathie septique.

Dans un second temps, nous avons évalué 1’implication des microfilaments dans un modé¢le
murin de dysfonction myocardique inflammatoire induite par 1’injection d’une endotoxine
bactérienne, le lipopolysaccharide. Nos résultats suggerent qu’a la phase précoce de la
cardiomyopathie inflammatoire il existe une hyperpolymérisation des microfilaments

responsable de dysfonctions contractile et mitochondriale.

Les connaissances fondamentales acquises au cours de ce travail de thése suggérent une
implication directe des microtubules et des microfilaments dans la physiopathologie des

cardiomyopathies inflammatoires.



ABSTRACT

The cytoskeleton is composed of intracellular microfilaments (actin polymers), microtubules
(tubulin polymers) and intermediate filaments (desmin, lamin ... polymers). Sepsis, the
association of infection and systemic inflammatory response, induces myocardial dysfunction.
Septic cardiomyopathy appears in the early phase of sepsis and is associated with fatal outcome.
Complete recovery of myocardial function occurs within two weeks following the onset of
myocardial dysfunction in surviving patients. Although several studies demonstrated a role of
cytoskeleton in septic cardiomyopathy, the implication of microfilaments and microtubules is not

clear.

Macrophage migration inhibitory factor (MIF) is a pro-inflammatory cytokine secreted during
sepsis that is suggested to postpone myocardium recovery. The first aim of the study was to
characterize microtubule implications in MIF-induced cardiac muscle dysfunction. In a model of
human right atrial trabecule we demontrated that MIF induces microtubule stabilizations which
is responsible for high intracellular viscosity, contractile and mitochondria dysfunctions. Our
results suggest that MIF-induced microtubule stabilizations might be responsible for a delay of

myocardial recovery during septic cardiomyopathy.

The second aim of the study was to characterize microfilament implications in a murine
inflammatory cardiomyopathy induced by lipopolysaccharid (LPS) injection. Our results suggest
that microfilament stabilizations might be responsible for LPS-induced contractile and

mitochondria dysfunction in the early phase of inflammatory cardiomyopathy.

Thus, these new fundamental mechanisms suggest direct implication of microtubules and

microfilaments in the development and evolution of inflammatory cardiomyopathies.
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Le cceur se compose de quatre cavités contractiles lui permettant d’éjecter le sang provenant des
veines dans les artéres. L’organisation anatomique du coeur permet aux cavités droites et gauches
de fonctionner de maniére synchrone et d’assurer le débit de sang nécessaire a la survie des étres
humains. Le fonctionnement du myocarde ventriculaire détermine en grande partie le volume de
sang ¢jecté a chaque battement : le volume d’¢jection systolique. Bien qu’environ 70% des
cellules myocardiques soient non musculaires, les cardiomyocytes représentent la grande
majorité de la masse du myocarde. Les cardiomyocytes sont connectés entre eux et forment un
syncytium ¢€lectromécanique. Leur membrane cytoplasmique, le sarcolemme, est solidement
ancrée aux cardiomyocytes adjacents et a la matrice extracellulaire. Les connexions du
sarcolemme longitudinal aux autres cardiomyocytes forment les disques intercalaires. Le
sarcolemme latéral est fixé a la matrice extracellulaire. La cohésion de I’ensemble des
cardiomyocytes au sein du syncytium assure la transmission intercellulaire des forces
mécaniques dans le myocarde. Cette mécanotransmission intercellulaire homogénéise la

contraction et la relaxation du myocarde (1) (Figure 1).

cardiomyocyte noyau Sarcolemme latéral

T Il | mi b

HH

- Mw

H\HWHHHH\WH\I'
T

Sarcolemme longitudinal Matrice extracellulaire
(disque intercalaire)

Figure 1. Représentation schématique des connexions des cardiomyocytes dans le myocarde.
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Chaque cardiomyocyte se compose de plusieurs domaines structurels et fonctionnels dont les
principaux sont : I’appareil contractile, le réticulum sarcoplasmique, les mitochondries, le noyau
et le sarcolemme. La cohésion de I’ensemble des structures intracellulaires est assurée par le
cytosquelette. Le cytosquelette est constitué de polymeres protéiques groupés en faisceaux ou en
réseaux qui créent I’armature de la cellule et lui donnent sa forme, sa plasticité et sa mobilité. Le
cytosquelette se compose de trois polymeres : les microfilaments, les microtubules et les

filaments intermédiaires (Figure 2) (Tableau 1).

Figure 2. Ultrastructure des trois polyméres du cytosquelette : A/ les microfilaments, B/ les

microtubules et C/ les filaments intermédiaires. D’aprés Herrmann et al. (2).
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Tableau 1. Principales caractéristiques des polymeres du cytosquelette.

Polyméres Monoméres Diametre Fixation Stabilité Moteurs
nucléotidique moléculaires

Microfilaments Actine 7-9 nm ATP Instables Myosines

Microtubules Tubuline 24-28 nm GTP Instables  Kinésines et
: dynéines
Filaments Kératines, 10-15 nm - Stables -
intermédiaires desmine,
m vimentine,
5 lamines ...

Isolément, les 3 principaux constituants du cytosquelette ne peuvent jouer aucun role dans la
physiologie cellulaire. L’implication du cytosquelette dans les mécanismes de vie cellulaire
dépend des protéines de liaisons des polymeres. Les protéines de liaison permettent de réguler le
niveau de polymérisation des polymeres, de réguler leurs fixations aux autres constituants
cellulaires et de générer des mouvements. Les protéines de liaison capables de générer des
mouvements sont appelées moteurs moléculaires. Les microfilaments, les microtubles, les
filaments intermédiaires et les protéines de liaison composent 1’ensemble du cytosquelette.

Le cytosquelette est impliqué dans de nombreuses étapes de la vie cellulaire comme la mitose,
la méiose, la différenciation et I’apoptose. L’architecture des microdomaines fonctionnels, les
voies de signalisation, la syntheése protéique, 1’homéostasie et les mouvements cellulaires
dépendent également du cytosquelette. Certains éléments du cytosquelette sont situés dans le
cytosol et certains dans le noyau. Certains éléments forment des structures cellulaires
spécialisées comme les pseudopodes, les cils ou les flagelles et participent a la différenciation

cellulaire (3).

L’appareil contractile d’un cardiomyocyte occupe 50% du volume intracellulaire et se compose
de structures longitudinales agencées en parallele, les myofibrilles. Les myofibrilles sont des
structures spécialisées du cytosquelette cytoplasmique qui générent les contractions répétées des

cardiomyocytes. Les myofibrilles sont constituées de filaments spécialisés d’actine et de

16



myosine associés a d’autres protéines de liaison. Les myofibrilles sont organisées en fagots ou en

faisceaux dans les cardiomyocytes (Figure 3).

Le cytosquelette cytosolique extramyofibrillaire et le cytosquelette nucléaire assurent la
mécano-transmission intracellulaire, la transformation des contraintes mécaniques en signaux
chimiques (mécanotransduction) et le maintien de ’architecture cellulaire malgré les contraintes
physiques extrémes induites par les contractions (mécano-protection). Le cytosquelette
cytosolique des cardiomyocytes est constitu¢ de microfilaments, de microtubules, de filaments
intermédiaires et de trés nombreuses protéines de liaison. Les filaments intermédiaires de lamine

et leurs protéines associées forment le cytosquelette nucléaire (1) (Figure 3).

Myofibrilles Cytosquelette cytoplasmigque
(filaments specialisés d'actine et de myosine, autres protéines de liaison) [microfilaments, microtubules, filaments intermediaires, protéines de liaison)

Cytosquelette nucléaire

ffilarnents interrmédiaires, protéines de liaison)

Figure 3. Représentation schématique du cytosquelette des cardiomyocytes. D’apreés Capetanaki
et al. (4).
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Les costameres sont des structures spécialisées du cytosquelette cytosolique des
cardiomyocytes qui prennent ’apparence d’un grill costal en microscopie photonique et qui
fixent les myofibrilles au sarcolemme latéral (Figure 4). Inversement, les extrémités
longitudinales des myofibrilles se fixent directement aux disques intercalaires sur le sarcolemme

longitudinal des cardiomyocytes (Figure 5).

A -
_ Sarcolemme latéral
Costamére
L
3y e
= Myofibrille
B

Figure 4. Costameéres de cardiomyocytes ventriculaires de rats. A/ Amarrage d’une myofibrille
au sarcolemme latéral par un costameére en microscopie électronique. B/ Myofibrilles (Rouge) et
costameres (vert) sur une coupe de 1um d’épaisseur réalisée au centre d’un cardiomyocyte en

microscopie confocale. D’apres Samarel et al. (5).

Myofibrilles Disques intercalaires

Figure 5. Fixation des myofibrilles aux disques intercalaires dans des cardiomyocytes

ventriculaires murins en microscopie €lectronique. D’apres Bennett et al. (6).

18



Des anomalies primitives du cytosquelette conduisent a de nombreuses maladies chez ’homme
et chez I’animal. La plupart des cardiomyopathies primitives humaines sont dues a des mutations
des geénes du cytosquelette. De plus, la physiopathologie des cardiopathies et des
cardiomyopathies secondaires implique de nombreuses altérations des filaments d’actine, des
microtubules et des filaments intermédiaires.

La cardiomyopathie septique se caractérise par une inflammation aigue du myocarde et par une
destruction des myofibrilles. L’ implication des microfilaments, des microtubules et des filaments
intermédiaires dans la myocardiopathie septique est encore mal connue. Au cours de ce travail
nous avons ¢étudié I’'implication des microfilaments et des microtubules dans des modeles de

dysfonction inflammatoire aigue du myocarde.

L. STRUCTURE ET ORGANISATION DU CYTOSQUELETTE
DANS LES CARDIOMYOCYTES.

I.1. STRUCTURE ET ORGANISATION DES MICROFILAMENTS DANS
LES CARDIOMYOCYTES.

I.1.a. Structure et organisation générale des microfilaments.

L’actine est une petite protéine globulaire (43 kDa) de 10 nm de long et de 5 nm de large
hautement conservée parmi les espéces animales tout au long de 1’évolution. L’actine est
présente dans toutes les cellules eucaryotes (7) ; c’est la protéine la plus abondante du corps
humain.

L’actine monomérique, globulaire (actine G), est stockée dans les différents compartiments
cellulaires et permet la formation de polymeres filamenteux polarisés en double hélice alpha de 8
nm (7-9 nm) de diameétre. Les microfilaments sont trés dynamiques et peuvent se polymériser ou
se dépolymériser en quelques minutes. L’actine est capable de fixer et d’hydrolyser I’ATP. La
liaison de Dl’actine a I’ATP stabilise la forme filamentaire alors que la liaison a ’ADP Ia

déstabilise (8).
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La premiere étape de la synthése d’un microfilament est la nucléation. Il s’agit de 1’association
de 3 monomeéres d’actine qui crée un point de départ indispensable au démarrage de la
polymérisation et a 1’élongation des microfilaments. L’actine filamenteuse (actine F) se
polymérise essentiellement par 1’extrémité barbue chargée positivement. L’extrémité barbue
incorpore préférentiellement des monomeres d’actine fixant une molécule d’ATP. Au fur et a
mesure que le filament s’allonge, les molécules d’actine hydrolysent I’ATP et libérent un ion
phosphate. Les molécules d’actine fixant de I’ADP se détachent du microfilament par I’extrémité
pointue (9). Les monomeres d’actine libre échangent I’ADP contre une molécule d’ATP, ce qui
permet leur nouvelle incorporation dans un filament. Ce phénoméne de polymérisation-
dépolymérisation orienté¢ par I’hydrolyse de I’ATP est appelé « tapis roulant de 1’actine » (10)
(Figure 6). Une fois I’actine polymérisée, 1’actine F crée un réseau intracellulaire en fixant les
structures adjacentes. Des branches collatérales d’actine F se connectent entre elles : c’est la
réticulation. Les microfilaments se fixent également a des protéines de liaison et ancrent ainsi le
réseau d’actine F au reste du cytosquelette, aux membranes des organites et a la membrane

plasmique.

ATP

ADP

® Actine-ATP
Actine-Pi-ADP
9 Actine-ADP

Figure 6. Représentation schématique de I’assemblage et du désassemblage des microfilaments.
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Six génes différents permettent la synthése de six isoméres d’actine chez les mammiferes. Les
six isoformes d’actine sont groupées en trois classes alpha, beta et gamma selon leurs propriétés
migratoires sur gel d’électrophorése (11). Les isoformes alpha-squelettique, alpha-cardiaque,
alpha-musculaire lisse et gamma-musculaire lisse sont exprimées majoritairement dans les
cellules musculaires squelettiques, cardiaques et lisses. Les isoformes cytoplasmique béta et
gamma sont ubiquitaires (Tableau 2). Les différents isomeres d’actine ont des structures
protéiques treés proches avec plus de 90% d’homologie (12,13). Malgré une grande homologie
des structures protéiques les isomeres ne sont pas interchangeables. Les actines musculaires ne
peuvent remplacer les isoformes cytoplasmiques et de la méme maniére les actines

cytoplasmiques ne peuvent assurer pleinement les fonctions des isomeres musculaires (7).

Tableau 2. Isoformes de 1’actine.

Isoforme Localisation

Béta Ubiquitaire (cytoplasme)

Gamma-cytoplasmique Ubiquitaire (cytoplasme)
Gamma-musculaire lisse Cellules musculaires lisses (appareil contractile)

Alpha-cardiaque Cardiomyocytes (myofibrilles)
Alpha-musculaire lisse Cellules musculaires lisses (appareil contractile)
Alpha-squelettique Cellules musculaires squelettiques, cardiomyocytes
(myofibrilles)

L’implication de ’actine dans la physiologie cellulaire nécessite I’intervention de protéines de
liaison de I’actine. Certaines protéines de liaison régulent I’état de polymérisation de I’actine
alors que d’autres sont responsables des connexions intracellulaires. Les myosines sont des
protéines de liaison particulieres qui générent des mouvements, ce sont des moteurs moléculaires.
Les myosines transforment 1’énergie chimique de I’ATP en énergie cinétique. Plus de 70
familles de protéines de liaison de 1’actine et 17 classes de myosines sont connues et permettent
une régulation fine et adaptée du réseau d’actine et des déplacements de la myosine le long de ce
réseau (14). Les différentes isoformes d’actine, de protéines de liaison et de myosine contribuent

a la diversité et a la spécialisation des fonctions des microfilaments. Les filaments d’actine, les
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protéines de liaisons et les myosines sont essentiels a un grand nombre de fonctions cellulaires
comme la mitose, la migration, la formation des jonctions intercellulaires, la régulation
transcriptionnelle, le transport des organites, le transport des vésicules intracellulaires et la

régulation de la forme des cellules.

In vitro, la nucléation est I’étape limitante de la formation de microfilaments d’actine. Le
complexe des protéines de liaison de 1’actine 2 et 3 (Arp2/3 ; Actin related protéins 2/3) permet
la nucléation de I’actine G. Cette nucléation permet la polymérisation rapide des filaments par
I’extrémité barbue positive. De plus 1’ Arp2/3 coiffe I’extrémité pointue de 1’actine et inhibe le
désassemblage des microfilaments par I’extrémité pointue négative (8,15). Lorsque la nucléation
de I’actine est suffisante, la polymérisation dépend de la disponibilité de I’actine libre. L’actine-
G doit étre liée a ’ATP pour étre incorporée dans les microfilaments. Des protéines comme la
profiline permettent 1’échange d’une molécule d’ADP contre une molécule d’ATP. L’actine-G
lice a PATP et fixée a la profiline est immédiatement disponible pour étre incorporée aux
processus de nucléation et de polymérisation en cours (8).

Certaines protéines de liaison se fixent aux extrémités des microfilaments et bloquent a la fois
leur polymérisation et leur dépolymérisation. La protéine Cap Z stabilise 1’extrémité barbue des
filaments, alors que la tropomoduline stabilise I’extrémité pointue. Des protéines stabilisatrices
se fixent le long de ’actine-F et protégent les filaments de la dépolymérisation. Les principales
protéines stabilisatrices du corps des microfilaments sont la tropomyosine, la nébulette et la
nébuline (8).

Certaines molécules comme les protéines de choc thermique réparent les molécules d’actine

dénaturées et favorisent leur recyclage lorsque la réparation est impossible (16).

Les microfilaments s’organisent de manicére parallele en faisceaux ou de manicre
perpendiculaire en réseau sous l’influence de nombreuses protéines de régulation (17). La
fimbrine et I’alpha-actinine favorisent un agencement paralléle en faisceaux. L’Arp2/3, la
filamine et la spectrine favorisent un agencement perpendiculaire en réseau. L’ancrage des
microfilaments aux membranes et aux autres ¢léments du cytosquelette dépend principalement
de la dystrophine, de la taline, de la vinculine et de la plectine. La dystrophine connecte I’actine
F au sarcolemme latéral. La taline et la vinculine fixent les microfilaments a la membrane
latérale et aux disques intercalaires. La plectine, attache les microfilaments a la fois aux
microtubules et aux filaments intermédiaires. L’émerine et le complexe SUN-nesprine amarrent

les microfilaments a la membrane nucléaire externe (1).
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Certaines protéines comme la cofiline (18) et la gelsoline (19) coiffent I’extrémité barbue de
I’actine. Elles stoppent 1’addition de nouveaux monomeres, clivent et dépolymérisent les
microfilaments. La cofiline et la gelsoline provoquent la dépolymérisation des microfilaments
qui ne sont pas protégés par des protéines stabilisatrices. Ces protéines permettent la destruction

des filaments dénaturés et favorisent ainsi le renouvellement du réseau (Tableau 3).

Des agents pharmacologiques comme la cytochalasine-D (16), la latrunculine-A (20), la
swinholidine A (21), la toxine C2 du Clostridium botulinum (22), la transférase du Clostridium
difficile et la toxine iota du Clostridium perfringens (23) dépolymérisent les microfilaments. A
I’inverse, la phalloidine (24), le jasplakinolide (25) et la toxine du Photorhabdus luminescent

(23) favorisent la polymérisation de 1’actine.

Bien que I’effet « tapis roulant » de I’actine puisse entrainer certains déplacements moléculaires,
une grande majorité des mouvements le long des microfilaments sont produits par les myosines
(14) (Tableau 3). A partir de I’énergie chimique issue de 1’hydrolyse de I’ATP, les myosines
fournissent de 1’énergie cinétique qui permet leurs déplacements le long de 1’actine F. Dans la
trés grande majorité des cas le déplacement des myosines se fait en direction de I’extrémité
barbue des microfilaments (10).

Nous connaissons environ 140 isoformes de myosine, regroupées en 17 classes (26). Le
génome humain contient 40 génes de myosine qui peuvent étre regroupés en 12 classes
différentes. Les myosines de type II (musculaires ou non) autrement dénommées myosines
conventionnelles, sont génératrices de contractions cellulaires et de tensions intracellulaires.
L’étre humain posséde 15 geénes de myosines conventionnelles dont 6 myosines musculaires
squelettiques, 2 myosines cardiaques et une myosine musculaire lisse. Les myosines non
conventionnelles sont essentiellement impliquées dans les mouvements des organites et le

transport des membranes. L.’étre humain posséde 25 génes de myosines non conventionnelles.

Des agents pharmacologiques comme le 2,3-butanedione monoxine (BDM) (27) ou le N-

benzyl-p-toluene sulphonamide (BTS) (28) inhibent les interactions actine-myosine.
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Tableau 3. Principales protéines de liaison de I’actine et leurs fonctions.

Nucléation  Stabilisation Fixation Réparation Clivage Mouvements
Recyclage  Dépolymérisation

Profiline Cap-Z a-actinine Protéines de Cofiline Myosines
Arp2/3 Tropomoduline Fimbrine choc Gelsoline
Tropomyosine  Arp2/3 thermique
Nébuline Filamine
Nébulette Spectrine
Dystrophine
Taline
Vinculine
Plectine
Emerine

SUN-nesprine

I.1.b. Organisation des microfilaments dans les cardiomyocyvtes.

L’actine représente 20% des protéines des cardiomyocytes. Seules les isoformes d’actine alpha-
cardiaque, alpha-squelettique, béta et gamma-cytoplasmiques sont exprimées de maniere

significative dans les cardiomyocytes humains adultes (7).

Les isoformes musculaires de 1’actine prédominent et représentent environ 80% de 1’actine
totale. L’actine alpha-cardiaque prédomine et représente environ 80% des isoformes musculaires
dans le myocarde humain (12). Les cceurs de souris expriment quasi exclusivement 1’actine
alpha-cardiaque en situation physiologique. Quelques rares souris comme les Balb/c ou les DBA
ont une expression plus élevée d’actine alpha-squelettique. Chez les Balb/c, 1’expression
myocardique d’actine alpha-squelettique peut représenter 25 a 54 % de I’actine musculaire totale

(29).

En microscopie, ’appareil contractile des cardiomyocytes est marqué par de nombreuses stries
transversales. Les stries transversales sont dues a 1’assemblage en série des unités contractiles
des myofibrilles : les sarcomeéres. Chaque sarcomére est constitué de filaments fins, de filaments
épais et de nombreuses protéines associées (Figures 7). Les filaments fins sont des filaments

d’actine alpha-cardiaque ou alpha-squelettique (30,31). Les filaments épais sont composés de
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myosine de type Il musculaire (32) (Figure 8). C’est le glissement des filaments fins le long des
filaments épais qui crée le mouvement essentiel a la contraction des cardiomyocytes.

L’affinité particuliere des isoformes d’actine alpha vis-a-vis des protéines de stabilisation
confére aux myofilaments fins une grande stabilit¢ dans le temps. Ils sont renouvelés tous les 10
jours (33). Les 4 principales protéines qui stabilisent les myofilaments fins dans les
cardiomyocytes sont la tropomyosine, la nébulette, la cap-Z et la tropomoduline (3). La
principale protéine de fixation des filaments fins entre eux et au reste du cytosquelette est

I’alpha-actinine.

Noyau

Myafibrille

Sarcomére

¢ Sarcomere Sarcomere

Figure 7. L’unit¢ contractile des myofibrilles : le sarcomeére. A/ Vue longitudinale de 3
cardiomyocytes auriculaires humains avec marquage de 1’actine polymérisée (rouge) et des
noyaux (bleu) en microscopie photonique. B/ Alignements de myofibrilles dans un
cardiomyocyte auriculaire humain en microscopie ¢lectronique. B/ Alignements de
myofilaments dans un sarcomére de cardiomyocyte auriculaire humain: * filaments fins

d’actine ; $ filaments épais de myosine. Résultats personnels.
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Figure 8. Myofilaments de myocarde ventriculaire humain. A/ Filaments fins d’actine alpha
(marron) et noyaux (bleu). D’aprés Suurmeijer et al. (31). B/ Filaments épais de myosine

(marron) et noyaux (bleu). D’apres Theis et al (34).

Les actines béta et gamma-cytoplasmique ont des localisations exclusivement extra-
sarcomériques. Ces microfilaments cytosoliques sont situés sous le sarcolemme, en périphérie
des myofibrilles, des organelles et du noyau (35,36). Alors que 1’actine béta est distribuée de
maniére homogene dans le cytoplasme des cardiomyocytes, I’actine gamma cytoplasmique fait
partie intégrante des costameres (Figure 9). Ces microfilaments cytosoliques sont impliqués
dans la mécanoprotection, la mécanotransmission, la mécanotransduction et les transports
protéiques des cardiomyocytes. Les principales molécules d’ancrage des microfilaments
cytosoliques des cardiomyocytes sont I’alpha-actinine, la dystrophine, la spectrine, la vinculine,

la taline et la plectine.

Figure 9. Isoformes d’actine cytosolique dans des cardiomyocytes ventriculaires de souris. A/
Actine gamma-cytoplasmique localisée dans les costameres d’un cardiomyocyte isolé. D’apres
Rybakova et al. (35). B/ Actine béta répartie de maniere diffuse dans le cytoplasme d’un
cardiomyocyte isolé. D’apres Diguet et al (36).
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La cofiline et la gelsoline sont les protéines de liaison de 1’actine responsables du nettoyage des
microfilaments dégradés ou non protégés par des molécules stabilisatrices (37-39).

La crystalline-alpha-B est une protéine de choc thermique capable de se fixer a I’actine (40) et
présente en grande quantité dans les cardiomyocytes adultes (41). La crystalline-alpha-B
stabilise les microfilaments in vitro (16) et protége les myofilaments fins des contraintes

mécaniques in vivo (42,43).

1.2. STRUCTURE ET ORGANISATION DES MICROTUBULES DANS LES
CARDIOMYOCYTES.

1.2.a. Structure et organisation générale des microtubules.

La tubuline est une protéine globulaire de 55 kDa capable d’hydrolyser la GTP. Nous
connaissons deux isoformes cytoplasmiques majeures (alpha et béta) et une isoforme mineure
organisée en anneaux au niveau des centromeres (gamma). Les autres isoformes sont beaucoup
plus rares. La tubuline est trés conservée entre les especes. Il existe plus de 75% d’homologie

entre les tubulines des animaux et des végétaux.

Les microtubules sont des polymeres cylindriques de tubuline de 25 nm (24-28 nm) de diamétre
(44) associés a des protéines de stabilisation. L’assemblage en série d’hétérodimeres alpha-béta
de 4 nm de long forme des protofilaments de tubuline mesurant jusqu’a 20 puM de long.
L’assemblage en cylindre creux de 13 protofilaments (11 a 15) forme un microtubule.

Les microtubules sont des structures polarisées et instables comme les microfilaments. Ils ont
une distribution radiaire avec une extrémité négative proche d’un centre organisateur, le
centromere, et une extrémité positive située en périphérie de la cellule (45) (Figure 10).

Les microtubules sont des structures trées dynamiques qui ont la capacité de se polymériser et de
se dépolymériser en quelques minutes dans le cytoplasme. Ils se polymérisent et se

dépolymérisent essentiellement par leur extrémité positive périphérique (46) (Figure 10).

27



Tubuline béta o
Tubuline alpha ()

Dimére lié au
GTP

Dimére lié au 8
GDP

OO OO0
SRATATENESNREN S

Racourcissement
du microtubule

Elongationdu
microtubule

Microtubule stabilise

Figure 10. Représentation schématique de la structure et de la dynamique des microtubules. A/
Structure d’un microtubule. B/ Cycle de polymérisation, dépolymérisation d’un microtubule.

D’apres Conde et al. (45).

Des protéines associées aux microtubules, les MAP (microtubule associated proteins) régulent
I’équilibre entre les formes polymérisées et libres de tubuline in vivo. Environ 20% des protéines
des microtubules sont des protéines de liaison. Plus d’une centaine de protéines de stabilisation
sont connues actuellement. Les principales protéines stabilisatrices dans les cellules eucaryotes
sont les MAP, la protéine STOP et la protéine Tau. Les principales protéines déstabilisatrices des
microtubules sont 1’opl8/stathmine, XKCMI1/MCAK et la katamine (47) (Tableau 4).
L’¢équilibre entre anti- et pro-polymérisants de la tubuline régule I’architecture du réseau tout en
régénérant les microtubules endommagés. Les microtubules s’adaptent de cette maniére aux
déformations cellulaires. Ils participent aux changements de forme des cellules en réponse a des
modifications des contraintes mécaniques. Le réseau de microtubules s’oriente généralement

perpendiculairement aux déformations (48).
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De nombreuses modifications post-traductionnelles de la tubuline modifient la stabilit¢ des
microtubules in vivo. L’acétylation (49,50) et la glutamination (51,52) de la tubuline stabilisent
la polymérisation. A I’inverse, sa phosphorylation favorise la dépolymérisation des microtubules

(53) (Tableau 4).

Les microtubules sont amarrés a la membrane cytoplasmique, a la paroi des organelles et aux
noyaux soit par des interactions directes entre la tubuline et des protéines membranaires comme
I’émerine (54), soit par I’intermédiaire de protéines de liaison comme les MAP (55,56). Des
connexions entre les microtubules et les filaments du cytosquelette sont réalisées par des
molécules comme la plectine, les dynéines (57) ou les kinésines (58) (Tableau 4). Ces
connexions favorisent la stabilit¢ de 1’ensemble du cytosquelette. Les microtubules, les
microfilaments et les filaments intermédiaires sont interdépendants et la déstabilisation des uns

entraine la déstabilisation des autres (58,59).

Des agents pharmacologiques comme la colchicine (60), le nocodazole (61), la vincristine (62),
la vinblastine (63), la colcémide (64) ou la thrombine (53) dépolymérisent les microtubules. A

I’inverse le paclitaxel (65) stabilise leur forme polymérisée.

D’une manicre générale, les microtubules sont impliqués dans la mitose, la motilité de certaines
cellules (pseudopodes, cils et flagelles), la synthése protéique, les transports et 1’adressage
intracellulaire (organelles, vésicules, macromolécules, complexes moléculaires).

Les kinésines et les dynéines sont les moteurs moléculaires qui parcourent le réseau de
microtubules et permettent le transport de vésicules et d’organelles (Tableau 4). L’énergie
chimique issue de I’hydrolyse de I’ATP fournie aux kinésines et aux dynéines 1’énergie cinétique

qui permet leurs déplacements (66).

Les kinésines se déplacent de I’extrémité négative jusqu’a I’extrémité positive en périphérie de
la cellule. Il existe plus de 50 genes différents de kinésines chez les mammiferes. Les deux tétes
fonctionnelles permettent un déplacement processif tout le long des microtubules. Les kinésines
sont impliquées dans le transport des organelles et des vésicules vers la périphérie de la cellule.
De plus, les kinésines permettent dans certaines cellules eucaryotes de lier les microtubules aux
filaments intermédiaires et de transporter ces derniers vers la périphérie des cellules (58).

Les dynéines sont des moteurs moléculaires qui se déplacent de ’extrémité positive jusqu’a

I’extrémité négative au niveau des centromeres. Deux tétes fonctionnelles permettent un
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déplacement processif tout le long des microtubules. Les dynéines sont impliquées dans le
transport des organelles et des vésicules vers le centre de la cellule (67). De plus, les dynéines
permettent dans certaines cellules eucaryotes de lier les microtubules aux filaments
intermédiaires et de transporter ces derniers vers le centre de la cellule (57).

Les déplacements des moteurs moléculaires sont finement régulés par le degré de
polymérisation de la tubuline, la présence de protéines stabilisatrices et certaines modifications
post-traductionnelles. L’action des kinésines et des dynéines dépend avant tout de I’intégrité du
réseau de microtubules. Alors que la stabilit¢ du réseau est indispensable aux transports, des
molécules stabilisatrices comme certaines MAP inhibent le déplacement des moteurs
moléculaires (68,69). De méme, alors que la glutamination de la tubuline stabilise le réseau, elle

inhibe la fixation des microtubules aux kinésines (70).

Tableau 4. Principales protéines de liaison et modifications post-traductionnelles de la tubuline.

Stabilisation Dépolymérisation Fixation Mouvements  Modifications post-
Polymérisation traductionnelles
MAPs Op18/Stathmine MAPs Kinésine (+) Stabilisatrices :
STOP XKCMI/MCAK Dynéines  Dynéines (-) Glutamination
Tau Katamine Kinésines Acétylation

Plectine
Emerine Déstabilisatrice :
Phosphorylation

1.2.b. Organisation des microtubules dans les cardiomyocytes.

Les isoformes de tubuline alpha et béta prédominent dans les cardiomyocytes. Seulement 30%
de la tubuline totale est polymérisée sous la forme de microtubules alors que le reste de la
tubuline est sous forme libre dans le cytosol (71). La tubuline est plus concentrée dans certains
microdomaines comme 1’appareil contractile (isoforme béta 3), les mitochondries (isoforme béta
2) (72), le réticulum sarcoplasmique (44) et les disques intercalaires (54). L’isoforme béta 4 est

retrouvée sous forme polymérisée autour du noyau et dans tout le cytoplasme (72) (Figure 11).
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Figure 11. Localisation des isoformes de tubuline béta dans des cardiomyocytes isolés de
ventricules de rats. A/ Localisation de la tubuline béta totale. B/ Tubuline béta 4, isoforme
polymérisée dans le cytoplasme et la région périnucléaire. C/ Tubuline béta 1, isoforme répartie
de manicre diffuse dans tous le cytoplasme. D/ Tubuline béta 3, isoforme localisée au niveau des
sarcomeres et répartie de manicre striée. E/ et F/ Tubuline béta 2, isoforme localisée au niveau

des mitochondries. D’apreés Guzun et al. (72).
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Parmi les molécules régulatrices de la polymérisation de la tubuline, MAP4 est majoritaire dans
les cardiomyocytes adultes. La forme déphosphorylée de MAP4 stabilise les microtubules face

aux contraintes mécaniques intenses (73,74).

Les connexions entre les microtubules et les autres filaments du cytosquelette des
cardiomyocytes sont principalement assurées par la plectine, les dynéines (57) et les kinésines
(58). Les dynéines et les kinésines des cardiomyocytes sont responsables du transport de

nombreuses molécules (44,68,69) et du positionnement des organelles (64,75).

1.3. STRUCTURE ET ORGANISATION DES FILAMENTS
INTERMEDIAIRES DANS LES CARDIOMYOCYTES.

1.3.a. Structure et organisation générale des filaments intermédiaires.

Contrairement aux filaments d’actine et aux microtubules, le réseau de filaments intermédiaires
est constitué de protéines fibrillaires qui n’ont aucune activité enzymatique connue. Les
filaments intermédiaires sont des polymeres flexibles, résistants et non extensibles. Leurs
diametres de 10 a 15 nm sont intermédiaires entre le diamétre des microfilaments (7-9 nm) et
celui des microtubules (24-28 nm). Chaque sous-unité¢ protéique élémentaire possede un
domaine central analogue en forme de batonnet. Les domaines de téte (N terminal) et de queue
(C terminal) sont variables d’un filament a 1’autre. Cinquante geénes sont connus pour coder les

protéines des filaments intermédiaires qui sont groupées en six classes (76) (Tableau 5).
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Tableau 5. Classification des filaments intermédiaires.

Classes Monoméres Localisations

I Kératines acides (40-65 kDa ; 18 génes) Cellules épithéliales

II Kératines basiques (51-86 kDa ; 18 geénes) Cellules épithéliales

11 Desmine (53 kDa ; 1 géne), synémine (41- Myocytes, neurones, cellules
180 kDa ; 1 géne), périphérine (57 kDa ; 1 mésenchymateuses, cellules
gene), vimentine (54 kDa ; 1 géne) et GFAP gliales ...
(glial fibrillary acidic protein ; 50 kDa ; 1
gene)

1\Y Neurofilaments L, M et H (Light, Medium, Neurones
Heavy ; 3 génes) et I’internexine-a (55 kDa ;
1 géne)

\Y Lamines (62—72 kDa ; 4 genes ; 7 isoformes) Ubiquitaires (noyaux)

VI Nestine (230 kDa ; 1 geéne) Neurones, Myocytes

Les filaments intermédiaires sont capables de se polymériser spontanément sans consommer
d’¢énergie. Ce sont les structures les plus stables du cytosquelette. L’assemblage des filaments
s’effectue en trois étapes (77,78). Tout d’abord, en moins de deux secondes des tétrameres de
protéines ¢lémentaires s’assemblent latéralement pour former des « filaments de taille unitaire »
d’environ 58 nm de long et de 16 nm de diamétre. Puis, en moins de dix minutes, les « filaments
de taille unitaire » se connectent en série pour atteindre plusieurs centaines de nanomeétres de
long et former des filaments immatures. Enfin, une réorganisation des interactions moléculaires
au sein des filaments permet de réduire leur diameétre. Les filaments intermédiaires matures

mesurent ainsi entre 10 et 15 nm de diametre (Figure 12).

L’¢état de polymérisation des filaments intermédiaires est régulé par des modifications post-
traductionnelles telles que des phosphorylations, des glycosylations ou des ribosylations. D une
maniére générale, la phosphorylation (79,80), la glycosylation (36) ou la ribosylation (81) des
protéines ¢élémentaires déstabilise la structure filamentaire. La dégradation des filaments est
¢galement sous le controle de protéases. Des protéases comme la calpaine clivent les filaments

intermédiaires et permettent leur renouvellement au cours de la vie cellulaire (82) (Tableau 6).
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Figure 12. Représentation schématique de I’assemblage des filaments intermédiaires. Premiere

(A), deuxieme (B) et troisieme (C) phases. D’aprés Hermann et al. et Strelkov et al. (2,83).

Les filaments intermédiaires de classes I, 11, III, IV et VI sont tissus spécifiques et appartiennent
au cytosquelette cytoplasmique. Le contenu intracellulaire en filaments intermédiaires permet de
distinguer les lignées cellulaires. Le réseau tridimensionnel des filaments cytoplasmiques protege
I’architecture cellulaire des contraintes mécaniques et influence la position des organelles et des
complexes macromoléculaires.

De nombreuses protéines régulent I’organisation et 1’architecture des filaments intermédiaires.
Des protéines comme la plectine (84,85), les plakines (86) et 1’alpha-actinine (87) connectent les
filaments intermédiaires aux autres structures intracellulaires. Les dynéines régulent 1’orientation,
les déplacements et le positionnement de certains filaments intermédiaires (57,58,70). D’autres
protéines comme les protéines de choc thermique réparent les protéines dénaturées et les

recyclent lorsque la réparation est impossible (88,89) (Tableau 6).

Les lamines sont ubiquitaires et sont 1’élément principal du cytosquelette intranucléaire. Les
filaments intermédiaires de lamine créent un réseau sous membranaire qui interagit a la fois avec
la chromatine et I’enveloppe nucléaire. La membrane nucléaire régule les transferts de molécules
entre le noyau et le cytoplasme d’une part et I’expression de certains génes d’autre part (90,91).

L’émerine et le complexe SUN-nesprine fixent les lamines a la membrane nucléaire interne (1).
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Contrairement aux filaments d’actine et aux microtubules, les filaments intermédiaires ne
participent pas aux mouvements cellulaires et aucun agent pharmacologique connu ne modifie

directement et spécifiquement leur état de polymérisation.

Tableau 6. Principales protéines de liaison et modifications post-traductionnelles des filaments

intermédiaires.
Clivage Fixation Protection Modifications post-
Dépolymérisation traductionnelles
Protéases (calpaine ...) Plectine Protéines de Déstabilisatrices :
Alpha-actinine choc Phosphorylation
Plakines thermique Glysosylation
Emerine Ribosylation
Dynéines
Emerine

SUN-nesprine

1.3.b. Organisation des filaments intermédiaires dans les cardiomyocytes.

Les deux principales protéines qui composent les filaments intermédiaires du cytosquelette
plasmatique des cardiomyocytes sont la desmine et la synémine. Les lamines sont les filaments

intermédiaires des noyaux.

La desmine est le filament intermédiaire prédominant dans le cytoplasme des cardiomyocytes
(92). Elle forme essentiellement des homopolyméres. La formation d’hétéropolymeéres est
possible avec d’autres protéines de classe III comme la synémine. L’expression de la desmine est
spécifique des tissus musculaires (93).

Le réseau de desmine qui enveloppe et fixe le noyau est connecté au sarcolemme, aux
myofibrilles (94,95), aux organelles (4), aux disques intercalaires et aux autres éléments du
cytosquelette (92,96,97). La desmine lie les myofibrilles en fagots dans le cytoplasme (96,98).
Le réseau crée ainsi des liens dans les plans longitudinaux et transversaux des cardiomyocytes

(Figure 13).
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Figure 13. Localisation de la desmine (vert) dans du myocarde ventriculaire de souris. * disques

intercalaires. D’aprés McLendon et al. (99).

Les principales protéines de liaison de la desmine dans les cardiomyocytes sont la spectrine, les
ankyrines, la desmoplakine et la plectine (85). Les filaments de desmine sont ancrés au
sarcolemme latéral par la spectrine ou les ankyrines (100) et aux disques intercalaires par la
desmoplakine. La plectine fixe la desmine aux microtubules et aux microfilaments (101).

Le réseau de desmine est impliqué dans la préservation de la structure et de la fonction des
myofibrilles, des mitochondries et du réticulum sarcoplasmique (102,103). La régulation de la
densité de ce réseau est sous la dépendance de modifications post-traductionnelles, de protéases
et de molécules chaperonnes. La phosphorylation (104-106), la glycosylation (36) ou la
ribosylation (81) de la desmine dépolymérise les filaments. La calpaine est la principale protéase
responsable de la dégradation physiologique de la desmine dans le myocarde (107). Enfin, la
crystalline-alpha-B, principale protéine chaperonne de la desmine dans le myocarde (36,40,108)

permet la réparation et le recyclage de filaments intermédiaires (42,43).

La synémine peut s’intégrer au sein des filaments de desmine dans tous les muscles dont le
myocarde (109,110). La steechiométrie au sein des filaments cytoplasmiques est trés en faveur de
la desmine avec un rapport moléculaire de 1 pour 25 (110). Il n’existe pas de filament de
synémine mais plutot des filaments de desmine parsemés de synémine (109).

Les principales protéines de liaison de la synémine dans les cardiomyocytes sont 1’alpha-

actinine, la vinculine, la taline et la plectine (101). La fixation de la synémine a 1’alpha-actinine,
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a la vinculine et a la taline permet de connecter les myofibrilles et le sarcolemme au réseau de

desmine (87,111-113).

Les filaments intermédiaires de lamine sont des homopolyméres exclusifs. Deux familles de
lamines sont connues, les lamines A/C et B. Alors que les lamines B sont exprimées pendant
toutes les phases du développement cellulaire, les lamines A/C ne sont présentent que dans les
cellules différenciées. Les isoformes A, C et B2 sont présentes dans les cardiomyocytes humains
adultes (114).

Les filaments intermédiaires de lamine constituent 1’¢lément principal du cytosquelette
intranucléaire. Les lamines créent un réseau nucléaire sous membranaire qui interagit a la fois
avec la chromatine et I’enveloppe nucléaire (Figure 14). La membrane nucléaire régule les
transferts de molécules entre le noyau et le cytoplasme, I’expression de certains genes et
certaines étapes de la mitose. La phosphorylation des lamines provoque le désassemblage des
filaments intermédiaires nucléaires pendant la mitose. Le réseau de lamines reste stable en
dehors des phases de multiplication cellulaire (90).

L’architecture du réseau de lamines est faconnée et régulée par au moins 67 protéines
intranucléaires ou transmembranaires. L’émerine et le complexe SUN-nesprine sont les
principaux fixateurs des lamines a la membrane nucléaire. Ces protéines transmembranaires
amarrent le réseau de lamines a 1’enveloppe nucléaire et protégent le noyau des agressions

mécaniques liées aux contractions (115-117).

Figure 14. Lamines A (vert) et B2 (rouge) dans un noyau de cardiomyocyte ventriculaire de

souris. D’aprés Ausma et al. (114).
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II. IMPLICATION DU CYTOSQUELETTE DANS LA
PHYSIOLOGIE DUMYOCARDE.

Les glissements des myofilaments de myosine le long des myofilaments d’actine générent le
mouvement a I’origine de la contraction du myocarde. Les forces mécaniques générées par les
myofilaments sont transmises a toute la longueur des myofibrilles, au cardiomyocyte et au
myocarde. Le cytosquelette est la clef de voute de la mécanotransmission des cardiomyocytes.
La transmission appropriée des contraintes mécaniques permet une contraction homogene du
myocarde et une régulation de ’architecture des cardiomyocytes. Les déformations de certaines
protéines du cytosquelette engendrent des signaux chimiques intracellulaires, c’est la
mécanotransduction. La régulation des voies de signalisation intracellulaires par les déformations

du cytosquelette permet 1’adaptation de I’expression protéique aux contraintes mécaniques (1).

La qualit¢ de la contraction des myofibrilles dépend de I’intégrit¢ des myofilaments, de
I’intégrité des structures de mécanotransmission, des flux calciques transmembranaires et de la
concentration d’ATP. L’homogénéité et I’intensit¢ des flux calciques coordonnent les
contractions des myofilaments et la production énergétique. Ce couplage chimio-mécano-
énergétique nécessite le maintien a proximité des myofilaments, du sarcolemme, du réticulum
sarcoplasmique et des mitochondries. Le cytosquelette maintient 1’architecture et la fonction de

ces microdomaines malgré les agressions mécaniques répétées des contractions (3).

Enfin, les contraintes mécaniques intenses imposées a I’ensemble des cardiomyocytes
accélérent la dégradation des structures protéiques. Les microfilaments, les microtubules et les
filaments intermédiaires sont dégradés. La structure tridimensionnelle des protéines du
cytosquelette est dénaturée. Des systeémes de réparation et de recyclage du cytosquelette
permettent le nettoyage des structures endommagées et la synthése de nouveaux filaments.
L’¢équilibre entre la synthése, la dégradation, la réparation et le recyclage des protéines maintient

le cytosquelette fonctionnel (118,119).
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I1.1. ORGANISATION ET FONCTION DES MYOFILAMENTS.

L’aspect stri¢ d’un cardiomyocyte humain est di a 1’assemblage en série des sarcomeres.
Chaque sarcomére est délimité par 2 lignes Z (ou disques Z) constituées d’alpha-actinine. Au
centre de chaque sarcomére se trouve une ligne M, constituée de myomésine et de MyBP-M
(Myosin binding protein M). Les filaments fins d’actine et les filaments €épais de myosine sont
situés entre les disques Z. Les bandes transversales les plus claires sont nommeées bandes I ou
isotropes. Chaque bande I, est séparée en 2 parties égales par une ligne Z. Les bandes I
contiennent les zones des filaments fins qui ne sont pas chevauchés par les filaments €pais. Les
bandes transversales les plus sombres sont nommées bandes A ou anisotropes. Chaque bande A,
est séparée en 2 parties égales par une ligne M. Les bandes A contiennent la totalité des

filaments épais chevauchant ou non des filaments fins (1,3) (Figure 15).
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Figure 15. Représentation schématique de I’organisation des myofilaments dans un sarcomere.
Sarcomere de cardiomyocyte auriculaire humain observé en microscopie électronique. Dessin
schématique de I’ultrastructure des myofilaments dans un sarcomeére : * filament fin d’actine ;

$ filament €pais de myosine. D’apres Opie (120).
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Dans des conditions physiologiques, la performance contractile des myofilaments dépend du
chevauchement de 1’actine par la myosine, de la sensibilit¢ des myofilaments au calcium et des
variations des concentrations de calcium intracellulaire. Au cours du cycle de contraction des
cardiomyocytes, la longueur d’un sarcomere oscille entre 1,8 et 2,2 uM. Lorsque le sarcomeére a
une longueur de repos de 2,2 uM, le recouvrement des sites d’actine par les té€tes de myosine est
optimal.

Le chevauchement de I’actine par la myosine dépend de la précharge du sarcomere, ¢’est-a-dire
du degré d’étirement du sarcomere avant sa contraction (121-123). La sensibilité des
myofilaments au calcium dépend des constituants du cytosquelette sarcomérique. La proportion
des différentes isoformes protéiques et les modifications post-traductionnelles de 1’actine, de la

myosine et des protéines de liaison régulent la sensibilité des myofilaments au calcium.

Les myofilaments fins se composent principalement de filaments d’actine alpha de 1,1 um de
long. Les sarcomeéres humains se composent de 80% d’actine alpha-cardiaque et de 20% d’actine
alpha-squelettique (12). La force de contraction des myofibrilles est corrélée a la proportion
d’actine alpha-squelettique (29).

La stabilit¢ des myofilaments fins et leur longueur sont déterminées par des protéines de liaison
de D’actine dont les principales sont la Cap-Z a I’extrémité barbue, la tropomoduline-1 a
I’extrémité pointue, la tropomyosine tout le long du corps et la nébulette le long du corps proche
de I’extrémité barbue des microfilaments (3). La tropomyosine et les troponines I, T et C sont les
protéines de liaison de I’actine qui régulent les interactions entre les myofilaments fins et épais

pendant toute la durée du cycle de contraction (Figure 16).
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Figure 16. Représentation schématique des protéines de liaison des myofilaments fins d’actine.

D’apres Opie (120).

La tropomyosine est une protéine allongée d’environ 40 nm de long qui se fixe sur 7
monomeres d’actine. Le montage en série des molécules de tropomyosine permet de former des
polyméres de la longueur des filaments fins. Il y a 2 polymeéres de tropomyosine enroulés en
hélices autour de chaque microfilament sarcomérique.

La tropomyosine occupe 2 positions sur le filament fin selon la concentration en calcium
intracellulaire et la sensibilit¢ du complexe tropomyosine-troponines au calcium. En présence
d’une concentration élevée en calcium, la tropomyosine se déplace et démasque les sites de
fixation de ’actine a la myosine. La bascule de la tropomyosine permet la mise en mouvement
des tétes de myosine et induit le glissement des myofilaments. Le cycle contractile d’un
cardiomyocyte se caractérise par une augmentation et une diminution cycliques des
concentrations intracellulaires de calcium. C’est le rythme et la fréquence de ce transitoire
calcique qui détermine le rythme et la fréquence de la bascule de la tropomyosine le long des
myofilaments d’actine (122,124-126).

Il existe quatre isoformes de tropomyosine dans les cellules musculaires striées : alpha, béta,
gamma et kappa. Au cours de la vie feetale, les cardiomyocytes expriment les isoformes alpha et
béta (127). Les cardiomocytes adultes humains expriment presque exclusivement 1’isoforme
alpha (128). En comparaison avec 1’isoforme béta, la tropomyosine-alpha diminue la sensibilité
au calcium et augmente la vitesse de déplacement des myofilaments (129). La surexpression de

I’isoforme béta au détriment de 1’isoforme alpha provoque une dysfonction cardiaque diastolique
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et une insuffisance cardiaque mortelle chez les souris (130). La tropomyosine-alpha peut étre
phosphorylée et acétylée. Ces modifications post-traductionnelles stabilisent les polyméres de
tropomyosines et augmentent leur demi-vie (131). De plus la phosphorylation de la
tropomyosine augmente les interactions actine-myosine et accélere la vitesse de déplacement des
myofilaments. Le niveau de phosphorylation de la tropomyosine semble rester stable de 1’ordre

de 25 a 30% dans les cardiomyocytes humains (128).

Les 3 troponines I, C et T régulent I’inhibition des interactions actine-myosine par la
tropomyosine (132). La troponine I est la sous-unité inhibitrice du complexe, elle maintient la
tropomyosine en regard des sites d’interaction de 1’actine avec la myosine. La troponine C est la
sous-unité qui fixe I’ion calcium. La troponine T lie les troponines I et C a la tropomyosine et
maintient la tropomyosine en position inhibitrice (133). Chaque molécule de tropomyosine est
fixée a un complexe de 3 molécules de troponines C, I et T.

La troponine I posséde trois sites de phosphorylation régulés par la protéine kinase A (PKA), la
protéine kinase C (PKC) et la protéine kinase associée a Rho (ROCK, Rho-associated protein
kinase) (134—136). D’une manicre générale, la phosphorylation de la troponine I diminue la
sensibilité¢ des myofilaments au calcium, diminue la force de contraction des myofilaments (137),
et améliore leur vitesse de relaxation (135). La relaxation des sarcomeéres est accélérée au prix
d’une diminution de la force contractile (138—140).

La troponine-T possede plusieurs sites de phosphorylation régulés par la PKC et ROCK. La
phosphorylation de la troponine T provoque une diminution de la force de contraction et de la
sensibilit¢ au calcium des myofilaments (141). Ces effets sont indépendants de 1’état de

phosphorylation de la troponine I (136).

Les filaments épais du sarcomere sont des polymeres constitués d’environ 400 molécules de
myosine de type II musculaire (142). Les filaments épais mesurent 1,6 um de long et 14 nm de
diametre. Chaque filament épais est entouré de 6 filaments fins avec lesquels il peut interagir.
Les myosines de type 2 musculaires sont composées de deux chaines lourdes (MHC, myosin
heavy chain), de deux chaines légeres essentielles (MLC1, myosin light chain 1) et de deux

chaines légeres régulatrices (MLC2, myosin light chain 2).

Les MHC sont constituées d’une queue et d’une téte. L’activit¢é ATPasique de la myosine est
située au niveau des tétes des MHC. Les queues de myosines sont entremélées en direction du

disque M, alors que les tétes pointent de part et d’autre de la ligne M, en direction des disques Z.
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Les queues de MHC sont flexibles. La déformation des queues de myosine induite par
I’hydrolyse de I’ATP au niveau des tétes est a I’origine de la production de la force mécanique
qui permet les mouvements des filaments fins et la contraction des sarcomeres. Les deux MLC1

et les deux MLC2 sont fixées aux tétes des MHC et régulent leur activité (Figure 17).
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Figure 17. Représentation schématique de la structure des myofilaments de myosine. A/
Structure de la myosine de type II musculaire. B/ Structure d’un myofilament de myosine.

MyBP-M, Myosin binding protein M. D’apres Ma et al. (143).

Les cardiomyocytes ventriculaires humains contiennent 90% d’isoforme béta et 10 %
d’isoforme alpha de la MHC. Chez les rats ou les souris adultes, 1’isoforme alpha prédomine.
L’isoforme alpha génére une vitesse de racourcissement plus rapide que 1’isoforme béta (144).
L’isoforme béta a un meilleur rendement mécano-énergétique. A fréquence et a force de

contraction égales, 1’isoforme béta consomme moins d’énergie (145).
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Les chaines légeres régulatrices MLC2 favorisent la fixation de la myosine a ’actine (146). La
fonction de MLC2 est régulée par son état de phosphorylation (136). Alors que la
phosphorylation de MLC2 augmente la force et la vitesse de contraction des myofilaments, elle
ralentit leur relaxation (147). Le niveau de phosphorylation de MLC2 dépend de la MLC-kinase
et de la MLC-phosphatase.

Parmi les protéines de liaison de la myosine, la MyBP-C (Myosin binding protein C) cardiaque
est la principale régulatrice des interactions actine-myosine. La MyBP-C fixe a la fois les
filaments de myosine et d’actine dans la bande A de part et d’autre du disque M (Figure 18). La
MyBP-C favorise la bascule des tétes de myosine et leur fixation a I’actine. La MyBP-C
augmente la sensibilité des myofilaments au calcium et la force de contraction des myofilaments
mais ralentit la vitesse de glissement de 1’actine (148). La phosphorylation de la MyBP-C
entraine une augmentation supplémentaire de la force de contraction et de la sensibilité des
myofilaments au calcium (149,150). Elle favorise ainsi le recrutement des tétes de myosines

pendant la contraction au détriment de la relaxation.
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Figure 18. Représentation schématique de la principale protéine de liaison des myofilaments

épais de myosine : la MyBP-C (Myosin binding protein C). D’aprés Opie (120).

Le cycle de contraction d’un sarcomére est déterminé par le cycle d’interaction entre les tétes de
myosines et les filaments fins adjacents. Chaque contraction ne mobilise pas toutes les tétes de
myosine. Vingt a 80% des molécules de myosine s’activent a chaque contraction selon que la

contraction est respectivement isotonique ou isométrique. Le cycle d’interactions actines-
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myosines des myofilaments évolue en quatre phases au cours desquelles les concentrations en

calcium intracytosolique et la présence d’ATP jouent un rdle majeur (122,149) (Figure 19).
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Figure 19. Représentation schématique du cycle d’interactions actines-myosines dans les
myofilaments. A/ En présence d’une faible concentration cytosolique en calcium, la fixation
d’une molécule d’ATP a une chaine lourde de myosine provoque son détachement du filament
d’actine. Ce phénomene est responsable de la relaxation des sarcoméres. B/ L’hydrolyse de
I’ATP en ADP+Pi permet la bascule de la téte de myosine en direction du myofilament fin
adjacent. C/ L’augmentation de la concentration en calcium dans le cytosol permet la découverte
des sites de liaison de I’actine a la myosine et la « fixation faible » des tétes de myosine aux
molécules d’actine adjacentes. D/ La libération de I’ion phosphate entraine une bascule de la
myosine, une « fixation forte » a I’actine et un glissement du filament d’actine en direction du
disque M au centre du sarcomére. La bascule des té€tes de myosine est responsable de la
contraction des sarcomeres. En présence d’ATP et d’une faible concentration cytosolique en
calcium le cycle peut recommencer. TnC, TnT, Tnl, troponines C, T et I respectivement. D’apres

England et al. (151).
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11.2. SYSTEMES DE MECANOTRANSMISSION
INTRAMYOFIBRILLAIRE.

De nombreuses protéines de liaison sont impliquées dans la stabilisation de la structure des
sarcomeres et dans la transmission des forces mécaniques tout le long des myofibrilles.
L’agencement de ces protéines impliquées dans la mécanotransmission myofibrillaire influence
la contraction et les voies de signalisation des cardiomyocytes. Les orientations différentes des
protéines de structure au sein des sarcoméres permettent aux myofibrilles de percevoir
précisément les contraintes mécaniques. La multiplicité des interactions entre les protéines de
structures et les protéines de signalisation permet in fine d’adapter la trophicité et le métabolisme

du myocarde aux contraintes mécaniques (152).

La titine (ou connectine) est une protéine géante de 3000 kDa qui traverse la moitié de chaque
sarcomere, du disque Z (extrémité N-terminale) au disque M (extrémité C-terminale). La titine
crée un troisiéme filament qui parcourt toute la longueur des myofibrilles. Elle est fixée aux
disques Z par I’intermédiaire d’une protéine de coiffe, T-cap (ou téléthonine). T-cap est ancrée a
I’alpha-actinine des disques Z par I’intermédiaire d’une protéine de liaison MLP (muscle LIM
protein). De plus, la titine se fixe directement aux protéines des disques M et aux myofilaments
(153). Les disques Z, la titine et les disques M sont les piliers de la mécanotransmission
myofibrillaire. Ils transmettent les forces mécaniques et maintiennent les myofilaments en place

pendant les contractions.

La titine est composée d’une portion flexible et élastique au niveau de la bande I et d’une
portion plus rigide au niveau de la bande A. La portion rigide maintient les filaments épais en
place dans le sarcomére. La portion élastique confére a la titine les propriétés d’un ressort
bidirectionnel. La titine emmagasine de I’énergie potentielle en télé-relaxation et en télé-
contraction et la restitue sous forme d’énergie mécanique pendant les contractions et relaxations

suivantes (Figure 20).
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Figure 20. Représentation schématique des structures de mécanotransmission
intramyofibrillaire : titine, disques Z et M. A/ Représentation des systetmes de
mécanotransmission au sein d’un sarcomere sans les myofilaments. B/ Représentation des
systemes de mécanotransmission au sein d’un sarcomére avec les myofilaments : * filament fin

d’actine ; $ filament épais de myosine. D’apres Katz et Opie (1,120).
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Il existe deux composantes de la force générée par les myofibrilles : la force dépendante des
interactions actine-myosine (« force active ») et la force indépendante de ces interactions (« force
passive »). La titine est indispensable au phénomeéne décrit par la loi dite de Frank-Starling,
c’est-a-dire I’augmentation de la force de contraction du cceur induite par 1’augmentation de sa
précharge (121,123). La titine permet I’augmentation du chevauchement et le rapprochement de
’actine et des tétes de myosine lors de 1’étirement des sarcomeres et ainsi I’augmentation de la
force active développée par les myofilaments (154—156).

La titine et la matrice extracellulaire sont responsables de la majorité¢ de la force passive des
cardiomyocytes et du myocarde. La force passive générée en télé-contraction favorise 1’initiation
de la relaxation (157,158). Les forces générées par la titine permettent également de maintenir la
bande A au centre des sarcoméres (159). Chez les gros mammiferes, la titine est responsable de
90% de la force passive alors que chez les petits mammiferes elle n’est responsable que de 50%

(160).

Trois segments différents conferent a la portion €lastique de la titine ses propriétés mécaniques :
le segment N2B-N2A, le segment PEVK et un segment composé de la répétition de structures
analogues aux immunoglobulines. Le muscle cardiaque se compose de deux isoformes de titine.
L’isoforme N2B plus courte et plus rigide se compose d’un segment N2B et d’un segment PEVK
raccourci. L’isoforme N2BA plus longue et plus compliante se compose d’un segment N2B,
d’un segment N2A et d’un segment PEVK allongé. Les ventricules des gros mammiféres
contiennent les deux isoformes a part égale alors que les ventricules des petits mammiferes sont
composés essentiellement de titine N2B plus rigide (160). Les propriétés élastiques de la titine
sont régulées par la phosphorylation des segments N2B et PEVK. La phosphorylation de PEVK
par la PKC augmente la rigidité de la titine (161) alors que la phosphorylation du segment N2B
par la PKA ou la PKG la diminue (162,163).

Les formes rigides de la titine favorisent la contraction et la précharge dépendance des
myofibrilles au détriment de la relaxation. Les formes plus souples améliorent la relaxation et la

compliance (164,165).

Les disques Z sont des structures rigides d’environ 100 nm d’épaisseur localisées de part et
d’autre de chaque sarcomeére. Les disques Z sont principalement constitués de 1’enchevétrement
de molécules d’alpha-actinine 2. Les myofilaments fins sont ancrés aux disques Z par
I’intermédiaire de la Cap-Z. La MLP fixe 1’alpha-actinine a la titine via la T-cap (166). Les

disques Z permettent la transmission des forces mécaniques entre les sarcomeres tout le long des
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myofibrilles. Les disques Z abritent de nombreuses protéines de liaison qui consolident la
structure et qui régulent de nombreuses voies de signalisation. Les déformations mécaniques de
protéines comme MLP (166—169), ALP (actinin-associated LIM protein) (170,171), FHL-2 (4,5
LIM protein-2) (172), ZASP et FATZ (6) régulent la croissance et I’architecture cellulaire
(Tableau 7).

Les disques M se composent essentiellement de myomésine et de MyBP-M. Les disques M
maintiennent I’alignement latéral des myofilaments €pais pendant la contraction (159). La queue
des myosines et la titine sont directement ancrées sur la myomésine et la MyBP-M des disques
M (173).

En plus des protéines de structure, les disques M logent différentes enzymes destinées a la
production d’ATP ainsi que des protéines de régulation de la signalisation intracellulaire. La
production locale d’ATP est assurée principalement par la créatine phosphokinase musculaire
(CPK-MM), P’adenylate kinase et la phosphofructokinase (159). Ces enzymes assurent le
renouvellement local de ’ATP indispensable a la contraction des myofilaments (174). Les
disques M abritent également des proteines de mécanotransduction comme la FHL-2 et

I’obscurine (159) (Tableau 7).

Tableau 7. Principales protéines constituant les disques Z et M des myofibrilles.

Fonction Disque Z Disque M
Protéines de structure -Alpha-actinine -Myomésine
-Cap-Z -Myosin binding protein-M
-T-cap (MyBP-M)
-Muscle LIM Protein (MLP)
Protéines de -Muscle LIM Protein (MLP) -4,5 LIM Protein-2 (FHL-2)
mécanotransduction -4,5 LIM Protein-2 (FHL-2) -Obscurine
-Actinin associated LIM Protein
(ALP)

-Protéines ZASP-P et FATZ

Enzymes -Créatine phosphokinase
musculaire (CPK-MM)
-Adenylate kinase
-Phosphofructokinase
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Certains microtubules sont situés a I’intérieur des faisceaux de myofibrilles parallélement aux
myofilaments. Le réle physiologique de ces microtubules n’est pas encore bien démontré. Ils
pourraient d’une part consolider I’architecture des myofibrilles face a certaines contraintes
mécaniques mais d’autre part freiner les mouvements des sarcomeres en augmentant la viscosité
locale (52,175,176). Les microtubules pourraient également participer a la synthése des
myofilaments. Leur localisation intra- et péri-sarcomérique leur permettrait de positionner

certaines protéines du sarcomere et de servir de tuteur aux myofibrilles (44,69,177).

Les filaments intermédiaires de desmine sont situés en périphérie des sarcomeres et semblent

peu impliqués dans le fonctionnement interne des myofibrilles (178).

11.3. SYSTEMES DE MECANOTRANSMISSION
EXTRAMYOFIBRILLAIRE.

La contraction des cardiomyocytes nécessite la fixation des myofibrilles entre elles et a
I’ensemble des structures intracellulaires. Le cytosquelette cytosolique connecte les myofibrilles
au sarcolemme, le sarcolemme latéral a la matrice extracellulaire et le sarcolemme longitudinal
aux cardiomyocytes adjacents. Les connexions réalisées par le cytosquelette cytosolique
permettent la contraction homogene des cardiomyocytes et du myocarde.

Les disques Z sont les clefs de voute de la transmission des forces générées par les myofibrilles
au reste de la cellule. Les disques Z sont fixés au sarcolemme et aux membranes des organites
via des protéines du cytosquelette extra-sarcomérique. La transmission des contraintes des
myofibrilles aux organites, au sarcolemme, aux cellules adjacentes et a tout le myocarde repose
sur des fixations longitudinales et latérales des disques Z.

Trois structures assurent la mécanotransmission cytosolique des cardiomyocytes : les disques
intercalaires, les collets de desmine et les costameéres. Les disques intercalaires composés
d’actine, de desmine et de tubuline fixent I’extrémité des myofibrilles au sarcolemme
longitudinal et connectent les cardiomyocytes entre eux. Les collets de desmine assurent les
connexions entre les myofibrilles et maintiennent leur organisation en faisceaux paralleles. Les
costameres sont des complexes protéiques composés d’actine cytoplasmique qui attachent les

faisceaux de myofibrilles au sarcolemme latéral et a la matrice extracellulaire. La fixation du
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sarcolemme a la matrice extracellulaire et les connexions entre les cardiomyocytes permettent

I’organisation du myocarde en syncytium.

Les disques intercalaires sont des complexes moléculaires transmembranaires qui connectent
les cardiomyocytes les uns aux autres. Les disques intercalaires contiennent des jonctions
communicantes, des jonctions adhérentes et des desmosomes. Les jonctions communicantes
permettent le passage de courants électriques d’un cardiomyocyte a un autre. Les jonctions
adhérentes et les desmosomes connectent les extrémités des myofibrilles au sarcolemme
longitudinal et a la cellule voisine. Ce sont les jonctions adhérentes et les desmosomes qui

permettent la transmission des forces mécaniques entre les cellules contractiles.

Les jonctions adhérentes (fasciae adherens) sont des complexes moléculaires situés dans les
disques intercalaires qui se composent d’une protéine transmembranaire de la famille des
cadhérines (N-cadhérine) et de nombreuses protéines sous membranaires. Les N-cadhérines
fixent leurs homologues de la cellule adjacente. Les caténines a, f et y lient le domaine
intracellulaire des cadhérines a 1’alpha-actinine et a la vinculine qui s’ancrent aux extrémités des
myofilaments d’actine. Les jonctions adhérentes attachent ainsi les extrémités des myofibrilles
au sarcolemme longitudinal et au cardiomyocyte adjacent (6). L’allongement des myofibrilles
par 1’assemblage de nouveaux sarcomeres en série a lieu au niveau des jonctions adhérentes
(179) (Figure 21).

Les desmosomes sont des complexes moléculaires situés dans les disques intercalaires qui se
composent de deux protéines transmembranaires de la famille des cadhérines (desmogléine et
desmocolline) et de quelques protéines sous membranaires. Les cadhérines fixent leurs
homologues de la cellule adjacente. La caténine y (plakoglobine) et la plakophiline lient le
domaine intracellulaire des cadhérines a la desmoplakine qui s’ancre aux extrémités des
filaments intermédiaires de desmine (96,98). Les jonctions adhérentes attachent ainsi le réseau
de desmine et les costameres au sarcolemme longitudinal et au cardiomyocyte adjacent (Figure
21).

Les jonctions communicantes réalisent une connexion chimique entre les cytosols de
cardiomyocytes adjacents. La connexion intercellulaire est réalisée par des protéines
transmembranaires organisées en cylindres creux, les connexines. Les microtubules se fixe a la
connexine-43 au niveau des jonctions communicantes (54). L’intégrité des jonctions

communicantes pourrait dépendre des microtubules (180).
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Certaines molécules des disques intercalaires consolident la structure et régulent les voies de

signalisation intracellulaire. La déformation de protéines comme ZASP ou N-RAP régule la

croissance et 1’architecture cellulaire (6).
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Figure 21. Représentations schématiques des systemes de mécanotransmission des disques

intercalaires. A/ Jonctions adhérentes. B/ Desmosomes. D’apres Katz (1).
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Les collets de desmine encerclent des groupes de myofibrilles au niveau des disques Z. Ces
cerclages lient les myofibrilles adjacentes en faisceaux ou en fagots et transmettent les forces
mécaniques entre les myofibrilles. Les collets sont composés de desmine et d’alpha-actinine. Ces
anneaux d’alpha-actinine et de desmine sont les points de fixation des costameres aux disques Z
(94) (Figure 22). Les faisceaux de myofibrilles sont également enveloppés d’un maillage
cylindrique de desmine qui maintient leur alignement latéral (95). Le maintien des faisceaux de

myofibrilles par la desmine est essentiel a la contraction du myocarde (178).

Protéines du costamere

\

Filament fin «sreeeep s Titine

Disque Z

Figure 22. Représentation schématique des connexions latérales des myofibrilles au niveau du

disque Z. D’apres Katz (1).

Les costaméres sont des structures protéiques d’allure striée perpendiculaires au sarcolemme
latéral des cardiomyocytes. Les costameres connectent les collets des myofibrilles au
sarcolemme latéral. L’actine gamma cytoplasmique est la clé de voute des costameéres (35). La

plupart des protéines des costameres sont des protéines de liaison de I’actine comme I’alpha-
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actinine, la vinculine, la taline, la dystrophine et la spectrine (181-183). L’alpha-actinine et la
desmine des collets situés en périphérie des disques Z sont amarrées a l’actine gamma
cytoplasmique (Figure 23). Les costaméres sont constitués de complexes de la dystrophine, de
complexes d’adhésion focale et de complexes de la spectrine. La déformation des protéines
associées a ces complexes régulent les voies de signalisation des cardiomyocytes, modifient les

fonctions cellulaires et I’expression des genes (183—-187).

«——— Matrice extracellulaire

IPompes-canaux ’ dystroglycanes Intégrines «——— Sarcolemme

I I

Spectrine/ankyrine Dystrophine Alpha-actinine/vinculine/taline

L_ Costamere

alpha actinine/desmine | *—— Disque Z et cerclage de desmine

Figure 23. Organisation schématique d’un costamére. D’aprés Rybakova et al. (35).

Les complexes associés a la dystrophine sont composés d’un complexe glycoprotéique
transmembranaire et d’une protéine sous-membranaire la dystrophine. Le complexe
glycoprotéique associé¢ a la dystrophine contient des dystroglycanes, des sarcoglycanes, la
dystrobrévine, des syntrophines, la cavéoline-3 et le sarcospane (188). Le complexe
glycoprotéique lie le sarcolemme latéral des cardiomyocytes a la lame basale de la matrice
extracellulaire. La dystrophine lie le complexe glycoprotéique a 1’actine gamma. Les complexes
glycoprotéiques associés a la dystrophine lient les disques Z au sarcolemme latéral et a la matrice

extracellulaire (35) (Figure 24).
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Figure 24. Organisation schématique d’un complexe de la dystrophine. D’apres Katz (1).

Les complexes d’adhésion focale sont composés d’hétérodimeres transmembranaires de la
famille des intégrines et d’un complexe protéique sous membranaire principalement composé de
taline, de vinculine et d’alpha-actinine. Les intégrines lient le sarcolemme latéral des
cardiomyocyte a la lame basale de la matrice extracellulaire. Ainsi, les complexes d’adhésion

focale lient les disques Z au sarcolemme latéral et a la matrice extracellulaire (5) (Figure 25).

Les complexes sous-membranaires de la spectrine sont principalement composés de spectrine,
d’ankyrines et de protéine 4,1. La spectrine n’est pas localisée exclusivement au niveau des
costameres. La spectrine est présente ¢également dans les disques intercalaires, de maniére diffuse
a la face interne du sarcolemme et a la face externe des organelles (189). Ces protéines sous
membranaires lient les récepteurs, les pompes et les canaux ioniques du sarcolemme et des
organelles aux microfilaments d’actine et aux microtubules (186,190,191) (Figure 26). Les
tensions exercées sur le cytosquelette modifient la signalisation, les flux ioniques

transmembranaires et le potentiel d’action des cardiomyocytes (186,187,192).
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Figure 25. Organisation schématique d’un complexe d’adhésion focale. D’apres katz (1).
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Figure 26. Organisation schématique d’un complexe sous membranaire de la spectrine. D’aprées
Katz (1).
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Les noyaux des cardiomyocytes sont entourés d’une enveloppe ancrée au cytosquelette. Cette
enveloppe permet de positionner le noyau, de contrdler les mouvements des chromosomes et la
division cellulaire. L’enveloppe nucléaire est constituée de deux membranes. La membrane
nucléaire externe est en continuité avec la membrane du réticulum endoplasmique. La membrane
interne est au contact de la matrice nucléaire et de la chromatine. Les membranes nucléaires
interne et externe fusionnent au niveau des pores nucléaires. La matrice nucléaire est située sous
la membrane nucléaire interne. Les filaments intermédiaires de lamine sont les principaux

constituants de la matrice nucléaire.

Des protéines transmembranaires comme |’émerine les nesprines et les complexes SUN-
nesprines relient la matrice nucléaire au cytosquelette cytoplasmique. L’émerine se connecte a la
fois aux microfilaments et aux microtubules. Le complexe SUN-nesprine se connecte soit
directement aux microfilaments, soit par I’intermédiaire de la plectine aux microtubules et aux
filaments de desmine (Figure 27). Les filaments intermédiaires relient les disques Z des

myofibrilles périnucléaires a la membrane nucléaire (92).
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Figure 27. Représentation schématique d’un complexe de fixation nucléo-cytoplasmique.

D’apres Katz (1).
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Les lamines, 1’émerine, les nesprines et les complexes SUN-nesprines sont les principaux
constituants du complexe de fixation nucléo-cytoplasmique. Les réseaux de desmine et les
complexes de fixation nucléo-cytoplasmique forment un continuum intracellulaire qui permet de
lier solidement le noyau au sarcolemme et aux myofibrilles (193). Les contraintes mécaniques de
toute la cellule sont transmises au noyau tout en préservant 1’intégrit¢é de ses enveloppes
(116,194). La déformation des protéines nucléaires par les contraintes mécaniques modifie la
conformation de la chromatine et I’expression des genes (195-197). De plus, la transmission des
contraintes au réticulum endoplasmique périnuclaire régule 1’expression protéique en aval
(198,199). Les déformations de la chromatine et du réticulum endoplasmique permettent une
adaptation continue de la synthése protéique aux contraintes mécaniques exercées sur les

cardiomyocytes.

11.4. IMPLICATION DU CYTOSQUELETTE DANS LE COUPLAGE
EXCITATION-CONTRACTION-RESPIRATION DES
CARDIOMYOCYTES.

Il existe un couplage entre 1’excitation électrique des cardiomyocytes, les flux calciques
intracellulaires, la contraction des myofibrilles et la respiration mitochondriale. Ce couplage
excitation-contraction-respiration nécessite le rapprochement de certaines portions du
sarcolemme avec les myofibrilles, le réticulum sarcoplasmique et les mitochondries. Différents
microdomaines assurent la coordination de ces structures. Le cytosquelette maintient
I’architecture et la fonction de ces microdomaines malgré les agressions mécaniques répétées

induites par les contractions (3).

I1.4.a. Implication du cytosquelette dans le couplage excitation-contraction.

L’excitation électrique des cardiomyocytes a 1’origine de la contraction des cardiomyocytes est
nommeée potentiel d’action. Au début du potentiel d’action les canaux sodiques sarcolemnaux
s’ouvrent et permettent ’entrée de sodium dans les cardiomyocytes. La dépolarisation induite
par le courant sodique entrant active les canaux calciques lents du sarcolemme (DHPR,

dihydropyridine receptor) et permet ’entrée de calcium dans les cardiomyocytes. Les tubules
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transverses ou tubules-T sont des invaginations du sarcolemme qui pénetrent dans les
cardiomyocytes en regard des disques Z et M. Les tubules-T créent des espaces anatomiques de
rapprochement entre le sarcolemme et le réticulum sarcoplasmique de 500 a 1000 nm de large
(200) (Figure 28). Différents domaines fonctionnels de 10 a 50 nm de large existent aux niveaux
de ces zones de rapprochement (201). Les DHPR forment ainsi des diades avec les récepteurs a

la ryanodine du réticulum sarcoplasmique (RYR, ryanodine receptor).

Figure 28. Zones de contact entre deux tubules-T et le réticulum sarcoplasmique dans 1’espace
interfibrillaire d’un myocyte de quadriceps de souris. Sr (réticulum sarcoplasmique), t (tubule

transverse), z (disque z). D’apres Tuvia et al. (202).

La diade DHPR-RYR favorise la sortie brutale de calcium de RYR induite par ’entrée de
calcium a travers DHPR au cours de la dépolarisation des cardiomyocytes (203). La diade
facilite ’homogénéité de 1’entrée du calcium dans le cytosol des cardiomyocytes au cours de la
dépolarisation et ainsi I’homogénéité de la contraction des myofibrilles (204—206). Les tubules-T
facilitent la coordination spatiale et temporelle de DHPR et RYR (207,208). L’étincelle calcique
de trés courte durée produite par I’ouverture de RYR 2 a 3 ms apres ’ouverture de DHPR
entraine I’augmentation de la concentration de calcium de 10 a 7000 uM au sein de la diade.

Malgré les puissants systémes tampons du cytosol, le calcium diffuse selon un gradient de
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concentration dans 1’espace sous membranaire, jusqu’au cytosol. Au contact des myofibrilles, la
concentration de calcium libre passe ainsi de 0,1-0,2 uM a 0,5-3 uM (209). Environ 29 % du
calcium cytosolique provient de DHPR et 70 % de RYR (210). La concentration de calcium
nécessaire pour saturer 50% de la troponine C étant de I’ordre de 0,6 uM, le calcium se lie a la
troponine C et provoque une contraction des myofibrilles proportionnelle a la concentration en
calcium. L’excitation électrique du cardiomyocyte est ainsi couplée a la contraction des

myofibrilles (Figure 29).
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Figure 29. Schéma général simplifi¢ du couplage excitation-contraction dans un cardiomyocyte.
DHPR (récepteur aux dihydropyridines), RYR (récepteur a la ryanodine), RS réticulum
sarcoplasmique, ATP (ATPase), PLB (phospholamban), NCX (échangeur sodium calcium).
D’apres Bers (203).

Le couplage excitation-contraction des cardiomyocytes nécessite le maintien dans un espace

clos des tubules-T, du réticulum et des myofibrilles. Les microfilaments et les microtubules
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fixent les tubules-T au réticulum sarcoplasmique alors que les costaméres maintiennent les

myofibrilles a proximité.

Les microfilaments sont ancrés aux tubules-T ainsi qu’au réticulum sarcoplasmique et
consolident les diades par I’intermédiaire de protéines de liaison de [’actine comme la
dystrophine (181,211), I’alpha-actinine (212), la protéine Ahnak (213) et les complexes de la
spectrine (186,189-191). L’état de polymérisation de 1’actine modifie 1’architecture de tubules-T
(214,215).

D’une maniere générale, ni ’hyperpolymérisation des microfilaments par la phalloidine ni leur
dépolymérisation par la cytochalasine-D n’ont d’effet sur la libération calcique de DHPR dans
des cardiomyocytes ventriculaires de rats (216) ou de cochons d’Inde (217). Alors que la
polymérisation de I’actine semble avoir peu d’effets directs sur le fonctionnement de DHPR,
plusieurs études démontrent son implication dans la modulation des voies de signalisation qui
régulent DHPR. La transmission des contraintes mécaniques par les microfilaments modifie la
signalisation intracellulaire. Dans différents modéles de cardiomyocytes isolés 1’état de
polymérisation des microfilaments modifie la régulation de DHPR par les voies de signalisation
des systémes sympathique et parasympathique (218,219). De plus, ’activation de DHPR par la
calmoduline kinase est abolie par la dépolymérisation de 1’actine (220).

Certaines études suggerent que 1’état de polymérisation de I’actine pourrait modifier I’activité
de RYR ou altérer son couplage avec DHPR. Dans un mod¢le de cardiomyocytes ventriculaires
de rats, la dépolymérisation de 1’actine entraine une diminution du transitoire calcique avec un
ralentissement de [’augmentation du calcium intracellulaire suggérant une altération du
fonctionnement de RYR (216). L’effet de la dépolymérisation pourrait étre induit soit par un
découplage physique entre le réticulum sarcoplasmique et les tubules-T, soit par une inhibition
directe de RYR. Dans un modéle de cardiomyocytes ventriculaires de rats, Davani et al
suggerent que 1’hyperpolymérisation de 1’actine cytosolique entraine une inhomogénéité de la
libération calcique par RYR et un allongement du transitoire calcique sans modification de la

concentration cytosolique en calcium (221) (Tableau 8).

Des microtubules sont localisés a proximité des tubules-T et du réticulum sarcoplasmique au
niveau des diades. Les microtubules se trouvent a moins de 14 nm de chacune de ces structures
(222). Les complexes de la spectrine sont des points d’ancrage potentiels des microtubules au

réticulum et aux tubules-T (186).
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Il semble que les modifications de la polymérisation des microtubules aient peu (217) ou pas
d’effet direct sur le fonctionnement de DHPR ou de RYR (192,223). Comme les microfilaments,
les microtubules pourraient agir sur certaines voies de signalisation qui régulent I’activité de
DHPR. Dans différents modeles de cardiomyocytes isolés les microtubules modifient la
régulation de DHPR par les voies de signalisation des systémes sympathique et parasympathique
(192,224). De plus, I’activation de DHPR par la calmoduline kinase est abolie par le nocodazole
(220).

Plusieurs études démontrent que les microtubules sont impliqués dans la transmission des
contraintes mécaniques aux tubules-T et au réticulum. L’étirement des cardiomyocytes serait
transmis aux diades et faciliterait alors 1’ouverture de RYR. Toute modification de 1’état de
polymérisation des microtubules modifie le couplage entre DHPR et RYR.
L hyperpolymérisation des microtubules par le taxol entraine une diminution de 1’activation de
RYR et une réduction du transitoire calcique (225). Leur dépolymérisation par la colchicine
abolie 1’augmentation de la fréquence des étincelles calciques induite par I’étirement des

cardiomyocytes (222) (Tableau 8).

La relaxation des myofibrilles commence par la séparation du calcium de la troponine-C et son
retour dans le cytosol. L’ATPase du réticulum sarcoplasmique (SERCA, sarco-endoplasmic
réticulum calcium ATPase) et I’échangeur sodium/calcium du sarcolemme (NCX) font sortir le
calcium du cytosol jusqu’a une concentration de 1’ordre de 0,1-0,2 uM (209). Le calcium
cytosolique entre a 70% dans le réticulum sarcoplasmique par SERCA-2 et sort a 29 % dans le

milieu extracellulaire par NCX-1 (210) (Figure 29).

SERCA est localisé tout le long du réseau du réticulum sarcoplasmique en dehors des zones ou
se trouve RYR. SERCA et son inhibiteur le phospholamban sont particulierement denses a la
surface du réticulum en regard des bandes A des sarcoméres (226). Le duo obscurine-petite
ankyrine attache les disques M des myofibrilles au réticulum sarcoplasmique. L’obscurine se
fixe a la titine et a la nébulette alors que ’ankyrine se fixe a la membrane du réticulum
sarcoplasmique. Ceci permet de maintenir le réticulum sarcoplasmique au contact des
myofibrilles, de faciliter ’acceés des myofilaments au calcium et de faciliter le pompage calcique
par le réticulum (227). Les microfilaments d’actine-gamma participent également a I’amarrage
du réticulum sarcoplasmique aux myofibrilles. L’actine-gamma connecte ’alpha-actinine des
disques Z a la petite ankyrine par I’intermédiaire de la tropomoduline cytosolique (227). Aucun

¢lément ne semble connecter directement SERCA aux filaments du cytosquelette (Figure 30).
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NCX est situé sur toute la surface du sarcolemme et au sein des tubules-T. Les NCX sont
connectés aux microfilaments cytosoliques par I’intermédiaire du complexe de la spectrine (228)

(Figure 26).
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Figure 30. Schéma général de la fixation d’une myofibrille au réticulum sarcoplasmique dans un
myocyte squelettique. Tmod (tropomoduline), SERCA-PLB (sarco-endoplasmic reticulum
calcium ATPase-phospholamban). D’aprés Gokhin et al. (227).

Dans un modéle de cardiomyocytes ventriculaires de rats, la dépolymérisation de 1’actine
entraine une diminution du transitoire calcique avec un ralentissement de la diminution du
calcium intracellulaire suggérant une altération du fonctionnement de SERCA ou du NCX (216).
L’effet de la dépolymérisation pourrait étre induit soit par un découplage physique entre le
réticulum sarcoplasmique, les tubules-T et les myofibrilles, soit par une inhibition directe de

SERCA ou du NCX (Tableau 8).
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Tableau 8. Implication du cytosquelette dans la régulation du couplage excitation-contraction.

Microfilaments Microtubules
Régulation de la localisation et de + ?
I’architecture des tubules-T
Régulation directe de DHPR - -
Modulation des voies de + +
régulation de DHPR
Régulation de RYR ou du + +
couplage DHPR-RYR
Régulation de la recapture + ?

calcique par SERCA ou NCX

DHPR (récepteur aux dihydropyridines), RYR (récepteur a la ryanodine), SERCA (ATPase du réticulum
sarcoplasmique), NCX (échangeur sodium/calcium du sarcolemme).

11.4.b. Implication du cvtosquelette dans la respiration mitochondriale et la production

énergétique.

Lorsque le corps est au repos les battements cardiaques nécessitent la production et le transport
d’une grande quantité¢ d’énergie sous forme d’ATP. Les réserves en ATP sont faibles et la
production énergétique doit €tre continue. De plus, la production d’ATP s’adapte en permanence
au travail cardiaque (229). Les mitochondries produisent 90% de ’ATP et sont localisées au
contact des principaux sites de consommation : les myofilaments (myosine ATPase), les tubules-

T (Na/K ATPase) et le réticulum sarcoplasmique (SERCA) (Figure 31).

Figure 31. Mitochondries interfibrillaires au contact des myofilaments, des tubules-T et du
réticulum sarcoplasmique dans un cardiomyocyte canin. RS (réticulum sarcoplasmique), T
(tubule transverse), Z (disque Z), M (mitochondrie). D’aprés Goldstein et al. (44).
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L’¢énergie issue des mitochondries est acheminée jusqu’aux sites consommateurs : 2/3 sous
forme de créatine-phosphate et 1/3 directement sous forme d’ATP (230). Les deux modes de
transfert d’énergie sont concurrents en situation physiologique et complémentaires en situation
pathologique (174). La présence de Créatine-Kinase mitochondriale (CKm) a la face externe de
la membrane interne des mitochondries permet le transfert du phosphore de I’ATP a la créatine.
La présence de CK-MM au niveau des disques M des sarcoméres permet le transfert de
phosphore de la phosphocréatine a ’ADP. Les mitochondries doivent étre fonctionnelles et
présentes en quantité suffisante au contact des myofilaments et du réticulum pour permettre a

I’ATP d’acheminer directement 1’énergie jusqu’aux ATPases (Figure 32).

Complexe
glycolytique

ADP
Oo
ATP

Cytosol

Figure 32. Représentation schématique de 1’acheminement de 1’énergie des mitochondries vers

les ATPases d’un cardiomyocyte. MK, myokinase. D’aprés Ventura-Clapier et al. (231).

Les deux principaux facteurs qui régulent la production d’ATP battement par battement sont
I’ADP et le calcium intramitochondriaux (232,233). L’activit¢ de I’ATP synthase (F1/F0) est
stimulée quasi instantanément par 1’augmentation de I’ADP intramitochondriale. Dans des
conditions physiologiques, la membrane externe des mitochondries est peu perméable aux
nucléotides. La créatine phospho-kinase CKm est couplée au transporteur de nucléotides de la
membrane interne des mitochondries (ANT, adenyl-nucleotide transporter) et maintient la

concentration d’ADP intramitochondriale élevée. La faible perméabilité de la membrane externe
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des mitochondries a ’ADP et I’activité de la CKm permettent de maintenir une concentration

d’ ADP suffisante dans les mitochondries et ainsi de maintenir la stimulation de F1/F0 (230).

L’activité de 3 deshydrogénases clés du cycle de Krebs (Pyruvate, Isocitrate et a-cétoglutarate
deshydrogénases), la production de NADH (nicotinamide dinucléotide réduit) et la production
d’ATP sont stimulées en moins de 100 ms par I’augmentation du calcium mitochondrial
(234,235). Le calcium pénétre principalement dans la matrice mitochondriale par 'unipore
calcique (MCU, mitochondria calcium uniport) (236) et en sort par un échangeur sodium
calcium (NCXm) (233,237,238). Les entrées et les sorties de calcium dépendent du potentiel de
membrane des mitochondries et du gradient de concentration entre le milieu extra-mitochondrial

et la matrice (239).

Des microtubules et de grandes quantités de tubuline béta 2 sont localisés au niveau des
mitochondries et suivent leur arrangement architectural dans les cardiomyocytes adultes (240)
(241). Dans le cerveau, des protéines de liaison de la tubuline connectent les microtubules a la
membrane externe des mitochondries (55). In-vitro, MAP2 est capable de se fixer a VDAC
(voltage dependent anion channel), une porine de la membrane mitochondriales externe (56,242).
Toute modification de la polymérisation des microtubules altére la position et la forme des
mitochondries (64,243).

I1 existe tres peu d’études sur le retentissement direct de la polymérisation des microtubules sur
le fonctionnement mitochondrial. L hyperpolymérisation des microtubules pourrait induire une
augmentation de la production d’especes réactives de I’oxygeéne par le complexe IV de la chaine
respiratoire (244) mais 1’état de polymérisation de la tubuline ne modifie pas la perméabilité de
VDAC a I’ADP (245). En revanche, la tubuline libre diminue la perméabilit¢ a I’ADP de
mitochondries isolées de cardiomyocytes en interagissant avec VDAC (246). La tubuline béta-2
colocalise avec les mitochondries et est responsable au moins en partie de la faible perméabilité

des mitochondries des cardiomyocytes adultes pour I’ADP (240) (Tableau 9).

Des filaments intermédiaires sont localisés en périphérie des mitochondries interfibrillaires des
cardiomyocytes (95,241). Le mode de fixation entre la desmine et la membrane externe des
mitochondries est actuellement inconnu (240). Une coopération entre les filaments
intermédiaires et les microtubules est possible (55). La plectine interconnecte directement les
trois types de filaments du cytosquelette cytoplasmique (101,247). La plectine est localisée

essentiellement au niveau des disques Z et des disques intercalaires. Elle est également retrouvée
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dans le cytoplasme au contact des organelles des cardiomyocytes (248). Dans les fibroblastes la
plectine-1b est fixée a la membrane externe des mitochondries et pourrait ainsi servir de point
d’amarrage au cytosquelette (249). La méme isoforme 1b est impliquée dans la connexion du
réseau de desmine aux mitochondries des cellules musculaires striées. Dans un mode¢le murin de
KO-/- conditionnel pour la plectine les mitochondries musculaires sont désorganisées avec une
altération de I’activité enzymatique des complexes de la chaine respiratoire (94) (Tableau 9).
L’absence de desmine entraine une ballonisation et un transfert sous-sarcolemnal des
mitochondries (250). Toute anomalie significative de la desmine altére non seulement la
localisation et la forme des mitochondries mais également leurs capacités respiratoires (251-253).
La respiration mitochondriale est abaissée et la perméabilité des mitochondries a I’ADP est

augmentée dans des fibres perméabilisées de myocarde KO-/- pour la desmine (250) (Tableau 9).

Les microfilaments d’actine ne semblent pas impliqués directement dans le positionnement et la

fonction des mitochondries (241).

Tableau 9. Implication du cytosquelette dans la régulation des mitochondries.

Microtubules Filaments Plectine
intermédiaires

Régulation de la localisation et de + + +
I’architecture des mitochondries
Régulation de la respiration ? + +
mitochondriale
Régulation de la production d’espéces + ? ?
réactive de I’oxygene
Régulation de la perméabilité des - + ?
mitochondries a I’ADP (régulation par

la tubuline libre)

I1.4.c. Implication du cytosquelette dans le couplage excitation-respiration.

L’entrée cyclique de calcium dans la matrice mitochondriale permet une adaptation battement
par battement de la production d’ATP en fonction de I’intensit¢ du transitoire calcique

(233,234,237,254). L’¢élévation du calcium intramitochondrial de 0,1-0,2 uM a 0,5-0,7 uM
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(238,255) précede d’environ 10 ms I’augmentation du calcium intracytoplasmique au cours du
transitoire calcique (233,237,254,256). L’unipore calcique mitochondrial (MCU, mitochondrial
calcium uniporter) permet I’entrée de calcium extramitochondrial dans la matrice mais sa
sensibilité au calcium est trés faible avec une concentration correspondant a la moitié de la
vitesse maximale de transport de 1’ordre de 20 uM (239,257). Seules des concentrations en
calcium de ’ordre de 30 pM au niveau du MCU permettent une entrée suffisamment rapide de
calcium dans les mitochondries (239). Les faibles concentrations de calcium cytosolique du
transitoire calcique (0,5 a 3 uM) ne permettent pas d’expliquer 1’adaptation métabolique des

mitochondries aux concentrations intracellulaires de calcium.

Le réseau du réticulum sarcoplasmique enveloppe les mitochondries interfibrillaires des
cardiomyocytes (234) et des zones de contact sont visualisées entre les deux organelles (Figure
33). Le rapprochement des mitochondries au contact du réticulum sarcoplasmique, 1a ou les
concentrations en calcium sont trés élevées permet le couplage battement par battement de la

production d’ATP a la quantité de calcium libéré par le réticulum.

Figure 33. Zones de contact entre les mitochondries et le réticulum sarcoplasmique. A/ Réseau
de réticulum sarcoplasmique (SR) enveloppant des mitochondries (M) dans un cardiomyocyte
porcin. D’apres Territo et al. (234). B/ Liens entre le réticulum sarcoplasmique (SR) et une

mitochondrie (Mit) dans un myocyte squelettique de souris. D’aprés Boncompagni et al. (258).
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Environ 26 % du calcium sortant du réticulum sarcoplasmique via RYR est capté par les
mitochondries au cours de chaque transitoire calcique (259). Cette entrée de calcium dans la
mitochondrie est indépendante de la concentration de calcium cytoplasmique et dépendante du
MCU (239). Au cours de la relaxation des myofibrilles, la diminution du calcium cytosolique
entraine la sortie du calcium des mitochondries par le NCXm. La cinétique de sortie du calcium
par le NCXm est plus lente que I’entrée par le MCU mais la concentration intramitochondriale
en calcium reste stable pour des fréquences de contraction lentes (233,237,238). L’augmentation
de la fréquence des contractions ou la stimulation B-adrénergique provoque un déséquilibre du
bilan entrée/sortie du calcium mitochondrial et entraine une augmentation du calcium matriciel

(237,255).

Dans des conditions physiologiques, 1’augmentation de la concentration de calcium dans la
matrice mitochondriale active certaines enzymes du cycle de Krebs comme la pyruvate,
I’isocitrate et 1’oxoglutarate deshydrogénases (260). La production énergétique par les
mitochondries est ainsi couplée a I’intensité du potentiel d’action et du transitoire calcique, c’est

le couplage excitation-respiration (Figure 34).

Etant donné qu’il existe un couplage entre le transitoire calcique et 1’activité contractile des
myofibrilles (cf chapitre 11.4.a), la production énergétique est indirectement couplée a 1’activité
contractile et aux besoins en ATP des cardiomyocytes. Il existe ainsi un couplage complet entre
I’excitation électrique, la force de contraction et la production d’énergie par la respiration

mitochondriale.
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Figure 34. Représentation schématique des mécanismes du couplage excitation-respiration.
F1/FO (ATP synthase), CDK (cycle de Krebs), MCU (unipore calcique mitochondrial), NCXm
(échangeur sodium/calcium mitochondrial), NCX (échangeur sodium/calcium sarcolemnal), RyR
(récepteur a la ryanodine), Mfn (mitofusine), RS (réticulum sarcoplasmique). D’aprés Dorn et al.

261).

La fixation des mitochondries au réticulum sarcoplasmique des cardiomyocytes est au moins en
partie indépendante du cytosquelette (262). Il semble exister une connexion directe entre les
deux organelles. La mitofusine-2, une petite GTPase impliquée dans les phénomenes de fusion
mitochondriale, a été récemment identifié¢e comme un acteur majeur de 1’amarrage des
mitochondries au réticulum sarcoplasmique (263). Dans un modele de souris KO-/- pour la
mitofusine-2 cardiaque, les mitochondries ont une diminution de 30% des zones de contact avec
le réticulum sarcoplasmique. De plus I’absence de mitofusine inhibe 1’augmentation du calcium
mitochondrial induite par une accélération de la fréquence de contraction ou par une stimulation

béta-adrénergique (254) (Tableau 10).
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Certaines données expérimentales suggerent toute de méme 1’implication du cytosquelette dans
la fixation des mitochondries au réticulum sarcoplasmique. Tout d’abord, des connexions
indépendante de la mitofusine amarrent les mitochondries au réticulum endoplasmique a des
distances allant de 9 a 30 nm (264,265). Ces distances sont compatibles avec 1’interposition de
microtubules ou de filaments intermédiaires. De plus, dans des modeles murins KO-/- pour la
desmine ou la MLP, de profondes altérations de 1’ensemble du cytosquelette provoquent un
¢loignement des mitochondries du réticulum sarcoplasmique (266). Enfin, une étude récente sur
des cardiomyocytes isolés de rats démontre 1’implication des microtubules dans le maintien
structurel et fonctionnel du couplage entre les mitochondries et le réticulum sarcoplasmique (75).
L’exposition des cardiomyocytes a 1 pM de colchicine pendant 20 minutes altere la
superposition des marqueurs fluorescents du réticulum et des mitochondries et inhibe le couplage

fonctionnel entre les deux organelles (Tableau 10).

Alors que les filaments intermédiaires semblent impliqués dans les connexions entre les
mitochondries et le réticulum sarcoplasmique, leur réle dans le couplage excitation-respiration
n’est pas démontré (266). L’¢loignement des mitochondries du réticulum et la faible adaptation
métabolique a la stimulation adrénergique pourraient expliquer en partie le taux de déces ¢€levé

(50%) des souris KO-/- de desmine au cours d’un effort physique (267) (Tableau 10).

Tableau 10. Implication du cytosquelette et de la mitofusine dans le couplage excitation-

respiration.

Microtubules Filaments Mitofusine

intermédiaires

Régulation des connexions entre le + + +
réticulum sarcoplasmique et les
mitochondries
Régulation du couplage excitation- + ? +
respiration

En plus d’un couplage excitation-respiration il existe un couplage entre la production d’ATP, la
diminution de la concentration cytosolique en calcium et la relaxation des myofibrilles. Le duo

obscurine-petite ankyrine, les microfilaments d’actine gamma-cytoplasmique, les microtubules
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et la desmine maintiennent les mitochondries a proximité du réticulum sarcoplasmique et des
myofibrilles (75,227). Le maintien de la proximité entre les sites producteurs d’énergie et les
sites consommateurs assure le renouvellement de I’ATP a proximité de SERCA et de la myosine
ATPase. En cas d’¢loignement des organelles, le transfert direct de I’ATP vers SERCA est altéré
et ’inhibition du systétme CK provoque une altération majeure du pompage calcique par le

réticulum (266).

En conclusion, les microfilaments, les microtubules et les filaments intermédiaires maintiennent
a proximité les mitochondries, le réticulum sarcoplasmique, les myofibrilles et les tubules-T. La
présence de plectine au sein de ce réseau suggere l’existence d’interconnexions entre les
différents polymeres du cytosquelette. Le cytosquelette permet ainsi le fonctionnement optimal

du couplage excitation-contraction-respiration des cardiomyocytes.

I1.5. SYSTEMES DE NETTOYAGE ET DE RECYCLAGE DU
CYTOSQUELETTE DES CARDIOMYOCYTES.

Méme dans des conditions physiologiques le cceur est soumis a des contraintes mécaniques
intenses induites par les contractions des cardiomyocytes. Les protéines qui le constituent sont
soumises a des déformations brutales. Les déformations répétées des protéines dénaturent leurs
structures tridimensionnelles et altérent leurs fonctions. Les déformations excessives de 1’actine
des microfilaments, de la tubuline des microtubules et de la desmine des filaments intermédiaires
altérent la structure et la fonction du cytosquelette. Des systémes de nettoyage préservent les
cardiomyocytes de 1’accumulation de polymeéres altérés. L’équilibre entre synthése et

dégradation du cytosquelette est indispensable au fonctionnement des cardiomyocytes (39,107).

Lorsque des microfilaments sont endommagés, ils perdent leurs protéines de liaison
stabilisatrices et s’exposent aux systeémes de dépolymérisation et de dégradation. Dans le cceur,
la gelsoline et la cofiline sont responsables de la dépolymérisation des filaments d’actine abimés
et non protégés par des molécules stabilisatrices (39,268,269). La cofiline et la gelsoline
dépolymérisent spécifiquement les microfilaments sans dénaturer 1’actine.

Inversement, les filaments intermédiaires sont tres stables et leur dépolymérisation nécessite le

clivage des protéines ¢lémentaires par des protéases. La dégradation physiologique de la desmine
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dans les cardiomyocytes est principalement sous le contrle de la calpaine-1 (107). La calpaine
n’est pas spécifique de la desmine et peut ¢galement cliver la MyBP-C déphosphorylée (148), la
titine, la troponine I et MLC1 (270,271).

A T’opposé, les microtubules sont des structures tellement instables que la simple absence de
protéines de stabilisation suffit a dépolymériser le réseau. La phosphorylation de MAP-4
(73,272), I’absence de glutamination et I’absence d’acétylation de la tubuline (49,51) favorisent
la dépolymérisation des microtubules et permet le nettoyage des polyméres (Tableau 11).

Le nettoyage physiologique du cytosquelette endommagé restaure la fonction des polymeéres et

évite I’hyperviscosité du cytoplasme des cardiomyocytes (52).

Une fois les microfilaments, les filaments intermédiaires ou les microtubules dépolymérisés les
protéines intactes sont réintégrées dans de nouveaux polymeéres ou stockées en attente d’une
polymérisation ultérieure. Les protéines endommagées sont soit réparées soit présentées aux
deux principaux systémes de recyclage, le systéme ubiquitine-protéasome (UPS ; ubiquitin-
proteasome system) et I’autophagosome. Ces systémes de dégradation des protéines dénaturées

protegent de I’accumulation de déchets toxiques intracellulaires.

Les molécules chaperonnes favorisent la réparation et le recyclage des protéines dénaturées. La
plupart des protéines de choc thermique sont des molécules chaperonnes. Certaines protéines de
choc thermique protégent le cytosquelette de I’activation pathologique des protéases (273). La
crystalline alpha-B est la protéine de choc thermique la plus abondante dans les cardiomyocytes
(274). La crystalline alpha-B joue un role clef dans la stabilisation des filaments du cytosquelette.
Sa fixation a la desmine, a I’actine et a la tubuline (275) permet la réparation des protéines
dénaturées. Lorsque des protéines sont trop endommaggées pour étre réparées la crystalline alpha-

B les présente a UPS (276,277) (Tableau 11).

UPS prend en charge la dégradation des protéines mono- ou oligomériques (276). La section
des filaments du cytosquelette par la cofiline, la gelsoline ou les calpaines permet aux molécules
chaperonnes de présenter les molécules d’actine et de desmine a UPS et d’activer sa fonction
protéolytique (107). L’ubiquitine fixe les protéines et permet leur dégradation par le protéasome.
Le protéasome est un complexe moléculaire composé de 26 protéines. L’activité protéolytique
est assurée par le composé 20S. Les composés 19S et 11S sont les principaux activateurs de 20S
dans les cardiomyocytes. UPS évite 1’accumulation des protéines anormales sous forme

d’agrégats insolubles dans le cytoplasme (Tableau 11).
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Le systetme des autophagosomes est capable de dégrader aussi bien de simples protéines
(micro-autophagie dépendante des chaperonnes) que des complexes multiprotéiques ou des
organelles (macro-autophagie). Le systeme séquestre les structures cellulaires sous forme de
protophagosome et les transportent jusqu’aux lysosomes pour y étre dégradées (278). Le
transport des protophagosomes est sous la dépendance des microtubules. Les dynéines
transportent de maniere rétrograde les vésicules vers les lysosomes (279). Dans les
cardiomyocytes, les protophagosomes sont transportés le long des microtubules et les
autophagosomes sont visibles dans la région périnucléaire sous forme d’agrégats amyloides (42).
Les agrégats contiennent de nombreuses molécules dont 1’actine et la desmine (280,281).
L’activité physiologique de 1’autophagosome est indispensable au maintien d’une activité

myocardique normale (282) (Tableau 11).

Tableau 11. Systémes de nettoyage et de recyclage du cytosquelette des cardiomyocytes.

Microtubules Filaments Mitofusine
intermédiaires
Nettoyage des polymeres anormaux (Spontané) -Calpaine-1 -Cofiline
-Gelsoline
Réparation et amorce du recyclage -Crystalline alpha-B et autres protéines de choc
thermique
Recyclage des déchets protéiques -Systéme ubiquitine-protéasome et
autophagosome

Malgré leurs fonctionnalités différentes UPS et le systtme des autophagosomes sont
complémentaires. L’inactivation d’UPS augmente 1’activité des autophagosomes (283,284) et
I’inactivation des autophagosomes augmente 1’activit¢ d’UPS (282). Dans des conditions
physiologiques, les deux systémes sont complémentaires et leur altération transgénique ne
conduit a aucune cardiopathie (276,282). Les systémes de synthése et de recyclage des protéines
du cytosquelette sont en équilibre pour maintenir I’homéostasie des cardiomyocytes. Le contrdle
de la quantité et de la qualité des polyméres du cytosquelette (107) et des protéines de structure

(276) est indispensable au fonctionnement physiologique du myocarde.
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HI. IMPLICATION DU CYTOSQUELETTE DANS LES
DYSFONCTIONS MYOCARDIQUES.

L’insuffisance cardiaque est une maladie mortelle trés fréquente dans les pays industrialisés
(285). L’infarctus du myocarde, 1’athérosclérose, 1’hypertension artérielle, le diabete, 1’obésité,
les valvulopathies, le vieillissement, les infections, les intoxications et les cardiomyopathies

génétiques sont les principales étiologies de I’insuffisance cardiaque aigue ou chronique.

La plupart des pathologies myocardiques sont induites ou aggravées par une inadaptation du
génome aux contraintes myocardiques. Les contraintes myocardiques entrainent des
modifications post-traductionnelles et des modifications de la synthése protéique. Lorsque
I’adaptation myocardique est insuffisante ou excessive la pathologie survient. L’inadaptation du
myocarde aux contraintes initiales provoque une insuffisance cardiaque aigue. Lorsque les
contraintes sont modérées et/ou d’apparition progressive, 1’adaptation myocardique initiale évite
I’apparition d’une insuffisance cardiaque. Les modifications myocardiques se caractérisent
généralement par une hypertrophie réactionnelle des cardiomyocytes. L’hypertrophie
initialement bénéfique évolue vers une hypertrophie pathologique et une dysfonction
myocardique. L’évolution de la dysfonction myocardique meéne a I’insuffisance cardiaque en

I’absence de traitement approprié.

Certaines pathologies surviennent en raison d’un terrain génétique inadapté, ce sont les
cardiomyopathies dites primitives. Certaines pathologies surviennent en raison de contraintes
excessives, ce sont les cardiopathies secondaires. Le cytosquelette est impliqué dans de tres
nombreuses pathologies du myocarde. Premic¢rement, les anomalies génétiques des protéines du
cytosquelette sont responsables de la majorité des cardiomyopathies primitives. Deuxiémement,
des altérations du cytosquelette sont identifiées dans toutes les cardiopathies secondaires.
Finalement, 1’évolution des cardiopathies vers 1’insuffisance cardiaque terminale implique la

plupart des composants du cytosquelette sarcomérique ou cytosolique.
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HI.1. IMPLICATION DU CYTOSQUELETTE DANS LES
CARDIOMYOPATHIES PRIMITIVES.

Les cardiomyopathies primitives, génétiques ou idiopathiques, familiales ou sporadiques,
forment un groupe hétérogeéne de maladies dont les plus fréquentes sont les cardiomyopathies

hypertrophiques et les cardiomyopathies dilatées.

II1.1.a. Implication du cytosquelette dans les cardiomyvopathies hypertrophiques.

Les cardiomyopathies hypertrophiques touchent 0,2% des individus et forment un groupe
hétérogene de maladies aussi bien sur le plan des génotypes que des phénotypes. Le phénotype
principal se caractérise par une hypertrophie concentrique du ventricule gauche. Des anomalies
génétiques sont retrouvées chez 30 a 65 % des patients (286). Le mode de transmission principal
de ces cardiomyopathies est autosomique dominant. Les anomalies de la béta-MHC et de la
MyBP-C représentent environ 80% des anomalies génétiques connues (287). Les autres genes
responsables sont ceux des troponines T, I et C, de la tropomyosine 1-alpha, de la MLCI, de la
MLC2, de I’actine-alpha cardiaque et de I’alpha-actinine 2. Bien que [’actine joue un rdle
centrale dans le fonctionnement des cardiomyocytes, ses mutations sont trés rares dans les
cardiomyopathies hypertrophiques humaines (288). La mort in utero des sujets atteints pourrait
expliquer la faible représentation de ces mutations chez I’homme (289,290). Etant donné que les
mutations des protéines associées aux myofilaments ne sont retrouvées que chez la moiti¢ des
malades, d’autres structures pourraient étre impliquées dans la physiopathologie des
myocardiopathies hypertrophiques. Des mutations des geénes de mécano-transmission
intramyofibrillaire comme ceux de la titine et de T-cap sont associées a certaines formes de
cardiomyopathies hypertrophiques humaines (291,292). Ces mutations augmentent 1’affinité de
la titine pour T-cap et de T-cap pour ’alpha-actinine. Il est possible que le renforcement des
structures responsables de la mécanotransmission soit un mécanisme physiopathologique de
certaines cardiomyopathies hypertrophique. Lorsque la mécanotransmission est renforcée au sein
des sarcomeres, les contraintes exercées sur le disque Z pourraient favoriser la translocation

nucléaire de MLP et activer le programme d’hypertrophie cardiaque (168,169,293) (Tableau 12).
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L’hypertrophie concentrique du ventricule gauche caractérisant les cardiomyopathies
hypertrophiques est associée une hypertrophie transversale des cardiomyocytes, une
augmentation de 1I’apoptose, une fibrose interstitielle, des altérations de la perfusion myocardique,
une dérégulation neuro-humorale et une dysfonction de la relaxation du myocarde en I’absence
d’¢lévation de la postcharge cardiaque (294). Les ventricules sont dilatés avec un épaississement
significatif des parois et une réduction du volume des cavités. Le sang étant quasiment
incompressible, une faible diminution du volume des ventricules entraine une forte augmentation
des pressions de remplissage. A court terme, les contraintes systoliques diminuent au prix d’une
¢lévation des contraintes diastoliques. La baisse des contraintes systoliques permet le maintien
d’un volume d’¢jection systolique optimal malgré 1’anomalie génétique initiale (295). Le
remodelage myocardique bénéfique dans un premier temps entraine une dysfonction diastolique
caractéristique des cardiomyopathies hypertrophiques. L’aggravation de la dysfonction cardiaque

conduit a des troubles du rythme et a une insuffisance cardiaque congestive.

L’hypertrophie transversale des cardiomyocytes se caractérise par une altération de la relaxation
associée a une augmentation de la sensibilité des myofilaments au calcium, des remaniements du
cytosquelette, une activation des génes de I’hypertrophie et une réactivation des genes feetaux
(296). L’hypertrophie des cardiomyocytes diminue les contraintes mécaniques induites par les
anomalies génétiques (295) et permet le maintien de la force de contraction dans un premier
temps. A long terme, le remodelage cellulaire entraine une augmentation de la consommation

d’ATP et une altération de la relaxation (145).

Certaines modifications du cytosquelette participent au remodelage des cardiomyocytes et
jouent un role majeur dans 1’évolution de la maladie (Tableau 12). L’activation des genes de
I’hypertrophie entraine la surexpression de protéines des myofilaments comme la béta-MHC et
I’actine alpha squelettique. L’expression préférentielle de ces isoformes entraine une
augmentation de la sensibilit¢ des myofilaments au calcium et favorise les interactions actine-
myosine (cf chapitre II.1). L’augmentation du recrutement des tétes de myosine a chaque
contraction semble étre une adaptation bénéfique dans le développement des cardiomyopathies
hypertrophiques. La perte de la surexpression de I’actine alpha squelettique entraine une
hypertrophie longitudinale des cardiomyocytes (297,298) et pourrait favoriser 1’évolution vers

une hypertrophie excentrique et une insuffisance cardiaque congestive.
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Les formes les plus graves des cardiomyopathies hypertrophiques, qui représentent 10 a 15%
des patients, évoluent vers une cardiomyopathie dilatée et une insuffisance cardiaque systolique.
La présence d’une mutation homozygote ou de plusieurs mutations hétérozygotes est
probablement responsable d’une évolution plus grave de la maladie (299). La sévérité des
anomalies génétiques responsables de la maladie conditionnent non seulement la rapidité de
I’évolution mais également le phénotype initial de la cardiomyopathie. Alors qu’une mutation
hétérozygote de la myosine est responsable d’une cardiomyopathie hypertrophique, la méme
mutation homozygote peut provoquer une cardiomyopathie dilatée extrémement sévere (300—
302). De la méme manicre, certaines doubles mutations hétérozygotes provoquent des
cardiomyopathies dilatées rapidement évolutives alors que chaque mutation hétérozygote isolée
entraine une cardiomyopathie hypertrophique d’évolution lente (303). Enfin, de nombreuses
mutations de génes non sarcomériques peuvent moduler la gravité¢ de la maladie et sa vitesse

d’évolution (296).

Tableau 12. Implication du cytosquelette dans les cardiomyopathies hypertrophiques.

Anomalies génétiques Conséquences générales
-Anomalies modérément séveres des -Expression 1 de la béta-MHC et de 1’actine alpha
myofilaments (béta-MHC et MyBP-C) : =80% squelettique

des cas.
-Sensibilité des myofilaments au calcium 1
-Renforcement de la mécanotransmission
intra-myofibrillaire (titine, T-cap).

Béta-MHC (isoforme béta de la chaine lourde de myosine, beta-myosin heavy chain), MyBP-C (protéines de liaison
de la myosine de type C, myosin binding protein-C)

111.1.b. Implication du cytosquelette dans les cardiomvopathies dilatées.

Les cardiomyopathies dilatées forment un groupe extrémement hétérogéne de maladies qui
touchent environ 0,04% de la population. Le phénotype principal est une hypertrophie
biventriculaire excentrique. Environ 20 a 50 % des cardiomyopathies dilatées sont familiales
(304) et parmi elles des anomalies génétiques du sarcomere sont retrouvées dans 35 a 40 % des
cas (305,306). En dehors des mutations de la dystrophine et de I’émerine, le mode transmission
principal des cardiopathies familiales est de type autosomique dominant a pénétrance incomplete

et a expression variable.
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En plus des anomalies des myofilaments, [’altération de la mécanotransmission
intramyofibrillaire est une cause fréquente de cardiomyopathies dilatées (307). Pour les mémes
raisons qui font que les mutations de I’actine sont trés rares dans les cardiomyopathies
hypertrophiques, ces mutations sont ¢galement peu courantes dans les cardiomyopathies dilatées
humaines (308). Les anomalies de la titine, de la béta-MHC et des troponines T et I représentent
plus de 90% des anomalies génétiques connues. Des mutations du gene de la titine sont associées
a 25% des cardiomyopathies dilatées familiales et a 18% des cardiomyopathies sporadiques
humaines (305). Etant donné le role essentiel de la titine dans la maturation des cardiomyocytes
au cours de ’embryogénése et la forte probabilité de déces in-utero aucun modele KO viable de
titine n’est disponible actuellement. In-vitro I’ablation du géne de la titine provoque une
désorganisation majeure de I’architecture des sarcomeres (309). Chez la souris, la délétion des
segments ¢lastiques de la bande I (N2B et PEVK) n’entraine qu’une dysfonction diastolique sans
insuffisance cardiaque a 1’age adulte (164,165). En revanche la délétion de protéines de fixation
de la titine au disque Z comme la MLP entraine une cardiomyopathie dilatée d’évolution fatale a
I’age adulte (167). La délétion de la MLP altére la liaison de la T-cap a I’alpha-actinine et altére
ainsi une part de la transmission de contraintes mécaniques des myofilaments aux disques Z (cf
chapitre I1.2). De maniere concordante, des mutation de MLP, de T-cap et de 1’alpha-actinine 2
sont associées a certaines formes humaines de cardiomyopathies dilatées (292,310).

L’altération de la mécanotransmission extra-myofibrillaire est également en cause dans
certaines cardiomyopathies dilatées connues sous le nom de dystrophies musculaires. Les
dystrophies musculaires sont des pathologies génétiques qui touchent I’ensemble des muscles du
corps. L atteinte myocardique est constante, soit au premier plan soit secondaire en fonction du
type de mutation. Des maladies des costameres (311,312), des disques intercalaires (313,314) et
des complexes de liaison nucléo-cytoplasmique (115,195,315,316) sont responsables de
cardiomyopathies dilatées chez ’homme et chez les rongeurs. De maniére concordante, la
fragilisation des microtubules (317) et des mutations de la desmine (102,266,318) entrainent une
désorganisation des structures de mécanotransmission extramyofibrillaires et une insuffisance
cardiaque par cardiomyopathie dilatée.

Enfin, de rares anomalies d’une molécule chaperonne du cytosquelette, la crystalline alpha-B,
sont également la cause de cardiomyopathies dilatées chez I’homme (89) et chez la souris (280).
L’absence de crystalline alpha-B fonctionnelle altére le fonctionnement des systémes de

recyclages protéiques et entraine [’accumulation d’agrégats amyloides toxiques dans les
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cardiomyocytes (42). La respiration mitochondriale est altérée, les caspases et 1’apoptose sont

activées (253,319) (Tableau 13).

L’hypertrophie excentrique des ventricules caractérisant les cardiomyopathies dilatées
s’accompagne d’une hypertrophie longitudinale des cardiomyocytes, d’une augmentation de
I’apoptose, d’une fibrose interstitielle, d’altérations de la perfusion myocardique, d’une
dérégulation neuro-humorale et d’une diminution de la force de contraction du myocarde en
I’absence de pathologie ischémique ou de surcharge volumétrique (306). La faible augmentation
du volume des ventricules en réaction a I’anomalie génétique initiale entraine une forte
diminution des pressions de remplissage. A court terme, cette hypertrophie excentrique diminue
les contraintes diastoliques et permet le maintien de pressions de remplissage optimales (295). A
long terme, I’augmentation chronique des pressions de remplissage induite par 1’anomalie
génétique et ’augmentation réactionnelle du diameétre des ventricules aboutissent a une
augmentation des contraintes myocardiques systolo-diastoliques et a la dilatation continue des
ventricules. Le remodelage myocardique, bénéfique dans un premier temps entraine une
dysfonction systolo-diastolique caractéristique des cardiomyopathies dilatées. L’aggravation de
la dysfonction cardiaque conduit a des troubles du rythme et & une insuffisance cardiaque

terminale.

L’hypertrophie longitudinale des cardiomyocytes se caractérise par une diminution de la force
contractile associée a une diminution de la sensibilit¢ des myofilaments au calcium, des
remaniements du cytosquelette, une faible activation des geénes de I’hypertrophie et une

réactivation sélective des geénes foetaux (31,320,321).

Certaines modifications du cytosquelette participent au remodelage des cardiomyocytes et sont
impliquées dans I’évolution délétere de la maladie (Tableau 13). Au niveau des myofilaments, la
perte de la surexpression de I’actine alpha squelettique est un mécanisme clé de 1’hypertrophie
longitudinale des cardiomyocytes (297,298). L’absence d’¢élévation de I’actine alpha squelettique
myocardique est caractéristique des cardiomyopathies dilatées chez ’homme (31) et contribue a
la dysfonction systolique. Des modifications des structures de mécanotransmission participent
¢galement a 1’aggravation de la dysfonction myocardique. Alors que des modifications de la
titine sont retrouvées de manicre constante dans les cardiomyopathies dilatées humaines, la
baisse du rapport N2BA/N2B (322) et la déphosphorylation du segment N2B-N2A (163,323)

augmentent la rigidité¢ de la titine et aggravent la dysfonction diastolique des malades les plus
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graves. De plus, ’augmentation des pressions de remplissage au cours des cardiomyopathies
dilatées provoque un étirement excessif des titines, une dénaturation de leur portion élastique et
une rigidification supplémentaire de leur structure tridimensionnelle (159). Des altérations de
I’architecture des costameres et des tubules-T sont également retrouvées chez les patients les

plus graves (211,324).

L’accumulation de filaments du cytosquelette et d’agrégats de protéines anormales est
retrouvée chez ’homme et dans de nombreux modeles d’animaux atteints de cardiomyopathies
(180,280,325). Premicerement, un défaut de nettoyage des filaments anormaux pourrait étre
responsable d’une hyperdensité du cytosquelette, d’une hyperviscosité cellulaire et d’une
aggravation de la fonction contractile (38,52,180). Deuxi¢émement, la dégradation excessive des
filaments normaux et une défaillance des systemes de recyclage des protéines pourraient étre
responsables de la destruction des costameres (324) et de I’accumulation d’agrégats amyloides

toxiques (42,253).

En plus de participer a la fixation de la titine aux disques Z (cf chapitre I1.2), la MLP régule
I’activité de la cofiline (268). Un rapport MLP/cofiline de 2/1 permet une activité optimale de la
cofiline dans les cardiomyocytes. Toute modification de ce rapport entraine une inhibition de
’activité de nettoyage des filaments d’actine par la cofiline. La diminution de I’expression de la
MLP mise en évidence chez des patients atteints de cardiomyopathies dilatées suggere
I’existence d’une modification du rapport MLP/cofiline et une probable inhibition de la cofiline

(326).

De nombreuses protéases comme les métalloprotéases de la matrice extracellulaire, les caspases
et les calpaines sont suractivées au cours des cardiomyopathies (327). Les métalloprotéases de la
matrice extracellulaire ciblent des protéines des myofilaments et 1’alpha-actinine (328). Les
caspases dégradent des protéines des myofilaments, des disques intercalaires et des costameres
ainsi que l’actine-béta, la tubuline, 1’alpha-actinine, la plectine, 1’émerine et les lamines A/C
(329). Ajoutées a I’action de la calpaine sur la desmine (107), ces protéases alterent les
myofilaments et I’ensemble du cytosquelette impliqué dans la mécanotransmission des
cardiomyocytes. De plus, la production d’espeéces réactives de I’oxygeéne est augmentée dans le
myocarde des souris (330) et des patients (331) atteints d’insuffisance cardiaque. La

surproduction d’especes réactives de I’oxygene aggrave la dysfonction myocardique (332) en
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oxydant et en dénaturant de nombreuses protéines dont la tubuline (333), I’actine et la desmine

(334).

Alors que la dénaturation des protéines du cytosquelette est augmentée dans les
cardiomyopathies dilatées, les systémes de recyclage des déchets protéiques sont inefficaces.
Tout d’abord, UPS est inhibé chez les patients atteints de cardiomyopathies dilatées (335).
L’activation pathologique de certaines protéases comme les caspases inhibent UPS et entrainent
une insuffisance absolue de ses fonctions de recyclage (336). Ensuite la surproduction de déchets
protéiques entraine une saturation et une insuffisance relative d’UPS et de 1’autophagosome
(107,337). L’insuffisance d’UPS (276,336,338) et I’inefficacit¢ de 1’autophagosome (282)
aggravent la défaillance myocardique et la dilatation des ventricules dans différents modeles

murins de cardiomyopathies.

Tableau 13. Implication du cytosquelette dans les cardiomyopathies dilatées.

Anomalies génétiques Conséquences générales

-Anomalies séveres des myofilaments (béta- | -Sensibilité des myofilaments au calcium |
MHC, TnT, Tnl) et de la titine : >90% des cas.
-Dégradation et 1 de la rigidité de la titine
-Dégradation des systémes de
mécanotransmission intramyofibrillaires -Dégradation des costameres et des tubules-T
(titine, T-cap, MLP, alpha-actinine)
-Activation chronique des protéases et

- Dégradation des systémes de surproduction d’especes réactives de 1’Oxygeéne
mécanotransmission extramyofibrillaires
(costaméres, disques intercalaires, complexes nucléo- | -Insuffisance des systémes de recyclage des

cytoplasmiques, microtubules, filaments déchets protéiques
intermédiaires)

Béta-MHC (isoforme béta de la chaine lourde de myosine, beta-myosin heavy chain), TnT (troponine T), Tnl
(troponine I), MLP (Muscle-LIM protein).

HI1.2. IMPLICATION DU CYTOSQUELETTE DANS LES
CARDIOMYOPATHIES ISCHEMIQUES.

L’ischémie et I’infarctus du myocarde sont parmi les premiéres causes de choc cardiogénique et
d’insuffisance cardiaque. L’incidence annuelle de 1’infarctus du myocarde est d’environ 0,3%

entre 35 et 75 ans (339). La mortalité aigue est de ’ordre de 5 a 10% mais reste supérieure a
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35% en cas de choc cardiogénique (340—342). L’ischémie et la reperfusion brutale du myocarde
conditionnent la taille de Dl’infarctus. La nécrose myocardique initiale et son remodelage
secondaire entrainent une dysfonction cardiaque dans plus de 60% des cas et une insuffisance

cardiaque dans plus de 40% des cas (343).

111.2.a. Implication du cytosquelette dans I’ischémie-reperfusion myocardique.

L’ischémie aigue du myocarde provoque une carence aigue en ATP, une contracture des
myofilaments et une surcharge calcique dans les cardiomyocytes. De nombreuses protéases sont
activées et dégradent les structures intracellulaires (344). Lorsque ’ischémie se prolonge, les
dégats sont irréversibles et aboutissent a une nécrose myocardique.

La reperfusion coronaire est une urgence thérapeutique mais la réoxygénation tissulaire brutale
aggrave la surcharge calcique intracellulaire (344) et entraine la production d’especes réactives
de ’oxygene qui limitent la récupération du myocarde (345). Les 1ésions induites par 1’ischémie
et la reperfusion sont responsables d’une dysfonction mitochondriale (346) et conditionnent la
taille de I’infarctus. De profonds remaniements du cytosquelette sont impliqués dans 1’évolution

vers cette nécrose myocardique.

Les protéases et les especes réactives de I’oxygene sont responsables de la dénaturation de la
plupart des protéines du cytosquelette. Des agrégats protéiques toxiques s’accumulent dans les
cardiomyocytes (347). La surcharge calcique intracellulaire liée a 1’ischémie et la reperfusion
brutale active les calpaines (273) et les métalloprotéases intracellulaires (328) qui sont
responsables d’une dégradation des myofilaments, de 1’alpha-actinine et de la desmine.
L’activation des caspases alteére I’ensemble du cytosquelette (348,349) et inhibe le recyclage des
déchets protéiques par UPS (336). La surproduction d’especes réactives de 1’oxygene dénature

les microtubules (333), I’actine et la desmine au cours de la reperfusion (334).

Les systémes de nettoyage des filaments, de réparation et de recyclage des protéines anormales
sont dépassés par la dégradation protéique excessive. L’insuffisance relative ou absolue de ces
différents systémes conduit a 1’accumulation de cytosquelette non fonctionnel et de déchets
protéiques toxiques. L’inhibition du renouvellement physiologique des filaments d’actine par la
cofiline pourrait étre un mécanisme délétere de I’ischémie-reperfusion myocardique. D une part,

I’¢lévation de DI’expression de MLP, susceptible d’inhiber la cofiline (268), est corrélée a
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I’altération de la fonction cardiaque (350). D’autre part, I’inhibition de la Rho-kinase, un
inhibiteur de la cofiline, diminue la taille des infarctus dans un mod¢le murin d’ischémie-
reperfusion (351). L’activation des molécules chaperonnes protége le cytosquelette au cours de
I’ischémie-reperfusion (273,275). L’insuffisance relative des chaperonnes liée a 1’activation
excessive des systemes de dégradation aboutit a 1’accumulation intracellulaire de protéines
dénaturées. L’augmentation de la dégradation protéique, I’absence de fixation des protéines
dénaturées aux chaperonnes et 1’activation des caspases entrainent une insuffisance relative et
absolue du protéasome (336). De plus, I’inactivation du protéasome au cours de I’ischémie-
reperfusion est délétere (352). L’inefficacité du protéasome conduit a une surcharge de

I’autophagosome et favorise 1’accumulation d’agrégats protéiques.

L’ischémie myocardique provoque une destruction brutale des myofibrilles (353). Les
myofilaments sont les structures les plus sensibles a 1’ischémie. Des altérations de I’actine
sarcomérique, de la myosine, de la tropomyosine et de la troponine-T apparaissent aprés moins

de 30 minutes d’ischémie (354).

Les systetmes de mécanotransmission intra- et extra-sarcomériques sont plus résistants a
I’ischémie. Des altérations de la myomésine (disque M), des microtubules (355), de la desmine
et de la vinculine apparaissent dans les deux heures qui suivent le début de I’ischémie (354).
L’actine cytoplasmique (356), 1’alpha-actinine (357) et la dystrophine (358) sont également
touchées. De plus les altérations des microtubules (359) et de la dystrophine (358) sont corrélées

au degré de rupture du sarcolemme et a I’irréversibilité de I’atteinte myocardique.

La reperfusion du myocarde empéche 1’évolution vers la nécrose mais provoque des altérations
du cytosquelette qui pourraient limiter son efficacité (360).

Différentes méthodes de préconditonnement du myocarde a I’ischémie diminuent la nécrose
tissulaire induite par la réoxygénation brutale du myocarde. Le préconditionnement a 1’ischémie
réduit les altérations de la dystrophine (361), de la vinculine et de la desmine, et favorise la
récupération fonctionnelle du myocarde.

La préservation de la polymérisation des microtubules au cours de 1’ischémie-reperfusion est un
¢lément clef de la protection myocardique. La dépolymérisation des microtubules induite par la
colchicine inhibe la protection myocardique induite par le préconditionnement (362) et
I’hyperpolymérisation induite par les taxanes a un effet protecteur (363,364). En revanche,

lorsque les microtubules sont dépolymérisés par 1’ischémie, une repolymérisation trop rapide au
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cours de la réoxygénation est délétere. Le maintien de la dépolymérisation des microtubules par
I’administration de nocodazol au moment de la réoxygénation améliore la respiration
mitochondriale, diminue 1’activité de la NADPH oxydase et la production d’espéces réactives de

I’oxygene (61).

En conclusion, la destruction brutale du cytosquelette par les protéases dans 1’ischémie est un
mécanisme central du dysfonctionnement des cardiomyocytes qui conduit a la rupture du
sarcolemme et a la nécrose myocardique. La physiopathologie des 1ésions de réoxygénation est
plus complexe. La reperfusion trop brutale du myocarde provoque une repolymérisation délétere
des microtubules, I’activation de la protéolyse pathologiques et une altération des systémes de
recyclage des déchets intracellulaires. L’accumulation de protéines anormales induite par ces
mécanismes altére le fonctionnement myocardique et atténue les bénéfices de la réoxygénation

(Tableau 14).

Tableau 14. Implication du cytosquelette dans la physiopathologie des lésions d’ischémie-

reperfusion.

-Activation aigue des protéases et surproduction d’espéces réactives de 1’oxygene

-Destruction aigue des myofilaments, des systémes de mécano-transmission intra- (myomésine,
alpha-actinine) et extramyofibrillaires (costameres, disques intercalaires, filaments
intermédiaires, microtubules, microfilaments)

-Insuffisance des systémes de nettoyage, de réparation et de recyclage du cytosquelette
(cofiline, molécules chaperonnes, UPS, autophagosome)

UPS (ubiquitin-proteasome system).

I11.2.b. Implication du cvtosquelette dans la dysfonction myocardique post-infarctus.

La nécrose myocardique ischémique provoque I’immobilit¢ des ventricules dans la zone
infarcie. La réaction inflammatoire, la fibrose interstitielle, 1’adaptation neuro-humorale et les
contraintes mécaniques induites par la zone infarcie au myocarde non nécrosé entrainent un
remodelage de toutes les cavités cardiaques (353). Ce remodelage diminue essentiellement les
contraintes diastoliques au détriment de la fonction systolique (295). Cela permet le maintien de
pressions de remplissage optimales dans un premier temps. Ce remodelage se caractérise par une

dilatation des ventricules, une hypertrophie des cardiomyocytes, une augmentation de 1’apoptose
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et une aggravation de la dysfonction contractile. La dysfonction cardiaque évolue en insuffisance

cardiaque congestive en I’absence de traitement.

Le remodelage des cardiomyocytes se caractérise par des anomalies de la contraction associées
a une surcharge calcique, une augmentation de la sensibilité des myofilaments au calcium, des
remaniements du cytosquelette, une activation des génes de I’hypertrophie et une réactivation

des génes foetaux (285,365).

Comme dans I’ischémie reperfusion, I’hyperactivation de certains systémes de dégradation
aggrave la dysfonction des cardiomyocytes aprés un infarctus du myocarde. La surproduction
d’espéce réactives de I’oxygeéne (366) et I”’hyperactivation chronique des calpaines (367), des
métalloprotéases (368), des caspases (369) et de la gelsoline (370) favorisent 1’évolution vers
I’insuffisance cardiaque congestive. Inversement, 1’inhibition de 1’action physiologique de la
cofiline pourrait étre un mécanisme délétére du remodelage post-infarctus. Premierement la Rho-
kinase, un inhibiteur de la cofiline, est activée dans le post-infarctus et son inhibition atténue le
remodelage cardiaque dans un modéle murin (371). Deuxiémement, I’expression protéique de
MLP est diminuée d’environ 50% dans le myocarde des patients atteints d’insuffisance
cardiaque congestive ischémique (372). Chez la souris, la diminution de I’expression de MLP est
un facteur aggravant de la dysfonction myocardique post infarctus (373). Une altération du
rapport MLP/cofiline pourrait favoriser I’inhibition de la cofiline au cours du remodelage post

infarctus du myocarde.

L’implication des systémes de réparation et de recyclage des protéines dans le post-infarctus est
encore incertaine. Chez le rat, la crystalline alpha-B est surexprimée dans les ventricules au
décours d’un infarctus du myocarde (374,375). Inversement, la crystalline alpha-B est diminuée
dans le myocarde des patients atteints d’insuffisance cardiaque terminale ischémique (376).
L’¢lévation initiale de la crystalline alpha-B pourrait avoir un effet protecteur sur le cytosquelette
et la diminution secondaire de son expression pourrait favoriser la dégradation de la desmine lors
de I’évolution vers I’insuffisance cardiaque. Les réles du protéasome et de 1’autophagosome dans
le remodelage post-infarctus sont encore indéterminés. L’inefficacit¢ de 1’autophagosome et la
suractivation du protéasome pourraient €tre déléteres et favoriser 1’évolution vers 1’insuffisance
cardiaque. L’activation de 1’autophagie et la diminution de 1’activité du protéasome diminuent le

remodelage post-infarctus chez le rat (377).
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L’altération diffuse de la structure des myofilaments est un des mécanismes de la dysfonction
systolique dans la cardiomyopathie post-infarctus. L’infarctus du myocarde entraine une
destruction rapide des myofibrilles dans le myocarde non ischémi¢ (353). De plus, les contraintes
diastoliques induites par la zone infarcie a I’ensemble du ventricule gauche pourraient favoriser

la lyse de la troponine I et aggraver la dysfonction systolique (378,379).

De nombreux arguments sont en faveur de I’implication des mécanismes de
mécanotransmission intra- et extra-sarcomériques dans le développement d’une insuffisance
cardiaque post-infarctus. Certaines anomalies marquent la transition entre cardiopathie
compensée et insuffisance cardiaque congestive.

Les patients les plus graves qui développent une insuffisance cardiaque ont une augmentation
du rapport titine N2BA/N2B et une diminution de la rigidité myocardique induite par la titine
(380) alors que la rigidité myocardique totale est augmentée par le développement d’une fibrose.
L’assouplissement de la titine favoriserait la dilatation ventriculaire et altérerait la précharge
dépendance des sarcomeres. De plus, I’étirement excessif de la titine pourrait dénaturer son
architecture tridimensionnelle et aggraver la dysfonction systolique (159).

L’altération de la fonction des mitochondries et du réticulum sarcoplasmique (285) ainsi que
I’altération des tubules transverses aprés un infarctus du myocarde (381,382) sont des arguments
indirects en faveur de la détérioration du cytosquelette extra-sarcomérique. De plus, une
altération de I’architecture des costaméres est retrouvée dans le myocarde de patients atteints
d’insuffisance cardiaque post infarctus (211). Certaines anomalies du cytosquelette cytosolique
sont corrélées a la gravité de la dysfonction myocardique. Alors qu’il existe une augmentation de
la présence de desmine sur les disques Z des malades atteints d’infarctus du myocarde minime
sans insuffisance cardiaque (380), les filaments de desmine sont fortement dégradés chez des
malades au stade d’insuffisance cardiaque terminale (383). Bien qu’aucune relation causale ne
soit établie, il est vraisemblable que la dégradation des systemes de mécanotransmission aggrave

la dysfonction myocardique.

En conclusion, la destruction des myofibrilles dans le myocarde viable et I’altération des
structures de mécanotransmission par une hyperactivation des systémes de dégradation protéique
sont des mécanismes clefs du remodelage post infarctus. En revanche, le role des systemes de

réparation et de recyclage des déchets intracellulaires est encore incertain (Tableau 15).
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Tableau 15. Implication du cytosquelette des cardiomyocytes dans le remodelage post-infarctus

du myocarde.

-Activation subaigué et chronique des protéases avec surproduction d’espéces réactives de
I’oxygene.

-Destruction des myofilaments

-Expression 1 de la béta-MHC et de 1’actine alpha squelettique
-Sensibilité des myofilaments au calcium 1

-Assouplissement et dégradation de la titine

-Dégradation des systémes de mécanotransmission extramyofibrillaires (costameéres et
filaments intermédiaires)

-Activation de la gelsoline, inhibition de la cofiline

-Implication incertaine des systémes de réparation et de recyclage du cytosquelette (molécules
chaperonnes, UPS, autophagosome)

Béta-MHC (isoforme béta de la myosine, béta-myosin heavy chain), UPS (ubiquitin-proteasome system).

HIL.3. IMPLICATION DU CYTOSQUELETTE DANS LES
CARDIOPATHIES PAR SURCHARGE BAROMETRIQUE.

Les principales causes d’¢lévation chronique de la postcharge des ventricules sont
I’hypertension artérielle systémique (384), I’hypertension pulmonaire (385) et le rétrécissement
aortique (386). Quelque-soit le ventricule atteint, les cardiopathies par surcharge barométrique

peuvent évoluer vers I’insuffisance cardiaque en I’absence de traitement approprié¢ (387,388).

L’augmentation chronique de la postcharge entraine une hypertrophie concentrique des
ventricules cardiaques. Les ventricules sont dilatés avec un épaississement significatif des parois
et une réduction du volume des cavités (295). A court terme, les contraintes systoliques
diminuent au prix d’une ¢€lévation des contraintes diastoliques. L’ hypertrophie concentrique
diminue les contraintes systoliques (295) et permet le maintien d’un volume d’éjection
systolique optimal dans un premier temps. Le remodelage myocardique, bénéfique dans un

premier temps entraine une dysfonction diastolique caractéristique des cardiopathies
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barométriques. L’aggravation de la dysfonction diastolique conduit dans plus de 50% des cas a
une insuffisance cardiaque congestive associée dans certains cas a une dysfonction systolique
(389). La dysfonction cardiaque se caractérise par une hypertrophie des cardiomyocytes, une
fibrose interstitielle, des altérations de la perfusion myocardique et une dérégulation neuro-

humorale (390).

L’hypertrophie des cardiomyocytes se caractérise par des altérations de ’homéostasie calcique,
une altération de la sensibilité des myofilaments au calcium, une modification du métabolisme
énergétique, des remaniements du cytosquelette, une activation des genes de I’hypertrophie
cellulaire et une réactivation des geénes foetaux (152,389).

Une augmentation de la synthése des myofibrilles est caractéristique de la cardiopathie
hypertensive (390). Les myofibrilles sont plus longues mais surtout plus nombreuses et
désorganisées (174). Les nouveaux sarcomeres s’accumulent essentiellement en paralléle des
anciens. Les modifications des myofilaments favorisent la contraction au détriment de la
relaxation. La réactivation des geénes feetaux entraine une surexpression de I’actine alpha-
squelettique (391) et de la béta-MHC (392). Le rendement mécano-énergétique est amélioré
(29,145) et ’hypertrophie des cardiomyocytes est atténuée (391).

Dans des conditions physiologiques, I’augmentation de la fréquence de contraction des
myofibrilles est associée a une augmentation de la phosphorylation de la troponine-I et une
désensibilisation des myofilaments au calcium. Ces modifications permettent d’améliorer la
relaxation a I’effort. Ce mécanisme d’adaptation a 1’effort est altéré au cours de 1’hypertrophie
barométrique (393). La dysfonction diastolique de repos pourrait étre aggravée a I’effort chez les
patients atteints de cardiopathie hypertensive.

Alors que la fonction systolique est généralement conservée dans les dysfonctions
myocardiques par surcharge barométrique, certains patients développent une cardiopathie dilatée
avec une dysfonction systolo-diastolique (297,298). Comme pour les cardiomyopathies
hypertrophiques, la surcharge en pression active des voies de signalisation favorisant la perte de
I’actine alpha squelettique et le développement d’une hypertrophie excentrique. La suractivation
des voies de I’hypertrophie excentrique et la perte de I’actine alpha squelettique pourraient
favoriser I’évolution de certaines cardiopathies concentriques en cardiopathies excentriques avec

dysfonction systolique (297,298).

Des modifications de la mécanotransmission intra-sarcomérique entrainent une augmentation

de la rigidité des sarcoméres au cours de la cardiopathie hypertensive. Cette augmentation de la
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rigidité des sarcomeres améliore la précharge-dépendance des myofilaments au détriment de la
relaxation. Dans différents modeles animaux de constriction aortique la phosphorylation du
segment PEVK, la déphosphorylation du segment N2B et I’augmentation de 1’isoforme rigide
N2B augmentent la rigidité de la titine et aggravent la dysfonction diastolique (323,394-396) (cf
chapitre 11.2). En revanche, dans des cardiomyocytes isolés de ventricules gauches de patients
atteints de rétrécissement aortique serré sans insuffisance cardiaque, la forme compliante de la
titine est augmentée sans modification du degré de phosphorylation (323). 11 est probable que la
rigidification de la titine augmente ’activation des voies de signalisation de 1’hypertrophie qui
favorisent la fonction systolique au détriment de la diastole (168,169). De maniere concordante,
la diminution de I’expression de la titine au cours de la cardiopathie barométrique est associée au
développement d’une insuffisance cardiaque congestive avec dysfonction systolique chez le

cochon d’inde (397).

Le remodelage des tubules transverses (208) et 1’altération de la structure des mitochondries
(174) suggerent un remaniement de la mécanotransmission extra-myofibrillaire au cours de
I’hypertension artérielle. L’¢lévation des contraintes barométriques provoque une densification
des réseaux de desmine et de tubuline. Cette densification est corrélée avec 1’aggravation de la
dysfonction myocardique chez le cochon d’Inde (397). L’¢lévation des contraintes systoliques
des ventricules provoque la déphosphorylation et 1’activation de MAP4, une protéine de
stabilisation des microtubules. La stabilisation des microtubules par la déphosphorylation de
MAP4 favorise I’hyperpolymérisation de la tubuline chez I’homme ou chez les animaux soumis
a des contraintes systoliques excessives (73,272). L’acétylation (49), la détyrosination et la
déglutamination (51) de la tubuline renforcent la stabilisation des microtubules. La
dépolymérisation des microtubules par la colchicine améliore la dysfonction contractile chez
I’animal (60) mais cet effet peut s’avérer inconstant. Dans un mod¢le de rats hypertendus, la
stabilisation des microtubules par I’acétylation de la tubuline inhibe la dépolymérisation par la
colchicine (49). Alors que la stabilisation des microtubules pourrait stabiliser la
mécanotransmission cellulaire soumise a des contraintes mécaniques excessives, elle a des
conséquences délétéres sur le fonctionnement des sarcomeres. L’accumulation de tubuline
polymérisée entrave les mouvements des sarcomeres par une augmentation de la viscosité
intracellulaire (176). De plus, les remaniements de la desmine et de la tubuline pourraient étre
directement responsables d’un découplage excitation-contraction-respiration (174) et de

I’altération de I’architecture des disques intercalaires (398,399).
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La consolidation des costameres est un facteur protecteur de la fonction systolique au cours de
I’hypertrophie myocardique par surcharge en pression. Elle se caractérise par une densification
des complexes de la dystrophine et une hyperpolymérisation de I’actine cytoplasmique (211)
(187). Le maintien de I’architecture des intégrines dans les costaméres est un ¢lément essentiel
de la stimulation des voies de I’hypertrophie compensatrice. Les souris sous-exprimant
I’intégrine béta-1 ont une diminution de 1’hypertrophie cardiaque en réponse a une augmentation
de la postcharge (400). Cette diminution de la réponse hypertrophique s’accompagne d’une

diminution immédiate de la fraction de raccourcissement du ventricule gauche.

En plus des anomalies des myofibrilles et de la mécanotransmission, 1’hypertrophie
myocardique par surcharge barométrique se caractérise par un déréglement du renouvellement
des filaments du cytosquelette. L’inhibition des systémes de nettoyage pourrait conduire a la
densification du cytosquelette et a I’hyperviscosité cellulaire. En revanche, leur activation
excessive pourrait fragiliser 1’architecture des cardiomyocytes et accélérer 1’évolution vers
I’insuffisance cardiaque congestive. L’activation précoce de ROCK au décours d’une élévation
de la postcharge ventriculaire gauche est en faveur d’une inhibition de la cofiline (401).
L’accumulation de filaments d’actine anormaux induit par 1’inhibition de la cofiline pourrait
aggraver la dysfonction diastolique. La probable réactivation de la cofiline par une inhibiteur de
ROCK améliore la dysfonction diastolique (402).

De maniére attendue, la crystalline alpha-B a un role protecteur dans la surcharge barométrique
des ventricules. Les souris KO-/- pour la crystalline alpha-B développent une dysfonction
myocardique plus marquée que les souris sauvages (403).

Les systémes de dégradation des protéines anormales sont activés en réponse a une surcharge
en pression. De nombreuses études sont en faveur d’un effet délétére de 1’hyperactivation d’UPS
(404). De maniéere concordante, I’hyperactivation de 1’autophagosome au cours de I’hypertrophie
cardiaque aggrave la dysfonction myocardique (282,405). L hyperactivation des systémes de
dégradation des protéines est donc délétere pour le fonctionnement des cardiomyocytes. Les

mécanismes par lesquels ces systemes sont déléteéres ne sont pas encore €lucidés.

En conclusion, le remodelage des myofibrilles et le renforcement de la mécanotransmission
sont nécessaires a la préservation la fonction myocardique face a une augmentation des
contraintes systoliques. La persistance des contraintes et leurs conséquences sur le cytosquelette
entrainent une dysfonction diastolique susceptible d’évoluer vers I’insuffisance cardiaque

congestive. La perte de la surexpression de 1’alpha actine squelettique, 1’hyperpolymérisation des
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microtubules, la perte de la mécanotransduction et I’hyperactivation des systémes de dégradation

protéique favorisent I’évolution vers la décompensation cardiaque (Tableau 16).

Tableau 16. Implication du cytosquelette dans les cardiopathies barométriques.

-Expression 1 de la béta-MHC et de I’actine alpha squelettique
-Sensibilité des myofilaments au calcium 1
-Rigidification de la titine

-Renforcement des systémes de mécanotransmission extramyofibrillaires (costameres, actine
cytoplasmique, microtubules, filaments de desmine)

-Inhibition probable de la cofiline et activation des systémes de recyclage du cytosquelette
(UPS, autophagosome)

Béta-MHC (isoforme béta de la myosine, béta-myosin heavy chain), UPS (ubiquitin-proteasome system).

IH1.4. IMPLICATION DU CYTOSQUELETTE DANS LES
CARDIOPATHIES PAR SURCHARGE VOLUMETRIQUE.

Les principales causes d’élévation chronique de la précharge des ventricules sont I’insuffisance
aortique, I’insuffisance mitrale, les shunts artério-veineux, les carences en vitamine Bl et la
grossesse. Les cardiopathies par surcharge volumétrique peuvent évoluer vers 1’insuffisance
cardiaque en I’absence de traitement approprié. Le traitement de la cause est souvent possible.
Le traitement approprié de I’étiologie normalise la dysfonction myocardique dans la majorité des

cas (33,4006).

L’augmentation de la précharge entraine une hypertrophie excentrique des ventricules
cardiaques. Les ventricules sont dilatés sans épaississement significatif des parois avec une
augmentation du volume des cavités. A court terme, les contraintes diastoliques diminuent au
prix d’une élévation des contraintes systoliques. L’ hypertrophie excentrique permet le maintien
de pressions de remplissage optimales dans un premier temps (295). A long terme, la persistance
de pressions de remplissage €levées et I’augmentation du diamétre des ventricules aboutit a une
augmentation des contraintes myocardiques systolo-diastoliques et a la dilatation continue des

ventricules. Le remodelage myocardique, bénéfique dans un premier temps entraine une
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dysfonction systolo-diastolique caractéristique des cardiopathies volumétriques (407).
L’aggravation de la dysfonction cardiaque conduit a une insuffisance cardiaque congestive en
I’absence de traitement approprié¢ de la cause. La dysfonction cardiaque se caractérise par une
hypertrophie longitudinale des cardiomyocytes, I’absence de fibrose interstitielle (408), une

inflammation myocardique (409) et une dérégulation neuro-humorale (33).

L’hypertrophie des cardiomyocytes se caractérise par des altérations de 1’homéostasie calcique
(410), des remaniements du cytosquelette, 1’absence d’activation des génes de 1’hypertrophie

cellulaire et une réactivation sélective des genes foetaux (152).

Une augmentation de la longueur des myofibrilles sans désorganisation initiale de leur
architecture est caractéristique de la cardiopathie volumétrique. Les myofilaments interagissent
normalement in vitro (411). Les nouveaux sarcomeres s’accumulent en série au niveau des
disques intercalaires (179).

De maniere surprenante, 1’augmentation de la longueur des myofibrilles n’est pas associée a
une augmentation de la synthése d’actine alpha (412) ou de béta-MHC a court (392) et a long
terme (97,413,414). Cela suggére que 1’accumulation de matériel sarcomérique est induite par
une diminution de la dégradation protéique. L’absence d’hyperactivation du géne de l’actine
alpha squelettique pourrait étre responsable d’une partie de la dysfonction systolique (297,298).
L’augmentation chronique des contraintes diastoliques aboutit a une dégradation tardive des

myofibrilles qui génére une dégradation supplémentaire des performances contractiles (415).

Alors que les myofilaments interagissent normalement in vitro, il existe une diminution de leur
vitesse de glissement ex vivo (416). L’altération du fonctionnement des myofilaments ex vivo
est due a une augmentation de la rigidit¢é myocardique. L’augmentation de la rigidité
myocardique en 1’absence de fibrose (415) est en faveur d’une augmentation de la rigidité des
cardiomyocytes. L’augmentation de ’expression de la forme rigide de la titine (415) et la
consolidation des costaméres (417) sont probablement responsables de cette augmentation de la
rigidit¢ cellulaire. Les modifications du cytosquelette cytosolique s’accompagnent de

modifications des mitochondries et des microcompartiments cellulaires (418).

De manicre attendue, les systémes de dégradation des protéines sont peu activés a la phase
précoce des cardiopathies par surcharge volumétrique. Leur activation tardive pourrait &tre

responsable de la dégradation des myofibrilles et de I’aggravation de la dysfonction myocardique.

93



Malgré 1’augmentation de la synthése de cytokines pro-inflammatoires (409), 1’absence
d’augmentation de I’apoptose des cardiomyocytes suggere 1’absence d’activation significative
des caspases ou de production d’espéces réactives de l’oxygéne au cours des surcharge
volumétriques (415). De manicre concordante, I’expression des calpaines n’est pas modifi¢e
(417). L’activation prolongée des métalloprotéases pourrait étre impliquée dans la dégradation
tardive des myofibrilles et dans la dilatation des cavités ventriculaires. L’augmentation de
I’expression des ARNm de collagéne et 1’absence de fibrose suggerent une augmentation de
I’activité des métalloprotéases cardiaques (408). L’altération tardive des myofilaments est
associée a une dégradation du collagéne myocardique et I’inhibition des métalloprotéases
protéege les myofibrilles (415). Enfin, 1’augmentation de [D’expression cardiaque des
métalloprotéases est associée a une augmentation du remodelage ventriculaire chez les patients

atteints d’insuffisance mitrale (419).

L’implication des systémes de recyclage des protéines dans les cardiopathies par surcharge
volumétrique est encore indéterminée. Il est possible que I’absence de dégradation des filaments

du cytosquelette s’accompagne d’une relative inhibition de ces systémes (107).

En conclusion, le remodelage myocardique au cours d’une élévation prolongée de la précharge
favorise la diminution des pressions de remplissage au prix d’une dysfonction systolo-diastolique
d’apparition progressive. La persistance des contraintes mécaniques et la dégradation tardive des

myofibrilles favorisent I’évolution vers 1’insuffisance cardiaque congestive (Tableau 17).

Tableau 17. Implication du cytosquelette dans les cardiopathies volumétriques.

-Dégradation minime et tardive des myofilaments
-Rigidification de la titine
-Renforcement des systémes de mécanotransmission extramyofibrillaires (costameres)

-Activation minime et tardive des protéases
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HL.S. IMPLICATION DU CYTOSQUELETTE DANS LA
CARDIOMYOPATHIE SEPTIQUE.

Le sepsis est une maladie fréquente et grave (420). La dysfonction cardio-circulatoire au cours
du sepsis est responsable d’un état de choc. L’apparition d’un état de choc est associé¢ a une

augmentation du taux de mortalité chez les patients septiques (421).

La réponse excessive du systéme immunitaire face a une infection entraine une inflammation
excessive généralisée qui définit le sepsis. L hyperactivation du systéme immunitaire en réponse
a I’infection (422) provoque la libération de nombreuses substances vaso-actives et pro-
inflammatoires comme les cytokines (423,424), le monoxyde d’azote (425) et certains débris
cellulaires (426). Ces substances en partie nécessaires au systeme immunitaire pour lutter contre
I’infection sont responsables d’une augmentation du débit sanguin coronaire, d’une coagulation
intravasculaire disséminée et de défaillances d’organes dont la dysfonction cardiaque. Malgré
I’hypotension artérielle systémique caractéristique du choc septique, le débit de perfusion
coronaire est augmenté et il n’existe pas d’ischémie myocardique (427,428). La défaillance
cardiaque apparait dans les premieres heures du choc septique, persiste plusieurs jours et
disparait en moins de 2 semaines (429). La dysfonction cardiaque septique se caractérise par une
dilatation mono ou biventriculaire (430) entrainant une dysfonction diastolique ou systolo-
diastolique (431-433). Il n’y a pas d’argument pour une réelle hypertrophie myocardique avec
augmentation de la masse des ventricules. Les ventricules sont dilatés avec une augmentation du
volume des cavités sans épaississement significatif des parois (434). Les contraintes mécaniques
exercées sur les ventricules sont complexes. Il existe une surcharge volumétrique des deux
ventricules associée a une surcharge barométrique du ventricule droit en cas d’atteinte

pulmonaire sévere (430).

Alors que pendant longtemps la cardiomyopathie septique était considérée comme une
dysfonction fonctionnelle des cardiomyocytes, il est actuellement bien reconnu qu’une
destruction majeure de I’architecture myocardique est parfois présente (435). La
cardiomyopathie septique se caractérise par un remodelage des cardiomyocytes (436), 1’absence
de fibrose (408,437), une inflammation myocardique (409), une fuite capillaire (438), un cedéme

interstitiel (436), une dysfonction métabolique (439) et une dérégulation neuro-humorale (440).
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L’hypertrophie des cardiomyocytes est inconstante chez I’homme et chez 1’animal. La taille des

cardiomyocytes n’est pas modifiée dans la plupart des études (436,441,442).

Les performances contractiles des cardiomyocytes sont altérées au cours du sepsis (442). La
dysfonction des cardiomyocytes se caractérise par des anomalies de ’homéostasie calcique (410)
(443), une diminution de la sensibilité¢ des myofilaments au calcium (444,445), une dysfonction
mitochondriale (446—448), une activation de 1’apoptose (449), un stress oxydant (450), des
remaniements du cytosquelette, 1’absence d’activation des genes de I’hypertrophie cellulaire et

une réactivation sélective des geénes feetaux (451).

L’activation des genes des protéines des myofilaments est variable dans le temps. Il existe une
augmentation précoce des ARNm de beta- et d’alpha-MHC alors que les taux d’ARN d’actine
alpha ne changent pas. Alors que les ARNm de myosine continuent d’augmenter au cours du
temps, I’ARNm d’actine alpha cardiaque baisse légerement sans modification de ’actine alpha
squelettique (452). Les cytokines ont des effets différents sur la synthése des protéines des
myofilaments. Alors que I’IL1-béta (interleukine-1-béta) augmente la synthése des ARNm
d’actine et de myosine, TNF-alpha (tumor necrosis factor-alpha) les diminue. L’interféron-
gamma active la synthése des myosines et inhibe celle de I’actine alpha-cardiaque (453).
L’évolution relative des taux de chaque cytokine au cours du temps pourrait étre en partie

responsable des variations complexes de 1’expression des protéines des myofilaments (454).

Il existe une activation de nombreux systemes de dégradation des protéines dans les
cardiomyocytes au cours du sepsis. La production d’espéces réactives de 1’oxygeéne est
augmentée (450). La calpaine (455), les caspases (442,449) et les métalloprotéases (456) sont
surexprimées et activées. L’augmentation des espéces réactives de 1’oxygeéne ainsi que
I’activation des caspases, de la calpaine et des métalloprotéases sont délétéres. Leur inhibition
améliore la fonction contractile des cardiomyocytes. En revanche 1’augmentation de 1’expression
de la gelsoline semble bénéfique. Une production faible de gelsoline est associée a une
aggravation de la fonction contractile (457). Il n’existe pas de donnée directe sur I’implication de

la cofiline dans la dysfonction myocardique septique.

La plupart des protéines de choc thermique dont la crystalline alpha-B sont surexprimées dans
les cardiomyocytes au cours du sepsis (458). La baisse de certaines protéines de choc thermique

ou leur insuffisance relative par rapport au niveau d’agression protéique favorise la dysfonction
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contractile. L’augmentation de 1’expression de la plupart des protéines de choc thermique

protége de la dysfonction myocardique (458,459).

Il existe peu de données sur I’implication des systemes de recyclage des déchets protéiques
dans la myocardiopathie septique. UPS est activé dans le myocarde des patients décédés de choc
septique (460) mais I’activation massive des caspases pourrait inhiber en partie son activité (336).
Alors que I’autophagosome est activé dans modéle murin de myocardiopathie septique (461),
celui-ci est inactif dans les cardiomyocytes de patients décédés de choc septique (462).
L’implication exacte des systémes de recyclage des protéines au cours de la myocardiopathie

septique est encore indéterminée.

Le contenu des cardiomyocytes en protéines sarcomériques est inchangé ou faiblement abaissé
a 72 heures (453). La persistance de la syntheése des protéines des myofilaments et 1’activation
des systémes de dégradation conduit a une désorganisation des myofibrilles (442) et a
I’accumulation d’amas sarcomériques non fonctionnels (436).

Certains remaniements des troponines diminuent la sensibilit¢ des myofilaments au calcium.
Cette diminution de D’activation de la contraction par le calcium aggrave la dysfonction
contractile des myofibrilles. La phosphorylation de la troponine I diminue la sensibilit¢ des
myofilaments au calcium et son inhibition atténue la dysfonction contractile des cardiomyocytes
(444,445). Le clivage de la troponine T par les caspases altere également la sensibilité des
myofilaments au calcium et son inhibition atténue la dysfonction contractile des cardiomyocytes

(442).

L’hyperactivation des protéases entraine une destruction de I’ensemble des structures des
myofibrilles. Les disques Z sont déformés et perdent leur alignement (442) mais 1’implication
exacte des structures responsables de la mécanotransmission intrasarcomérique dans la
myocardiopathie  septique est indéterminée. Les structures responsables de Ia
mécanotransmission cytosolique sont modifiées au cours de la myocardiopathie septique.
L’altération des structures du cytosquelette cytosolique entraine un remaniement des disques
intercalaires (463,464) ainsi qu’une déformation (465) et des ruptures du sarcolemme (466). Les
complexes de la dystrophine sont détruits et l’inhibition du stress oxydant atténue cette
dégradation (465). L’implication de I’actine cytosolique, de la desmine et des microtubules dans

la myocardiopathie septique est inconnue.
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En conclusion, la dysfonction myocardique septique est la résultante d’une cardiopathie
secondaire a l’atteinte circulatoire et d’une véritable cardiomyopathie induite par la réaction
inflammatoire systémique. La cardiopathie septique est due a une surcharge volumétrique
globale et dans certains cas une surcharge barométrique du ventricule droit. La cardiomyopathie
septique se caractérise par une destruction et une dysfonction des myofilaments, une dysfonction
mitochondriale et une activation des systémes de dégradation des protéines. L’implication des
systémes de mécanotransmission et des systémes de recyclage des déchets cellulaires est encore

peu connue (Tableau 18).

Tableau 18. Implication du cytosquelette dans la cardiomyopathie septique.

-Activation aigué€ des protéases et surproduction d’especes réactives de 1’oxygene
-Désorganisation majeure et précoce des myofilaments

-Diminution de la sensibilité des myofilaments au calcium

-Déformation des disques Z

-Dégradation des costameres et remaniement des disques intercalaires

-Expression de protéines de choc thermique 1
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OBJECTIFS DU TRAVAIL
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Des altérations du cytosquelette sont impliquées dans la physiopathologie de nombreuses
cardiomyopathies. L’activation massive des systemes de dégradation protéique au cours de la
cardiomyopathie septique est responsable de Iésions des myofilaments et de certaines structures
responsables de la mécanotransmission dans les cardiomyocytes. L’implication de 1’actine
cytosolique et des microtubules au cours des cardiomyopathies inflammatoires et septiques est

encore inconnue.

Le but de ce travail était d’étudier 1’implication des microtubules et des microfilaments dans
des modéles d’inflammation aigue de muscles cardiaques. Dans un premier temps, nous avons
étudié I’implication des microtubules dans un modéle de dysfonction inflammatoire de muscle
pectiné humain induite par la chimiokine macrophage migration inhibitory factor (MIF). Dans un
second temps, nous avons analysé 1’implication des microfilaments dans un modé¢le murin de

dysfonction cardiaque induite par une endotoxine, le lipopolysaccharide (LPS).
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RESULTATS
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Article 1. Macrophage Migration Inhibitory Factor Induces Contractile and Mitochondria

Dysfunction by Altering Cytoskeleton Network in the Human Heart.

Macrophage migration inhibitory factor (MIF) est une chimiokine pro-inflammatoire
synthétisée et sécrétée par de nombreuses cellules comme les macrophages, les cellules de
I’antéhypophyse et les cardiomyocytes. Des taux ¢élevés de MIF sont retrouvés dans le sérum des
patients septiques et leur augmentation est corrélée avec une mortalité élevée. MIF induit une
dysfonction cardiaque chez les rongeurs mais les mécanismes d’action ne sont pas complétement
¢lucidés. Certains effets de MIF sur la migration des macrophages sont dus a un remodelage du
cytosquelette. Le but de ce travail a consisté a évaluer ’implication de D’architecture des

microtubules dans la dysfonction myocardique induite par MIF.

Pour cela, nous avons testé ’effet de 60 minutes d’exposition a MIF (100 ng/mL) sur la
contraction isométrique de trabécules auriculaires droites humaines en 1’absence et en présence
de colchicine (10 uM), un agent dépolymérisant les microtubules, ou de taxol (10 uM), un agent
stabilisateur des microtubules. Des fibres musculaires issues des trabécules exposées étaient
ensuite perméabilisées pour une analyse de la respiration mitochondriale. L’architecture des
myofibrilles, la morphologie des mitochondries et 1’état de polymérisation de microtubules

¢taient analysés en microscopie €lectronique et en microscopie confocale.

En comparaison au groupe contrdle, MIF induisait une diminution des capacités contractiles des
trabécules et une altération de la respiration mitochondriale. L’altération des fonctions
mitochondriales impliquait particuliérement le complexe I de la chaine respiratoire et
s’accompagnait d’une augmentation de la perméabilité de la membrane externe a I’ADP. Un
préconditionnement par la colchicine atténuait la dysfonction contractile et la diminution de la
respiration par le complexe I de la chaine respiratoire alors que le taxol était sans effet.

La colchicine diminuait la désorganisation des myofibrilles, la fragmentation mitochondriale et

I’hyperpolymérisation des microtubules induites par MIF.

En conclusion, ces résultats suggerent que MIF induit une dysfonction contractile et une
dysfonction mitochondriale dans le muscle cardiaque humain. L’hyperpolymérisation des
microtubules induite par MIF pourrait étre responsable d’une désorganisation de I’architecture

des mitochondries et d’une hyperviscosité¢ du cytosquelette des cardiomyocytes.
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Résultats non publiés.

La cardiomyopathie septique se caractérise par une augmentation de la production d’especes
réactives de I’oxygeéne et par une activation de nombreuses protéases comme la calpaine, les
caspases et les métalloprotéases. Les espéces réactives de 1’oxygéne et les protéases sont
responsables de la dénaturation de nombreuses protéines du cytosquelette. L’absence
d’augmentation de la synthése protéique et I’absence d’hypotrophie des cardiomyocytes suggere
I’accumulation de structures protéiques anormales dans le cytosol et les myofibrilles. ROCK est
une enzyme inhibitrice de la cofiline et stabilisatrice des microfilaments. Rho est une petite
GTPases soluble activatrice de ROCK dont la synthése est augmentée dans le myocarde septique
murin (467). Certaines données suggerent leur activation au cours du sepsis. ROCK est activée
par l’activation des polynucléaires neutrophiles dans le myocarde murin (221). De plus,
’activation des caspases provoque le clivage et I’activation de ROCK (329,468). Le but de ce
travail a consisté a évaluer I’implication de 1’accumulation de microfilaments d’actine et
I’implication de ROCK dans la dysfonction myocardique précoce induite par une endotoxine

bactérienne, le lipopolysaccharide (LPS).

Pour cela, nous avons testé 1’effet a 4 heures de I’injection intrapéritonéale de LPS (20 mg/Kg)
chez des souris males IOPS-NMRI avec ou sans préconditionnement par le fasudil (20 mg/Kg),
un inhibiteur de ROCK. La fonction contractile du myocarde était évaluée par la technique de
cceur isolé perfusé sur colonne de Langendorff et la fonction mitochondriale était évaluée par
I’analyse de la respiration de fibres ventriculaires gauches perméabilisées. La polymérisation et

la distribution des microfilaments d’actine était analysée en microscopie confocale.

En comparaison au groupe contrdle, le LPS induisait une diminution des capacités contractiles
du myocarde et une altération de la respiration mitochondriale. L’altération des fonctions
mitochondriales impliquait particulierement le complexe I de la chaine respiratoire et ne
s’accompagnait pas d’une augmentation de la perméabilité de la membrane externe a I’ADP. Un
préconditionnement par le fasudil atténuait la dysfonction contractile, la dysfonction
mitochondriale, la désorganisation et I’hyperpolymérisation des microfilaments induites par le

LPS.
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MANUSCRIPT IN PROCESS :

METHODS.

Animals and Chemicals.

Six- to 8-week-old male IOPS-NMRI mice (Charles Rivers Laboratories, Lyon France) were
housed for 6 days before manipulation. All experiments were conducted in accordance with
the National and European Institutes of Health guidelines for the use of laboratory animals
and were approved by the Lille University. The investigation conforms to the Guide and Use
of Laboratory Animals published by the U.S. National Institutes of Health (NIH Publication
N° 85-23, revised 1996).

All chemicals were purchased from Sigma Aldrich (St. Quentin Fallavier, France), except
Fasudil that was purchased from Cayman Chemicals (Ann Arbor, USA) and HEPES from

Euromedex (Souffelweyersheim, France).

Experimental Design.

Lipopolysaccharide (LPS) exposition was induced by a single intraperitoneally (i.p.) injection
of LPS (20 mg/Kg). The control group received the same i.p. injection of 0.9% saline.

Every mice was randomized to receive either fasudil (20 mg/Kg) or vehicle i.p. 30 min prior
to LPS or saline injection.

Four hours after LPS or saline injection, mice were sacrificed with cervical dislocation. The

heart was rapidly excised and used for the following experiments.

Isolated Perfused Heart Preparation.

The heart was placed into ice-cold Krebs-Henseleit buffer solution. Then the heart was
mounted onto a Langendorff apparatus and perfused in a retrograde fashion via the aorta at
either a constant flow rate of 2 mL/min or a constant perfusion pressure of 95 mmHg with
aerated (95% Oz, 5% CO.) Krebs-Henseleit buffer (37°C; pH 7.35-7.40).

Cardiac contractile function was assessed using a metal hook inserted into the heart apex to
control and record tension and heart rate. Tension was recorded continuously with a force
transducer (5mg-25g MT0201; ADInstruments Ltd., Paris, France), digitized online at a
sampling frequency of 400 Hz and stored for analysis (Chart version 7 Pro; ADInstruments
Ltd., Paris, France). Transducers were calibrated and connected to a ML224 bridge amplifier

which fed into a powerlab 8SP high-performance data acquisition system (ADInstruments



Ltd, Paris, France). Heart were stretched to 1 gram-tension and paced at 9 Hz with 5 ms
square pulses at a voltage of 10 volts. The resting tension was then increased in increments of
0.25 g until optimal mechanical performance of the length-active isometric tension curve.
Heart was allowed to equilibrate for 20 min before recordings. Developed tension, i.e., the
difference between resting and total tension was calculated and averaged over 50 consecutive

isometric contractions for statistical analysis.

High-Resolution Respirometry.

Thin left ventricule bundles (approximately 300 um length and 60 pm width) were separated
under stereomicroscopic control in ice-cold BIOPS relaxing solution containing 2.77 mM
CaKoEGTA, 7.23 mM KoEGTA, 6.56 mM MgClz, 0.5 mM dithiothreitol, 50 mM K-MES, 20
mM imidazole, 20 mM taurine, 5.3 mM NaATP, 15 mM phosphocreatine, pH 7.1. Fibers
were separated with sharp forceps and then placed into 2mL of ice-cold BIOPS, and 20uL of
saponin (freshly-prepared stock solution 5Smg/mL) are added to obtain final concentration of
50uM. Bundles were maintained for 30 min with saponin solution, and then washed for 5 min
three times in ice-cold respiration medium MiROS5 containing 110 mM sucrose, 20 mM
HEPES, 10 mM KH>PO4, 20 mM taurine, 3 mM MgCl, 6H,0, 60 mM MES-K, 0.5 mM
EGTA and 0.1 % bovine serum albumin; pH 7.1. Two to 4 mg of wet cardiomyocyte bundles
from each experimental group were incubated into respirometer chambers. Respiration rates
were measured (O2k oxygraph, Oroboros, Innsbruck, Austria; gain for O» sensor 4;
polarization voltage 800 mV; stirrer speed 750 rpm; data recording interval 2 seconds;
chamber temperature 25°C) and expressed in picomoles O per second per milligram wet
weight. Data acquisition and analysis were performed with Datlab4 software (Oroboros,
Innsbruck, Austria). Substrate and / or inhibitors for respiratory experiments were added
within MiROs in a step-by-step manner using micro syringes. Chemical agents were
sequentially prepared according to Oroboros manufacturer data sheet and administered as
described (1). In brief, the following steps were completed:

-Complex I-dependent state 2 respiration (State2cr) was determined as the respiration rate
in the presence of 5 mM pyruvate and 2 mM L-malate dissolved in H,O, which activate
the Krebs cycle providing NADH to complex I of the respiratory chain.

-Km of mitochondrial respiratory chain for ADP (gradual increases of ADP concentration
needed to achieve a half-maximum respiration rate) was used as an estimate of the

mitochondria permeability for ADP.



-Complex I-dependent state 3 respiration (State3cr) was determined as a phosphorylation-
stimulated respiration rate in the presence of 3 mM ADP added to the State2cr medium
providing ADP to Fi-Fo ATP synthase. The coupling of phosphorylation to oxidation was
estimated by calculating the respiratory control ratio (RCR) as the ratio State3cr /
State2cr.

-Intactness of mitochondrial outer membrane was evaluated by the mean of cytochrome c.
In brief, respiration in the presence of 10 uM cytochrome c dissolved in H>O (horse heart
cytochrome c, Sigma Aldrich, France) was determined (State3cricyic). (State3crcyc -
State3cr) / State3cr ratio was used as a permeability index of the outer mitochondrial
membrane.

-Complex II-dependent state 3 respiration in presence of cytochrome C (State3ci+cyic) was
determined as a phosphorylation-stimulated respiration rate in the presence of 10 mM
succinate dissolved in H,O, 0.5 uM of complex I inhibitor rotenone dissolved in ethanol
and added to the State3Ccr medium. Succinate activated the Krebs cycle enzyme
succinate dehydrogenase providing FADH, for complex II (succinate dehydrogenase) of
the respiratory chain.

-At the end of each experiment, chambers were calibrated for zero O2 content with

dithionite.

Confocal Immunofluorescence Imaging.

Hearts were fixed in 4% paraformaldehyde at 4°C overnight. After paraffin embedding, hearts
were sliced in 4um width samples and polymerized actin fibers were visualized by the use of
Texas Red-phalloidin (Molecular Probes) staining. Samples were imaged using x40 and
x63/1.4 oil immersion Plan Apo objectives, 561 nm diode-pumped solid-state laser and 405
nm ultraviolet laser of LSM710NLO confocal microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany).
Microscope parameters were kept constant between x40 magnification images in order to
compare fluorescence intensity. Parameters were optimized for each x63 magnification image

to analyse microfilament locations.

Statistical Analysis.

Results were analyzed with the SPSS for Windows software, version 15.0 (SPSS, Paris-la-
Defense, France). Qualitative variables are reported as number and percentage and were
compared between groups using a Fisher test. Numerical data are given as mean = SEM. The

Shapiro-Wilk test was used to test for normal distribution of numerical data. Comparison of



two means between was performed using a Student t test or a Mann—Whitney U test, as
appropriate. Comparison of the means between greater than or equal to three groups was
performed using a one-factor repeated-measures analysis of variance (ANOVA). A p value of
less than 0.05 was considered statistically significant. When a significant difference was
found, we identified specific differences within and between groups using a Bonferroni post

hoc analysis.

RESULTS.

1. Fasudil treatment improved cardiac dysfunction in LPS-exposed mice.

Compared with controls, LPS consistently reduced isometric force (1.30 + 0.12 g vs. 0.73 +
0.1 g; p <0.05) when hearts where studied at constant coronary flow of 2 mL/min (Fig. 1A-
B). Fasudil prevented contractile dysfunction whereas colchicine (2 mg/Kg) a microtubule-
depolymerizing agent, and taxol (25 mg/Kg) a microtubule-stabilizing agent did not (Fig. 1A-
B). Compared with controls, coronary pressure was lower in LPS, fasudil and colchicine
groups, whereas it was higher in taxol group (Fig. 1C). Fasudil prevention of LPS-induced
contractile dysfunction was maintained when hearts were studied at constant coronary
pressure of 95 = 5 mm Hg (Fig. 2A-B). Compared with controls, coronary flow was higher in

LPS and fasudil groups (Fig. 2C).



A)

1.5
= — O cCTL
— Bl LPS 20mg/Kg
2 1.0 " E=3 FAS+LPS
- COL+LPS
3 TAX+LPS
S 0.5 =
s
(=]
0.0 :

O cn
@8 LPS 20mg/Kg
3 FAS+LPS
COL+LPS
TAX+LPS

Tension first derivatives (g/s)

C)

- C] CTL
Bl LPS 20mg/Kg
- B8 FAS+LPS
* * COL+LPS
TAX+LPS

8

o

Coronary pressure (mm Hg)

Figure 1. Effects of fasudil (20 mg/Kg) (FAS+LPS), colchicine (2 mg/Kg) (COL+LPS) and
taxol (25 mg/Kg) (TAX+LPS) on LPS-induced cardiac contractile dysfunction. Developed
tension (A), tension first derivatives (B), and coronary pressure (C) levels during isometric
contraction of isolated perfused hearts with constant coronary flow (2 mL/min). Data are

mean = SEM; n = 5 to 7 in each group. *p < 0.05 vs. controls.
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Figure 2. Effects of fasudil (20 mg/Kg) (FAS+LPS) on LPS-induced cardiac contractile
dysfunction. Developed tension (A), tension first derivatives (B), and coronary flow (C)
levels during isometric contraction of isolated perfused hearts with constant coronary pressure

(95 mm Hg). Data are mean + SEM; n =5 to 7 in each group. *p < 0.05 vs. controls.



2. Fasudil treatment prevented mitochondrial dysfunction in myocardial fibers of LPS-
exposed mice.

Myocardial fibers from LPS-treated mice exhibited reduced State3ci and State3crn, which
was accompanied with reduction of the RCR (8,1 + 0,4 in CTL vs. 7,2 £ 0,5 LPS group ; p <
0.05). Fasudil prevented LPS-induced decrease in State3ci, State3crcyic and RCR (Fig 3).
Exogenous cytochrome ¢ had minor effects on respiration rates (6 £ 2% in control and 2.8 +
1.4% in LPS group), suggesting that outer mitochondrial membrane was intact. In a separate
series of experiments, we evaluated the effects of LPS on the apparent mitochondrial
respiratory chain K, for ADP (Kmapr). Kmapp Was not statistically different in LPS compared
with control mice (263 + 23 uM in CTL vs. 285 £ 39 in LPS group), demonstrating the

intactness of diffusion barriers for ADP into the intermembrane space.

3. Fasudil treatment prevented actin hyperpolymerization in myocardium of LPS-exposed
mice.

Strong polymerized F-actin staining visualized by immunofluorescence confocal microscopy
was associated with LPS treatment in fixed left ventricle myocardium (Fig. 4). F-actin
staining was more heterogeneous and particularly distributed in subsarcolemnal area in LPS
compared with control group (Fig. 5). Fasudil prevented LPS-induced hyperpolymerization

and mislocalization of microfilaments in mice myocardium (Fig. 4 and 5).
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Figure 3. Effects of fasudil (20 mg/Kg) (FAS+LPS) on LPS-induced mitochondrial
dysfunction. Respiration rates of permeabilized left ventricule myocardium are given in
picomoles O per second per milligram wet weight (pmol/O2/sec/mg). See Materials and
Methods for detailed description. State2c; complex I-dependent state 2 respiration; State3ci
complex I-dependent state 3 respiration; State3cr+cyic complex I-dependent state 3 respiration
in presence of cytochrome C; State3cmcyic complex II-dependent state 3 respiration in

presence of cytochrome C. Data are mean + SEM; n = 7 in each group. *p < 0.05 vs. controls.
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Figure 4. Effects of LPS (20 mg/Kg) and/or fasudil (20 mg/Kg) on polymerized actin staining
of left ventricule myocardium. Representative x40 magnification pictures of transversal
sectional views from control (CTL), LPS (LPS), fasudil (FAS) and fasudil+LPS (FAS+LPS)
groups. Microscope parameters were kept constant between pictures to compare fluorescence

intensity.
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Figure 5. Effects of LPS (20 mg/Kg) and / or fasudil (20 mg/Kg) on polymerized actin
staining of left ventricule myocardium. Representative x63 magnification pictures of
transversal sectional views from control (CTL), LPS (LPS), fasudil (FAS) and fasudil+LPS
(FAS+LPS) groups. Microscope parameters were optimized for each picture to analyse

microfilament locations.
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I. IMPLICATION DES MICROTUBULES DANS LA
CARDIOMYOPATHIE SEPTIQUE.

La premicre partie de ce travail met en évidence que MIF, une chimiokine synthétisée en exces
au cours du sepsis provoque une hyperpolymérisation rapide (60 min) des microtubules des
cardiomyocytes responsable d’une dysfonction contractile et mitochondriale dans un mode¢le de
trabécules auriculaires droites humaines. La colchicine, un agent dépolymérisant les
microtubules n’ayant pas subits de modification post-traductionnelle (61), prévient les
dysfonctions contractile et mitochondriale induites par MIF. L’effet bénéfique de la colchicine
suggere que la stabilisation des microtubules induite par MIF ne s’accompagne pas de
modifications post-traductionnelles significatives.

Ces résultats confirment que certaines cytokines pro-inflammatoires entrainent une
augmentation de la polymérisation de la tubuline dans les cardiomyocytes. Une étude récente
démontre que 1’'IL6 (interleukine 6) provoque une hyperpolymérisation des microtubules dans un
mode¢le de cardiomyocytes néonataux de rats (469). Contrairement a MIF, I’'[L6 entraine une
stabilisation tardive des microtubules (24 H) accompagnée de modifications post-
traductionnelles de la tubuline sous forme de glutaminations et d’acétylations.

L’action rapide de MIF sur la fonction contractile dans notre mod¢le de trabécules auriculaires
confirme les données issues des modeles animaux. L’exposition de cceurs isolés de souris a 20
ng/mL de MIF provoque une dysfonction contractile en 20 minutes (470). De plus la rapidité de
I’action délétere de MIF sur le myocarde est compatible avec la dynamique des microtubules. Le
taxol, un agent stabilisant des microtubules, entraine une hyperpolymérisation de la tubuline
dans des cardiomyocytes félins deés 30 a 60 minutes (52).

En revanche, les mécanismes par lesquels MIF entraine une hyperpolymérisation des
microtubules ne sont encore connus. De plus, I’existence de nombreuses cellules non
musculaires dans les trabécules auriculaires ne permet pas de conclure a une action directe de
MIF sur les cardiomyocytes. L’hyperpolymérisation des microtubules des cardiomyocytes
pourrait dépendre des effets de MIF sur les fibroblastes, les macrophages ou les cellules

endothéliales (471).

L’accumulation de tubuline dans les cardiomyocytes est retrouvée dans de nombreuses
pathologies comme les cardiomyopathies dilatées (180), les cardiopathies hypertensives (52) et

I’insuffisance cardiaque terminale (472). L’accumulation de microtubules provoquent une
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hyperviscosité du cytosol et une géne aux mouvements des cardiomyocytes (176,473). Dans
certaines situations pathologiques ou les microtubules sont hyperpolymérisés mais ne sont pas
protégés par des modifications post-traductionnelles, la colchicine permet une correction de la
viscosité et une normalisation des propriétés contractiles des cardiomyocytes (474). Bien que
non mesurée dans ce travail, I’hyperviscosit¢ des cardiomyocytes induite par
I’hyperpolymérisation des microtubules est un mécanisme probable de la dysfonction

myocardique induite par MIF.

Nos travaux mettent en évidence que MIF induit une dysfonction mitochondriale aigue dans le
muscle pectiné humain. La dysfonction mitochondriale induite par MIF se décompose en deux
anomalies distinctes : une diminution de la capacit¢ maximale de la chaine respiratoire
prédominant sur le complexe I et une augmentation de la perméabilit¢ des mitochondries a
I’ADP. La prévention de la dysfonction de la chaine respiratoire par la colchicine suggére que
I’état de polymérisation de la tubuline des cardiomyocytes est un ¢lément clef de la dysfonction
mitochondriale induite par MIF. Dans des modeles d’insuffisance cardiaque ou d’ischémie-
reperfusion, la densification des microtubules des cardiomyocytes peut entrainer une
augmentation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene en moins de 60 minutes (244) et
activer la voie mitochondriale de 1’apoptose en 6 a 24 heures (65,475). Bien que non vérifi¢ dans
nos travaux, la polymérisation excessive des microtubules induite par MIF pourrait entrainer une
augmentation de la production d’especes réactives de 1’oxygene responsable des anomalies de la

respiration mitochondriale.

L’absence de prévention de I’augmentation de la perméabilité¢ des mitochondries a I’ADP par la
colchicine suggere que cet effet de MIF est indépendant de 1’état de polymérisation de la
tubuline des cardiomyocytes. Dans des modéles de desminopathies, une altération de la
respiration mitochondriale prédominant sur le complexe I est associée a une augmentation de la
sensibilité des mitochondries a I’ADP (250,253). Des anomalies du réseau de desmine pourraient
étre associées aux modifications des microtubules induites par MIF et induire une
hyperperméabilité de la membrane mitochondriale. Par ailleurs, la phosphorylation de VDAC,
une porine de la membrane mitochondriale externe, augmente son affinité pour la tubuline libre
et entraine une diminution de sa perméabilité a I’ADP (246,476,477). La déphosphorylation de
VDAC et une diminution de son affinité pour la tubuline libre est un autre mécanisme possible

de I’augmentation de la perméabilité des mitochondries a I’ADP induite par MIF.
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Bien entendu, les résultats de ce travail sur trabécules auriculaires droites humaines sont plus
des preuves de concepts que la preuve d’une réelle implication physiopathologique de
I’hyperpolymérisation de la tubuline au cours de la cardiomyopathie septique humaine. La
localisation auriculaire ou ventriculaire et la chronologie de la densification du réseau de
microtubules au cours de la dysfonction myocardique septique devront étre précisées dans des

modeles expérimentaux plus intégrés reflétant mieux la complexité de cette pathologie (478).

La seconde partie de ce travail met en évidence que la colchicine est sans effet sur la
dysfonction cardiaque précoce (4 heures) induite par I’injection intrapéritonéale de LPS dans un
modele murin. Méme si ce résultat peut paraitre surprenant il n’est pas incompatible avec
I’hypothese d’une hyperpolymérisation délétére des microtubules au cours de la cardiomyopathie
inflammatoire ou septique. Tout d’abord, MIF et I’IL6 sont deux cytokines sécrétées en exces au
cours du sepsis capables d’entrainer une hyperpolymérisation des microtubules et une
dysfonction myocardique (424,470,479,480). Ensuite, 1’inflammation favorise la synthése de
tubuline dans les cardiomyocytes (467). Enfin il existe des signes indirects en faveur d’un
remaniement des jonctions communicantes et des connexines-43 sous la dépendance des
microtubules au cours du syndrome septique grave. Dans une étude récente, il a ét¢ mis en
¢vidence une désorganisation et une délocalisation des connexines-43 dans le myocarde

ventriculaire de patients décédés de choc septique (462).

Alors qu’une hyperpolymérisation délétére des microtubules est probable au cours de la
dysfonction myocardique induite par le LPS, plusieurs hypothéses pourraient expliquer I’absence
de prévention de la dysfonction contractile par la colchicine dans notre mod¢le.

Premiérement, certaines modifications post-traductionnelles des microtubules les protégent de
la dépolymérisation induite par la colchicine (49,61). La synthese et I’excrétion d’IL6 dans notre
modele pourrait induire une glutamination et une acétylation de la tubuline responsables d’une
résistance des microtubules a la colchicine (469). Dans cette hypothese, la sensibilité¢ au
nocodazole pourrait étre conservée.

Deuxiémement, la fonction contractile du tissu ventriculaire murin pourrait étre moins sensible
que le muscle pectiné humain aux changements de viscosité intracellulaire induits par les
variations de polymérisation des microtubules. Le tissu auriculaire des gros mammiferes contient
essentiellement de la titine compliante N2BA et la matrice extracellulaire n’influence que peu
I’étirement des sarcoméres. Inversement, le myocarde ventriculaire murin contient

majoritairement de la titine rigide N2B et la matrice extracellulaire limite nettement 1’étirement
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des sarcomeres (160). Par conséquent, le tissu auriculaire humain est plus compliant que le
myocarde ventriculaire murin. Il est possible que I’influence de la polymérisation des
microtubules sur la force passive du myocarde ventriculaire murin soit masquée par la rigidité
induite par la titine N2B et le collagene.

Troisiémement, MIF n’a pas d’effet précoce sur la dysfonction myocardique induite par le LPS.
Dans des modeles murins, 1’inhibition de MIF ne prévient pas I’apparition de la dysfonction
cardiaque inflammatoire mais accélere la récupération de la fonction contractile entre la huitiéme
et la quarante-huitieme heure post-LPS (470,475). 1l est donc possible qu’il n’y ait aucune
densification du réseau de microtubules dans notre mod¢ele de dysfonction myocardique précoce
induite par le LPS. L’absence d’implication aussi précoce des microtubules dans la
cardiomyopathie inflammatoire pourrait expliquer 1’absence d’effet de la colchicine sur la

dysfonction myocardique.

La poursuite de notre travail consistera a étudier dans un premier temps les effets du
nocodazole sur le réseau de microtubules, la respiration mitochondriale et la fonction contractile
du myocarde ventriculaire dans notre modele murin de dysfonction myocardique précoce induite
par le LPS. Dans un second temps nous étudierons I’implication des microtubules dans la
dysfonction myocardique tardive (24 heures) d’un modele murin de péritonite. La chronologie
plus réaliste des dysfonctions d’organes dans un modéle murin de péritonite permettra une
analyse temporelle plus vraisemblable de [D’implication des microtubules dans la

cardiomyopathie septique (481,482).

II. IMPLICATION DES MICROFILAMENTS DANS LA
CARDIOMYOPATHIE SEPTIQUE.

La seconde partie de ce travail suggere qu’il existe une accumulation de microfilaments
dénaturés et non fonctionnels dans les cardiomyocytes a la phase précoce de la cardiomyopathie
inflammatoire induite par le LPS. D’autres travaux confirment que malgré la dégradation des
filaments d’actine par les espéces réactives de 1’oxygene et les protéases, il n’existe pas de
diminution de DI’expression des microfilaments dans les cardiomyocytes a 4 heures d’une
injection de LPS chez des rongeurs (442,452). La présence de myofibrilles dégradées et

désorganisées (442) est en faveur de I’accumulation de myofilaments anormaux et d’une
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probable insuffisance des systemes de nettoyage des microfilaments comme la cofiline ou la
gelsoline.

De maniére contradictoire, une étude récente met en évidence une diminution de 1’expression
de I’actine sarcomérique chez des souris a 24 heures d’une ponction ligature caecale (461).
Plusieurs différences méthodologiques pourraient expliquer ces différences. Tout d’abord, la
quantification de 1’actine-alpha dans I’étude de Celes et coll. ne permet pas d’évaluer le degré de
polymérisation de [’actine. Ensuite, il est envisageable qu’une diminution de 1’actine
sarcomeérique soit associée a une accumulation d’actine cytosolique dans notre modeéle.
L’expression de 1’actine non sarcomérique n’était pas quantifiée par Celes et coll. et une

augmentation de 1’expression des actines beta et gamma reste possible.

La poursuite de notre travail consistera a confirmer les résultats de marquage de 1’actine
myocardique par la phalloidine pour atteindre environ 4 a 6 individus par groupe. Un marquage
spécifique des différentes isoformes d’actine et une quantification de I’actine polymérisée seront

¢galement réalisés.

Rho est une petite GTPase soluble surexprimée dans la myocardiopathie inflammatoire qui
active ROCK (221,467). L’activation de Rho et DI’activation des caspases pourraient étre
responsable d’une activation de ROCK au cours de I’inflammation myocardique (329) (329,468).
La prévention de la désorganisation des microfilaments des cardiomyocytes par le fasudil dans
notre travail suggere que 1’activation de ROCK au cours de la cardiomyopathie inflammatoire
induite par le LPS provoque la densification du réseau de microfilaments. Différentes études
démontrent que 1’activation de ROCK dans les cardiomyocytes provoque une activation de la
LIM-kinase, un inhibiteur des cofilines 1 et 2 (483—486). L’ inactivation génétique de la cofiline
2, entraine la densification du réseau d’actine dans les myocytes squelettiques avec une
hétérogénéité de la distribution des microfilaments et une accumulation en périphérie des

cellules (38).

La poursuite de notre travail consistera a confirmer I’effet du fasudil sur la densification des
microfilaments induite par le LPS. Nous explorerons ensuite les effets de 1’inhibition directe de
la LIM-kinase et de la cofiline sur la cardiomyopathie induite par le LPS. Etant donnés les effets
transcriptionnels possibles des inhibiteurs (487), nous testerons leurs effets en présence d’un

bloqueur de la synthése protéique comme le cycloheximide. Nous rechercherons également a
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vérifier ’hypothése que I’hyperpolymérisation de 1’actine est associée a une activation de ROCK,

de la LIM-kinase et de la cofiline.

Notre travail démontre que le fasudil prévient la dysfonction myocardique induite par le LPS et
suggere que I’hyperpolymérisation de 1’actine induite par I’activation de ROCK est responsable
d’une hyperviscosité intracellulaire, d’une altération du couplage excitation-contraction et d’une
dysfonction mitochondriale. L’augmentation de la viscosité du cytosol des cardiomyocytes par
I’augmentation de la concentration en microfilaments (473) pourrait aggraver la dysfonction
contractile induite par la destruction des myofilaments (442) et des systémes de
mécanotransmission (461,463,464,466).

Alors que la destruction des myofibrilles et la diminution de la sensibilité des myofilaments au
calcium devraient augmenter de la compliance ventriculaire, cette derniére diminue au cours du
sepsis (432). L hyperviscosité des cardiomyocytes pourrait étre impliquée dans la baisse de la
compliance ventriculaire au cours du choc septique.

Le fonctionnement du couplage excitation-contraction n’a pas été étudi¢ dans ce travail mais
Davani et coll. ont démontré que I’activation des polynucléaires neutrophiles entraine une
activation de la voie de ROCK dans les cardiomyocytes responsable d’une hétérogénéité des
étincelles calciques (221). Inversement, I’implication de I’hyperpolymérisation de 1’actine dans
la dysfonction mitochondriale induite par le LPS n’a jamais été décrite. D’une maniére générale,
le positionnement et le fonctionnement des mitochondries intramyocardiques sont sous la
dépendance de la tubuline (240), des microtubules (243,244) et des filaments intermédiaires
(241,250,251). Néanmoins, une coopération entre les différents composants du cytosquelette est
possible par Dl’intermédiaire de la plectine (101,247). La désorganisation du réseau de
microfilaments pourrait modifier les réseaux de microtubules et de filaments intermédiaires dans
les cardiomyocytes. Enfin, la prévention de la dysfonction mitochondriale par le fasudil pourrait
étre due a un effet non spécifique de I’inhibiteur ou a la modification directe des réseaux de

microtubules ou de filaments intermédiaires.

La poursuite de notre travail consistera a étudier en microscopie confocale les effets du LPS et
du fasudil sur les microtubules et la desmine myocardiques dans notre modé¢le murin. Nous
¢tudierons également les effets d’inhibiteurs de la LIM-kinase et de la cofiline sur les
dysfonctions mitochondriale et contractile induite par le LPS.

Plusieurs études ont déja démontré les effets néfastes de la diminution de la sensibilité des

myofilaments au calcium au cours de la dysfonction myocardique induite par le LPS
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(442,444,445). Etant donné que D’activation de ROCK entraine une phosphorylation des
troponines T et I (136), une partie des effets bénéfiques du fasudil dans notre modéle pourrait
étre due a une prévention de la baisse de la sensibilit¢ des myofilaments au calcium.
L’exploration de la sensibilité des myofilaments au calcium dans notre mode¢le et 1’observation
des effets d’inhibiteurs directs des LIM-kinases et de la cofiline permettront de distinguer les
effets du fasudil.

Enfin, étant données les limites de I’extrapolation des conclusions issues de la cardiomyopathie
induite par le LPS a la cardiomyopathie septique (481), les principaux résultats seront vérifi€s

dans un mod¢le murin de péritonite (482).
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L’ensemble de ce travail met pour la premiere fois en évidence que des modifications des
microfilaments et des microtubules des cardiomyocytes sont impliquées dans Ia
physiopathologie de dysfonctions myocardiques inflammatoires. L’hyperpolymérisation des
microtubules ou I’accumulation de microfilaments dans les cardiomyocytes provoque une
dysfonction mitochondriale et une probable hyperviscosité intracellulaire responsables d’une
dysfonction contractile. Les modeles de dysfonctions myocardiques utilisés (exposition ex vivo
de trabécules auriculaires droites humaines a la chimiokine MIF et exposition in vivo de souris a
I’endotoxine LPS) sont néanmoins tres éloignés de la complexité de la cardiomyopathie septique
humaine et les résultats issus de ce travail ne sont que des preuves de concepts qui nécessitent

une confirmation dans des mode¢les plus élaborés.

Plusieurs projets sont prévus afin de vérifier la véracité de ces concepts dans le sepsis.

Dans un premier temps nous étudierons 1’implication des microtubules et des microfilaments
dans le développement de la dysfonction myocardique d’un modéle murin de péritonite.

Dans un second temps nous comparerons le cytosquelette des cardiomyocytes de patients
déceédés de choc septique a celui de patients décédés de causes non infectieuses. L’organisation
intracellulaire du cytosquelette ainsi que 1’expression des ARN messagers et des protéines seront
analysées.

Enfin, I’analyse de certains polymorphismes génétiques ciblée sur les génes du cytosquelette
pourrait permettre d’identifier certains individus a risque de dysfonction cardiaque au cours d’un
sepsis. Nous avons le projet d’étudier I’association entre ces polymorphismes génétiques et le
pronostic de patients atteints de pneumopathies communautaires graves a pneumocoque issus de
I’étude « Streptogéne » (J.-P. Bedos, J.-P. Mira, E. Varon. Pneumonies a pneumocoques : étude
prospective muclticentrique. Réanimation janvier 2013, Volume 22, Issue 1 Supplement, pp 21-

24 S030).

« Reality is that which, when you stop believing in it, doesn't go away »

Philip K. Dick (1928 - 1982)
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