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ABREVIATIONS

AGEs : produits avancés de la glycation

AMPc : adénosine monophosphate cyclique

ATP : adénosine triphosphate

ARN : acide ribonucléique

CAMKII : protéine kinase calcium-calmoduline dépendante
CFTR : cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
Epac : protéine d’échange activée par I’AMPc

FEVG : fraction d’éjection ventriculaire gauche

FRVG : fraction de raccourcissement ventriculaire gauche
GMPc : guanosine monophosphate cyclique

IcaL : canaux calciques lents

MRP4 : multidrug resistance associated protein 4

NOS3 : nitrite oxide synthase 3 ou endothéliale

PKA: protéine kinase-AMPc dépendante

PDE : phosphodiestérases

SERCAZ2a: SarcoEndoplasmic Reticulum Calcium ATPase

TRIV : temps de relaxation isovolumique



RESUME EN FRANCAIS

Physiopathologie de la dysfonction B-adrénergique et réle de la protéine MRP4 au cours

du vieillissement, du diabéte et du syndrome métabolique.

Les travaux présentés dans ce mémoire ont pour objectif d’approfondir la
compréhension de I’altération de la réponse a la stimulation des récepteurs -adrénergiques
dans plusieurs contextes physiopathologiques. La premiere étude confirme I’existence d’une
dysfonction B-adrénergique a 1’échelle du cardiomyocyte au cours de la sénescence. Elle met
en lumiére le réle de la protéine MRP4 (multidrug resistance associated protein 4) dans cette
diminution de réponse inotrope positive a l’isoprotérénol. La deuxiéme étude évalue la
réponse a la stimulation des récepteurs B-adrénergiques dans le syndrome métabolique et
montre que la dysfonction est modérée dans ce contexte méme en cas de diabéte associé a
I’obésité. Ces résultats fonctionnels sont expliqués par la diminution d’expression des
récepteurs B1- et P2-adrénergiques mais 1’absence de surexpression du récepteur P3-
adrénergique comme observée dans le diabete de type 1. La troisieme étude analyse le r6le de
I’atorvastatine sur la réponse [-adrénergique chez les diabétiques et les mécanismes de
modulation de cette réponse par une étude du transcriptome cardiaque. Elle montre également
que D’inhibition de la production d’oxyde nitrite améliore la réponse B-adrénergique. La
quatrieme étude a expliqué une part de la dysfonction B-adrenergique chez les diabétiques par
la surexpression de MRP4. L’inhibition de MRP4 a permis de restaurer la réponse a
I’isoprotérénol au cours de la cardiopathie diabétique. Au total, I’ensemble de nos travaux
poursuit la description des mécanismes de la dysfonction B-adrénergique dans la sénescence

et le diabéte et souligne le réle de MRP4.



Mots-clés : stimulation B-adrénergique, sénescente, cardiopathie diabétique, syndrome

métabolique, multidrug resistance associated protein 4, MRP4.
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RESUME EN ANGLAIS

Physiopathology of the p-adrenergic dysfunction and role of MRP4 protein during

aging, diabetes mellitus and metabolic syndrome.

The studies presented in this report looked for a better understanding of the altered
response to stimulation of the -adrenergic receptors in several physiopathological contexts.
The first study confirms the alteration of the B-adrenergic response at the cardiomyocyte level
in the senescent cardiomyopathy. The role of MRP4 (multidrug resistance associated protein
4) in the reduced inotropic response to isoproterenol is emphasized. The second study
evaluates the response to B-adrenoceptors stimulation in the metabolic syndrome and shows
mild dysfunction in this context even in obesity associate with diabetes. These functional
results are explained by a reduced expression of B1- and B2-adrenergic receptors but no
overexpression of p3-adrenoceptor as observed in type 1 diabetes. The third study analyzes
the role of atorvastatin on the p-adrenergic response in the diabetic cardiomyopathy and the
mechanisms involved by study of the cardiac transcriptome. The inhibition of nitrite oxide
production improves the response to -adrenoceptors stimulation in diabetic heart. The fourth
study explained part of the B-adrenergic dysfunction in the diabetic cardiomyopathy by the
overexpression of MRP4. The inhibition of this protein restored the response to isoproterenol
during diabetic cardiomyopathy. All together the present results carry on with description of
the mechanisms involved in the B-adrenergic dysfunction in aging and diabetes and underline

the role of MRP4.

Key words : B-adrenergic stimulation, aging, diabetic cardiomyopathy, metabolic syndrome,

multidrug resistance associated protein 4, MRP4,

11



12



INTRODUCTION

Depuis le début du 20°™ siécle, le développement socio-économigue et les progrés de
la médecine ont profondément modifié le profil de la population et la physiopathologie qui en
découle. Le recul des infections traditionnelles a permis 1’émergence de problématiques
cardiovasculaires et oncologiques. En effet, dans les pays occidentaux, les risques de famine
et de malnutrition ont été remplacés par 1’obésité et le diabéte. Par ailleurs, du fait des
mesures de prévention primaire, de 1’amélioration des conditions socio-économiques et des
progrés médicaux, la population des pays industrialisés vieillit. Les maladies métaboliques et
le vieillissement sont ainsi devenus des enjeux majeurs de santé publique. En paralléle de la
population générale, les patients pris en charge au bloc opératoire ou en réanimation sont donc
plus en plus agés, obéses ou diabétiques et sujets a diverses complications. Les modifications
cardiovasculaires liées a 1’age, 1’obésité ou le diabéte responsables d’une instabilité
hémodynamique péri-opératoire, nécessitent une prise en charge médicale spécifique.
L’atteinte cardio-vasculaire liée au vieillissement, au diabéte ou a 1’obésité ont des points
communs, notamment I’apparition d’une dysfonction cardiaque a fraction d’éjection

conservée'™ et une altération de la réponse cardio-vasculaire a la stimulation p-adrénergique.

Le systéme nerveux sympathique joue un rdle déterminant dans 1’adaptation du débit
cardiaque, tout particuliérement en période péri-opératoire durant laquelle il peut exister
d’importantes variations des conditions de charge cardiaque.” ® Au-dela de la chirurgie, ce
systeme permet a I’individu de s’adapter a une situation de stress et d’assurer sa survie
immédiate en activant les moyens nécessaires « fight or flight ».” L’altération de la réponse a
la stimulation B-adrénergique dans les cardiopathies sénescente et diabétique contribue a

I’instabilit¢ hémodynamique observée en clinique par une moindre augmentation du débit
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cardiaque. Plusieurs mécanismes sous-tendant cette dysfonction B-adrénergique ont déja été
identifiés tels que la diminution de I’expression des récepteurs Bl et B2-adrénergiques et la
surexpression des récepteurs B3-adrénergiques.” ® Une meilleure compréhension du
fonctionnement du systeme nerveux sympathique et de ses altérations dans les cardiopathies

sénescente et diabétique est fondamentale pour améliorer leur prise en charge quotidienne.

Dans ce travail, nous nous sommes focalisés sur les mécanismes de la dysfonction de
la réponse a la stimulation B-adrénergique. Nous avons évalué I’importance de cette
dysfonction dans la cardiopathie sénescente et dans deux modeles de cardiopathie diabétique.
Une fois cette dysfonction caractérisée, nous avons exploré un nouveau mécanisme
contribuant a la diminution de réponse a la stimulation B-adrénergique a travers 1’étude de la
Multi-Drug associated resistance protein 4 (MRP4). Enfin nous avons évalué I’impact d’un
traitement par les inhibiteurs de ’THMG CoA-réductase, ou statines, sur la réponse a la
stimulation B-adrénergique, thérapeutique fréquemment administrée aux sujets agés, obeses

ou diabétiques.
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ETAT DE LA QUESTION

1 Physiopathologie de la réponse cardiaque a la stimulation p-adrénergique
1.1 Récepteurs p-adrénergiques

1.1.1 Génes et expression des récepteurs p-adrénergiques

Trois sous-types de récepteurs B-adrénergiques, p1, p2 et B3 ont été décrits,? codés
respectivement par les génes ADRB1, ADRB2 et ADRB3. Un 4°™ sous-type a été proposé

mais correspond & un état particulier du récepteur p1-adrénergique.’

La localisation chromosomique chez 1’homme différe selon le type de récepteur B-
adrénergique : 10q24-q26 pour le récepteur B1, 59q31-q32 pour le récepteur 2, 8p12-p1l.2
pour le récepteur 3. ADRB11 et ADRB2 sont des génes monoexons alors que ADRB3
comporte 3 exons et 2 introns chez la souris et le rat, 2 exons et 1 intron chez ’homme.*

L’épissage alternatif de ces introns avant la traduction en protéines aboutit a 2 isoformes du

récepteur B3-adrénergique dont I’un pourrait étre sujet a la déphosphorylation (cf infra).10

Les récepteurs différents B-adrénergiques sont exprimés dans de nombreux tissus
(foie, ceil, muscles lisses,...). Au niveau du cceur, le récepteur fl-adrénergique est présent
dans toutes les régions du ceeur, le récepteur 2 est principalement localisé dans les oreillettes
et les ventricules, enfin le récepteur B3 est surtout exprimé au niveau des ventricules. Les
récepteurs B-adrénergiques du coeur adulte sain sont a 80% de type B1 et pour 20% de type
[32.7’ S e récepteur P3-adrénergique est trés peu exprimé dans le cceur sain® mais sa
proportion augmente dans le cceur sénescent® ou en cas d’atteinte septique, diabétique?, ou en
cas d’insuffisance cardiaque.® * Les récepteurs B2 et p3-adrénergiques sont localisés sur les
terminaisons postganglionnaires au niveau pré- et post-synaptique alors que le récepteur pB1-

adrénergique est exclusivement post-synaptique.
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1.1.2 Structure des récepteurs p-adrénergiques

Les récepteurs B-adrénergiques font partie de la famille des récepteurs couplés aux
protéines G.? I s’agit de structures protéiques 4 7 domaines transmembranaires hydrophobes
de 22 a 28 acides aminés reliés entre eux en intra- et extra-cellulaire par des boucles
hydrophiles (Figure 1).** L’extrémité N-terminale (ou amino-terminale) de la protéine se situe
du coté extracellulaire et comporte deux sites de N-glycosylation. Du coté extracellulaire, le
site de fixation pour le ligand est formé par 3 domaines transmembranaires et 1 pont disulfure.
L’extrémité C-terminale (carboxy-terminale) de la protéine se situe du c6té intracellulaire et
peut comporter des sites de phosphorylation.’® Du c6té extracellulaire, le récepteur interagit

avec une protéine G de type stimulatrice (Gs) ou inhibitrice (G;).
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Figure 1 : Structure primaire du récepteur f-adrénergique humain. Reproduit d’aprés Stroberg et

al. Les lettres correspondent aux acides aminés du récepteur B3, en noirs les communs avec les autres sous-

types.
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1.1.3 Polymorphisme des récepteurs -adrénergiques

Plusieurs polymorphismes nucléotidiques ou SNP (single nucleotide polymorphism)
ont 6té décrits sur les récepteurs p-adrénergiques de type Bl ou B2.2°> Ces mutations sur un
nucléotide peuvent changer un acide aminé clé de la protéine et ainsi moduler le couplage des
récepteurs aux protéines G ou influencer la désensibilisation et I’internalisation des

récepteurs.

Le polymorphisme B1 Arg389Gly (substitution d’une arginine par une glycine en
position 389) affecte une portion du récepteur pl-adrénergique impliquée dans la liaison aux
protéines G. *° La présence de ’alléle codant pour une arginine Arg389 est liée & une réponse
inotrope et chronotrope positive plus importante apres stimulation par dobutamine chez des
sujets traités par inhibiteurs des récepteurs B-adrénergiques (B-bloquants).” *® Les études
cliniques restent discordantes quant a 1’impact sur I’évolution clinique des patients.15 Les
sujets porteurs du polymorphisme Arg389 amélioreraient plus leur fraction d’éjection

ventriculaire gauche (FEVG) sous B-bloquant que les sujets porteurs de Gly389.

Le polymorphisme 2 Glu27 (allele codant pour un acide glutamique au lieu d’une
glutamine en position 27) est I’'un des principaux décrits pour le récepteur 32-adrénergique.
Les patients porteurs de 1’acide glutamique traités par B-bloquants au long cours ont une
réponse chronotrope positive résiduelle a la dobutamine supérieure a ceux porteurs de la
glutamine.™ Ils évoluent en revanche plus souvent vers la dilatation ventriculaire gauche

aprés un infarctus du myocarde.*®

1.1.4 Pharmacologie des récepteurs p-adrénergiques

17



L’adrénaline et la noradrénaline sont les deux catécholamines endogeénes agonistes
naturels des récepteurs B-adrénergiques. La noradrénaline est libérée par les terminaisons
nerveuses sympathiques. L’adrénaline est libérée par les glandes surrénales et apportée par la
circulation sanguine. Les deux peuvent étre directement synthétisés au niveau du tissu

myocardique et agir de facon autocrine ou paracrine (Figure 2).> '8

D’autres agonistes ont été développés par I’industrie pharmaceutique comme la
dobutamine, le salbutamol, la terbutaline et I’isoprotérénol. L’isoprotérénol est largement
utilisé dans les études expérimentales car il présente pour les trois sous-types de récepteurs p-
adrénergiques une affinité plus importante que les autres agonistes. Le récepteur B3-
adrénergique est activé par de plus fortes concentrations d’agonistes que les récepteurs Bl et

[32 10

Différents antagonistes ont été¢ développés par I’industrie pharmaceutique et sont
largement utilisés dans les troubles du rythme, I’insuffisance coronaire ou méme
I’insuffisance cardiaque. L’inhibition peut étre spécifique a certains sous-types de récepteur.
Le néebivolol allie méme une inhibition des récepteurs B1 et une activation des récepteurs [33-

adrénergiques.
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Figure 2 : Représentation schématique des récepteurs et de la signalisation B-adrénergique

cardiaques. Reproduit d’aprés Davis et al.*®

B1AR : récepteur Pl-adrénergique, B2AR : récepteur PB2-adrénergique, alAR : récepteur al-adrénergique,
a2AR : récepteur a2-adrénergique, NE: norépinéphrine ou noradrénaline, EPI: épinéphrine ou adrénaline, Gos:
sous-unité o stimulatrice de protéine G, Go;: sous-unité o inhibitrice de protéine G, B : sous-unité B de protéine
G, y: sous-unité y de protéine G, AC: adénylate cyclase, GRK : kinase associée aux protéines G, PLC:

phospholipase C, IP3: inositol triphosphate, DAG: diacylglycérol

1.2 Stimulation des récepteurs p-adrénergique et fonction cardiaque

1.2.1 Couplage excitation-contraction

La dépolarisation cellulaire induit I’ouverture des canaux calciques lents et I’entrée
d’une petite quantité de calcium dans la cellule. Celui-ci stimule la libération massive de
calcium du réticulum sarcoplasmique par le récepteur a la ryanodine (Figure 3). Le calcium

se fixe sur la troponine C ce qui change la conformation de la tropomyosine. L’interaction
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entre actine et myosine est libérée. La bascule de la téte de myosine sur I’actine provoque le
raccourcissement du sarcomeére et la contraction musculaire. Un apport d’énergie sous forme
d’adénosine triphosphate (ATP) et la disparition du calcium cytosolique permettent la levée

de I’interaction actine-myosine et la relaxation.

Le taux de calcium dans le cytosol est 1’élément clé du cycle contraction-relaxation de
la cellule musculaire cardiaque. Sa variation est appelée transitoire calcique. Le role des
entrée et sortie de calcium a chaque cycle cardiaque est minoritaire dans la transitoire calcique
par rapport a la mobilisation du calcium du réticulum sarcoplasmique.”® Le mécanisme
d’amplification de la variation de la concentration cytosolique en calcium est nommé
« calcium-induced calcium release » (Figure 3).° La décroissance de la concentration
cytosolique en calcium est principalement due au recaptage dans le réticulum sarcoplasmique

par SERCAZ2a (SarcoEndoplasmic Reticulum Calcium ATPase).

3Na

200 ms

Figure 3 : Représentation schématique du couplage excitation-contraction des mouvements

calciques et du potentiel d’action dans le cardiomyocyte. Reproduit d’aprés Bers et al."”®

NCX: échangeur sodium-calcium, SR: reticulum sarcoplasmique, PLB: phospholamban, ATP: adénosine

triphosphate.
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1.2.2 Contractilité cardiaque

La signalisation B-adrénergique décrite ici correspond a la voie de signalisation
principale aprés la stimulation des récepteurs B1-adrénergiques. Les voies de signalisation

apres stimulation des récepteurs p2- et f3-adrénergiques sont décrites plus loin.

L’activation d’un récepteur p-adrénergique par la liaison avec un ligand agoniste a la
surface d’une cellule active la protéine G associée au récepteur en catalysant I’échange d’un
guanosine diphosphate (GDP) pour un guanosine triphosphate (GTP).?° Dans le cas d’une
protéine de type Gs, la sous-unité active G, de la protéine G est libérée'® et stimule I’activité
de l’adénylate cyclase 5 et 6. Cette enzyme catalyse la formation de 1’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc), second messager intracellulaire de la signalisation -
adrénergique.”> L’AMPc active la protéine kinase-AMPc dépendante (PKA). Sa sous-unité
catalytique va ensuite phosphoryler de nombreux effecteurs de la réponse a la stimulation [-
adrénergique (Figure 4).2°

- Le canal calcique lent voltage-dépendant qui augmente le courant I, d’entrée de

calcium dans la cellule.

- Le récepteur a la ryanodine qui libere plus facilement le calcium du réticulum
sarcoplasmique, ces deux premiers mécanismes induisant une augmentation de la

contractilité cardiaque ou effet inotrope positif.

- SERCA2a qui assure I’essentiel du recaptage du calcium dans le réticulum
sarcoplasmique. Cela induit a la fois un effet lusitrope positif par amélioration de la
relaxation musculaire et un effet inotrope positif en augmentant le stock calcique

disponible pour le cycle suivant.?

- Le phospholamban qui Iéve I’inhibition qu’il exerce sur 1’activité de SERCA2a a

1’état non phosphorylé.
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- La troponine | et la protéine C ou MyBP-C (myosin binding protein C) ce qui abaisse
I’affinité de la troponine C pour le calcium et facilite son relargage et améliore la

cinétique de ’interaction actine-myosine (effets lusitrope et inotrope positifs).”°

2+

Figure 4 : Représentation schématique de la signalisation intracellulaire des récepteurs aux

protéines G. Reproduit d’aprés Tilley et al.?

LTCC : canal calcique lent, p1 AR : récepteur B1-adrénergique, M2R : récepteur muscarinique de type 2, Kae :
courant potassique muscarinique, AC : adénylate cyclase, G, : sous-unité a stimulatrice de protéine G, Gg, :
sous-unités f et y de protéine G, Go;: Sous-unité o inhibitrice de protéine G, RGS6 : protéine 6 de régulation de
protéines G, CAMP : adénosine monophosphate cyclique, EPAC : protéine d’échange activée par I’AMPc, B-rr :
Barrestine, CAMKII : protéine kinase calcium-calmoduline dépendante, AKAP : protéine d’ancrage de PKA,
PDE : phosphodiestérase, PKA : protéine kinase activée par I’AMPc, SR : réticulum sarcoplasmique, RYR:
récepteur a la ryanodine, PLB : phospholamban, SERCA : SarcoEndoplasmic Reticulum Calcium ATPase, IP3:
inositol triphosphate, IP3R : récepteur de 1’IP3, PLCP: phospholipase CB, DAG: diacylglycérol, PKD : protéine
kinase D, PKC : protéine kinase C, cMyBP-c :protéine C de liaison a la myosine, cTnl : troponine I, cTnT :
troponine T, ¢TnC : troponine C, ARHGAP21 : protéine 21 d’activation de la rho GTPase , G, g11. SOUS-unité o

g/11 activatrice de protéine G, AT1R : récepteur a I’angiotensine 1.
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Sous l’effet de I’activation des récepteurs Bl-adrénergiques, la contraction et la
relaxation du muscle cardiaque sont améliorées. L’augmentation de la contractilité cardiaque
se traduit par une contraction musculaire plus rapide et plus puissante. La fraction de
raccourcissement des ventricules (FRVG) augmente. La vidange des cavités ventriculaires
(surtout gauche) en systole est renforcée avec une diminution du diamétre télé-systolique, une
augmentation de la fraction d’¢jection ventriculaire gauche (FEVG) (Figure 5).
L’augmentation du volume d’¢jection systolique participe a 1’augmentation du débit
cardiaque, I’autre parameétre étant la fréquence cardiaque comme nous allons le voir ensuite.
La relaxation du muscle cardiaque est plus rapide. La stimulation des récepteurs P1-

adrénergiques a ainsi des effets inotropes et lusitropes positifs puissants qui sont les premiers

régulateurs de la contractilité cardiaque en physiologie.®

Figure 5 : Tllustration de I’effet inotrope positif de 1’isoprotérénol en échocardiographie en
coupe parasternale grand axe. Par rapport a 1’état basal (A), la contractiliteé ventriculaire

gauche augmente sous isoprotérénol (10ygr.kgt.min™) (B). Images de collection personnelle

obtenues sur des rats Wistar méales de 12 semaines.

1.2.3 Electrophysiologie

La stimulation des récepteurs PBl-adrénergiques induit une augmentation de la

fréquence ou effet chronotrope positif par la modulation conjointe des courants calcique lent
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Icar, des courants sodique et potassique entrants (ls;) et du courant lp, issu du canal HCN
(Hyperpolarisation-activated Cyclic-Nucleotid modulated Cation Non-selective Channel).?
Ce dernier courant aussi appelé I ou courant pacemaker est a la base de la pente de
dépolarisation diastolique dans les cellules du nceud sino-auriculaire. Un courant plus
important accentue la pente de dépolarisation aboutissant & un potentiel d’action plus précoce

et in fine une augmentation de la fréquence cardiaque.?

Les canaux sodiques sont également la cible d’une phosphorylation par la PKA. Dans
le neeud auriculo-ventriculaire, 1’augmentation des courants entrants sodique In, et calcique
Icar facilite la conduction cardiaque, d’ou I’effet dromotrope positif de la stimulation des

récepteurs B1-adrénergiques.

1.3 Autres effets de la stimulation des récepteurs p-adrénergiques.
1.3.1 Désensibilisation et downregulation des récepteurs p-adrénergiques

La stimulation des récepteurs B-adrénergiques induit dans le méme temps des
mécanismes d’atténuation de son propre signal par la diminution des récepteurs exposés a la
surface de la cellule par I’internalisation des récepteurs puis la régulation de leur expression et

le changement de sous-type de récepteur.

Dés les premiéres minutes de la stimulation, les récepteurs de type Bl et B2
adrénergiques sont phosphorylés par la PKA sur I’extrémité C-terminale de la protéine. La
PKA active en paralléle des kinases nommées GRK pour G protein receptor kinase> ’ qui vont
compléter la phosphorylation des récepteurs. La kinase la plus décrite est GRK2, aussi
nommeée B-ARK1 pour kinase des récepteurs f1, dont I’expression est augmentée lors de la

stimulation chronique des récepteurs B-adrénergiques.”®> Le récepteur phosphorylé a une
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affinité moins importante pour la protéine G et cela induit un découplage fonctionnel entre le

récepteur et la protéine G qui interrompt le signal.> 2

Ensuite, la phosphorylation du récepteur favorise la liaison avec les arrestines et
I’internalisation du récepteur dans des vésicules mantelées de clathrine.”® Le récepteur est
ensuite déphosphorylé puis réadressé a la membrane ou détruit par les lysosomes dans les
heures qui suivent le début de la stimulation. Cela limite I’exposition des récepteurs a la
surface de la cellule et donc la sensibilité a la stimulation B-adrénergique. Le récepteur B3-
adrénergique ne présente pas ce site de phosphorylation a I'extrémité C-terminale.’® Il est
donc peu affecté par le phénomeéne de désensibilisation aux catécholamines.'® ** Une
phosphorylation de la queue du récepteur B3-adrénergique dans I’isoforme B3b-AR a été
décrite chez la souris. Elle pourrait induire une désensibilisation a la stimulation du récepteur

p3-adrénergique.®

Secondairement, I’expression des récepteurs [B-adrénergiques est modifiée avec une
diminution de I’expression du sous-type B1 sans réduction de I’expression du p2.” 2 e ratio
B1/ B2 passe donc de 80:20 dans le coeur sain a 50:50 dans I’insuffisance cardiaque
chronique.> L’expression du récepteur PB3-adrénergique augmente, elle, dans certaines
conditions comme I’insuffisance czurdiaque10 ou la sénescence® et inverse le ratio B1/ B3 avec
méme une prédominance possible du sous-type 3 sur le sous-type 1.2 2 Le role de ces voies

de signalisation est décrit plus loin.

1.3.2 Effets hypertrophiques et apoptotiques de la stimulation chronique p1-

adrénergique

De nombreuses études expérimentales ont utilisé 1’administration chronique

d’isoprotérénol ou de noradrénaline comme modele d’insuffisance cardiaque chronique. La
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stimulation prolongée des récepteurs B-adrénergiques provoque en effet un remodelage

27, 28

cardiaque avec en particulier une hypertrophie ventriculaire®® qui méne a I'insuffisance

cardiaque®’ par plusieurs voies de signalisation sous-jacentes.?

En dehors de la voie de la PKA, ’AMPc active Epac (protéine d’échange activée par
I’AMPc). Epac et PKA sont responsables de ’activation des kinases de la famille MAPK
(Mitogen-activated protein kinases) aussi nommée ERK (extracellular signal regulated kinase)

qui ont des effets bénéfiques anti-apoptotiques.? %

La PKA active le facteur de transcription nucléaire CREM (CAMP-response element
modulator) qui promeut I"hypertrophie et la fibrose cardiaque.27 Sous I’effet de la stimulation
par isoprotérénol, la protéine Epac active elle aussi la transcription d’un facteur pro-
hypertrophique via I’histone déacétylase 4 (HDAC4).?! De plus, Epac active la phospholipase
C, la protéine kinase C et la CAMKII (protéine kinase calcium-calmoduline dépendante) ce
qui induit un effet inotrope positif modéré indépendant de la voie de la PKA.?° La CAMKII
est également activée directement par I’augmentation du calcium intracellulaire sous 1’effet de
la stimulation B-adrénergique.” Elle déréprime la transcription de génes pro-hypertrophique
via les histones déacétylase®’ et participe au remodelage cardiaque’ mais aussi & ’activation

de I’apoptose des cardiomyocytes.> 28

L’activation chronique des récepteurs f-adrénergiques est observée sous ’effet d’un
stress chronique ou en réponse a I’étirement des cardiomyocytes. Des concentrations
tissulaires et plasmatiques élevees de noradrenaline peuvent étre une cause ou une
conséquence de I’insuffisance cardiaque chronique. Le mécanisme initialement compensateur
aggrave le pronostic a long terme ce qui explique le succes clinique du traitement par f3-

bloquant dans Iinsuffisance cardiaque chronique.”
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1.3.3 Signalisation issue du récepteur p2-adrénergique

Dans le cceur sain, les récepteurs B2-adrénergiques représentent environ 20% de
I’ensemble des récepteurs p2-adrénergiques et sont localisés au niveau des cavéoles. A 1’état
basal, ils sont couplés avec des protéines G de type Gs et produisent un signal AMPc trés
localisé, confiné aux cavéoles par les phosphodiestérases.” L effet inotrope positif est moins

important que lors de la stimulation des récepteurs f1-adrénergiques.

Sous I’effet de la stimulation B-adrénergique, la signalisation [2-adrénergique
augmente et se modifie. Alors que I’expression du récepteur B2-adrénergique ne diminue
pas,> % le confinement aux cavéoles disparait sous 1’effet de la stimulation B-adrénergique
dans I’insuffisance cardiaque® avec la surexpression de la cavéoline 3. De plus, le récepteur
B2 se lie 4 une protéine G de type Gj au lieu d’une protéine Gs.> ' Les protéines G; activent les
phosphodiestérases 4 qui détruisent I’AMPc et donc inhibe 1’activité¢ de la PKA contrairement
a la signalisation des protéines G,. Le recrutement de la phospholipase A2 cytosolique a un
effet inotrope positif modéré via une action de ’acide arachidonique sur les canaux Ic,, les
récepteurs & la ryanodine et la protéine kinase C.?° Par ailleurs activation de G; stimule
d’autres voies de signalisation comme celle de la phosphoinositide 3 kinase (P13K) couplée a

Akt (protéine kinase B) (Figure 6) qui a des effets bénéfiques anti-apoptotiques®® *

par une
diminution du stress oxydant.” La levée du confinement de la stimulation B2-adrénergique
dans I’insuffisance cardiaque chronique pourrait expliquer I’effet pro-apoptotique observé lors

de la stimulation prolongée.”® La régulation de la contractilité cardiaque n’est donc qu’un

objectif secondaire de la signalisation p2-adrénergique.”
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Figure 6 : Représentation schématique de la signalisation des récepteurs Bl et [B2-

adrénergiques dans les cardiomyocytes. Reproduit d’aprés Ho et al. >

BIAR : récepteur Bl-adrénergique, B2AR : récepteur [2-adrénergique, LTCC: canal calcique lent, AC:
adénylate cyclase, Gs: protéine G, stimulatrice, G;: protéine G inhibitrice, ATP : adénosine triphosphate,
CAMP : adénosine monophosphate cyclique, PKA : protéine kinase activée par I’AMPc, EPAC : protéine
d’échange activée par I’AMPc¢, CaMKII : protéine kinase calcium-calmoduline dépendante, SR : réticulum
sarcoplasmique, Raf: rapidly accelerated fibrosarcoma kinase, MEK : mitogen extracellular kinase, ERK
extracellular signal regulated kinase, MAPK : mitogen activated proteins kinases, G; g;: sous-unités B et & de

protéine G inhibitrice, PI3K : phosphoinositide 3 kinase, Akt : protéine kinase B

1.3.4 Signalisation issue du récepteur p3-adrénergique

Le récepteur B3-adrénergique est peu exprimé dans les cceurs sains ou son impact sur
la contraction cardiaque est minoritaire.”® En revanche, sa surexpression par rapport au
récepteur B1 lui donne un role particulier dans de nombreuses conditions pathologiques.z’ 8 Le
récepteur 3-adrénergique est couplé a une protéine G de type G; qui active la nitrite oxyde
synthase de type 3 (NOS3 ou eNOS). L’oxyde nitrite active 1a guanylyl cyclase qui produit a

son tour du GMPc (guanosine monophosphate cyclique) (Figure 7).3 Le GMPc active les
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phosphodiestérases qui limitent 1’activation de la PKA en détruisant I’AMPc. Le GMPc active
par ailleurs la protéine kinase G. Celle-ci a de nombreux effets intracellulaires sur les

myofilaments, les mitochondries, les phosphodiestérases, les récepteurs a 1’angiotensine.

Tous ces mécanismes contribuent a limiter ’effet inotrope positif de la voie de
signalisation des récepteurs Bl-adrénergiques alors que 1’effet lusitrope positif est préservé.
La stimulation des récepteurs B3-adrénergiques conserve un effet chronotrope positif mais il

est indirect et dii & I’activation du baroréflexe par la vasodilatation.™
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B1/2-AR

Figure 7 : Représentation schématique de la signalisation intracellulaire issue du récepteur

B3-adrénergique. Reproduit d’aprés Lee et al. >

LTCC : canal calcique lent B1/2-AR : récepteurs Bl et B2-adrénergiques, B3AR : récepteur p3-adrénergique,
NO : oxide nitrique, NPR : récepteur aux peptides natriurétiques, GPCR : récepteur associé aux protéines G,
Angll : angiotensine Il, Phe : ET1 : endothéline 1, TRPC : canaux calciques TRP (transient receptor potential),
AC : adénylate cyclase, pGC : guanylyl cyclase, Gagq : sous-unité aq de protéine G, NOS : nitrite oxide synthase,
cGMP : guanosine monophosphate cyclique, RGS2/4 : régulateur de protéine G 2/4, PKA : protéine kinase
activée par I’AMPc, CAMP : adénosine monophosphate cyclique, PDE : phoshodiestérase, Sil : sildénafil, Tad :
Var : , sGC : guanylate cyclase soluble, PKG : protéine kinase G, Mito : mitochondrie, Kap : canal potassique
ATP dépendant, MAPK : mitogen activated proteins kinases, CaMKII : protéine kinase calcium-calmoduline
dépendante, Cn: calcineurine, NFAT : facteur nucléaire des lymphocytes activés, MEF-2 : facteur myocytaire de
transcription 2, GATA-4 : facteur de transcription GATA-4, PLB : phospholamban, Tnl : troponine I, TnC:

troponine C, TnT : troponine T, SR : réticulum sarcoplasmique.
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1.4 Régulation de la signalisation p1l-adrénergique

La stimulation des récepteurs B-adrénergiques a des effets puissants et potentiellement
néfastes a long terme comme décrit précédemment. De nombreux mécanismes existent pour
freiner la signalisation et protéger le cceur d’un fonctionnement en surrégime. Le recaptage
présynaptique du neurotransmetteur comme la noradrénaline et sa dégradation limitent la
stimulation directe des récepteurs.® La désensibilisation des récepteurs par le découplage de la
protéine G, I’internalisation puis le changement de types de récepteurs est un élément
d’adaptation largement étudié. La régulation du second messager intracellulaire a connu des
avancées plus récentes. La dégradation rapide de I’AMPc par les phosphodiestérases (PDE)
¢vite la pérennisation du signal d’activation. Les études ont décrit une augmentation de cette
dégradation en pathologie comme I’insuffisance cardiaque® et plus récemment une diffusion
plus ou moins restreinte de I’AMPc et du signal d’activation et la possibilité d’un mécanisme

régulateur par extrusion.

1.4.1 Compartimentalisation subcellulaire et signalisation B-adrénergique.

De nouvelles techniques expérimentales ont permis de montrer ces derniéres années
I’importance de 1’organisation spatiale de la cellule dans son fonctionnement et du contrdle

local des signalisations intracellulaires.®

Les tubules T ont été identifiés depuis de nombreuses années par microscopie. lls
concentrent les canaux calciques lents et les échangeurs calcium-sodium NCX. Le réticulum
sarcoplasmique est situé en regard des canaux formant les unités fonctionnelles du couplage

excitation-contraction appelées dyades.
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Les récepteurs B-adrénergiques sont localisables a la surface de la cellule par des
techniques de marquages moléculaires en microscopie confocale ou déconvolution. Leurs
interactions  fonctionnelles avec d’autres protéines peuvent é&tre étudiées par
coimmunopreécipitation. Cette technique reste peu précise en raison de la faiblesse chronique
des anticorps disponibles. Les concepts sur 1’organisation spatiale de la signalisation -
adrénergique ont été compléetement bouleversés par les techniques de fluorescence ces
derniéres années. L’évaluation de I’AMPc intracellulaire produit aprés stimulation -
adrénergique passait jusque-la par une mesure radio-immunologique ou immunoenzymatique
du contenu global de la cellule. La technique de FRET (fluorescence resonance energy
transfer) avec des sondes spécifiques correspondant a différents éléments de la signalisation
B-adrénergique a clairement montré que la diffusion intracellulaire du signal n’est pas
uniforme. Dans des cardiomyocytes de souris, il a été ainsi possible de visualiser au
microscope optique la propagation de I’AMPc.** Dans des cardiomyocytes adultes soumis &
une stimulation B-adrénergique, la concentration cytosolique globale d’AMPc mis en
évidence par la sonde Epac2-camps (sonde analogue a Epac de type 2) est supérieure a celle
observée dans les microdomaines associés a la PKA mis évidence avec un autre senseur.®
Ces données ont amené au concept de microdomaines cellulaires physiques et fonctionnels.**
% Des modeéles de compartimentation cellulaire ont été construits afin de mieux comprendre

35, 36

I’action de la stimulation [-adrénergique et le rble des différents acteurs de la

signalisation.

Plusieurs caractéristiques du cardiomyocytes permettent de contenir la signalisation [3-
adrénergique. Les récepteurs Bl-adrénergiques sont répartis a la surface de la membrane
plasmique alors que les récepteurs f2-adrénergiques sont concentrés au niveau des cavéoles

37, 38

dans le cceur sain. L’importance des phosphodiestérases dans ce microdomaine détruit

I’AMPc avant sa diffusion a I’ensemble de la cellule (Figure 8).%® Le signal B2 reste trés
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localisé sans acces aux myofilaments par exemple et produit un effet inotrope positif faible.
Le signal des récepteurs 1 diffuse au contraire sur des cibles localisées dans toute la cellule :
membrane plasmique (canaux lcs ), réticulum sarcoplasmique (récepteur a la ryanodine,
SERCAZ2a, phospholamban) et myofilaments (troponine 1).*® Les cavéoles se comportent
comme des plateformes pour I'interaction de plusieurs protéines, constituants des
« signalosomes ».** *’Dans le cardiomyocyte sain, les cavéoles concentrent aussi NOS3 et les
phosphodiestérases.®® Aprés activation de NOS3, ’AMPc produit par la signalisation p-
adrénergique est dégradé localement par les phosphodiestérases principalement la PDE 4 et
accessoirement la PDE3 avant sa diffusion a I’ensemble de la cellule.”® Cette organisation
spatiale génére des pools locaux d’AMPc étroitement régulés (Figure 4).% L’ AMPc n’est pas
un second messager spécifique de la signalisation B-adrénergique mais peut en effet étre
généré par d’autres voies de signalisation utilisant des récepteurs a protéines G.*® La
compartimentalisation permet a partir d’une méme stimulation des récepteurs la régulation
individuelle de multiples signalisations sur des substrats spécifiques d’affinité pour I’AMPc
différente et de roles différents.®® Elle oriente les effets de I’AMPc produit lors de stimulation

B1-adrénergique vers la régulation de la contractilité.
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Figure 8 : Représentation schématique des microdomaines intracellulaires d’AMPc. Reproduit

s \ 35
d’apres lancu et al.

B1: récepteur Bl-adrénergique, M2 : récepteur muscarinique de type 2, AC5/6 : adénylate cyclase 5/6, G;:
protéine G, stimulatrice, G;: protéine G inhibitrice, cAMP : adénosine monophosphate cyclique, PDE :

phosphodiestérases, PKA : protéine kinase activée par I’AMPc.

La PKA est confinée a certaines zones cellulaires par des protéines d’ancrage spécifiques

20, 21 1 4 concentration cellulaire d’AMPc

nommees AKAPs (A-kinase anchoring proteins).
cytosolique en dehors de toute stimulation suffirait & activer la PKA en permanence.*® La
PKA doit donc étre maintenue dans des zones de plus faible concentrations d’AMPc. De plus,
elle se trouve confinée a proximité des effecteurs comme le réticulum sarcoplasmique, les
canaux calciques lents ou les myofilaments.?® Le calcium est impliqué dans différents
processus intracellulaires et est lui aussi organisé en pools selon des fonctions précises :

contraction, signalisation hypertrophique, apoptose.. 3

La compartimentalisation des signalisations intracellulaires est modifiée dans de

nombreuses pathologies. Dans I’insuffisance cardiaque chronique, les récepteurs [32-
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adrénergiques sont retrouvés sur toute la surface de la cellule et modifient la signalisation
sous-jacente (cf. signalisation des récepteurs f2-adrénergiques). Néanmoins, la contribution
relative de chaque microdomaine et de chaque effecteur reste difficile a déterminer. Les
études de FRET nécessitent des modifications génétiques qui sont par exemple difficilement

compatibles avec les modéles de cardiopathie senescente ou diabétiques.

1.4.2 Extrusion de ’AMPc par MRP4

Le transporteur MRP4 (multidrug resistance associated protein 4) a été récemment
identifié comme un mécanisme complémentaire de régulation de la concentration d’AMPc¢

dans les cellules musculaires lisses vasculaires* #?

et les cardiomyocytes.”> MRP4 (ou
ABCC4) est un canal transmembranaire initialement décrit dans les résistances aux
chimiothérapies anti-cancéreuses ou il permet aux cellules malignes d’extruder les

43, 44

médicaments. D’autres études ont ensuite montré un réle important de comme effluent

des nucléotides cycliques dont I’AMPc.** *-%°

MRP4 fait partie de la superfamille des transporteurs actifs de type ABC (ATP-
Binding Cassette).*® I s’agit du plus petit des transporteurs de cette classe. La protéine est
codée par le gene ABCC4 située sur le chromosome 13 (position 13932) qui comporte 31
exons.** De nombreux variants ont été identifiés mais peu de mutations affectent la fonction
de transport du récepteur.®® La protéine MRP4 est formée de deux domaines de liaison aux
nucléotides intercalés avec deux domaines transmembranaires constitués chacun de 6 portions
transmembranaires (Figure 9).*’ Elle présente par ailleurs un motif PDZ d’interaction avec
d’autres protéines transmembranaires comme le transporteur CFTR (cystic fibrosis

transmembrane conductance regulator).*®
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Figure 9 : Représentation schématique du canal MRP4. Reproduit d’aprés Deeley et al.*’

46, 49 ot semble sous contrdle des

L’expression de MRP4 est presque ubiquitaire
facteurs de transcription NF-E2 (NF-E2-related factor 2) et AhR (aryl hydrocarbon receptor)
dans le foie.”® La nexine 27 joue un role dans I’internalisation et la dégradation du
transporteur.>® Le role de MRP4 a été particuliérement étudié dans le foie,*® le rein,> les
plaquettes.> MRP4 est I’isoforme des MRPs la plus abondante au niveau du cceur.? Il a été
mis en évidence chez I’homme comme chez le rat et se situe dans les cavéoles des
cardiomyocytes adultes atriaux et ventriculaires.?

MRP4 permet I’extrusion de nombreuses molécules par un transport actif competitif :
nucléotides cycliques* ** 2 (dont I’AMPc)> mais aussi acides biliaires, glutathion,

21, 52

prostaglandines, eicosanoides, hormones stéroides et acide urique.>* Il intervient dans la

signalisation B-adrénergique comme effluent de I’AMPc intracellulaire (Figure 10)2L: 4% 42
Son action reste toutefois limitée dans les tissus sains, la sensibilité de MRP4 pour I’AMPc

étant faible.*® >

L’activité de transport de MRP4 peut étre inhibée par le dipyridamole,
I’indométacine, I’ibuproféne ou le MK571.°2 Les toxines urémiques accumulées en cas

d’insuffisance rénale peuvent expérimentalement inhiber le transport médié par MRP4.>®
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In vivo les souris I\/Irp4'/' avec une inhibition constitutive de I’expression de MRP4 par
invalidation génique (knock-out ou KO) sont plus sensibles a I’accumulation de
médicaments®® et de nucléotides en particulier dans les cellules hématopoiétiques. Une
diarrhée sécrétoire en lien avec la diminution de fonction de CFTR a été décrite.*® Sur le plan
cardiaque, les souris Mrp4d™ développent une hypertrophie ventriculaire avec une
augmentation de la taille des cardiomyocytes.?! In vitro I’inhibition de MRP4 dans les
cardiomyocytes de rats adultes n’affecte a 1’état basal ni la concentration d’AMPc ni
I’amplitude de la transitoire calcique.?

Dans les cardiomyocytes de souris Mrpd”, I’absence de MRP4 induit une
augmentation plus importante de 1’AMPc intracellulaire, de 1’amplitude de la transitoire
calcique et de la contraction lors de la stimulation des récepteurs [-adrénergique par
isoprotérénol.?* L’activit¢ de la PKA est augmentée comme suggéré par
I’hyperphosphorylation du récepteur a la ryanodine et de la troponine 1.°° Dans les
cardiomyocytes, ’inhibition de MRP4 par interférence ARN augmente I’AMPc produit aprés

I*° ou stimulation directe de

stimulation des récepteurs B-adrénergiques par isoprotéréno
I’adénylate cyclase par la Forskoline.?! Dans les souris Mrp4'/ ", ’inhibition de MRP4 semble
transitoirement compensée par une augmentation de la dégradation de ’AMPc par les

phosphodiestérases.”> MRP4 semble donc agir conjointement avec les phosphodiestérases

pour réguler I’AMPc impliqué dans la signalisation B1-adrénergique (Figure 10).
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57-AMP '

Figure 10 : Représentation schématique du role de MRP4 dans la signalisation [-

adrénergique. Reproduit d’aprés des données personnelles de S. Hatem.

L’expression de MRP4 est modifiée dans de nombreuses pathologies. Dans le diabéte,
I’expression protéique hépatique et rénale de MRP4 est augmentée.”” Une autre étude a
retrouvé une augmentation de I’expression rénale de MRP4 dans le diabéte ou la gros.sesse.58
Au niveau cardiaque, I’expression de MRP4 est augmentée dans la cardiopathie
hypertrophique chez la souris.>®

Ces études suggeérent que MRP4 pourrait étre impliquée dans la dysfonction -
adrénergique de myocardes pathologiques. Cependant, son impact sur la réponse a la
stimulation des récepteurs p-adrénergiques n’a jamais été investigué a notre connaissance

dans la cardiopathie sénescente ou diabétique.
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2. Physiopathologie de la cardiopathie senescente

Les projections statistiques anticipent un doublement de la population agée de plus de 65
ans aux USA entre 2000 et 2030,> reflet du vieillissement important de la population.®® Le
vieillissement se définit par un processus continu de changements structurels, biologiques et
biochimiques dont les conséquences restent longtemps infra-cliniques et sont souvent
aspécifiques de la sénescence. Plusieurs éléments rendent difficile I’examen de la
sénescence dont la durée des études longues par nature et donc codteuses, la variabilité
interindividuelle, les mécanismes complexes et multifactoriels mis en jeu et la difficulté
d’établir un seuil dichotomique.®* Le seuil de sénescence retenu dans les études est variables,
65ans®? selon les recommandations de I’Organisation Mondiale de la Sant¢ mais plus
volontiers 75ans dans les nouvelles études menées dans les pays développés selon la

définition gériatrique actuelle de la sénescence.

Les patients &gés sont globalement 4 fois plus exposés a la chirurgie et aux
hospitalisations que les patients jeunes et ils sont plus fréquemment sujets aux complications
en particulier sur le plan cardiovasculaire. Indépendamment de toute comorbidite, le cceur du
sujet agé présente des modifications importantes au niveau cellulaire et tissulaire qui alterent

sa fonction et se révelent cruciales lors d’une situation de stress.

2.1 Le cardiomyocyte dans le ceeur sénescent

Des changements complexes sont observés dans la morphologie, la structure et le
fonctionnement des cellules cardiaques sénescentes et en particulier des cardiomyocytes. La
sénescence cellulaire est définie par I’arrét du cycle de croissance et de multiplication

cellulaire et le maintien en stade GO, la cellule poursuivant une activité métabolique.®® Le
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tissu cardiaque comporte ainsi des cellules capables de division cellulaire, ou cellules
progénitrices, et des cellules en voie de sénescence.?? Le renouvellement cellulaire cardiaque
et le fonctionnement des progeéniteurs cardiaques sont particuliérement contrélés par la voie
de I’Insulin Growth Factor 1 (IGF-1).?? Une surexpression cardiaque de I'IGF-1 améliore les
performances du cceur sénescent et corrige partiellement 1’hypertrophie et la dilatation des

cavités cardiaques.?

2.1.1 Altérations génétiques au cours de de la sénescence

A chaque multiplication cellulaire, des altérations genétiques se produisent sous forme
de dégradation de I’ADN ou de raccourcissement des extrémités des chromosomes aussi
appelées télomeéres.”® Les téloméres sont constitués de séquences répétées d’ADN qui forment
des complexes avec des protéines a I’extrémité des chromosomes. Leur but est de maintenir la
stabilité du génome chromosomigue et de contréler les étapes du cycle cellulaire. La longueur
initiale des télomeéres est héréditaire et elle diminue a chaque cycle de division cellulaire,
aboutissant & une longueur critique qui caractérise la sénescence de la cellule.®* Les téloméres
constitueraient une sorte d’horloge biologique interne, en partie déterminée héréditairement,
I’inflammation et un stress oxydatif accru étant deux mécanismes importants d’accélération
de la réduction de longueur des télomeéres. Le raccourcissement progressif des télomeéres a
chaque division cellulaire aboutit a des cellules progénitrices cardiaques qui deviennent de
plus en plus rapidement sénescentes.® L’accumulation de ces défauts contribue au

vieillissement de la cellule et au phénotype de sénescence.
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2.1.2 Epigénétique et micro-ARNSs au cours de la senescence

L’épigénétique regroupe tous les processus de régulation de 1’expression des génes
sans modification de la séquence d’ADN. De nombreuses modifications épigénétiques ont été
décrites dans la sénescence sur la chromatine (par exemple méthylation de I’ADN ou
changement des histones), sur réseau permettant la transcription et sur le profil des ARNs.%

Ces €eléments participent au phénotype cellulaire de sénescence.

Les micro-ARNs ou miRs sont de petits ARNs de 22 nucléotides monobrins et non
codants pour des protéines. Ils modulent I’expression des protéines en inhibant la traduction
de I’ARN messager en protéine ou en induisant la dégradation de ’ARN messager.”® Selon le
contexte, le tissu, I’espéce et le miR concerné, leur fonction peut étre protectrice ou
pathogene. Leurs effets peuvent étre contradictoires sur la durée de la correction de
I’augmentation selon le miR étudié.> L’impact individuel de chaque miR sur le
fonctionnement cellulaire est faible mais dans la plupart des cas plusieurs miRs agissent en
coopération a différents niveaux d’un systeme pour le moduler efficacement. L’étude des
miRs permet d’établir des profils d’expression des miRs associés a différentes conditions.
Dans le contexte de la cardiopathie sénescente, de nombreux miR sont dysrégulés (par
exemple augmentation de miR-71, miR-238, miR-239 et miR-246, diminution de let-7 et
miR-1) mais peu sont directement reliés & une altération fonctionnelle.®® Le miR-29 est
augmente dans les tissus sénescents, sa fonction étant de limiter les dépots de collagene 1V, il
pourrait s’agir d’un mécanisme limitant la fibrose.”® Le miR-34a est augment¢ dans les cceurs

® réduit la nécrose des

sénescents.®® Son inhibition réduit la mort cellulaire lice a I’age,°
cardiomyocytes et la fibrose aprés un infarctus du myocarde.®® Elle corrige le remodelage d{ &

I’age et améliore la fonction contractile cardiaque.67 Le miR-34a agirait en limitant ’activité
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d’une phosphatase nucléaire (PNUTS phosphatase-1 nuclear targeting subunit) qui elle

favorise la réparation de I’ADN et limite le raccourcissement des téloméres.®

2.1.3 Accumulation des déchets dans le ceeur sénescent

Au cours de la vie de la cellule, différents déchets sont produits dont une partie
s’accumule en intracellulaire comme la lipofuscine.®® Cette accumulation participe a

2 induit des altérations du

I’augmentation progressive de taille des cardiomyocytes,2
fonctionnement cellulaire®® et du cycle calcique, des perturbations électrophysiologiques et

mécaniques et favorise la mort cellulaire.

Les processus d’¢élimination des déchets sont moins efficaces avec en particulier une
diminution de 1’autophagie (processus lysosomal de dégradation et renouvellement des
protéines et organelles intracellulaires).?® Cette voie de dégradation a été largement étudiée
dans la sénescence. L’autophagie est inhibée dans les cellules sénescentes par 1’activation de
la voie Akt. L’apport calorique stimule la sécrétion d’insuline qui active via le récepteur IGF
(insulin like growth factor) et la protéine kinase B ou Akt la voie de signalisation mTOR
(mammalian target of rapamycin). L’inhibition de la voie mTOR limite le vieillissement
cellulaire.® Par ce méme mécanisme, la restriction calorique prolonge la vie en réduisant

I’exposition a I’insuline.®

2.1.4 Modifications structurelles du ceeur sénescent

Si la taille des cardiomyocytes augmente avec la sénescence, leur nombre se réduit du
fait d’une réduction du renouvellement par les cellules progénitrices et d’une augmentation de
I’apoptose et de la nécrose. ° ® La perte de cardiomyocytes est estimée & 30-35% entre 17
et 90ans.? Une hypertrophie compensatrice est observée dans les cellules voisines ainsi

qu’une augmentation de la proportion de tissu adipeux et de matrice extracellulaire.’ * Le
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ceeur sénescent accumule les dépots amyloides et les produits avancés de la glycation comme

60, 64

dans le diabéte. L’activation des fibroblastes entraine une fibrose avec accumulation de

60, 64, 70

collagéne en dépots focaux’* disséminés et la formation de ponts de collagéne.®

Ces modifications augmentent la rigidité pariétale et I'épaisseur des parois des cavités

64, 69 4

cardiaques, menant a un remodelage concentrique du cceur® malgré une petite
augmentation de la taille des cavités cardiaques.®® En dépit de la perte de nombreux
cardiomyocytes, la masse cardiaque reste stable ou augmente & cause de la fibrose.> En plus
des altérations constitutives du myocarde sénescent, le cceur sénescent est exposé¢ a une
impédance aortique accrue du fait des modifications de la paroi vasculaire qui induisent une

augmentation de la rigidité aortique. L’augmentation de la postcharge ventriculaire gauche

accentue les modifications structurelles du coeur sénescent.

2.2 Altérations fonctionnelles du coeur sénescent

2.2.1 Electrophysiologie du cceur sénescent

Plusieurs perturbations électrophysiologiques sont fréquemment observées dans le
ceeur sénescent. La diminution du nombre de cellules pacemaker favorise la dysfonction
sinusale.® Les troubles de conduction cardiaque sont fréquents’ en lien avec I”’augmentation
de la matrice extracellulaire® et les changements dans la structure des gaps jonctions avec une
diminution de la connexine 43.%° Les difficultés de recaptage du calcium expliquent la

prolongation du potentiel d’action. La durée du potentiel d’action augmente dans le cceur

1,72 1,72, 73

sénescent™ *“ ce qui prolonge la contraction musculaire. Le cceur sénescent est sujet a
des troubles du rythme d’origine ventriculaire ou supra-ventriculaires. De plus, la

dysautonomie diminue la variabilité du rythme cardiaque sinusal.®?
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2.2.2 Contraction basale et homeéostasie calcique du ceeur sénescent
Le couplage excitation-contraction et I’homéostasie calcique sont notablement altérés
dans le cceur sénescent.”® L’entrée de calcium dans la cellule via le canal calcique lent est
préservée voire augmentée dans certains modéles de sénescence.?? L’activité des récepteurs a
la ryanodine est inconstamment diminuée selon les souches de rats.”? En revanche le
recaptage du calcium par SERCAZ2a vers le réticulum sarcoplasmique est constamment réduit

1.22.72 nar la diminution de la quantité totale de SERCA2a™ "> ™ et du

dans le cceur sénescent
ratio SERCAZ2a / phospholamban.?? Le niveau de calcium cytosolique diminue plus lentement
que dans le cceur adulte sain prolongeant la transitoire calcique® et le temps de relaxation
musculaire’ ce qui participe a la dysfonction diastolique. La surexpression de SERCA2a dans
des cceurs sénescents corrige les parametres de relaxation comme le temps de relaxation
isovolumique (TRIV) et la pente de décroissance diastolique de la pression intraventriculaire

(-dP/dt).”® La transfection d’un chélateur du calcium la parvalbumine améliore également la

relaxation de cardiomyocytes agés.”

Secondairement a la réduction du recaptage dans le réticulum sarcoplasmique, le stock
de calcium mobilisable lors de la contraction se réduit ce qui peut expliquer une réduction de

la contractilité et une dysfonction systolique,? lors de I’avancée de la cardiopathie.

Enfin certaines études montrent une concentration diastolique en calcium plus élevée
dans le cytosol des cardiomyocytes sénescents que dans ceux d’un ceeur adulte sain®® malgré
I’extrusion de calcium par NCX dont le role augmente avec I’dge.’ D’autres études ne
retrouvent pas de variation de la concentration cytosolique en calcium?® probablement & cause
d’une sénescence moins avancée. La surcharge cytosolique en calcium participe a la
dysfonction diastolique et diminue la tolérance des cardiomyocytes au calcium? avec une
tendance accrue aux arythmies et a la mort cellulaire en particulier sous 1’effet d’un stress

comme une ischémie-reperfusion, un stress oxydatif ou une activation de la voie beta-
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adrénergique.zz D’autres éléments comme 1’altération du fonctionnement mitochondrial, un
stress oxydatif accru et la diminution des réserves énergétiques réduisent la cardioprotection

due au préconditionnement dans le cceur sénescent.”

2.2.3 Altérations mécaniques du cceur sénescent

Le coeur sénescent se caractérise par une dysfonction diastolique et une fonction

systolique longtemps préservée® "2 comme d’autres cardiopathies.?

Les difficultés de recaptage du calcium et la persistance de ponts actine-myosine’
génent la relaxation musculaire. L augmentation de la rigidité pariétale’™ réduit la compliance
et limite de facto le remplissage des ventricules cardiaques. Le changement du profil du flux
transmitral de remplissage traduit 1’augmentation des pressions de remplissage ventriculaire
lié au défaut de compliance.®® Ainsi, le rapport E/A s’inverse traduisant un simple trouble de
la relaxation. Par la suite, ce rapport devient trés supérieur a 1 traduisant I’aggravation de la
compliance myocardique et signant des pressions de remplissage ventriculaires augmentées.
(Figure 11).2 ® Le TRIV s’allonge.”® La pente de diminution de la pression intraventriculaire

-dP/dt diminue."

45



Mild Diastolic Moderate Diastolic SN SN R
Non::rl‘gllz;tolic Dysfunction Dysfunction* . * = I -
»  Impaired Relaxation -—» Pseudonormal |- Reve(srple —> F-x;edA
Restrictive Restrictive
0.75<E/A<1.5 E/A<0.75 0.75<E/A<1.5 E/A>1.5 E/A>1.5
o DT>140 ms ) ~ DT>140ms ~ DT<140ms ~ DT<140ms
g 3 E { { 1‘ ‘
Mitral Inflow g < /\ A ! ! /\ /\ 1 '
2 ] A B ‘ I 7,68 ] 78
0 Adur
- AE/A<0.5 ~ AE/A<05 ~ AE/A205 AE/AZ0.5 ~ AE/A<05
» { i -4 B
Mitral Inflowat € - | . l
Peak Valsalva g A /\/\ /\/\ |
Maneuver* 1 | | 1
i 1 AA B | | LA
0
s o E/e'<10 E/e'<10 E/e'210 E/e'210 Eloiz10 "
Doppler Tissue & | \/ ‘ \/ IV v ] AV vV
Imaging of Mitral & ! v | ; J 4
Annular Motion § 0.15 b - -
SzD S-D S<Dor S<Dor S<D or
20 ARdur<Adur ~ ARdur<Adur ARdur>Adur+30 ms ARdur>Aduri30 ms  ARdur>Adur+30 ms
g 1
= S D | {
Pulmonary .§ 1 ARdur { 1
Venous Flow > o'l - |
AR ) )
Time, ms Time, ms Time, ms
Left Ventricular Relaxation Normal Impaired Impaired Impaired Impaired
Left Ventricular Comphiance  Noermal Normal to v " " e
Atrial Pressure Normal Normal u e du

Figure 11 : Critéres échocardiographiques de dysfonction diastolique. Reproduit d’aprés Redfield

7
et al. 6

E : amplitude de 1’onde protodiastolique de remplissage transmitral, A amplitude de 1’onde télédiastolique
auriculaire de remplissage transmitral, DT : temps de décélération de 1’onde E, AE/A : variation du rapport E/A,
e’ : amplitude du mouvement de 1’anneau mitral latéral en Doppler tissulaire, S : amplitude de 1’onde systolique
de remplissage auriculaire dans les veines pulmonaires, D : amplitude de 1’onde diastolique de remplissage
auriculaire dans les veines pulmonaires, AR : amplitude du reflux dans les veines pulmonaires gauches pendant

la systole auriculaire, ARdur : durée de I’onde AR, Adur : durée de I’onde A.
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La fonction systolique au repos est longtemps préservée dans le coeur sénescent.®? La
vitesse de contraction du muscle cardiaque diminue,™ ™ par un shift de la chaine lourde de la
myosine de type o vers une myosine de type p.%° Cela constitue un processus d’adaptation et
d’économie d’énergie dans le cceur sénescent. L’amplitude du raccourcissement des
sarcoméres n’est pas modifiée.”” La dysfonction systolique est d’abord latente et révélée par
une incapacité a accroitre la contraction musculaire lors de la stimulation.?? La contractilité
cardiaque diminue secondairement au repos?> avec une morbidité et une mortalité
significative.®® L’échocardiographie objective alors une diminution de la FEVG et de la

FRVG.’

2.3 La fonction B-adrénergique dans le cceur sénescent

2.3.1 Hyperactivation neuro-hormonale

Une hyperactivation neuro-hormonale est observée dans la sénescence comme de
nombreuses conditions pathologiques et contribue au vieillissement cardiaque.”® Le taux
d’angiotensine 2 intracardiaque est augmenté® et le blocage du systéme rénine angiotensine
réduit la fibrose dans le ceeur sénescent.® L’inflammation cardiaque et 1’augmentation du
TGF-p1 favorise I’apoptose cellulaire et la fibrose.> L’endothéline 1, peptide vasoconstricteur
puissant, est augmentee dans les cultures de fibroblastes sénescents pro-fibrotiques et dans les
ceeurs de sujets agés.”® Les taux de peptide atrial natriurétique et de peptides opioides
circulants sont augmentés. L’activité du systéme nerveux sympathique est augmentée au

cours de la sénescence mais la réponse cardiaque est altérée.®

2.3.2 La dysfonction B-adrénergique
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Malgré un taux de catécholamines circulantes plus élevé que le sujet jeune,?
I’adaptation au stress et la tolérance & I’effort sont compromises chez le sujet 4gé.”* La réserve
contractile et la réserve chronotrope sont réduites.” Cela passe en partie par une diminution
de la réponse a la stimulation des récepteurs B-adrénergiques aussi appelée dysfonction f-
adrénergique,® observée in vitro® "> comme in vivo chez le rat® ou chez I’homme.* Dans le
ceeur  sénescent, la stimulation des récepteurs p-adrénergiques induit moins de
phosphorylation de troponine et du phospholamban® et une moindre augmentation des
mouvements calciques™ ? que dans le cceur jeune. Le cardiomyocyte sénescent est ainsi

moins exposé & une surcharge calcique potentiellement létale.??

Plusieurs mécanismes ont été décrits pour expliquer cette dysfonction. Le couplage
entre le récepteur P-adrénergique et 1’adénylate cyclase est altéré dans le coeur sénescent.’
L’expression des récepteurs pl-adrénergiques est diminuée dans le ceeur sénescent™ ® alors
que celle des récepteurs p3-adrénergiques est augmentée.® Les récepteurs p3-adrénergiques
stimulent la production d’oxyde nitrique comme décrit précédemment et réduisent 1’effet
inotrope positif induit par la stimulation des récepteurs B1-adrénergiques.® (Figure 13)
L’inhibition de NOS par L-NAME ou plus spécifiguement par L-VNIO, un inhibiteur
specifique de la NOS de type 1 restaure partiellement I’effet inotrope positif de la stimulation
par isoprotérénol.® (Figure 12) L’activité de 1’adénylate cyclase est altérée au cours de la
sénescence comme le montre la réduction de I’effet inotrope positif induit par la stimulation

directe de I’adénylate cyclase.83
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Figure 12 : Réponse inotrope a la stimulation par isoprotérénol de muscles papillaires de rats

sénescents et jeunes adultes. Reproduit d’aprés Birenbaum et al.2

AF : force active, LNAME : Ne-nitro-L-arginine methylester, inhibiteur des NO synthase, LVNIO : vinyl-LN-5(1-
imino-3-butenyl)-L-ornithine inhibiteur de NO synthase 1, 1400W : inhibiteur de NO synthase 2, NS: non

significatif

Néanmoins, 1’effet inotrope positif directement induit par I’application d’AMPc ou
d’un analogue est encore réduit ce qui suggére une perturbation plus distale dans la cascade de
signalisation B-adrénergique.? L’expression de MRP4, canal effluent de I’AMPc décrit plus
haut, est augmentée dans le foie de souris femelles agées® mais & notre connaissance aucun
travail n’avait été réalisé sur son expression et son réle éventuel dans la cardiopathie

sénescente.
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3. Physiopathologie de la cardiopathie diabétique

Le diabéte est une maladie en pleine expansion, souvent comparée a une pandémie au
regard du nombre de personnes atteintes dans le monde et a ses conséquences sanitaires,
encore aggravées par 1’obésité fréquemment associée dans le cadre du syndrome métabolique.
La présence d’un diabéte ou d’une hyperglycémie constitue un facteur pronostic péjoratif

886 comme la chirurgie* ou I’infarctus du myocarde avec une

dans de nombreuses situations
augmentation de la mortalité,% % des complications cardiovasculaires et de I’insuffisance
cardiaque.®® Indépendamment de toute comorbidité de type coronaropathie ou hypertension
artérielle® et méme en cas de controle glycémique correct, le diabéte induit de multiples
altérations cardiaques regroupées sous le terme de cardiopathie diabétique.” Le concept a été
introduit par la description de cas d’insuffisance cardiaque sans atteinte des coronaires dés
1972% et a été depuis largement complété.* % 8 %0 Une tendance a ’hypertrophie, une
modification du métabolisme énergétique, des anomalies de I’homéostasie calcique, une
dysfonction diastolique plus fréquente que la dysfonction systolique et une réponse au stress

86.89.90 méme si selon les études, les modeéles et

altérée sont les éléments les plus consensuels
le degré de sévérité de diabéte étudié, certains résultats peuvent étre contradictoires.®® ** Les
altérations cardiaques sont progressives et longtemps asymptomatiques & ’état basal®” mais

peuvent étre révélées plus précocement a I’occasion d’un stress comme une chirurgie avec la

diminution de réponse cardiaque a la stimulation B-adrénergique.
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3.1 Principales modifications tissulaires et cellulaires observées dans Ila
cardiopathie diabétique

3.1.1 Altérations structurelles et neuro-hormonales au cours du diabéte

Le cceur diabétique présente habituellement un remodelage concentrique de la cavité®
pouvant aller jusqu’a une hypertrophie ventriculaire gauche.’® *! La taille des cardiomyocytes
est le plus souvent normale® mais quelques études retrouvent une hypertrophie des
cardiomyocytes® qui compenserait ’apoptose accrue des cardiomyocytes.”® La place de
I’autophagie reste a déterminer dans le diabéte, adaptative en limitant les dépots

intracellulaires ou pathologique, selon la voie qui I’induirait.*

La prolifération de fibroblastes et la fibrose précoce interstitielle et périvasculaire par
dépots de collagene 1 sont corrélées a I’augmentation de la masse ventriculaire gauche.86 La
fibrose peut étre mise en évidence par le rehaussement tardif au gadolinium en IRM ou par
I’analyse de la rétrodiffusion dans les nouvelles modalités d’échocardiographie.86 Ces
nouveaux outils révelent une fibrose cardiaque précoce chez plus de 50% des patients
diabétiques en I’absence de pathologie cardiaque ischémique.?® Dans le tissu interstitiel

myocardique du diabétique, les ponts de collagéne augmentent la rigidité pariétale®™ %

diminuent la compliance cardiaque et participent & la dysfonction diastolique. 8%

L’activit¢ du systeme rénine-angiotensine est renforcée dans le cceur diabétique.
L’augmentation de la concentration en angiotensine 2 circulante®™ et de ses récepteurs

86, 90

cardiaques active la voie du diacylglycérol et de la protéine kinase C.% L’activation de

cette signalisation mene a la fibrose cardiaque et [’hypertrophie ventriculaire. %
L’augmentation de I’angiotensine accentue le stress oxydatif et favorise I’apoptose et la

nécrose des cellules.®® L’inhibition du systéme rénine-angiotensine limite la production

d’espéces réactives de I’oxygene le remodelage et la dysfonction cardiaque.” En paralléle, la
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voie de la calcineurine est activée par 1’allongement du potentiel d’action et une concentration

en calcium longtemps élevée et favorise la fibrose cardiaque.®®

Comme I’ensemble des tissus de 1’organisme du diabétique, le myocarde est le sicge
d’une microangiopathie avec une diminution de la densité en microvaisseaux, une fibrose
périvasculaire.® De plus, le coeur diabétique est plus sensible a I’ischémie-reperfusion que le
coeur sain par une diminution de la réserve de flux coronaire®® et une altération des
mécanismes de pré- et post-conditionnement.* ® Aprés une revascularisation coronaire, la
zone infarcie est plus étendue.®® L’hyperglycémie elle-méme suffit & limiter les effets du

préconditionnement par les agents anesthésiques.®

3.1.2 Aspects métaboliques de la cardiopathie diabétique

L’hyperglycémie entraine différents dommages cellulaires dont la formation de
produits avancés de la glycation (advanced glycation end-products ou AGES).* La glycation
des lipides et des protéines comme le collagéne augmente la rigidité pariétale et perturbe la
contraction et la relaxation cardiaques.”® Expérimentalement, un inhibiteur de la formation des
AGEs prévient la dysfonction VG induite par le diabéte® mais cette piste n’a pas encore mené

a une thérapeutique usuelle.

Le métabolisme énergétique du ceeur diabétique repose sur 1I’oxydation des acides gras

90, 91

libres et non plus sur I’utilisation conjointe des acides gras et du glucose™ et s’adapte

difficilement & la disponibilité en substrats énergétiques.”® Le captage du glucose par les
cellules est diminué par une diminution de I’expression du transporteur GLT4/GLUT1 et par
I’absence de GLUT4 a la membrane plasmique.86 Le captage des acides gras augmente en
compensation mais dépasse les capacités d’utilisation.”® L’accumulation intracellulaire de

90, 91

lipides est responsable d’une lipotoxicité et favorise 1’apoptose.”® L’augmentation des
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acides gras libres active PPARa (récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes de
type o) qui limite I’oxydation du glucose et favorise ’utilisation des acides gras.®® * Cette
voie métabolique est plus consommatrice d’oxygene et productrice de radicaux libres au

niveau des mitochondries.®® % La production énergétique mitochondriale est perturbée dans

86, 91

les cardiomyocytes diabétiques avec une baisse de la production d’ATP.® La

disponibilit¢ en ATP mobilisable en cas de stress est moins importante que dans le coeur

86, 90

sain et le rapport phosphocréatine/ATP réduit.®® La production d’espéces réactives de

790

I’oxygéne est augmentée®™ au niveau mitochondrial et extra-mitochondrial.®

mais 1’effet des

antioxydants sur la cardiopathie diabétique reste a éclaircir.®®

3.1.3 Altérations du couplage excitation-contraction dans la cardiopathie

diabétique

Les perturbations de I’homéostasie calcique observées dans la cardiopathie diabétique
sont trés dépendantes du degré de pathologie et des conditions expérimentales.®® * Des
résultats en apparence contradictoires reflétent cette aggravation progressive de la

cardiopathie et I’influence des techniques d’analyse.%’ o

La concentration cytosolique diastoliqgue en calcium est inchangée dans le
cardiomyocyte diabétique.” L’ensemble des publications retrouve une diminution du contenu
calcique intra-sarcoplasmique.®® ® Lors de la phase de dépolarisation, le courant calcique
entrant lca. est normal ou diminué selon les études.®® *° Le relargage calcique par le réticulum

% 90, 94, 96, 97

sarcoplasmique est diminué. Une diminution de I’expression des récepteurs a la

ryanodine et une augmentation du phospholamban non phosphorylé® pourraient étre en cause

85, 86, 94

dans la diminution de I’amplitude de la transitoire calcique et I’allongement du temps

de croissance de la concentration calcique cytosolique de la transitoire calcique.®*
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La décroissance diastolique de la concentration cytosolique en calcium est ralentie

86, 90, 94, 97, 98

dans le cardiomyocyte diabétique. L’expression de SERCA2a est diminuée dans

3,97,98

plusieurs modeles de cardiopathie diabétique alors que I’expression du phospholamban

est augmentée (Figure 13).% De plus, la glycation de SERCAZ2a altére son fonctionnement.®

Au total, I’activité de recaptage du calcium par SERCA2a est diminuée dans la majorité des

85, 86, 90, 97, 98

études portant sur la cardiopathie diabétique et I’augmentation de I’expression

90, 97

cardiaque de SERCAZ2a prévient ou corrige la dysfonction contractile. L’entrainement

physique corrige les anomalies de I’homéostasie calcique chez 1’animal.®® L’extrusion

calcique par le NCX n’est pas ou peu altérée dans la cardiopathie diabétique.’® % % En

revanche, des fuites diastoliques de calcium provoquées par la phosphorylation de la

CaMKI1®® sont responsables de troubles du rythme.®> &
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Figure 13 : Images types (panel A) et représentation graphique (panel B) de 1’expression du

phospholamban total et de SERCA2a. Reproduit d’aprés Amour et al.>
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D’autres altérations des cardiomyocytes sont décrites dans la cardiopathie diabétique,
proches de celles observées dans I’insuffisance cardiaque comme un shift de la myosine de

type o pour B.** La densité en tubules T est diminuée®> %

mais beaucoup moins que lors de
Iinsuffisance cardiaque observée en dehors du diabéte.*® La sensibilité au calcium des
myofilaments est réduite de fagon variable selon les modéles étudiés.®® * ** % Plusieurs
perturbations électrophysiologiques sont décrites dans la cardiopathie diabétique dont

86, 94

I’augmentation de la durée du potentiel d’action et I’augmentation du courant potassique

entrant I, par diminution de I’expression des canaux Kv4.2.%

3.2 Altérations mécaniques dans la cardiopathie diabétique

3.2.1 Dysfonction diastolique dans la cardiopathie diabétique

L’altération de la fonction diastolique est I’'une des caractéristiques fondamentales de

2,3,96

la cardiopathie diabétique.* ®* Elle est retrouvée in vitro comme in vivo aussi bien chez le

rat* ® que chez I"homme ou elle touche jusqu’a 75% des sujets diabétiques.®® & ® In vitro, la

relaxation du cardiomyocyte diabétique est plus lente et allongée.®® %

In vivo,
I’échocardiographie identifie un profil de remplissage transmitral restrictif ou pseudo-
normal,®® une inversion puis une augmentation du rapport E/A, une augmentation du temps de
décélération de I’onde E et du TRIV."® 8 (Figure 11) Le Doppler tissulaire s’est révélé plus
sensible dans la détection des anomalies de la relaxation®™ et permet de détecter une

86, 87

dysfonction diastolique chez 47 a 63% des patients selon les études, (Figure 14) élément

pronostic important chez le sujet diabétique.
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3.2.2 Dysfonction systolique dans la cardiopathie diabétique

La dysfonction systolique est classiquement décrite comme plus tardive et moins
fréquente que la dysfonction diastolique.?® Son incidence est variable selon les études et trés
dépendante du degré de sévérité, des conditions de charge et nettement augmentée depuis

Iutilisation de nouveaux outils de détection.®’

In vitro, par microscopie optique et systéme lonoptix®, Ceylan et al.?® ont déterminé
que I’amplitude et le raccourcissement des sarcomeres étaient diminués dans un modele de
diabete de type 1 par injection de streptozotocine. Des résultats concordants ont été obtenus
sur des cardiomyocytes issus de souris db/db qui sont un modéle de diabéte de type 2.%° Selon

les études, la contraction du muscle cardiaque est plus lente et prolongée chez le diabétique®

94, 96 85, 94, 96

mais d’amplitude normale ou diminuée par rapport au sujet sain.

In vivo, les analyses de boucle pression-volume objectivent une diminution du pic et
de la pente de pression systolique ventriculaire gauche, du travail cardiaque et du volume
d’&jection systolique.”® A un stade avancé de cardiopathie diabétique, une diminution de la
FEVG® et de la FRVG™ ont été décrites. Le Ddppler tissulaire objective un pic de ’onde S’
moins élevé chez les sujets diabétiques malgré une FEVG normale.®® Plus récemment, les
mesures de « strain » et de « strain rate » ont révélé une altération de la fonction systolique
chez 32% des patients diabéetiqgues méme sans hypertension artérielle ou pathologie cardiaque

86, 87

déclaree. (Figure 14) La dysfonction systolique est ainsi retrouvée chez 28% des sujets

diabétiques asymptomatiques et avec une fonction diastolique normale.®’
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Figure 14 : Exemples d’évaluation de la fonction systolique par strain longitudinal et
diastolique par flux transmitral : fonction systolique et diastoliqgue normales (panel A),
dysfonction systolique avec fonction diastoliqgue normale, dysfonction systolique et

diastolique (panel C). Reproduit d’aprés Ernande et al.®’

LS : strain longitudinal, e’ : mouvement de I’anneau mitral latéral

3.2.3 Dysfonction B-adrénergique dans la cardiopathie diabétique

Les perturbations décrites ci-dessus sont progressives et la cardiopathie diabétique
reste longtemps silencieuse. Son existence peut étre révélée plus précocement par une
altération de la réponse aux catécholamines, endogeénes lors de 1’exercice ou du stress ou

exogénes lors de I"utilisation thérapeutique.® Plusieurs études ont montré dans le diabéte une
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réduction de la réponse inotrope positive & la stimulation des récepteurs p-adrénergiques.? %

contrastant avec une préservation de I’effet lusitrope positif.* ® *

In vitro, ’amplitude de la transitoire calcique et la contraction des cardiomyocytes
issus d’animaux diabétiques augmentent moins sous stimulation par isoprotérénol que dans
les cellules issues d’animaux sains.'® La réponse inotrope positive en réponse a la stimulation
des récepteurs Pl-adrénergiques dans les muscles papillaires de diabétiques.? In vivo,
I’augmentation du volume d’éjection systolique et de 1’index cardiaque est plus faible que
chez les sujets sains®® de méme que ’augmentation de pression artérielle ce qui est associé a

un pronostic défavorable.®® &

Plusieurs ¢léments expliquent cette dysfonction B-adrénergique. L’expression des

28 (Figure 16) alors que

récepteurs B1-adrénergiques est diminuée dans le cceur diabétique
I’expression des récepteurs p2-adrénergiques est peu modifiée.?® En revanche, I’expression
des récepteurs P3-adrénergiques est significativement augmentée dans le myocarde

89

28 (Figure 16) comme cela a pu étre observée dans ’insuffisance cardiaque ~ ou

diabétique
le ceeur sénescent.® Dans le coeur diabétique, I’inversion du ratio d’expression entre récepteurs
B1- et B3-adrenergiques limite I’effet inotrope positif de la stimulation des récepteurs P1-
adrénergiques.” L’inhibition par le L-NAME de la production d’oxyde nitrite (NO) induite par

la stimulation des récepteurs B3-adrénergiques corrige partiellement cette dysfonction B-

adrénergique (Figure 15).2
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Figure 15 : Réponse inotrope positive de muscles papillaires de rats sains (panel A) ou

diabétiques (panel B) en présence de doses cumulatives croissantes d’isoprotérénol. Reproduit

d’aprés Amour et al.
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Néanmoins, la réponse inotrope positive a 1’isoprotérénol reste inférieure a celle
observée chez les sujets sains® suggérant une altération de la signalisation B-adrénergique
sous-jacente. Cette hypothése est renforcée par une étude indépendante qui montre que la
réponse inotrope positive a la forskoline ou a un analogue de I’AMPc est diminuée chez les

diabétiques.’®

3.3 Principales altérations cardiaques liées a D’obésité et au syndrome

métabolique

Chez I’homme, le diabéte est plus fréquemment de type 2 et associé a une obésité.
Le syndrome métabolique regroupe diabéte ou intolérance au glucose, obésité, dyslipémie et

hypertension artérielle*™

et est associé a un risque cardiovasculaire et une morbi-mortalité
accrus. L’obésité créé une demande métabolique supplémentaire et une activation chronique
du systéme nerveux sympathique pour établir un état circulatoire hyperdynamique avec

élévation de la volémie, du débit cardiaque et de la pression artérielle. 0%

Peu d’études ont été publiées sur la cardiopathie du sujet obése et diabétique ou du
syndrome métabolique et encore sur I’impact de 1’association de 1’obésité au diabete alors que
plus de 35% des américains de 20 a 74 ans sont obéses ou en surpoids et souvent
diabétiques.’®® Les études humaines se heurtent & des nombreux facteurs confondants et les
résultats expérimentaux sont impactés par les modeles utilisés. En général, le cceur du sujet

obése est caractérisé par une augmentation de son poids total.*®?

L’apoptose des
cardiomyocytes est augmentée dans un modeéle de souris ob/ob présentant diabéte et obésité

ainsi que la fibrose en cas d’hypertension artérielle et de dyslipémie associées.'®® La

relaxation est perturbée par ces facteurs mécaniques et par une altération du recaptage du

60



calcium par SERCAZ2a,'™ liée a une possible augmentation de [I’inhibition par le

phospholamban selon une autre étude.'%

Au repos, plusieurs études ont montré I’existence d’une altération de la contraction du
ceeur de I’obése, de sévérité variable selon le modéle utilisé. La pression développée par le
ventricule gauche de lapins obéses est réduite par rapport & des animaux sains.'®® Chez des
rats obeses, la dysfonction contractile a pu étre mise en évidence a I’échelle du cardiomyocyte
avec une diminution de ’amplitude et de la vitesse de raccourcissement des sarcoméres.’® La
dysfonction contractile basale semble moins marquée dans le diabete de type 2 avec obésité
du modele Zucker que dans le diabéte de type 1 induit par streptozotocine alors que la
compliance est plus altérée chez les rats Zucker.” La cardiopathie des sujets obéses peut

atteindre le stade de dilatation ventriculaire et diminution de la FEVG.*®

Comme dans le cas de 'insuffisance cardiaque chronique, I’hyperactivation neuro-

hormonale initialement adaptative chez I’obése prédispose a I’insuffisance cardiaque.'®® 1%

104 ) a concentration basale de catécholamines circulantes est augmentée’®* mais la
signalisation issue de la stimulation des récepteurs -adrénergiques a été peu étudiée et les
quelques résultats publiés sont contradictoires.™® % Lima-Leopoldo et al ont conclu que la
réponse a la stimulation des récepteurs B-adrénergiques était inchangée chez des rats obéses,
hormis lors de I’exposition a de fortes concentrations d’isoprotérénol.’”” Dans une étude

ancienne sur les cceurs des lapins obéses, la réponse a 1’isoprotérénol n’était pas altérée.'® La

102

transmission de la stimulation par 1’isoprotérénol a ’adénylate cyclase €tait préservée™ - alors

que la réponse a la stimulation directe de 1’adénylate cyclase par la forskoline était diminuée

102

dans une étude sur des lapins obéses.”™ Les résultats concernant 1’expression des récepteurs

B-adrénergiques sont aussi rares et discordants.’®% Les mesures indirectes de quantité de

récepteurs P-adrénergiques par évaluation de 1’affinité aux ligands ne montraient pas de

102

différence chez les lapins obéses ou non.™ Pourtant, une diminution de 1’expression des
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récepteurs B1- et P2-adrénergiques a été rapportée dans un modéle de porc obéses.'®
L’évaluation directe de I’expression des sous-types de récepteurs B-adrénergiques n’a, a notre
connaissance, jamais ¢été publiée dans d’autres modéles d’obésité et de syndrome

métabolique.
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TRAVAUX SCIENTIFIQUES MENES PAR LE DOCTORANT

Les travaux présentés dans ce travail ont été réalisés au sein du groupe de travail dirigé
par le Pr. Riou dans ’'UMR INSERM 1166 (dirigée par le Pr. Stéphane Hatem) et de I’Institut
Hospitalo-Universitaire ICAN (Directrice Pr. Karine Clément) et dans le cadre de 1’école
doctorale Physiologie, physiopathologie et thérapeutique (ED394, Directrice Pr. Isabelle

Cremer) de I’Université Pierre et Marie Curie Paris 06 Sorbonne-Université.

1. Matériels et Méthodes

1.1 Modéles animaux
Tous les animaux sont étudiés sous la responsabilité de chercheur agréé (JA, A-75-20-
81) et soignés conformément aux recommandations en vigueur dans un établissement labellisé
(B-75-13-08). IIs ont acces librement a la nourriture et a I’eau. Tous les animaux sont pesés
lors du sacrifice et les poids du cceur et du ventricule gauche sont déterminés sauf pour les

ceeurs utilisés pour I’isolement des cardiomyocytes.

1.1.1 Cardiopathie sénescente
Des rats Wistar méles (Janvier, Le Genest Saint Isle, France) sénescents (agés de 24
mois) ou jeunes adultes (3 mois) sont utilisés.® Ils ont été élevés en animalerie spécialisée

(Janvier) jusqu’a leur entrée dans 1’étude.
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1.1.2 Cardiopathie liée au syndrome métabolique
Des rats Zucker obéses par mutation sur le géne de la leptine et des rats Zucker obeses
et diabétiques sont utilisés comme modele de cardiopathie de 1’obése associée ou non au

diabéte (Charles River, L’ Arbresle, France).'%% %

1.1.3 Cardiopathie diabétique
Des rats Wistar méles de 6 semaines (Janvier) sont répartis selon deux groupes: rats
adultes sains et rats adultes rendus diabétiques. Le diabéte est induit dans le groupe concerné
par une injection intraveineuse unique de streptozotocine (65mg.kg™ de poids corporel,
Sigma-Aldrich, L’Isle d’Abeau Chesnes, France).? Les animaux sont étudiés 6 semaines plus
tard. Au moment de 1’euthanasie, un prélévement sanguin est pratiqué pour déterminer la

glycémie et la réserve alcaline de chaque rat.

1.1.4 Traitement par atorvastatine

Des rats Wistar sains ou diabétiques (6 semaines apres I’injection de streptozotocine) sont
gavés quotidiennement avec 80mg.kg™” d’atorvastatine pendant 15 jours consécutifs avant

étude de la contractilité.

1.2 Effets inotrope et lusitrope de la stimulation p-adrénergique in vivo
1.2.1 Echocardiographie
Sous anesthésie générale par isoflurane (1 a 2%), les echocardiographies sont réalisées a
I’aide d’un appareil Vivid 7 (General Electric, Aulnay-sous-Bois, France) équipé d’une sonde
linéaire de 8-14 MHz. La fraction d’éjection du ventricule gauche (FEVG) et la fraction de

raccourcissement du ventricule gauche (FRVG) sont mesurées sur une coupe para-sternale
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grand axe.” * Les paramétres diastoliques du ventricule gauche sont obtenus & partir du
Doppler pulsé du flux mitral : pics de vélocité de ’onde protodiastolique mitrale E et de
I’onde télédiastolique mitrale A, temps de décélération de I’onde E et temps de relaxation
isovolumétrique.>  Le pic de vélocité de I’onde protodiastolique Ea par Doppler pulsé
tissulaire (DT1i) est enregistré a 1’anneau mitral en fenétre apicale 4 cavités. Le rapport E/A,
reflet de la fonction diastolique du ventricule gauche et le rapport E/Ea, reflet des pressions de
remplissage du VG sont calculés® * Les différents paramétres sont enregistrés aprés
stabilisation en condition basale, puis aprés une injection intraveineuse de MK571 (30 mg.kg

108

! Enzo Life Sciences)'® ou du méme volume de NaCl 0.9% et enfin sous stimulation p-

adrénergique par isoprotérénol (5 ou 10yg.kg™".min"1 en intraveineux continu).

1.2.2 Mesure invasive de la pression artérielle

In vivo, les rats sont anesthésiés par pentobarbital (65 mg.kg™ intrapéritonéal) pour
enregistrer la pression artérielle. La carotide interne gauche des animaux est canulée avec un
cathéter de polyéthylene connecté a un transducteur de pression (Gould Electronic, Cleveland,
OH, USA). Apres stabilisation, la pression artérielle et sa dérivée premiere en fonction du
temps sont enregistrées. A partir de ces tracés on détermine la pression artérielle systolique et
diastolique (respectivement PAS et PAD), la fréquence cardiaque et la vitesse maximale de
croissance systoliqgue de la pression artérielle (+dP/dt). Les différents parametres sont
enregistrés apres stabilisation, en condition basale, puis apres une injection intraveineuse de
MK571 (30 mg.kg™, Enzo Life Sciences)'®® ou du méme volume de NaCl 0.9% et enfin sous

stimulation B-adrénergique par isoprotérénol (10yg.kg ™ .min™ en intraveineux continu).
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1.3 Effets inotrope et lusitrope de la stimulation B-adrénergique ex vivo

Sous anesthésie générale par pentobarbital (30mg.kg™), le thorax des animaux est
ouvert et le coeur rapidement prélevé. Les muscles papillaires sont soigneusement disséqués et
suspendus dans une solution tampon bicarbonatée de Krebs-Henseleit, thermostatée et
oxygénée, a une fréquence de stimulation de 12Hz, selon la technique précédemment décrite.?
Les muscles sont soumis des concentrations croissantes d’isoprotérénol en doses cumulatives
de 10® & 10" M, un agoniste spécifique des récepteurs B-adrénergiques et en présence de
phentolamine (10® M) pour bloquer la signalisation des récepteurs a-adrénergiques. L’effet
inotrope positif a été évalué en mesurant la vitesse maximale de raccourcissement sans
précharge en isotonie et la force active maximale en isométrie. L’effet lusitrope a été évalué
en mesurant le rapport R1 entre les vitesses maximales de contraction et de relaxation en
isotonie avec précharge et le rapport R2 entre les forces maximales de contraction et de
relaxation en isométrie. Les courbes concentrations-effets ont été analysées en calculant

I’effet maximum (Eff;,,.x) et la concentration produisant 50% de I’effet maximum (ECsy).

La stimulation directe de 1’adénylate cyclase par la forskoline ou 1’administration d’un

analogue de I’AMPc

1.4 Effets inotrope et lusitrope de la stimulation B-adrénergique in vitro
1.4.1 Isolement des cardiomyocytes
Sous anesthésie geénérale par pentobarbital, le ceeur des rats est rapidement prélevé par
sternotomie et connecté par 1’aorte ascendante a un dispositif de Langendorf.'®Par la canule
aortique le cceur est d’abord perfusé avec un tampon Stock sans calcium (NaCl 117mM, KCI

57mM, KH2PO4 1,5mM, NaHCO3 4,4mM, MgCI2 1,7mM, Glucose 11,7mM, Créatine
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10mM, HEPES 21mM, Taurine 20mM, Sigma Aldrich) ajusté a pH 7,1 a 25°C, bullé a
I'oxygene pur et réchauffé a 36,5°C. Une solution oxygénée de collagénase A (0.204 U/mg)
(Roche Diagnostics, Meylan, France) est ensuite perfusée.* 1 Aprés digestion enzymatique,
I’exérése des oreillettes et une dissection mécanique complémentaire douce est pratiquée
suivie d’une filtration. Les cardiomyocytes en suspension sont lavés et resuspendus dans le
tampon Stock. Le calcium est ajouté progressivement. Les cellules sont analysées dans les six

heures qui suivent I’isolement.

1.4.2 Etude lonoptix® des cardiomyocytes

Les cardiomyocytes sont incubés avec du Fura2-AM (10°M, Invitrogen, Cergy
Pontoise, France) pendant 20 minutes a température ambiante puis lavés et resuspendus dans
un tampon Stock avec 0.5mM de calcium. La contractilité et la transitoire calcique des
cardiomyocytes sont enregistrées sur une plateforme lonoptix® (lonoptix Corporation,
Milton, MA, USA).**! Seuls les cellules rectangulaires & bords droits et sans bulles ni
contraction spontanée sont étudiées. Les cardiomyocytes sont stimulés électriquement a 1 Hz
et 8 Volts dans un bain & 25°C (Figure 17).

La longueur des sarcomeéres est déterminée par un microscope Olympus IX71a objectif
inversé et une caméra. Les propriétés contractiles des cardiomyocytes sont analysées avec le
logiciel lonWizard® software (lonoptix®) par ’amplitude maximale de raccourcissement
(PR), le délai entre le début et le pic du raccourcissement (TPR) et la vitesse maximale de
raccourcissement (-dL/dt) pour la phase de contraction et le temps pour 90% de relaxation

(TR90) et la vitesse maximale de relaxation (+dL/dt) pour la phase de relaxation.
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Figure 17 : Plateforme d’analyse Tonoptix (A) et exemple de tracés de raccourcissement des
sarcomeéres (B) et de transitoire calcique (C) obtenus simultanément sur des cardiomyocytes

isolés. Images de collection personnelle obtenues sur des rats Wistar males de 12 semaines.

Les cardiomyocytes sont exposés en alternance a une lumiére de 340 et 380nm
provenant d’une source au xénon avec un systéme Hyperswitch Fluorescence System
Interface®. La longueur d’onde de la lumiére émise par 1’exposition de la sonde Fura2 dépend
de la concentration en calcium. L’intensité de fluorescence (FFI) émise aux deux expositions
lumineuses est exprimée en ratio 340/380 qui est corrélé a la concentration intracellulaire en

calcium.™ Les variations du calcium intracellulaire lors du cycle contraction-relaxation sont
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appelés transitoire calcique et décrites par AFFI, I’amplitude du pic de la transitoire calcique
et aprés chaque stimulation électrique et la constante de décroissance (tau).

L’inhibition de MRP4 a été réalisée par un prétraitement de la moitié des cellules par
MK571 (10'M). La contraction et la fluorescence des cardiomyocytes ont été enregistrées

aprés stabilisation en conditions basales et aprés ajout d’isoprotérénol (10°M).

1.5 Mesure de I’expression protéique

Sous anesthésie générale par pentobarbital, le ventricule gauche des animaux est
prélevé, pesé et congelé en fragments a -80°C. Les protéines totales sont extraites d’un
échantillon par homogénéisation dans un tampon de lyse [Tris-HClI 50 mM (Invitrogen),
NaCl 150mM, EDTA 2mM et Triton 1% (Sigma Aldrich)] en présence d’un cocktail
inhibiteur anti-protéase (Sigma-Aldrich). La quantification des protéines totales est réalisée
selon la méthode colorimétrique de Bradford.

Apres dénaturation et migration électrophorétique dans un gel de polyacrylamide a 9%,
les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (Hybond, GE Healthcare,
Vélizy, France). Les membranes sont coupées puis incubées avec un anticorps primaire anti-
MRP4 et anti-GAPDH (les deux Abcam, Paris, France) ou anti-calsequestrine (Cell Signaling,
Ozyme, Saint Quentin Yvelines, France) puis un anticorps secondaire anti-rat et anti-lapin
(Cell Signaling). Aprés exposition a une solution de révélation (ECL+, GE Healthcare,
Vélizy, France) les membranes sont lues par un lecteur EthanDIGE et les signaux analysés par
le logiciel Image]. L’expression de MRP4 est normalisée par rapport a I’expression de

GAPDH.

1.6 Analyse statistique

69



Les données sont exprimées en moyennes + DS. Les effets inotrope et lusitrope sont
exprimés en pourcentage de la valeur de base. La comparaison de deux moyennes est
effectuée a I’aide du test t de Student. La comparaison de plusicurs moyennes est effectuée a
I’aide d’une analyse de variance avec mesures répétées a une voie, complétée en cas de
significativité par un test post-hoc de Newman-Keuls. Une valeur de P < 0,05 est choisie pour
rejeter ’hypothése nulle. Tous les tests sont effectués en situation bilatérale avec le logiciel

NCSS 7.0 (Statistical Solution Ltd., Cork, Irlande).
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2. Résultats
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2.1 Etude n° 1 : Evaluation du réle de la protéine MRP4 dans la réponse a

la stimulation B-adrénergique dans la cardiopathie sénescente

Effluent protein MRP4 induces an altered response to p-adrenergic stimulation in the

senescent heart.

Carillion A, Feldman S, Jiang C, Atassi F, Na N, Mougenot N, Besse S, Hulot JS, Riuo B,

Amour J.

Anesthesiology 2015; 122: 334-42.
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Buts :

Les sujets agés présentent une capacité réduite d’adaptation a 1’effort et au stress et
cela participe a la morbi-mortalité accrue des patients agés dans diverses situations péri-
opératoires ou de réanimation.® Indépendamment des comorbidités éventuelles, le
vieillissement conduit a 1’apparition d’un cceur sénescent caractérisé par une dysfonction
diastolique et une diminution de la réponse a la stimulation du systéme adrénergique. En effet,
I’effet inotrope positif provoqué par la stimulation des récepteurs B-adrénergiques cardiaques
est diminué dans le cceur sénescent. Plusieurs modifications expliquent cette dysfonction
comme la surexpression des récepteurs P3-adrénergiques et une augmentation de la
dégradation de I’AMPc, le second messager intracellulaire de la signalisation B-adrénergique.
Néanmoins, la correction de ces altérations n’a qu’un effet de restauration partielle suggérant

une atteinte a d’autres niveaux de la signalisation.

Le canal effluent MRP4 (multidrug resistance associated protein 4) participe a la
régulation de la concentration intracellulaire d’AMPc.?! Ce transporteur efflue des
cardiomyocytes I’AMPc produit en particulier lors de la stimulation des récepteurs [-
adrénergiques. Son expression est modifiée lors du vieillissement dans le foie®* mais n’a

jamais a notre connaissance €té évaluée dans le coceur au cours de la sénescence.

L’objectif de ce travail a donc été d’évaluer le réle de MRP4 dans 1’altération de la

réponse a la stimulation des récepteurs B-adrénergiques dans la cardiopathie sénescente.

Meéthodes :

Pour répondre a cette question, nous avons comparé des rats senescents de 24 mois a

des jeunes adultes de 3 mois. La fonction contractile a été evaluée in vivo par
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¢chocardiographie sur la fraction de raccourcissement (FRVG) et la fraction d’éjection
ventriculaire gauche (FEVG) et in vitro par lonoptix® sur des cardiomyocytes isolés par le
raccourcissement des sarcomeres (amplitude, vitesse maximale, délai de pic normalisé) et la
transitoire calcique (variations d’amplitude) de I’intensité de fluorescence de la sonde Fura2-
AM. La stimulation des récepteurs P-adrénergiques a été réalisée par I’application
d’isoprotérénol, un agoniste de I’ensemble des récepteurs p-adrénergiques (10pg.kg.min™ in
vivo et 10°M in vitro). Les expériences ont été menées avec une inhibition sélective du
transporteur MRP4 par le MK571 pour déterminer le réle de ce transporteur (30mg.kg™ in
vivo et 10° M in vitro). L’expression de la protéine MRP4 a été évaluée par Western Blotting

sur des homogénats de ventricule gauche. Les résultats sont exprimés en moyenne + DS.

Résultats :

Nous avons mesuré une contractilité basale normale et une altération de la réponse a la
stimulation des récepteurs B-adrénergiques chez les animaux sénescents comme dans les
études déja effectuées sur ce modele. L’effet inotrope positif de 1’isoprotérénol était réduit
chez les rats sénescents in vivo (FEVG 110+8% vs. 124+14%, P<0.001 et FRVG 120+16%
vs. 158+20%, P<0.001 sur 16 rats, en % de la valeur de base) comme in vitro (amplitude
129+37 vs. 148+35, vitesse maximale 155+60 vs. 179462, temps de pic normalisé 75+27 vs.

61+17, p<0.05 respectivement, en % de la valeur de base).

L’expression de MRP4 était 3,6 fois supérieure dans les ventricules gauches de rats

sénescents par rapport a ceux des jeunes adultes (P=0.012 sur 8 rats par groupe).

L’inhibition de MRP4 par MKS571 a restauré¢ 1’effet inotrope positif chez les rats
sénescents in vivo (FEVG 110+8% et FRVG 120+15%, en % de la valeur de base) et in vitro

(amplitude de raccourcissement161+45, vitesse maximale 223+83 et délai de pic normalisé
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57+17, P<0.05 respectivement) et a induit une augmentation de la transitoire calcique plus
importante dans les cardiomyocytes sénescents prétraités que les sham (amplitude 132+25 vs.
1134+27; p<0.05). Avec I’inhibition de MRP4, I’effet inotrope positif dans les cceurs ou

cardiomyocytes sénescents était comparable a celui observé chez les sujets adultes jeunes.

Conclusion :

Ce travail nous a permis de confirmer a la diminution de la réponse inotrope positive a
la stimulation des récepteurs B-adrénergiques dans la cardiopathie sénescente a 1’échelle du
cardiomyocyte. Nous avons pu monter que I’inhibition du transporteur MRP4 restaure la
réponse inotrope positive a la stimulation des récepteurs B-adrénergiques dans la cardiopathie
sénescente in vivo comme in vitro. La surexpression de MRP4 dans les coeurs sénescents

semble renforcer ’importance de ce mécanisme d’élimination de I’AMPc.
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Effluent Protein MRP4 Induces an Altered Response
to p-Adrenergic Stimulation in the Senescent Rat Heart

Aude Carilion, M.D., Sarah Feldman, Cheng Jiang, M.D., Fabrice Atassi, Ph.D., Na Na, M.D.,
Nathalie Mougenot, Sophie Besse, Ph.D., Jean-Sébastien Hulot, M.D., Ph.D., Bruno Riou, M.D., Ph.D.,
Julien Amour, M.D., Ph.D.

ABSTRACT

Background: In the senescent heart, the positive inotropic response to i-adrenoceptor stimulation is reduced, pardy by dys-
regulation of 1- and P3-adrenoceptors. The multidrug resistance protein 4 (MRP4) takes part in the control of intracellular
cyclic adenosine monophaosphate concentration by controlling its efflux but therole of MRP4 in the B-adrenergic dysfunction
of the senescent heart remains unknown.

Methods: The ﬁ-adrcnergic responses to isopmterenoi were invcstigated in vive (stress echocardiography} and i vitro (iso-
lated cardiomyocyte by lonoptix™ with sarcomere shortening and calcium transient) in young (3 months old) and senescent
(24 months old) rats pretreated or not with MK571, a specific MRP4 inhibitor. MRP4 was quantified in left ventricular

homogenates by Western blotting. Data are mean + SD expressed as percent of baseline value.

Results: The positive inotropic effect ufisuprmert:noi was reduced in senescent rats in vive (left ventricular shortt:ning fraction
120+ 16% vs. 158 +20%, P < 0.001, n = 16 rats) and in vitro (sarcomere shortening 129+ 37% wps 148 +35%, P = 0.004,
n =41 or 43 cells) as compared to young rats. MRP4 expression increased 3.6-fold in senescent compared to young rat myo-
cardium (£ = 0.012, n = 8 rats per group). In senescent mts, inhibition of MRP4 by MK571 restored the positive inotropic
effect of isoproterenc-i invivo (143 +11%, n = 8 rats). [ vitro in senescent cardiorn}focytcs pretrt:art:d with MK571, both sar-
comere shortening (161 +45% vs. 129 +37%, P = 0.007, n = 41 cells per group) and calcium transient amplitude (132+25%
ws. 113 +27%, P = 0.007) increased signiﬁcantly.

Conclusion: MRP4 overexpression contributes to the reduction of the positive inotropic response to i-adrenoceptor stimula-

tion in the senescent heart. (ANESTHESIOLOGY 2015; 122:334-42)

LDERLY patients are exposed to a higher morality

risk during the perioperative period.] In the senescent Whak Ws Alreacy Know sbout This Topic

The multidrug resistance protein MRP4 plays an important
role in regulation of intracellular cyclic adenosine monophos-
phate and p-adrenergic stimulated heart performance

Elderly patients are at significant risk of perioperative cardio-

heart, diastolic d}f&.‘ﬁlncl:l'l_)nz"t and a reduced response to
B-adrenoceptor stimulation are observed which may con-
tribute to hemodynamic instability during the periopera-

tive period.” Down-regulation of 1- and f2-adrenoceptors vascUlar compromise; however, the role of MRP4 in the se-
impair the positive inotropic effect of B-adrenergic stimula- nescent heart has never been investigated
tion, 2% whereas overexpression of ﬁ&admnocq}tor increases What This Article Tells Us That Is New

nitric oxide production pia nitric oxide synthase 1, activates
in kinase G. and th tes the i od hvdrolvsis * MRP4 is overexpressed in the senescent rat heart and is in-

protein kinase L, and then promotes the increased hydrolysts volved in the limited positive inatropic response of the senes-
of gyclic adenosine monophosphate (cAMP) by activation of cent heart to f-adrenergic stimulation
phosphodiesterases.* However, these abnormalities only partly * MRP4 may be a therapeutic target for altering the inotropic
contribute to the alteration of the -adrenergic pathway. reserve of elderly patents

A complementary mechanism of regulation of cAMP
has been recently described, the multidrug resistance pro-

tein 4 (MRP4)."® This channel was first described in resis- and vascular smooth cellss MRP4 is located at the plasma

tance to chemotherapy as it allows malignant cells to extrude membrane level” and extrudes cAMP™ 1! [ witro, inhibi-
the drug and survive” but further studies revealed its role tion of MRP4 increased intracellular cAMP level and pro-
as transporter of cyclic nucleotides.!"'* In cardiomyocytes tein kinase A activity,” leading to a greater positive inotropic
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effect of P-adrenoceptor stimuladon. In mice with genetic
deletion of MRP4, an increase in cAMP has been observed
in cardiomyocytes after adenylyl cyclase stimulation.” How-
ever, the involvement of MRP4 in the senescence-induced
[3-adrenergic dysfunction had not vet been studied.

This study tested the h_vputhesis that an overexpres-
sion of MRP4 contributes to the altered response of the

B—adrenoceptor stimulation in the senescent heart.

Materials and Methods

Animals

Experiments were conducted in an authorized laboratory
under supervision of an authorized researcher (J. Amour,
A-75-20-81). The project has been submitted to the relevant
Animal Care Committee through the French Ministry of
High Education and Research (Comité Régional d’Echique
en Expérimentation Animale Paris-comité 3, Paris, France).
Wistar male rats have been studied in two groups: senescent
rats (24 months old) and young adult rats (3 months old).
Animals were purchased from Janvier (Le Genest St Isle,
France) and cared according to the Guidiﬁgpﬁmpfes in the
Care and Use of Animals in alabeled housing place (B-75-13-
08) with food and water ad libitum. The heart was removed
during anesthesia after the measurements of arterial blood
pressure and weighed, except for the hearts used for the iso-
lation of cardiomyocytes, in order to shorten the time of
ischemia. Then, the left ventricle was carefully dissected and
frozen in liquid nitrogen for Western blotting experiments.

Stress Echocardiography

Transthoracic stress echocardiography was performed on
anesthetized rats under 1 to 2% isoflurane using a General
Electric Vivid 7 instrument (Aulnay-sous-Bois, France) as pre-
viously described.*!31% Systolic function and inotropy were
studied with left ventricular shortening and ejection fractions
using a modified version of Simpson’s analysis on para.srerna.l
short-axis and lang—axis views in M mode. These variables
were measured in basal conditions and under f-adrenergic
stimulation using isoproterenol (10 pg kg™ min™
ous intravenous administration) with or without intravenous
pretreatment with MK571 (30 mgfkg, Enzo Life Sciences,
Villeurbanne, France) a speciﬁc inhibitor of MRP4™Y or
the same volume of NaCl 0.9% as control. Stress values were
determined after stabilization of heart rate (HR) G min after
each dmg administration.

, contnu-

Arterial Pressure Measurements

In vive,atleast 2 da_vs after the echocardiographic assessment,
the rats were anesthetized using pentobarbital (50 mg/kg
intraperitonall}f) to measure arterial blood pressure. Pres-
sure transducer catheter (size 2F Millar Micro-tip cath-
eter transducer, model SPR-407; Millar Instruments, Inc.,
Houston, TX), was introduced into the right carotid artery
and connected to a pressure transducer (Gould Electronic,

Cleveland, OH). After stabilization, the arterial systolic,
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mean arterial pressure and diastolic pressures were recorded.
From the arterial blood pressure tracings, the HR and the
maximum positive values of first derivative of arterial pres-
sure (+dP/dt) were quantified. The cardiac variables were
recorded under baseline conditions and under B—adrenergic
stimulaton using isupmrerenol (10 Hg kg'1 min!, continu-
ous intravenous administmtion :thhough the tail vein) with
or without pretreatment with MK571 (intravenous adminis-
tration of 30 mg/kg 6 min before through the tail vein)’ 5 g
the same volume of normal saline as a control. Stress values
were determined after stabilization of HR.

Measurements of Intracellular Calcium Transient and
Contractile Function in Isolated Cardiomyocytes
Ventricular cardiomyocytes were isolated from rat hearts
on a La.ngendorf apparatus using enzymatic digcstion b}f
collagenase A (Roche Diagnostics, Meylan, France) as pre-
viousl_v described.'® Under intravenous anesthesia (pento-
barbital 65mg/kg, intraperitonally) the chest was opened,
the heart was removed and washed in buffer then connecred
through the aorta to the Langendorf perfusion cannula.
An anterograde perfusion via the coronary circulation was
applied to the heart with a HEPES buffer (117 mM NaCl,
5.7mMKCI, 1.5mM KH, PO, 44mMNaHCO 1.7 mM
MgCl,, 11.7mM glucme 10 rnM creatine, 21 rnM HEPES,
and 20 mM taurine, all form Sigma—Aldrich Llsle d’Abeau
Chesnes, Saint-Quentin Fallavier, France) bubbled with
oxygen and maintained at 37°C and pH 7.40. The cardiac
digestion was performed by the perfusion of the same buf-
fer with collagenase A (1.2 to 1.4mg/ml), 100 pM EGTA
and 240 pM CaCl, (both from Sigma-Aldrich). After 60 to
80 min, the heart was removed and the atria excised. A care-
ful mechanical dissection cornpleted the digt:stion. The cells
were filtered and resuspended in the natve calcium-free buf-
fer with bovine serum albumin (Sigma-Aldrich). Calcium
was progressively added to the suspension to reach an extra-
cellular calcium concentration of 0.5mM. Freshly isolated
cardiomyocytes were used in the same day. The ventricular
cardiomyocytes were loaded for 20min at room tempera-
ture with Fura2-AM (1 pM, Molecular Probes, [nvitrogen,
Saint-Aubin, France) and then resuspended in the HEPES
buffer with 0.5mM calcium. Contractility and calcium
transient of the cardiomyocytes were assessed on each cell
with a Ionopt[x@ platform (Ionoptix Corporation, Milton,
MA)."Y Only rod-shaped cardiomyocytes with sharp edges
were studied. Cardiomyocyt‘t:s with spontaneous contraction
or sarcolemal blebs were avoided. Myocytes were electrically
stimulared at 1 Hz and 8V in a room at 25°C. The contrac-
tile properties of the cardiac myocytes were :-mal}fzsd with
the TonWizard® software (Tonoptix®, Ionoptix Corporation)
from the trace of the sarcomere shortening by peak shorten-
ing (PS), time to PS normalized to PS and the maximum
shortening velocity (-dL/dt) for the shortening phase and
time to 90% relengthening and the maximum relengthening

velocity (+dL/dt) for the relengd‘lening phase were recorded.
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Myocytes were alternatively exposed to a light of 340 and
380 nm by the Fluorescence System Interface with Hyper-
switch (Ionoptix Corporation). Fura2-AM is a fluorescent
dye whose emission Wavelength depends on the calcium
concentration and the ratio 340/380 of fluorescence of the
Fura2-AM is correlated to the intracellular calcium level.!”
The changes in Fura2-fluorescence intensity (FFI) reflect the
variation of the intracellular calcium level during the cardiac
Cycle, also known as calcium transient. The calcium tran-
sient was described in our study by the AFFL, amplitude of
the FFI increase after twitch (peak FFI-baseline FFI) and the
time course of the fluorescence constant decay (tau). The
inhibition of MRP4 was pre-vided by 4 pretreatment with
MEK571 (1077 M). The contraction and fluorescence ratio
of the cardiomyocyte were recorded continuously at basal
condition and after adjunction of isoproterenol (10-¢ M).
Since calibration was not performed, ordy percent changes
with isoproterenol and baseline values of AFFI could be
compared between groups. Stress values were evaluated at
maximal cell contraction. As MK571 could also inhibit leu-
kotrienes receptors CysLT'1 and Cys['T2 and thus influence
the response to f-adrenoceptor stimulation, we performed
additional experimentation in isolated ca.rdiomyucytes using
BAY-u9773 (107 M) (Cayman Chemical Bertin Pharma,
MonﬂgnyaleaBremnneux, France), a speciﬁc inhibitor of
CysLT1 and Cys[T2 receptors.' Then, B-adrenoceptor
stimulation was performed as described in the experiment

with MK571.

Western Blotting

The left ventricles were removed from anesthetized rats and
frozen in Hquid nitrogen. The sa.mples were homogenated
in a lysis buffer (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 2mM
EDTA, 1% triton, phm‘phata&e and protease—inhibimr cock-
tail, Sigma-_f\_ldrich). The protein concentration was deter-
mined by the Bradford protein assay (Bio-Rad, Marnes-la
Coquette, France). After denaturation in Laemmli buffer,
60 pg of total protein extract was loaded in each lane for
separation in a sodium dodecyl sulfate 9% polyacryl:u’nide
electrophoresis gel and transferred on a nitrocellulose mem-
brane (H_vbond, Amersham, GE Healthcare, Veliz_v, France).
After saturatdon in milk, each membrane was incubated
overnight at 4°C with primary antibodies (anti-MRP4
1/200: M4I-80 (Abcam, Paris, France), anti-CysLT1 Recep-
tor 1/10,000 or anti-Cys[T2 recepror 1/5,000 (both from
Cayman Chemical), and anti—gl_vceraldeh_vde 3—phosphate
dehydrogenase (GAPDH) 1/1,500 (ab9485, Abcam}).® The
d.ay after, membranes were washed with a Tris-saline buffer
with Tween and incubated with appropriate seconda.ry anti-
body (anti-rat 1/2,500, anti-rabbic 1/2,500, all from Cell
Sign:dirlg, Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, France). Rela-
tive quantification of the targeted protein was achieved by
fluorescence recording on EthanDIGE reader with an ECL®
detection system (GE Healthcare). MRP4 was detected at
150kDa and GAPDH at 37kDa. MRP4 expression was
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quant:[ﬁed using Image J software (NIH, Bethesda, MA) and
normalized versus GAPDH expression to ensure no varia-
tion in protein gel loading. In addition, Ponceau S staining,
was perf:orrned to confirm that GAPDH expression did not
differ berween young and senescent rats. Two membranes
were generated and comparison was performed on ratio of
MRP4/GAPDH expression normalized on the mean expres-

sion in control sa.mples in the concerning gel.

Statistical Analysis

Data are expressed as mean + SD. We used absolute val-
ues to compare baseline characteristics berween young and
senescent rats and delta percent ch anges from baseline to
compare the pha rrnacological effects, as previously desc
ribed 3314161920 A¢ 5 matter of fact, SD of delta percent
ch anges represents the variation of the pha.rrnacolugical effect
we are measuring, whereas the SD ofabsolute values mainly
reflects interindividual differences. Moreover, some variables
were expected to signiﬁcamly differ at baseline because we
Compa.red young and senescent rats. The main criteria of our
study was sarcomere shortening, especially PS. Assuming a
baseline value of PS of 10.7 + 2.3%, an :dpha risk of 0.05 and
a beta risk of 0.20, we determined that a sa.mple size of at
least n = 35 cells per group would enable us to detecta 15%
change in PS (PASS 11 software, Statistical Solutions Led.,
Cork, Ireland). Young and senescent rats or cells were stud-
ied a.lternativel_v. Experiments could not be blinded because
young and senescent rats look particularly different. For in
vive experiments, treatment was allocated before anesthesia
by manual randomization. For in vitre experiments, cells
were parted in :Lliquors. Inhibitor or suspension buffer was
added after manual randomization before being examined.
Means were compa:ed using the Student # test or one-way
ANOVA with post hoc test Newman—Keuls. All P values were
two-tailed and a Pvalue of less than 0.05 was considered as
significant. Statstical analysis was performed using NCSS
7.0 software (Statistical Solutions Ltd.).

Results

We studied a total of 21 young and 20 senescent rats. Two
young and four senescent rats exhibited ventricular fibril-
lation or asystole during, invasive arterial pressure measuire-
ment and were excluded from the an:dysis.

Baseline Characteristics

Baseline characteristics of rats are reported in table 1. As
expected, senescent rats had sigrliﬁca.ntly higher body
weight and heart weighr than young, rats but the heart to
bod}? weight ratio was not signiﬁcanrly different between
groups. Using echoca.rdiography, HR in senescent rats was
significantly lower in senescent than that in young rats. Both
left ventricular shortening and ejection fractions were not
signiﬁcarltly different berween senescent and young rats.
Under baseline conditions #n vive, the HR was signiﬁcantly

IOWEI' in senescent rats but thﬂ medan ﬂl'fﬂl'i’.ll pressume was
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Table 1. Characteristics of Young and Senescent Rats
Young Senescent
General characteristics (no. of rats) (n=21) (n = 20)
Body weight (g) 43060 566+ 50"
, (n=12) n=12)
Heart weight (mg) 872104  1,294+274*
Heart weight/body weight (mg/a) 32403 31405
Echocardiography (no. of rats) n=16) n=186)
Heart rate (beats/min) 366+£33 33113
LV ejection fraction (%) 817 80+3
LV shortening fraction (%) 47 +6 44 +4
Arterial catheterization (no. of rats) (n=16) n=186)
HR (beats/min) 420+£35 355+ 3%
Systolic arterial pressure (mmHg)  130+16 135+19
Diastolic arterial pressure (mmHg) 10512 10516
Mean arterial pressure (mmHg) 11313 11517
+dP/dt (mmHg/s) 2,680+501 2,250+ 665"
Sarcomere kinetice (no. of cells) (n=43) (n=41)
PS (9) 10.7 £2.3 9.5+3.0*
TPS jms) 11.8+3.0 20.6+9.6"
—dL/dt (mm/s) -3.0£0.8 -2.1£1.0"
+dl/dt (mm/s) 2.7+1.0 1.7+£1.14*
TR0 (ms) 261 +83 340102
Calcium transient (no. of cells) (n=43) n=41)
AFFI (arbitrary units) 0.53+£018 0.37 027t
Tau (ms) 124 +25 125+28

Data are mean + SD.

‘P < 0.05 vs. Young. tBecause calibration was not performed, these values
could net be compared between young and senescent rats.

~dl/dt = maximum shortening velocity; +dl/dt = maximum relenathening
velocity; +dP/dt = first derivative of arterial pressure; AFFl = changes in Fura-2
fluorescerce intersity; HR = heant rate; LV = left ventricular; PS = peak short-
ening; TPS = time to peak shortening; TR0 = time to 90% relkergthening.

not signiﬁcarltly different between groups. In vitro, the basal
characteristics of sarcomere shorten ing of the card iomyocytes
revealed a moderarte alteration ofconrmctﬂity and relaxation
parameters in the senescent cardiomyocyrt:s. The cardiomyo-
cytes from senescent rats displayed reduced PS and —dL/dt
and increased time to PS. The +dL/dt was significandy lower
and time to 90% relengthening was significantly higher in
the senescent cardiomyocytes (trable 1).

Effects of MK571, a Specific Inhibitor of MRP4
Since MK571 may also inhibit leukotrienes [eCeptors, we
verified that inhibition of CysLT1 and CysLT2 receptors
by BAY-u9773 did not significantly modify the response
to iwproterenol on sarcomerne shorrening in isolated car-
diomyocytes from young rats (data not shown). Moreover,
CysLT1 and CysLT2 receptors protein expression were not
signiﬁcanﬂy different between young and in senescent rats
(1.02£0.7 vs. 1.020.8 arbitray units, P = 0.99 and 1.0+0.8
w. 1.0+0.7 arbirra:v units, P = 0.90, respect[vel}?).
Administration of saline did nort signiﬁca.nﬂy modif}f
any echoca:diographic variables in the senescent or young
groups. In senescent rats, administration of MK571 had no
signiﬁcanr effect on any echocardiographic variable. In con-
trast, in young rats, a slight but signiﬁca.nt increase in left
ventricular shortening and ejection fractions was observed
(table 2). During arterial catheterization, administration
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of saline or MK571 induced no significant effect on HR,
mean arterial pressure, or dP/dt in any group. Nevertheless,
in young rats during echocardiography, the isoproterenol-
induced increase in HR seems to be blunted by MK571
(table 2), an effect not observed during arterial catheteriza-
tion (table 2). We did not test the direct effect of MK571
on sarcomere shortening and calcium transient since isolated
cells were incubated with or without MK571. Nevertheless,
we did not observe any signiﬁca.nt difference in the groups

incubared with or without MK571 (table 2).

Effects of MK571 on § -Adrenoceptor Stimulation

In vive, using echoca.rdiograph}f, the positive inotropic effect
of ﬁ-ﬁdrﬁnocepmr stimulation was altered in senescent rats
as compared with young rats. Pretreatment with MK571
restored the positive inotropic effect in the senescent group
to the level observed in young rats (fig. 1).

During arterial catheterization, the increase in HR and
the decrease in mean arterial pressure induced b}? isoproter-
enol were not sigjiﬁca.ntl}f different berween senescent and
young rats. Pretreatment with MK571 restored the positive
inotropic effect in the senescent group to the level observed
in young rats (fig. 1).

In vitro, the senescent cardiomyocytes exhibited a reduced
positive inotropic response to isoprorerenol compared with
voung cardiomyocytes (fig. 2). Pretreatment with MK571
restored the positive inotropic response of sarcomere short-
ening in senescent cardiomyocytes returning to the level
observed in young cardiom}?ocytes, whereas it had no sig-
nificant effect in young cardiomyocytes (table 2). Calcium
transient increased with P-adrenoceptor stimulation. In
senescent group, calcium transient increase was more impor-
tant in cardiomyocytes pretreated with MK571 than in non-
pretreated cardiomyocytes (fig. 3).

Expression of MRP4

In senescent rats, MRP4 protein expression increased 3.6-
fold in comparison to young rats (P = 0.012) (fig. 4). Using
Ponceau staining, we confirmed the absence of signiﬁcant

variation in GAPDH expression in senescent compared o

young rats (20349 v 211 £15 a.rbitra.'ry units, 2= 0.70)

Discussion

In the current study, we confirmed that the positive inotropic
response to ﬁ—adrenocepmr stimulation is altered in senescent
hearts. We observed that the expression of MRP4 was 3.6-
fold increased in left ventricle of senescent rats and inhibition
of MRP4 by MK571 restored the positive inotropic effect of
[-adrenoceptor stimulation in senescent rats both in vivo and
in vitro. In pa:allel, the calcium transient was irnproved by
MK571 pretreatment in the senescent cardiomyocytes. Con-
sequcnﬂy, these results stmngly support the role of MRP4 in
the altered (-adrenergic response in the senescent heart.

In vive, our results confirm that the systulic function
was preserved (left ventricular shortening and ejection

Carillion et al.



Table 2. Comparison of the Response to f-Adrenergic Stimulation in Young and Senescent Rats with or without Pretreatment by MK571

Baseline Saline Isoproterenol Baseline MK Isoproterenol
Young Young with MK571

Echocardiography (no. of rats) (n=8) n=8)

HR (beats/min) 361+40 358+20 421+ 30" 37128 35817 387 +29

LV ejection fraction (%) 79+9 787 96+ 3" 835 87+5" a7 +2*

LV shortening fraction (%6) 46+6 457 72+8" 4745 5318 715"
Arterial catheterization (no. of rats) (n=8) n=4)

HR (beats/min) 44017 450+ 33 53023 389+ 33 384+ 41 525 +50°

Mean arterial pressure (mmHg) 11615 11011 61+8* 109+M 10712 60 +8*

+dP/dt (mmHg/s) 2,800+ 566 2,600+ 860 6,733+1,115* 2,500+ 383 2,933+ 787 5,800+1,649*
Sarcomere kinetics (no. of cellg) (n=43) (n=41)

PS (%) 10.7+2.3 NA 16.4+2.5 NA 9.5+3.0 15.3+£2.4

TPS (ms) 11.8+£3.0 6.9+1.7 20.6+96 7.0+2.6

—dL/dt (mm/s) -3.0+£0.8 -8.1+1.5 -2.1+£1.0 -5.5+2.2

+dlL/dt (mm/s) 2.7+1.0 3.7+1.4 1.7£14 3.9+1.3

TRA0 (ms) 261+83 214+ 83 340+102 211+59

Senescent Senescent with MK571

Echocardiography (no. of rats) (n=8) (n=8)

Heart rate (beats/min) 32713 322+10 333+13 3356+121 32023 34121

LV ejection fraction (%6) 81+4 80+3 89+3 78+2 T9+3 92+3

LV shortening fraction (%6) 464 44 £3 544 42+2 432 615
Arterial catheterization (no. of rats) (n=4) (n=4)

HR (beats/min) 351+30 376+19 424 +36" 360+33 360+33 446+ 19"

Mean arterial pressure (mmHg) 118+16 113+28 7344 112+20 11330 71+13"

+dP/dt (mmHg/s) 1,950 661 2,150 £412 3,070 +1,429" 2,650+ 588 2,750 1,370 4,900+ 744~
Sarcomere kinetics (no. of cells) (n=41) (n=41)

PS (%) 9.5+3.0 NA 11.7+3.31 NA B.8+2.9 13.2+2.3

TPS (ms) 20.6+9.86 14.1+£5.71 20.9+8.3 11.0+£3.2

—dL/dt (mm/s) -2.1+1.0 -3.0+1.31 -1.8+0.8 -3.7+1.2

+dL/dt (mm/s) 1.7+14 1.9+£1.1% 1.7+£1.2 2.6x+15

TR0 (ms) 340+102 316651 31667 290+ 74

Data are mean + SD. & is % of baseline value.
P < 0.05 vs. baseline; tF < 0.05 vs. Young.

—dLidt = maxirmum shortening velocity; +dL/dt = maximum relengthening velocity; +dP/dt = first derivative of arterial pressure; AFFl = changes in Fura-2
fluorescence intensity; HR = heart rate; LV = left ventricular; NA = not applicable; PS = peak shortening; TPS = time to peak shortening; TR0 = time to

90% relengthening.

fractions) in senescent hearts, as previously observed.? In
vitra, the cardiomyocytes extracted from senescent rats
exhibited an impaired sarcomerne shorrening with pro-
lunged duration of shurrening (time to peak shurrening)
and time to 90% relengthening consistent with the litera-
ture.** The positive inotropic response to Iﬂ-adrenoceptor
stimulation was reduced in senescent rats both in vive and
in vitro. The senescent heart displays different mechanisms
to preserve itself from an excessive work such as the reduc-
tion of positive chronc-t:ropic and inotropic effects of the
B-adrenergic stimulation. B-Adrenergic dysfunction may
contribute to long—term saving of heart function and
senescence adapmtiun. Unfc—rmnatel_v during the periop-
erative period, this B-adrenergic dysfunction limits cardiac
output adaptation and favors hemodynamic inswmbility in
aging 1::-:11:i(:r11:si.j Althc—ugh B-blockers have been shown to
improve long—term survival in patients with chronic heart

failure and may be also beneficial during the perioperative
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periud, deleterious effects have also been clearly demon-
strated in the perioperative period when blecding or post-
operative complicarions occur?!

Several modifications in the [B-adrenergic signaling path-
way have been described in the senescent heart.”* Due to
decreased expression of Pl- and ﬁZ-ﬂdrenocepmrs, less
cAMP is produced in the senescent heart after isoproter-
enol. The effect of direct stimulation of adenylyl cyclase is
also reduced, burt the effect of a cAMP analog is preserved,
confirming the crucial role of intracellular cAMP level in
the ﬂadrcncrgic rcsponsc.(’ ﬁ?)—adrcnuccptor induces the
production of nitrite oxide by nitrite oxide synthase 1 that
activates protein kinase G which increases the catabolism of
cAMP by phosphodiesterase activation.? An increase in f3-
adrenocepror expression and activity in the senescent heart®
contributes to the reduction of the positive inotropic effect
of B-adrenergic stimulation as we previously observed in the

diabetic cardiomyopathy.¥
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Fig. 1. Comparison of the effect of isoproterenol on heart rate (HR) (A), mean arterial blood pressure (MAP) (B), positive first
derivative for maximal rates of arterial pressure development (+dP/dt) (C), and left ventricular shortening fraction (LVSF) (D) in
young and senescent rats with and without MK571. HR, MAP, and +dP/dt were obtained during invasive catheterization (n =6
and 4, respectively), and LVSF was obtained during echography (n = 8 in each group). Data are mean + SD. "P < 0.05 versus

group without MK571; TP < 0.05 versus Young group.

The transmembrane protein MRP4 is known as an effluent
pump of cydic nucleotides in platelets,?* heparic,” and renal
cells™ MRP4 is overexpressed in the liver of female aging
mice.® In vascular smooth cells®"% and cardiomyocytes,”
MRP4 is known to control the efflux of cAMP In cultured
cells, MRP4 could regulate the submembrane pool of cAMP by
efflux and interaction with phosphodiesterases.!” In this con-
text, the large MRP4 overexpression observed in senescent rats
suggests a pathway for increased removal from the myocyte of
cAMP that was synthesized after f-adrenoceptor stimulation.
Such cAMP elimination from the cell could markedly decrease
the positive inotropic effect of B-adrenergic stimulation.

MEKS571 has been used as a specific inhibitor of
MRP4.781112 The effect of MK571 is rapid and constant
after intravenous administration.'** Inhibition of MRP4
by MK571 induces an elevation in ¢AMP intracellular

concentration in VLISCLII’JI Sl’l'lUULh CL‘HSh'”

and cardiomyo-
cytes.'” Combined inhibition of MRP4 and phosphodi-
esterases induces an elevation of ¢cAMP more important
than with isolated inhibition of MRP4 suggesting that the

two mechanisms may be additive.!' Inhibition of MRP4
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by MK571 enhanced the chronotropic effect of isopro-
terenol in neonatal mice cardiomyocytes.'” In our study,
MK571 had no or little effect on in vive or in vitro con-
tractility before f-adrenergic stimulaton. This result is
consistent with the fact that MK57 1 is not a direct agonist
of f-adrenoceptors and MRP4 only affects submembrane
compartment of cAMP produced after f-adrenergic stimu-
lation.” The elevation of cAMP after isoproterenol stimula-
tion of isolated cardiac myocytes from 9-month-old mice
is increased by silencing of MRP4.” In agreement with
these results, we demonstrated here that MRP4 inhibition
restored the positive inotropic effect of B-adrenoceptors
stimulation both in vive and in vitre in the senescent rats.
MRP4 may extrud e the cAMP produced by fi-adrenoceptor
stimulation by isoproterenol and may limir the increase in
intracellular second messenger concentration. The intra-
cellular calcium level closely reflects the contractility of a
muscle as it is directly involved in the actin/myosin interac-
tion and muscle shortening. The [-adrenergic stimulation
induces a positive inotropic effect via cAMP production

which activates the protein kinase A. Activation of protein

Carillion er al.
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Fig. 2. Sarcomere kinetics: comparison of the effect of iso-
proterencl on the peak shortening (PS) amplitude (A), time to
PS (B), and maximum velocity of shortening (~dL/dt) (C) in
young and senescent rats with and without MK571 (n = 41 to
43 cells in each group). Data are mean + SD. "P < 0.05 versus
group without MK571; TP < 0.05 versus Young group.

kinase A increases calcium transient after phosphorylation
of targeted proteins (calcium channel, ryanodine recep-
tor, sarco-endoplasmic reticulum ATPase, and troponin).
Since calcium transient was altered in senescent cardio-
myocytes and since we observed an increase in calcium
transient amplitude and sarcomere shortening induced by
p-adenergic stimulation after MK571 pretreatment, we
can conclude that MRP4 overexpression plays a role in the
altered inotropic response of P-adrenergic stimulation in

the senescent heart.
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The fc—]]owing points have to be considered to assess the
clinical relevance of our results. First, these experiments were
conducted in rats and the results may not be generalized to
humans as rat myoca.rd'lum exhibits several differences with
human myocardium, inc]uding MRP4 expression and func-
tion.”” Further experiments are mandatory to confirm the
increased exp ression and the role of MRP4 in the human
senescent heart. Second, i vive studies require anesthe-
tized animals. We used isoflurane inhalarion for echocar-
diography and pentobarbital for arterial blood pressure
recordings. Ha.]ogenated agents are known to interfere with
B—adrenergic stimulation in different t.:an:ii(.:-Injr(.:-[:»at]'lit:s,W‘20
but our results are consistent, regardless of the anesthetic
tt:c]'miqut: used. Since the isopmtert:no]—induct:d increase
in HR seems to be blunted by MK571 in young rats dur-
ing echography (i.e., with isoflurane) bur not during arte-
rial catheterization (7.e., with pentobarbital), we cannot rule
out the hypothesis that an interaction between MK571 and
baroreflex activity was differentially altered by anesthetics
in vive. Third, in vitro experiments may be affected by a
selection bias as c.ardiomyocytﬂs surviving to cell isolation
may differ from the more disabled ones present in the total
heart. Fourth, we elected not to dirt:cr]_v measure cAMP or
cyc]ic guanosine monophophate concentrations since these
messenger molecules are compartmenta]ized within the cell,
and average cellular concentrations may not reflect critical
concentrations at near relevant kinase mediators within
the cell. Furthermore, MRP4 has been located in caveolae
near from B—adrenocepmrs and we think it could ::ﬂ:t:ctive]y
act on this pool of cAMPE not neccssarily on the whole cell
cAMP mean concentration.” Fifth, we used MEK571 to
selectively inhibit MRP4. This drug is also an inhibitor of
the CysLT1receptor for leukotrienes D4.'% The inhibition
of CysLT1 and CysLT2 receptors by MK571 could allevi-
ate the negative inotropic effect due to leukotrienes D4 in
heart and be confusing in interpretation of our results.!”*
However, inhibition of CysLT1 and CysLT2 receptors by
BAY-u9773 did not modify the response to isoproterenol
in young cardiomyocytes and CysLT1 and CysLT2 recep-
tor expressions were not signiﬁcant]y modified in senescent
hearts. In the same manner, that we cannot rule out the pos-
sibility that the in vivo effects of MK571 could also be mod-
ulated bv CysLT1 receptors in vascular smooth muscle.?”
Sixth, in a therapeutic view, chronic inhibition of MRP4
may alter other organ function or may be compensated by
an increase in phosphodiestereases.

In conclusion, we observed that MRP4 is ovt:rt:)cprcsst:d
in the heart of senescent rats and plays an important wle
in the altered positive inotropic response to [-adrenocepror
stimulation.
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2.2 Etude n° 2 : Etude de 'impact de I’obésité associée au diabéte sur la

stimulation p-adrénergique

Modification of the p-Adrenoceptor Stimulation Pathway in Zucker Obese and Obese

Diabetic Rat Myocardium.

Jiang C, Carillion A, Na N, De Jong A, Feldman S, Lacorte JM, Bonnefont-Rousselot D,

Riou B, Amour J
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Buts :

L’obésité est une maladic en pleine expansion démographique aux conséquences
sanitaires préoccupantes en faisant une priorité de santé publique dans les pays développés.
Un syndrome métabolique associant une intolérance glucidique, une dyslipidémie, une
hypertension artérielle et une augmentation de 1’activité sympathique est observé chez les
sujets obéses. Il est responsable d’une augmentation de la mortalité péri-opératoire et du

risque cardiovasculaire.

L’effet inotrope positif de la stimulation B-adrénergique est crucial pour 1’adaptation
péri-opératoire du débit cardiaque. 1l est diminué au cours de la sénescence® et effondré au
cours du diabéte de type 1°> mais a été peu étudié dans le cadre de ’obésité. Plusieurs
mécanismes ont été identifiés ces modeles pour expliquer cette dysfonction comme la
diminution du rapport entre les récepteurs Pl- et B3-adrénegiques® et entre la

SarcoEndoplasmic Reticulum Calcium ATPase (SERCAZ2a) et le phospholamban.®

Nous nous sommes intéressés dans ce travail a 1’effet de 1’obésité morbide associée ou

non au diabete de type 2 sur la réponse a la stimulation des récepteurs p-adrénergiques.

Meéthodes :

Des rats adultes (14 semaines) Zucker obéses (fa/fa, n=7), Zucker obéses diabétiques
(fa/fa, n=10) ou témoins (fa/-, n=9) ont été investigués. In vitro, sur un modele de muscles
papillaires de ventricule gauche isolé,> nous avons évalué I’effet inotrope positif de la
stimulation B-adrénergique induite par des doses progressivement croissantes d’isoprotérénol
(10 & 10* M), un agoniste spécifique des récepteurs p-adrénergiques. Nous avons mesuré la

vitesse maximale de raccourcissement a précharge nulle en isotonie et la force active
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maximale en isométrie. L’effet lusitrope a été évalué en mesurant le rapport R1 entre les
vitesses maximales de contraction et de relaxation en isotonie et le rapport R2 entre les forces
maximales de contraction et de relaxation en isométrie. Les courbes concentrations-effets ont
¢été analysées en calculant I’effet maximum (Eff,.) et la concentration produisant 50% de
I’effet maximum (ECsg). D’autres muscles provenant de chaque groupe de rats ont été soumis,
sur le méme modeéle, a une simulation directe de 1’adénylate cyclase par la forskoline ou a
I’administration de dibutyryl AMPc, un agoniste de I’AMPc, le second messager

intracellulaire de la signalisation des récepteurs B-adrénergiques.

L’expression des récepteurs PBl1-, p2- et PB3-adrénergiques, de SERCAZ2a, du
phospholamban et de la multidrug resistance associated protein 4 (MRP4) a été évaluée par
Western Blotting sur des homogénats de ventricule gauche. Les concentrations de
triglycérides, cholestérol, leptine, adiponectine et peptide C ont été mesurées dans le plasma.

Les résultats sont présentés en moyenne de pourcentage de la valeur de base + DS.

Résultats :

Les concentrations plasmatiques en lipides, leptine et peptide C étaient
significativement plus élevées chez 1I’ensemble des muscles de cceurs de rats obeses alors que
I’hyperglycémie était présente uniquement chez les rats obéses et diabétiques. En 1’absence de
stimulation, la contraction des muscles issus des rats obéses et obeses diabétiques n’était pas
significativement altérée par rapport aux témoins, hormis une augmentation de la durée de

contraction dans les deux groupes de rats obéses.

Aprés stimulation par isoprotérénol, la réponse inotrope positive était légérement
diminuée chez les rats obéses (Effynax sur la force active 183+11%) et fortement réduite chez

les rats obeses diabétiques (137% +18%) par rapport aux rats témoins (210% * 17%, P<0.05
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chaque fois). La réponse lusitrope n’était pas significativement modifiée chez les rats obéses
avec ou sans diabete par rapport aux rats témoins (Effnax sur R1 respectivement 64 + 10% et

73 £13% vs. 74 = 8%, P<0.05)

La stimulation directe de 1’adénylate cyclase par la forskoline montrait la persistance
d’une dysfonction plus importante chez les rats obéses diabétiques que les rats obéses alors
que I’administration du dibutyryl AMPc n’induisait pas de différence significative entre les
différents types de rats obeses.

L’expression myocardique des récepteurs B1- et B2-adrenergiques était diminuée de
chez les rats obéses et obéses diabétiques par rapport aux témoins. En revanche 1’expression
du récepteur p3-adrénergique du phospholamban et de MRP4 était inchangée. L’expression
de SERCAZ2a était réduite chez les obéses diabétiques mais pas chez les obéses non

diabétiques.

Conclusion :

Cette étude nous a permis de montrer que la diminution de la réponse inotrope positive
a la stimulation B-adrénergique reste modérée in vitro dans un modéle d’obésité chez le rat
mais beaucoup plus marquée en cas de diabéte associé a I’obésité. La diminution de
I’expression des récepteurs [1-adrénergiques semble expliquer une partie de cette
dysfonction. Ces modifications ne s’accompagnent pas de modifications de la réponse

lusitrope et du rapport entre phospholamban et SERCAZ2a.
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Modification of the f-Adrenoceptor Stimulation
Pathway in Zucker Obese and Obese Diabetic

Rat Myocardium
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DOhjectives: Although metabolic syndrome is associated with
increased sympathetic activity that chronically stimulates
(-adrenoceptors, the J-adrenoceptor signaling pathway has been
poorly studied in this situation. We studied the [i-adrenoceptor
signaling pathway in Zucker lean, obese, and obese diabetic rats.

'Sorbonne Universités UPMC Univ Paris 06, UMR INSERM-UPMC
1166, IHU |CAN, Paris, France.

*Emergency Department, Zonghnan Hospital, Wuhan University, Wuhan,
The People's Republic of China.

*Department of Anesthesiology and Critical Care Medicine, Hopital Pitié-
Salpétriere, Assistance Publique-Hopitaux de Paris, Paris, France.

‘Department of Emergency Medicine and Surgery, Hopital
Salpétriere, Assistance Publique-Hépitaux de Paris, Paris, France.

“Department of Anesthesia and Critical Care B, Hopital Saint-Eloi, CHU
de Montpellier, Montpellier, France.

Pitie-

“Department of Endocrinologic and Oncologic Biochemistry, Hopital Pitie-
Salpéiriere, Assistance Publique-Hopitaux de Paris, Paris, France.

"Department of Metabolic Biochemistry, Hopital Pitie-Salpétriere, Assis-
tance Publiqgue-Hopitaux de Paris, Paris, France.

“Department of Biochemistry, Faculty of Pharmacy, Université Paris Des-
cartes, Paris, France.

Dr. Jiang did the statistics. Drs. Jiang, Riou, and Amour conceived the study
and wrote the article. Drs. Jiang, Carilion, Na, and Feldman were involved in
the experiments. Drs. Lacorte and Bonnefont-Rousselot performed the bio-
chemical analysis. All authors read, corrected, and approved the final article.
Supported solely by institutional and/or departmental sources.

Dr. Jiang was the recipient of a doctoral grant from the People's Republic
of China (the State Scholarship Fund by China Scholarship Council, file
MNo. 201206270014). Dr. Carillion received grant support from the Fon-
dation pour le Recherche Médicale. Dr. Feldman received grant support
from Bourse Pierre Viars recherche 2012 and received support for article
research from the Association pour la recherche clinique et experimentale
en anesthésie-réanimation de la Pitie-Salpétriere. Dr. Riou served as a
board member for LFB (Les Ulis, France); provided expert testimony for
ThermoFisher (Clichy, France) and Crossject (Paris, France); lectured for
ThemmoFisher (Clichy, France), Sanofi (Paris, France), and LFB (Les Ulis,
France); and received support for travel from ThermoFisher (Clichy, France)
(all unrelated to this research). The remaining authors have disclosed that
they do not have any potential conflicts of interest.

For information regarding this article, E-mail: bruno.riou@pslaphp.fr
Copyright © 201 5 by the Society of Critical Care Medicine and Wolters Klu-
wer Health, Inc. All Rights Reserved.

DOI: 10.1097/CCM.0000000000000999

Critical Care Medicine

Design: Experimental, prospective study.

Setting: University medical research laboratory.

Subjects: Adult male Zucker lean (control), obese, and obese dia-
betic rats.

Interventions: The effects of i-adrenoceptor stimulation were inves-
tigated in vitro in isolated left ventricular papillary muscles in control,
obese, and obese diabetic rats. 3, fi,-, and j,-adrenoceptors and
multidrug resistance-associated protein 4 were quantified by West-
ern Blotting. Triglyceride, cholesterol, leptin, adiponectin, and C-pep-
tide plasma concentrations were measured. Data are mean =+ sb.
Measurements and Main Results: Hyperlipidemia, high leptin, and
C-peptide concentrations were observed in obese and obese diabetic
strains, whereas hyperglycemia occurred only in the diabetic strain.
The positive inotropic effect of isoproterenol was slightly reduced in
obese rats (183% * 11% of baseline; p = 0.003; n =7) and markedly
reduced in obese diabetic rats (137% % 18% of baseline; p < 0.001;
n = 10) when compared with contral rats (210% % 17% of base-
line; n=19). ﬁ]-adrenooeptors were down-regulated in obese (—41%;
p = 0.02) and diabetic (-54%); p = 0.003) when compared with
control rats, whereas [},-adrenoceptors and multidrug resistance-
associated protein expression remained unchanged. Direct stimula-
tion of adenylate cyclase with forskolin or administration of 3',5"cyclic
adenosine monophosphate suggests that subtle impairments also
occurred beside the down-regulation of {3 -adrenoceptor.
Conclusions: The positive inotropic effect of fi-adrenoceptor stim-
ulation is slightly decreased in Zucker obese rats and was more
markedly decreased in Zucker diabetic rats. These decreases are
mainly related to B,-adrenoceptor down-regulation. (Crit Care
Med 2015; XX:00-00)

Key Wonls: f-adrenoceptor; cardiac muscle; catecholamines;
diabetes; heart; obesity

here is a worldwide increasing burden of diabetes, obe-
sity, and related cardiovascular diseases. Metabolic syn-
drome (obesity, hypertension, and diabetes) is known
to be associated with increased cardiovascular risk, leading to
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higher morbidity and mortality. The key elements ot metabolic
syndrome are obesity, impaired glucose tolerance, insulin resis-
tance, dyslipidemia, hypertension, and increased sympathetic
activity, all factors that may lead to cardiac dysfunction and
ultimately congestive heart failure (1). Although obesity is asso-
ciated with lower perioperative mortality (known as “obesity
paradox”), patients with the metabolic syndrome are exposed
to a higher mortality risk during the perioperative period (2).
Such obesity paradox has also been reported in critically ill
patients (3), including those with severe sepsis (4). However,
several large clinical studies challenge the validity of the obe-
sity paradox (5), and obese trauma patients are at risk of higher
mortality from persistent hemorrhage (6).

In diabetic patients, diastolic dysfunction and a reduced
response to f-adrenoceptor stimulation are observed, which
may contribute to hemodynamic instability during critical care
and the perioperative period (7). Although metabolic syndrome
is associated with increased catecholamine levels and increased
sympathetic activity that chronically stimulates 3-adrenoceptors
(8), the p-adrenoceptor signaling pathway has been poorly stud-
ied in this situation. Conflicting results have been obtained in
obese swine and rabbit concerning cardiac [-adrenoceptor
expression (9-11). The Zucker obese rat is considered as a reli-
able model of metabolic syndrome (12, 13). Furthermore, this
model enables the separate study of obesity and obesity associ-
ated with type 2 diabetic status (14). We have previously observed
alterations in 3-adrenoceptor signaling pathway in type 1 dia-
betic (15) and senescent rats (16). Although an increase in sym-
pathetic nervous system activation is an important mechanism
for maintaining cardiac output, the positive inotropic response
to f-adrenoceptor stimulation is altered in type 1 diabetic rats,
in part, owing to the down-regulation of f} -adrenoceptor and
the up-regulation of [3,-adrenoceptor, which is the source of a
negative inotropic effect. Active efflux transporters, namely the
multidrug resistance-associated protein 4 (MRP4), also act as an
independent endogenous regulator of intracellular cyclic nucle-
otide levels (3",5"-cyclic adenosine monophosphate, cAMP) (17)
and has been recently shown to participate in f-adrenoceptor
dysfunction during aging (18).

The aim of this study was to compare the effects of
p-adrenoceptor stimulation in Zucker lean (as the control
group), Zucker obese (also known as “Zucker fatty rats”), and
Zucker obese diabetic (also known as “Zucker diabetic fatty
rats”) rats in vitro using isolated left ventricular papillary muscle.
Our hypothesis was that metabolic syndrome is associated with
some degree of P-adrenergic dysfunction, which is aggravated
when associated with diabetes. We precisely assessed the effects
of ff-adrenergic stimulation on both contraction and relaxation
and particularly focused on the following possible mechanisms
involved, that is, down-regulation of 8, and up-regulation of
[3,-adrenoceptors (15, 16) and up-regulation of MRP4 (17, 18).

MATERIALS AND METHODS

Experiments were conducted in accordance with the Principles
of Laboratory Animal Care (NIH publication No. 86-23, revised
1985) in an authorized laboratory under supervision of an

2 www.ccrnjournal.org

authorized researcher (J.A.; A-75-20-81). The project had been
approved by the relevant Animal Care Committee through the
French Ministry of Higher Education and Research (Comité
Régional d’Ethique en Expérimentation Animale Paris-Comité
3, Paris, France). Animals were purchased from Charles River
(Saint Germain sur I’ Arbresle, France) and cared in a labeled
housing place (agreement number B-75-13-08) with food
and water ad libitum. Animals were fed with normal rat chow
containing 10% of calories from fat, 67% from carbohydrates,
and 23% from proteins, 2.791 kcal/g (A04-10, SAFE, Augy,
France). Three groups of 15-week-old male rats were studied:
1) Zucker lean (fa/-) rats; 2) Zucker obese (fa/fa) rats; and 3)
Zucker obese (fa/fa) diabetic rats (12, 14). Because of the obvi-
ous morphological differences between groups, blinding was
not possible.

Biological Measurements

Total cholesterol and triglyceride concentrations were deter-
mined by automated enzymatic methods (19, 20}, and glucose
concentration was assayed by hexokinase-mediated reaction
(21) on a Modular P chemistry analyzer (Roche Diagnostics,
Meylan, France). C-peptide was measured by quantitative
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit provided by
Mercodia France (Paris, France). Rat leptin and rat total adipo-
nectin levels were quantified using ELISA kits provided by Bio-
Vendor (Eurobio, Courtabeuf, France) and Alpco (Eurobio),
respectively, and measurements were performed according to
the manufacturer’s instructions.

Isolated Left Ventricle Papillary Muscle

Shortly after induction of general anesthesia with pentobar-
bital, the heart was removed in bloc, dissected, and weighed.
The left ventricular papillary muscles were carefully excised and
suspended vertically in a Krebs-Henseleit bicarbonate buffer
solution (118 mM NaCl, 4.7mM KCl, 1.2mM MgSO,, 1.1mM
KH,PO,, 25mM NaHCO,, 2.5 mM CaCl,, and 4.5 mM glucose)
maintained at 29°C with a thermostatic water circulator and
bubbled with 95% oxygen and 5% CO, as previously described
(22). The papillary muscles were stimulated at 12 pulses/min
for 60-minute stabilization period at the initial muscle length
(L,,.) at the apex of length—active isometric tension curve. The
electromagnetic lever system has been described previously
(22). All analyses were made from digital records of force and
length obtained with a computer. Conventional mechanical
variables at L were calculated from three twitches. The first
twitch was isotonic and loaded with the preload corresponding
to L . Thesecond twitch was rapidly clamped to zero load just
after the electrical stimulus with a critical damping. The third
twitch was fully isometric at L . We determined the maxi-
mum unloaded shortening velocity (V) using the zero-load

K

technique, and we determined maximum shortening ( Vc)

and lengthening (_Vr) velocities and time to peak shorlt‘g;ling
(TPS) of the twitch with preload only. In addition, the maxi-
mum isometric active force normalized for cross-sectional area
(AF), the peaks of the positive (+dF/dt) and the negative (—dF/

dt) force derivatives at L . normalized for cross-sectional area,
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and the time to peak torce (TPF) from the isometric twitch
were recorded. Because changes in the contraction phase
induce coordinated changes in the relaxation phase, indices of
contraction—relaxation coupling have been developed to study
lusitropy (23). The R1 coefficient (R1 = Vc/ Vr)studies the
coupling between contraction and relaxation under low load
and thus lusitropy, in a manner that is independent of inotropic
changes. R1 tests sarcoplasmic reticulum (SR) calcium uptake
function (23). The R2 coefficient (+dF/dt/~d F/d{) studies the
coupling between contraction and relaxation under high load
and thus lusitropy, in a manner that is less dependent on ino-
tropic changes, and reflects the myofilament calcium sensitivity
(23). The cross-sectional area was calculated from the length
and weight of papillary muscle, assuming a density of 1.

Since the contractility is nearly maximum at a calcium con-
centration of 2.5mM in the rat myocardium, the extracellu-
lar calcium concentration was decreased from 2.5 to 0.5mM to
assess the inotropic response to 3-adrenoceptor stimulations, as
previously described (23). A decrease in AF between 45% and
65% of baseline was required when calcium concentration was
decreased. f-adrenoceptor stimulation was induced with increas-
ing concentrations of isoproterenol ( 10 to 10~ M), a nonsel ective
[-adrenoceptor agonist, in the presence of phentolamine (10 M)
to block a-adrenoceptors (13). The effect of isoproterenol was
expressed by the percentage of baseline value of the maximal effect
of isoproterenolon AFand V__ (Eff ) and the concentration of
isoproterenol producing 50% of the maximal effect (C_) (23).

We also studied the effects of stimulation of adenylate
cyclase using forskolin (5x 10~ M) and the direct effect of
dibutyryl cAMP (5x10™ M) as previously described (24).
All drugs were purchased from Sigma-Aldrich Chimie (I'Isle
d’Abeau-Chesnes, France) and added volumes never exceed
2% of the total.

Immunoblotting

The left ventricles were removed from anesthetized rats and
frozen in liquid nitrogen. Total proteins were extracted in a
Triton 1% buffer with anti-phosphatase/protease inhibitor
(Sigma-Aldrich). All protein concentrations were determined
using Bradford reagent “(BioRad, Marne-La-Coquette, France).
After denaturation in Laemmli buffer, a fixed amount of mixed
proteins was loaded in each lane of a sodium dodecyl sulfate
polyacrylaminde gel electrophoresis (9-15%). Proteins are sep-
arated by electrophoresis in a migration buffer and then trans-
ferred to a nitrocellulose membrane (Hybond, GE Healthcare,
Vélizy, France). After saturation in milk or bovine serum albu-
min, each membrane was incubated overnight at 4°C with pri-
mary antibodies: anti-sarcoplasmic reticulum Calcium ATPase
(SERCA-2a) (1:2,500, Abcam, Paris, France), antiphospholam-
ban (1:1,000, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL), anti—Bl—
adrenoceptor (1:1,000, Santa Cruz Biotechnology, Le Perray en
Yvelines, France), ant[—ﬁj—adrcnoccptor (1:1,000, Santa Cruz
Biotechnology), anti-B,-adrenoceptor (1:1,000, Santa Cruz
Biotechnology), and anti-MRP4 (multid rug-resistance protein
4) (1:200, Abcam), respectively. The following day, membranes
were washed with Tris-buffered saline Tween and incubated
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with appropriate secondary antibody. Relative quantification
of targeted protein was achieved by fluorescence recording on
EthanDIGE reader with an ECL detection system (GE Health-
care, Vélizy, France). The SERCA 2a protein was detected at
110kDa, phospholamban at 25kDa, ,-adrenoceptor at 65 kDa,
[3,-adrenoceptor at 56-85kDa, B -adrenoceptor at 44kDa, and
MRP4 at 150kDa. All Western blot experiments were quantified
using Image ] software (NTH, Bethesda, MD) and normalized
versus glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (37kDa),
ensuring no variation in protein gel loading.

Statistical Analysis

Data are expressed as mean + sp. Comparison of means was
performed using the repeated-measures analysis of variance
and Newman-Keuls test. All p values were two-tailed, and a
p value of less than 0.05 was considered significant. Statisti-
cal analysis was performed using NCSS 2007 software (Sta-
tistical Solutions, Cork, Ireland). Concentration response
curves were determined by fitting the data to the Hill sigmoid
pharmacological model according to the following equation:
Eff = Eff (1 + (C, C")")" in which Eff is the observed
effect, Ef’fmn is the maximum effect, C,, is the concentration
that results in 50% of Efflm, C is the studied concentration,
and n is the Hill coefficient. Iterative nonlinear regression
curve fitting was used to obtain the best fit (Matlab 1.2¢ soft-
ware; The MathWorks, South Natick, MA). The main endpoint
of our study was the Eff _of the concentration-response curve
of AF with isoproterenol. Assuming a value of Eff  of 179% +
15% in the control group (15), an ¢ risk of 0.05, and a f3 risk of
0.20, we determined that a sample size of at least n = 7 papillary
muscle per group would enable us to detect a 15% change in

Eff (PASS 11 software, Statistical Solutions).

RESULTS

Characterization of the Experimental Models

Obese rats had significantly higher body weight and heart weight
than control rats, whereas obese diabetic rats did not significantly
differ from control rats. The heart weight to body weight ratio
was significantly decreased in obese rats mainly due to the greater
increase in body weight than in heart weight (Table 1). Blood
glucose levels were elevated (four times) only in obese diabetic
rats. The C-peptide level, which reflects the insulin secretion,
was markedly increased in obese rats while it was moderately
increased in obese diabetic rats despite high blood glucose levels,
suggesting [3-cell dysfunction. Total cholesterol and triglycerides
levels in both obese and obese diabetic rats were significantly
higher than control rats. The leptin levels were significantly
increased in both obese and obese diabetic rats. Adiponectin lev-
els were not significantly modified in both obese and obese dia-
betic rats when compared with control rats (Table 1).

We measured the baseline characteristics of left ventricu-
lar papillary muscles in the different group of rats (Table 1).
Although V_ was not significantly modified, a significant
increase in AF was observed in obese and obese diabetic rats.
Prolongation of the duration of contraction was observed in
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TABLE 1. General Characteristics of Zucker Lean (Control), Obese, and Obese Diabetic Rats

Variables

General characteristics (no. of rats)
Body weight (g)
Heart weight (mg)
Heart weight/body weight (mg/g)
Biological measurement (no. of rats)
Blood glucose (mmol/L)
Total cholesterol (mmol/L)

Triglycerides (mmol/L)

Leptin (ng/L)
Adiponectin (mg/L)
C-peptide (umol/L)
Mechanical properties (no. of muscles)
L. (mm)
Cross-sectional area (mm™2)
Maximal unloading isotonic shortening velocity (L _ /s)

Active force normalized per cross-sectional area during
isometric contraction (mN/mm?%)

Time to peak shortening (ms)
Time to peak force (ms)

Ratio of maximum shortening to maximum shortening velocity
to maximum lengthe ning velocity (ie, contraction relaxation
coupling under low load)

Ratio of the peak of positive force derivative to the peak negative
force derivative (ie, contraction relaxation coupling under low load)

Control Obese Obese Diabetic
n=21 n=21 n=18
368+25 498+41# 346+23°
921 +61 1.031£77¢ 888+5b0°
0.26+0.01 021£0.01¢® 026%0.01°
n=10 n=10 n=9
86116 86+1.2 36.1+£49%
268+0.22 6.26+0.71% 4644042
1391069 373+1.38¢% 3.00+1.69¢
n=28 n=9 n=9
52+19 61.0+11.8¢ 10.0% 1,480
32104 33105 43+£1.0
1.29+0561 6.59+2.95¢ 1.85+053%
n=298 n=295 n=24
42+15 39+1.8 3.1£1.2%
055+0.13 0.54+0.20 043%0.16%
2.356+0.38 2.43+0.37 241+050
51+8 B9+11s 67+ 13%
164+9 173+12= 196+ 13%
16211 160+13° 179+ 16%
0.55+0.10 057+0.16 0.60£0.11
1.71+023 1.87+0.28 2.08+0.40¢

L .. = initial muscle length.

*n < 0.05 versus control group.

b < 0.05 between obese and obese diabetic rats.
Data are mean + sp.

obese and obese diabetic rats as shown by the prolongation of
TPS and TPE No significant difference was observed in con-
traction-relaxation coupling under low load (R1, Table 1). By
contrast, contraction-relaxation coupling under high load (R2)
was significantly increased in obese diabetic rats (Table 1).

p-Adrenergic Stimulation
[B-adrenoceptor stimulation induced a marked positive inotro-
pic effect in control rats (Fig. 1 and Table 2). A slight decrease
in this inotropic response was observed in obese rats and a
marked decrease was observed in obese diabetic rats in low
(V) and high (AF) loading conditions (Fig. 1 and Table 2).
In control rats, f-adrenoceptor stimulation induced a posi-
tive lusitropic effect under low load (R1) but not under high
load (R2) (Table 2). Comparable effects were observed in con-
trol, obese, and obese diabetic rats, and there was no significant
difference between strains (Table 2).

4 www.ccrmjournal.org

Figure 2 shows the comparison of the stimulation of
p-adrenoceptors by isoproterenol, the stimulation of adenylate
cyclase by forskolin, or direct stimulation by dibutyryl cAMP.
The results obtained with forskolin were consistent with those
obtained with isoproterenol, indicating a moderate impair-
ment in the positive inotropic response in obese rats and a
marked impairment in obese diabetic rats. By contrast, using
dibutyryl cAMP, the degree of impairment in the positive ino-
tropic response did not significantly differ between obese and
obese diabetic rats (Fig. 2).

Immunoblotting

In agreement with the functional changes observed in the
papillary muscle experiments, we found that the abundance
of proteins for B -adrenoceptor were significantly reduced by
40% (p = 0.02) in obese rats and 54% (p = 0.003) in obese
diabetic rats compared with levels measured in control rats
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Figure 1. Inotropic response to fradrenoceptor stimulation (isoproterenal) in contral (n = 9), obese (n= 7), and
ohese diabetic (n = 10) Zucker rats under low (A) and high (B) loads. Data are mean percentage of baseline
value £ s, The p values refer to the comparison of the maximum effect reported in Table 2. AF = isometric
active force normalized by cross-sectional area, V= maximum shortening velocity.

(Fig. 3A). A similar decrease was observed in j3,-adrenoceptor
protein (Fig. 3B). By contrast, 5,-adrenoceptors were not sig-
nificantly modified in obese and obese diabetic rats (p = 0.97)
(Fig.3C). Consequently, the f§, B, and 3, 3, ratios were signifi-
cantly decreased in obese rats (2.4+ 1.3, p=0.01 and 1.8 +1.3,

DISCUSSION

p = 0.03, respectively) and in
obese diabetic rats (2.0+1.0,
p = 0003 and 13108,
p = 0.02, respectively) when
compared with control rats
(4.2£1.3 and 4.8 £4.0, respec-
tively). No significant changes
were noted for phospholamban
(p=0.71) (Fig. 3D) and MRP4
(p=0.64) (Fig. 3F). The abun-
dance of SERCA 2a protein was
significantly reduced by 40%
(p=0.03) in obese rats but not
significantly modified in obese
diabetic rats (p = 0.67) (Fig.
3E). But the SERCA 2a/phos-
pholamban ratio was not sig-
nificantly decreased (p = 0.61)
in obese rat (3.5+1.8) and
obese diabetic rats (3.5+1.8)
when compared with control
rats (3.9+2.5).

In the present study, we observed a slight decrease in the posi-
tive inotropic effect of f-adrenoceptor stimulation in obese
rats. In obese diabetic rats, the decrease was more pronounced
but not as severe as that previously observed in type 1 diabetic

TABLE 2. Comparison of the Inotropic Response to -Adrenoceptor Stimulation
(Isoproterenol) in Zucker Lean (Control), Obese, and Obese Diabetic Rats

Variables

Maximum unloaded shortening velocity
Eff__ (% of baseline)
C., (umol/L)

Maximum isometric active force normalized by

cross-sectional area
Eff_, (% of baseline)
C,, (nmol/L)

Ratio of maximum shortening velocity to maximum lengthening velocity (ie, contraction relaxation coupling under low load)
Eff__ (% of baseline)
., (nmol/L)

Ratio of the peak of positive force derivative to the peak of negative force derivative (i.e, contraction relaxation coupling under high load)
Eff__ (% of baseline)
C., (nmol/L)

Control (n =9) Obese (n=7) Obese Diabetic (n =10)
193118 18214 166+ 26%
006006 0.27 £0.41 0.20+£0.09
210417 183+ 11= 137+ 182
0111011 0.53+063= 053+032=

7418 3£ 13 64110
0.156+£0.30 0.14+0.26 0.39+048
90417 100 £27 894025
ND ND ND

= concentration of isoproterenol producing 50% of Eff _, Eff = maximum effect in percentage of baseline value, n = number of papillry muscles,
ND = not determined.

% < 0.05 versus contral.

b << 0.05 between obese and obese diabetic rats.
Data are mean + sp.

C,, was not determined when Eff | was net significantly different from baseline values.
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Forskolin dBcAMP

Isoproterenol

Figure 2. Comparison of the positive inotropic effects of isoproterencl
(107 M), forskolin (5% 10 M), and dibutyryl cyclic adenosine
monophosphate (dBcAMP: 6x 1074 M) in left ventricular papillary muscles
from Zucker control, obese, and obese diabetic rats, Data are mean
percentage of baseline value & so(n =9-10 per group). *p <0.05 versus
control; +p < 0.05 versus obese. AF = isometric active force normalized
by cross-sectional area.

rats (11) (Fig. 4). The main mechanism involved is prob-
ably the down-regulation of f§,- and f,-adrenoceptors, which
occurred without up-regulation of §,-adrenoceptor and with-
out modification in MRP4.

In Zucker obese rats, a single mutation A to C at nucleotide
880 (called “fa”) in the leptin receptor gene on chromosome
5 causes a Gln to Pro substitution at residue 269 of the leptin
receptor, leading to nonfunctional receptor. Zucker obese dia-
betic strain is a substrain selectively inbred for hyperglyce-
mia, which carries an autosomal recessive defect in pancreatic
[-cell transcription that is inherited independently of the fa
mutation (25). The gene involved in this diabetic profile has
not been yet identified but requires the fa mutation to induce
diabetes. The Zucker obese rat model is associated with mod-
erate hypertension without significant cardiac dysfunction,
whereas the Zucker obese diabetic model is associated with
no hypertension but mild diastolic cardiac dysfunction. We
observed important metabolic changes with a different profile
in obese and obese diabetic rats. These two strains are known
to be associated with hyperlipidemia due to high low-density
lipoprotein and high-density lipoprotein cholesterol, increased
lipoprotein lipase activity, hyperinsulinemia, and insulin resis-
tance, whereas hyperglycemia is observed only in the obese
diabetic strain (male only) (25).

We did not observe noticeable myocardium dysfunction in
obese and obese diabetic rats. AF was significantly increased in
both obese and obese diabetic rats and associated with a pro-
longation of the contraction phase (increase in TPS and TPF).
This prolongation of contraction has been previously reported
in type I diabetic rats (15) and has been related to a slower
cross-bridge cycling rate, a slower Ca®' release from the SR, and
an alteration of I potassium current.

A slight decrease in the positive inotropic response of
p-adrenergic stimulation was observed in obese rats and a
marked decrease in obese diabetic rats (Fig. 1 and Table 2).

6 www.ccrnjournal.org

Contflicting results have been obtained in obese swine and
obese rabbit (high-fat diet model) concerning cardiac
p-adrenoceptor signaling pathway (9-11). Lima-Leopoldo et
al (26) concluded that no change occurs in cardiac function
after f-adrenoceptor stimulation in obese rats, but a signifi-
cant decrease was observed only at the highest concentration
of isoproterenol, and the magnitude of the effect was compa-
rable to our results. Our results suggest that the impairment in
p-adrenergic signaling pathway is less severe in obese than in
obese diabetic rats and less severe in obese diabetic than that
previously observed in type 1 diabetic rats (15).

The observed decreases in the responses to [}-adrenoceptor
stimulation in both obese and obese diabetic Zucker rats are
consistently explained by the down-regulation of B - and
[,-adrenoceptors (Fig. 34). In Zucker obese rats, two ear-
lier studies reported a decrease in f-adrenoceptor density
but without separating f-adrenoceptor subtypes (27, 28).
Our results markedly differ from those previously observed
in type 1 diabetic rats (streptozotocin-induced diabetes) in
which [3,-adrenoceptor down-regulation is associated with
p,-adrenoceptor up-regulation (15). This important differ-
ence may explain why the decrease in f-adrenoceptor stimula-
tion was moderate in obese and obese diabetic Zucker rats in
comparison to type 1 diabetic rats (15). It is well established
now that the stimulation of f3,-adrenoceptors results in nitric
oxide synthase-derived nitric oxide which is at the beginning
of cydic guanosine monophosphate production. Thereafter,
cyclic guanosine monophosphate activates inhibitory G pro-
teins and phosphodiesterases that increase the catabolism of
the cAMP produced by the f3 - and [3,-adrenoceptors stimula-
tion (29) and thus resultsin a negative inotropic effect (15, 30).
The down-regulation of § - and f,-adrenoceptors in the heart
of obese rats is consistent with the chronic sympathetic activa-
tion associated with the metabolic syndrome (31) and the cat-
echolamine resistance of adipose tissue (32). In contrast with
type 1 diabetes (15), the lack of ,-adrenoceptor overexpres-
sion observed in obese and obese diabetic rats did not impact
the inotropic effect induced by B- and p,-adrenoceptors
stimulation. In this way, we still observed a decreased response
with dibutyryl cAMP administration in both obese and obese
diabetic rats.

However, down-regulation of (- and B,-adrenoceptors is
probably not the sole mechanism involved in the decreased
response to P-adrenoceptor stimulation. When the papil-
lary muscles were directly stimulated by dibutyryl cAMP, we
still observed a decreased response in both obese and obese
diabetic rats, which were not significantly different between
these two strains (Fig. 2). This suggests that some abnormality
occurs downstream the adenylate cyclase level. Further studies
are required to elucidate that mechanism, although our study
clearly eliminates the role of MRP4 (Fig. 3E), which has been
recently demonstrated to be overexpressed during aging and
to contribute to the decrease in f-adrenoceptor stimulation
observed in old rats (19). In the present study, the lack in over-
expression of MRP4 and the modest decrease in cardiac con-
tractile responsiveness observed in obese rats (Fig. 1) suggest
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Figure 3. Representative Western blot and densitometric analysis reflecting 3, -adrenoceptor (A), 5,
adrenoceptor (B), f,-adrenoceptor (C), phospholamban (D), SERCA 2a (E), and multidrug resistance-
associated protein (MRP4) (F) protein expression in Zucker control, obese, and obese diabetic rats (n =7 in
each group). Data are mean + =0, °p < 0.05 versus control; tp <005 versus obese. GAPDH =glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase, SERCAZa = sarcoplasmic reticulum Calcium ATFase.

that this mechanism is of limited importance. To support
this conclusion, when the production of cAMP by adenylate
cyclase was directly stimulated using forskolin (Fig. 2), we still
observed a decreased response in both obese and obese diabetic
rats, which was more pronounced in obese diabetic rats. These
results contrast with those obtained in isolated membrane of
heart cells in Zucker obese rats (25). This discrepancy may be
explained by the use of isolated membrane preparation and
not intact papillary muscle. Thus, it is likely that several other
mechanisms participate in the impairment in the f-adrenergic
signaling pathway, one situated at the level of adenylate cyclase
and the other downstream, beside the down-regulation of
p,- and f,-adrenoceptors.

Lusitropy plays an important role in the maintenance of car-
diac output. The lusitropic effect of f-adrenoceptor stimulation

Critical Care Medicine

A i1-adrenocepror - —— B oo —— was not modified in either
GAPDH  —— GAPOH obese or obesediabetic rats. The
3,00 400 decrease in SERCA 2a, which
g 250 5 3% occurrcd_ without significant
= 2L s changes in the SERCA 2a/phos-
2 N % 250 pholamban ratio, did not impact
g 150 *+ 8 20 the positive lusitropic effect of
£ —_— £ * . . .
g o0 g 180 * [-adrenergic stimulation. These
b= k- . .
P oe 3 results are consistent with those
@ 7 = om reported in type 1 diabetic rats
0.00 0.00 . s . .

Control Obese Diabetic Control Obese Diabetic in which the lu51tr0P1c cff(j'cts
of f-adrenoceptor stimulation
were preserved, despite diabetic

C no-adrenoceptor ING_——— D Phospholamban - — - . .
GAPDH GAPDH e — card.lomyl)pathy (3 3) . Such dis-
100 1.00 crepancies between inotropic
5 _ and lusitropic effects have been
< ors g 075 reported inother situations (24)
2 = and are probably related to the
£ .
g 0.50 E oso fact that smaller concentrations
g - of cAMP are required to induce
0 . . .
¥ oz S o2 a maximal lusitropic effect (34).
] o . .
< Catecholamines are widely
0.00 0.00 used in critically ill patients but
Control Obese Diabetic Control Obese Diabetic . . .
considerable intra- and inter-
E  sercar SEme— E RP4 individual wvariability exists
a L r 21 | . ! N
GAPDH GAPDH in the response. Most previ-
200 200 ous studies have tried to elu-
cidate pharmacokinetic and
250 250 . N
5 pharmacodynamic differences
<L 200 * g' 200 in catecholamine response
] —
S 180 SR (35, 36), but very few have
& 100 g 100 considered differences which
w - - . .
] may be linked to the baseline
050 0.50 . .
characteristics of the patient.
0.00 0.00 Recently, Bauman et al (37

Control Obese Diabetic Control Obese Diabetic 24 . ( )

demonstrated that ethnic dif-

ferences may be associated
with significant difference in
vasopressor requirements in
patients with septic shock, but
these authors did not look
at genetic or phenotypic characteristics that might explain
these differences. This study reported that the required doses
of vasopressors were higher in Afro- American patients com-
pared with white patients. However, the proportion of diabetic
patients was also markedly different (68% vs 32%), and it is
likely that the proportion of obese patients may also have been
different, although this was not stated in the article. Future
clinical research on the catecholamine requirements in the
ICU should focus not only on genetic and phenotypic profile
and catecholamine pharmacokinetics (35, 36) but also on the
pathophysiologic conditions that may modify adrenoceptor
signaling pathway.

The following limitations should be considered when assessing
the clinical relevance of our results. First, this study was performed
in rat myocardium, which differs from human myocardium.
7
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Figure 4. Comparison of the f-adrenergic stimulation (isoproterencl)
response in Zucker obese, Zucker obese diabetic (type 2), and Wistar
diabetic (type 1) rats. The ratic is the ratio of Eff__ in the disease strain
to E . intheir respective control strain. EHf_ is the maximum effect on
active isometric force of the concentration-effect curve of left ventricular
papillary muscles exposed to increasing concentrations of isoproterencl,
Data from type 1 diabetic rats (streptozotocin-induced diabetes) were
obtained from Amour et al (15). Data are mean + so. *p < 0.05 versus
Zucker obese; tp < 0.05 versus Zucker obese diabetic rats,

Second, no animal model of obesity and diabetes completely
mimicks diseases observed in humans, and thus, it is important
to acknowledge the limitations of the leptin/leptin receptor-based
rodent model. For example, Zucker obese rats have only moderate
hypertension, do not develop premature atherosclerosis, and their
endothelium-dependent relaxation is not impaired, and Zucker
obese diabetic rats do not develop sympathetic neuroaxonal dys-
trophy (25). Thus, further studies in humans are required to vali-
date our results. Third, we did not study changes observed after
treatment of diabetes or food restriction in obesity. For example,
it has been shown that food restriction may improve B-adrenergic
stimulation in obese rats (28).

In conclusion, we observed a slight decrease in the posi-
tive inotropic effect of 3-adrenoceptor stimulation in Zucker
obese rats, which was more pronounced in Zucker obese dia-
betic rats and mainly related to the down-regulation of - and
[,-adrenoceptors.
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Atorvastatin Reduces p-Adrenergic Dysfunction in Rats with Diabetic Cardiomyopathy.
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Buts :

L’altération de la réponse a la stimulation des récepteurs B-adrénergiques observée
chez les diabétiques participe a I’instabilité hémodynamique observée en péri-opératoire ou en
situation de stress, en partie par le déséquilibre de la balance entre signalisation f1- et 3-

adrénergique.

Les inhibiteurs de ’HMG CoA réductase, ou statines, ont pris une place primordiale
dans I’arsenal thérapeutique des pathologies cardio-vasculaires. Elles ont des effets
bénéfiques sur la mortalité et la morbidité des patients diabétiques, attribués a des effets

« pléiotropiques ».'?2

L’objectif de ce travail était d’évaluer 1’effet de 1’atorvastatine sur la dysfonction de la
réponse B-adrénergique chez les diabétiques et de déterminer les mécanismes potentiellement

impliqués

Méthodes :

Pour répondre a cet objectif nous avons utilisés des rats sains ou diabétiques (6
semaines aprés une injection de streptozotocine) prétraités par atorvastatine (80mg.kg™) ou

placebo tous les jours pendant 15 jours a.

L’effet de la stimulation des récepteurs B-adrénergiques a été évalué 1/ in vivo par
échocardiographie en mesurant la fraction de raccourcissement (FRVG) et la fraction
d’¢éjection ventriculaire gauche (FEVG) avant et pendant traitement par isoprotérénol
(10pg.kg.min™) ; 2/ ex vivo, sur muscle papillaire de ventricule gauche en mesurant la force
active et la vitesse maximale de contraction lors de la stimulation B-adrénergique par des

doses progressivement croissantes d’isoprotérénol (10 & 10% M).
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Sur homogeénats de ventricules gauches des rats de chaque groupe, I’expression de 22
523 génes a été évaluée par une analyse transcriptomique sur une puce lllumina® et un
traitement statistique des données de micro-array pour identifier les génes significativement
modulés dans le diabéte et lors du traitement par atorvastatine. La variation d’expression des
protéines correspondantes a été confirmée par Western Blotting sur des homogénats de

ventricule gauche. Les résultats sont exprimes en pourcentage de la valeur de base.

Résultats :

Le traitement par atorvastatine a restauré 1’effet inotrope positif de la stimulation B-
adrénergique a la fois in vivo et ex vivo. L’atorvastatine n’a pas corrigé la dysfonction
diastolique chez les rats diabétiques. Le traitement par atorvastatine a modifié 1’expression de
9 genes impliqués dans la voie de signalisation B-adrénergique. L’atorvastatine a corrigé
I’expression du récepteur PBl-adrénergique, le ratio récepteur B1/p3-adrénergique et
I’expression de MRP4 (multidrug resistance protéine 4). L’inhibition de la nitrite oxyde

synthase (NOS) a aboli I’effet bénéfique de 1’atorvastatine sur la réponse B-adrénergique.

Conclusion:

Cette étude nous a permis de montrer que I’atorvastatine restaure 1’effet inotrope

positif de la stimulation des récepteurs B-adrénergiques chez les diabétiques.

Cet effet passe par la modification de 1’expression de plusieurs protéines de la voie de

signalisation B-adrénergique et en particulier par I’action de 1’oxyde nitrique.
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Abstract (word count: 264)

Objective: In the diabetic heart the positive inotropic
response to P-adrenoceptor stimulation is altered
partly by down-regulation of the pl-adrenoceptor,
reducing its positive inotropic effect and up-
regulation of the P3-adrenoceptor, increasing its
negative inotropic effect. Statins have clinical
benefits on morbidity and mortality in diabetic
patients which are attributed to “pleiotropic™ effects.
The objective of our study was to investigate the
role of statin treatment on P-adrenergic dysfunction
in diabetic rat cardiomyocytes and the possible
associated mechanisms.

Design: Experimental, prospective study
Setting: University medical research laboratory

Subjects: Healthy and
diabetic adult Wistar rats.

streptozotocin-induced

Interventions:  P-adrenergic  responses  were
investigated in vive (echocardiography) and ex vive
(left ventricular papillary muscles) in healthy and
streptozotocin-induced diabetic rats, who were pre -
treated or not by oral atorvastatin over 15 days (50
mgkg'.day').  Micro-array  analysis  and
immunoblotting were performed in left ventricular
homogenates. Data are presented as mean
percentage of baseline + SD.

Measurements and Main results: Atorvastatin
restored the impaired positive inotropic effect of p-
adrenergic stimulation in diabetic hearts compared
with healthy hearts both in vivo and ex vivo but did
not suppress the diastolic dysfunction of diabetes.
Atorvastatin changed the RNA expression of 9
genes in the -adrenergic pathway and corrected the
protein expression of pl-adrenoceptor and P1/p3-
adrenoceptor ratio, and multidrug resistance protein
4 (MRP4). Nitric oxide (NO) synthase inhibition
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abolished the beneficial effects of atorvastatin on the
[-adrenoceptor response.

Conclusions: Atorvastatin restored the positive
inotropic effect of the B-adrenoceptor stimulation in
diabetic cardiomyopathy. This effect is mediated by
multiple modifications in expression of proteins in
the [-adrenergic signaling pathway, particularly
through the NO-synthase pathway:.

Kev words: Diabetes; statins; f-adrenoceptor; nitric
oxide synthase; cardiac muscle; heart

INTRODUCTION

Several years after the onset of diabetes
mellitus and even in well-controlled expressions of
the disease, most patients develop diabetic
cardiomyopathy (1-4), which may lead to diastolic
heart failure (5). Diabetes worsens perioperative
prognosis partly due to more frequent cardiovascular
complications (2,3). In intensive care units, diabetic
patients represent usually 30% of the population and
they are known to be at increased risk of cardiac
overload and mortality (4). The p-adrenergic
pathway plays a crucial role for maintaining cardiac
output and the response to B-adrenergic stimulation
is known to be altered in the diabetic
cardiomyopathy (5,6). The prime mechanisms of
diabetic cardiomyopathy appear to be
hyperglycemia and advanced generation of glycation
end-products, leading to endothelial dysfunction and
fibrosis and increase in inflammation and oxidative
stress (7,8). Several alterations of cardiomyocytes
also contribute to cardiac dysfunction as changes in

contractile  proteins and impair excitation-
contraction coupling by increase in the
phospholamban/sarcoplasmic  reticulum calcium-

ATPase ratio (9). In addition, the positive inotropic
effect of Bl -adrenoceptor stimulation is reduced by a
down-regulation in fl-adrenoceptor expression

while the negative inotropic effect of p3-
adrenoceptor stimulation is enhanced by PB3-
adrenoceptor  overexpression.  B3-adrenoceptors

couple with G; inhibitory G-proteins and neuronal
nitric oxide (NO) synthase (NOSI), activate the
phospho-inositide 3-Kinase (PI3K)/Akt pathway in
the cardiomyocyte which enhances NO and cyclic
guanosine monophosphate production via Rho and
Ras protein activation (9,10).

Statins are competitive inhibitors of 3-
hydroxy-3-méthylglutaryl Coenzyme A (HMG
CoA) reductase, initially developed as cholesterol-

lowering drugs and a consistent reduction of heart
failure and major cardiovascular adverse events has
been described in large scale studies (11-14). In the
perioperative period, statin therapy has been
reported to reduce morbidity and mortality,
increasingly with high-dose of statins (15,16)
whatever cholesterol blood level (13,15,17),
suggesting a beneficial pleiotropic cardiovascular
effect (12). In addition, pleiotropic effects of statins
decrease mortality in critically ill diabetic patients
(4,18, 19). In this context, statins may have a
protective effect against cardiac overload (4). Statins
have anti-inflammatory properties (12,13), reduce
ischemia/reperfusion injury (20), oxidative stress
and fibrosis (21), all increased in diabetes mellitus.
Statins can prevent the development of
cardiovascular remodeling and limit both the
progression of glucose intolerance and the elevation
of pro-inflammatory/fibrogenic cytokines in diabetic
cardiomyopathy (22). Many cardiac effects of statins
are mediated by the preservation of the endothelial
cell function but cardiomyocytes also benefit from
statin treatment, through the activation of the
PI3K/Akt pathway and increase in NO production
from endothelial cell via endothelial NOS3 (23). In
diabetic rats, the decreased expression of NOS3 is
normalized by statin treatment (22). In contrast
impact of statin treatment on altered p-adrenergic
pathway signaling has not, as yet, been investigated.

The aim of this study was to test the
hypothesis that atorvastatin restores at least partially
the p-adrenergic signaling pathway in diabetic
cardiomyopathy.

METHODS

Animals

All animals were cared according to the
European Union Guidelines for the care and use of
laboratory animals and under supervision of
authorized researchers in an approved laboratory
(agreement number B 75-13-08). The project had
been approved by the relevant Animal Care
Committee through the French Ministry of Higher
Education and Research (Comité Régional
d’Ethique en Expérimentation Animale Paris-
Comité 3, Paris, France). Food and water were given
ad libitum. Animals were fed with normal rat chow
containing 10 % of calories from fat, 67 % from
carbohydrates, and 23 % from proteins, 2.791
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Kcal/g (A04-10, SAFE, Augy, France). Six-week-
old male Wistar rats (Janvier, Le Genest-St Isle,
France) were divided into a healthy group and a
diabetic group. Diabetes mellitus was induced by
streptozotocin (65 mg‘kg", single intravenous bolus;
Sigma-Aldrich, L’Isle d’Abeau Chesnes, France) as
previously described (6). After 6 weeks, rats from
healthy or diabetic groups were assigned to orally
receive over 15 days either vehicle or atorvastatin
(50 t‘ng‘kg"‘day'1 per os, Pfizer, Paris, France) (24).
Diabetes mellitus was assessed by major glycosuria
from 8 days after streptozotocin injection. Glucose
and bicarbonate levels were determined on a blood
sample withdrawn immediately after heart removing
to ensure diabetes (i.e. blood glucose level > 35
mM, ie. 631 mgdL') without acidosis. Mild
diabetic rats with blood glucose level lower than 35
mM despite streptozotocin injection were excluded.
Total cholesterol, LDL cholesterol and triglycerides
blood levels were also measured from the same
samples by automated enzymatic methods.

Echocardiography

Transthoracic stress echocardiography was
performed with a 8-14MHz linear probe and a
Vivid™ 7 cardiovascular ultrasound system
(General Electric, Aulnay-sous-Bois, France) on rats
maintained under light general anesthesia with
isoflurane (1-2 %). Left ventricular systolic and
diastolic diameters, left ventricular ejection fraction
(LVEF) and left ventricular shortening fraction
(LVSF) were determined on parasternal long- and
short-axis views. Cardiac filling pressures and
diastolic function were evaluated by Doppler
imaging on an apical window. Left ventricular trans-
mitral filling flow was described by early filling
velocity (the E wave), and atrial filling velocity (the
A wave). High cardiac frequency in small animals
often results in E and A wave fusion. The end-
diastolic left ventricle pressure was estimated by the
E/Ea ratio between the E wave and the systolic
velocity of lateral mitral annulus Ea, measured by
Doppler tissue imaging. The diastolic function was
assessed by the trans-mitral filling flow with the
isovolumetric relaxation time (IRVT) and the
deceleration time of the E wave. All measurements
were performed in duplicate and after stabilization
of the heart rate, before and 6 min after p-adrenergic
stimulation by isoproterenol (10 pgkg'tmin",
continuously intravenous infused).

Isolated Left Ventricle Papillary Muscle

Shortly after induction of general anesthesia
with pentobarbital, the heart was removed in bloc,
dissected and weighed. The left ventricular papillary
muscles were carefully excised and suspended
vertically in a Krebs-Henseleit bicarbonate buffer
solution at 29°C and bubbled with 95% O2 and 5%
CO, as previously described (6). The papillary
muscles were stimulated at 12 Hz for 60-min
stabilization period at the initial muscle length at the
apex of length—active isometric tension curve (Lygy).
The extracellular concentration of Ca’  was
decreased for all measurements from 2.5 mM to 0.5
mM because rat myocardial contractility is nearly
maximal at 2.5 mM. A sequence of three twitches
was applied to each muscle to determine the value of
usual parameters: the maximum unloaded shortening
velocity (Ve and the maximum isometric active
force (AF), the time to peak force (TPF), and the
time to peak shortening (TPS) (6). The active force
AF was normalized for cross-sectional area
(calculated from the length and weight of papillary
muscle, assuming a density of 1). pB-adrenoceptor
stimulation was  induced with cumulative
concentrations of isoproterenol (10 to 10™* M), a
non-selective  fB-adrenoceptor agonist, in the
presence of phentolamine (10® M). The effect of
isoproterenol was expressed by the percentage of
baseline value of the maximal effect of isoproterenol
on AF and Vux (maxEfT) and the concentration of
isoproterenol producing 50% of the maximal effect

(Cso) (6).

Microarray Analysis of Whole-Genome Gene
Expression

Left ventricles were harvested immediately
after left ventricular papillary muscles had been
excised. Three biological replicates were used for
the gene expression profiling, i.e. samples from
three animals of each group, healthy or diabetic rats
and treated or not by atorvastatin. Total RNA from
frozen left ventricle samples was extracted with an
RNeasy extraction kit (Qiagen Inc., Chatsworth,
CA) following the protocol and quantified using
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Illkirch,
France). RNA purity and integrity were assessed on
a RNA  NanoChip (Bioanalyzer  Agilent
Technologies, Santa Clara, CA). Only the samples
with RNA integrity number (RIN) > § were used for
gene expression profiling. RNA was prepared with
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the Illumina® TotalPrep RNA Amplification Kit
(Applied Biosystems, Villebon-sur-Yvette, France)
with reverse transcription and labeling of newly
transcribed RNA with biotin-16-UTP. For each
sample the labeled cRNA was hybridized according
to the protocol on a microarray using [llumina Rat
Ref — 12 expression Beadchip. RNA molecules
matched with the corresponding probe between the
22 523 probes lining on the chip. After washing, the
chip was exposed to a laser and, using the Illumina
Iscan (Illumina, Inc, San Diego, CA), we quantified
the intensity of the emitted signal in each location of
the chip, measuring the relative abundance of the
RNA targeted by the local probe.

Data were normalized with the quantile
function of BeadStudio Software (Illumina, Inc).
The quality of the signal was assessed by the signal
to noise ratio and the number of normalized signals
that differed from the background. First, biological
replicates were compared two by two, with a
required correlation coefficient > 0.98 to detect
procedure abnormalities. Second, we conducted an
unsupervised analysis with hierarchical clustering
using the Spearman correlation similarity measure
and ward linkage algorithm to confirm the correct
identity of samples by expression similarities. The
expression of the 22 523 targeted genes was then
analyzed in the four groups. A difference of 1.5 fold
in gene expression and a p value <0.05 between two
groups was considered as significant. Data were
subsequently subjected to Ingenuity pathway
analysis (IPA) (Ingenuity Systems Inc., Redwood
City, CA) to model relationships among genes and
proteins and to construct putative pathways and
relevant biological processes.

Protein Expression by Immunoblotting

The left ventricles were removed from
anesthetized rats and frozen in liquid nitrogen. Total
proteins were extracted in a Triton 1% buffer with
anti-protease inhibitor (Sigma—Aldrich). All protein
concentrations were determined using the Bradford
reagent (Bio-Rad, Marnes-La-Coquette, France).
After denaturation in Laemmli buffer, a fixed
amount of mixed proteins was loaded in each lane of
a 12% sodium dodecyl sulfate polycracylamide gel
electrophoresis  (SDS-PAGE).  Proteins  were
separated by electrophoresis in a migration buffer
then transferred to a nitrocellulose membrane
(Hybond, GE Healthcare, Vélizy, France). After
saturation in milk, each membrane was incubated
overnight at 4°C with primary antibodies:

respectively anti-f};-adrenoceptor (1:1000, Affinity
Bioreagents, Saint-Quentin en Yvelines, France),
anti-B3-adrenoceptor ~ (1:1000,  Santa  Cruz
Biotechnology, Le Perray en Yvelines, France), and
anti-multidrug resistance protein 4 (MRP4) (1:200,
Abcam, Paris, France). The day after, membranes
were washed with Tris-buffer saline Tween and
incubated with appropriate secondary antibody.
Relative quantification of targeted protein was
achieved by fluorescence recording on EthanDIGE
reader with an ECL" detection system (GE
Healthcare, Vélizy, France). The PBi-adrenoceptor
proteins were detected at 55 kDa, P3-adrenoceptor at
44 kDa, and MRP4 at 150 kDa. All Western blot
experiments were quantified using Image J software
(NIH, Bethesda, MA) and normalized versus
GAPDH (37kDa) or total proteins using Ponceau S
solution to ensure no variation in protein gel
loading.

NO synthase blockade

An additional group of diabetic rats (treated
with atorvastatin) was exposed to N%-nitro-L-
arginine methylester (L-NAME, 107 M, Sigma-
Aldrich), an unspecific NO synthase inhibitor, as
previously described (6). B-adrenoceptor stimulation
was induced with cumulative concentrations of
isoproterenol in isolated left ventricular muscle as
described above.

Statistical Analysis

Data are expressed as mean £ SD. Means were
compared using Student’s t test or one-way analysis
of variance with post-hoc test Newman-Keuls. We
used absolute wvalues to compare baseline
characteristics and delta percent changes from
baseline to compare the pharmacological effects
since SD of delta percent changes represents the
variation of the pharmacological effect measured
whereas the SD of absolute values mainly reflects
inter-individual variation. Moreover, some variables
were expected to significantly differ at baseline
between groups. All p values were two-tailed and a
p<0.05 was considered as significant. Statistical
analysis was performed using NCSS 7.0 software
(Statistical solutions Ltd., Cork, Ireland).
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Results

We studied 48 healthy and 56 diabetic rats.
Despite  streptozotocin injection, 3 rats were
excluded for insufficient blood glucose level (<35
mM), 2 in the statin diabetic group and 1 in the
untreated diabetic group. Physical characteristics,
blood chemistry results, baseline echocardiography
and papillary muscle variables are shown in Table 1.
All diabetic rats had significant lower body weight
and heart weight than healthy rats. The heart
weight/body weight ratio was slightly increased in
diabetic untreated rats but corrected by atorvastatin.
Atorvastatin had no significant effect on body or
heart weight in healthy rats. Blood glucose level
increased more than 4-fold in diabetic rats compared
to healthy rats. Total and LDL cholesterol blood
level were slightly increased in diabetic rats
compared to healthy rats. Atorvastatin did not
significantly modify elevated blood glucose or
cholesterol level in statin diabetic rats. Serum
bicarbonate levels were not significantly different
between groups, indicating that no ketoacidosis
occurred.

During basal echocardiography, the heart
rate was slower in the diabetic rats compared with
healthy rats. The LVEF and the LVSF were slightly
reduced in diabetic statin rats compared to other
groups but remained in normal range. The IVRT
was increased in diabetic rats compared to control
rats and partially restored by atorvastatin in diabetic
group. The E/Fa ratio was slightly increased in
untreated diabetic group compared with healthy
group (Table 1).

In isolated papillary muscles, during basal
studies AF was preserved in diabetic rats whereas
Vimax was reduced in diabetic rats and not corrected
by atorvastatin. Both TPF and TPS were increased
in diabetic rats and not corrected by atorvastatin
(Table 1).

Effect of Atorvastatin on in Vivo Response to j-
Adrenergic Stimulation

Echocardiographic parameters of in vivo
responses to isoproterenol infusion are shown in
Table 2. The heart rate was moderately increased in
all groups after isoproterenol. The inotropic
response was reduced in diabetic rats compared to
healthy rats with reduced increase in LVEF and
LVSF. Atorvastatin improved this inotropic
response in diabetic rats, returning to that of healthy

rats. Atorvastatin had no effect on response to B-
adrenergic stimulation in healthy rats.

Effect of Atorvastatin on ex Vivo Response to [3-
Adrenergic Stimulation

The main characteristics of the inotropic
response of left ventricle papillary muscle of healthy
and diabetic rats statin pretreated or not are
summarized in Figure 1 and Table 3. ,,,<Eff on both
AF and V, was reduced in diabetic untreated rats
compared with healthy rats and partially corrected
by atorvastatin. Csp on both AF and V. was
reduced in diabetic rats, treated or non-treated with
atorvastatin. Atorvastatin had no effect on healthy
rats but increased . Eff on both AF and Vi, in
diabetic rats (Table 3).
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Figure 1. Active force (% of baseline value)
variation of left ventricle papillary muscle of healthy
and diabetic rats (Panel A) or pretreated (Panel B)
with atorvastatin (50 mgkg'.day”) during 15 days
(8 rats per group) on in vitro inotropic response to
isoproterenol. Data are expressed as mean + SD. P
values refers to comparison between healthy and
diabetic rats. NS= non-significant.

Transcriptomic Effect of Atorvastatin

The main findings of the microarray analysis
on the transcriptome of left ventricles of healthy and
diabetic rats with and without statin pretreatment are
summarized in Figure 2. The RNA expression
profiles revealed numerous genes differently
expressed in diabetic versus healthy left ventricles
(Fig. 2A) with a strong effect of the disease on left
ventricular gene expression. 626 genes were
significantly differently expressed (fold change
>+1.5 and p-value <0.05) in diabetic versus healthy
left ventricles (Fig. 2C). The mRNA of 286 genes
was more abundant in diabetic versus healthy left
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ventricles whereas the mRNA of 340 genes was less
abundant. Atorvastatin also significantly modified
gene expression in the left ventricles of diabetic rats
but within a less important magnitude than that of
diabetes itself (Fig. 2B). 446 genes were
significantly differently expressed (fold change >1.5
and p<0.05) in statin treated diabetic versus
untreated diabetic left ventricles (Fig. 2D). The
mRNA of 205 genes was more abundant in diabetic
statin diabetic versus untreated diabetic left
ventricles whereas the mRNA of 241 genes was less
abundant. The effect of diabetes and atorvastatin on
gene expression was opposite in 6 genes (Fig. 2E).
Down-regulation in diabetes compared with healthy
and up-regulation by treatment in diabetes was
observed only for eNOS. Up-regulation in diabetes
compared to healthy and down-regulation following
treatment in diabetes was observed for 5 genes:
NUDT4, GSMTS, predicted NUBPL, predicted
RGD1306157 and LOC362480.

Only 8 probes found differences between
statin healthy and untreated healthy left ventricles;
none of these genes were involved in cardiac
contraction or p-adrenergic signaling (data not
shown).

Transcriptomic Effect of Atorvastatin on [3-
Adrenergic Signaling Pathway

Among genes involved in p-adrenergic
signaling, micro-array analysis identified 9 genes
differently expressed in diabetic left wventricles
compared with diabetic left ventricles treated by
atorvastatin (Table 4). All except phosphodiesterase
2A (PDE2A) and Ras-related associated with
diabetes (RRAD) were also differently expressed in
diabetic versus healthy left ventricles. NOS3 mRNA
was 3.5 fold more abundant in diabetic left
ventricles treated by atorvastatin than in non-treated
diabetic left ventricles, whereas it was reduced 2
fold in diabetic versus healthy left ventricles. This
was the only gene where we found an adverse effect
of diabetes and atorvastatin. Adenylate cyclase 4
mRNA, arrestin domain containing 1 (ARRDCI),
calcium/calmodulin-dependent protein kinase I
inhibitor 1 (Camk2nl) and phospholipase A2GIVB
mRNAs were respectively 1.9, 1.6, 1.7 and 1.7 fold
more abundant in diabetic left ventricles treated by
atorvastatin than in non-treated diabetic left
ventricles. All were already respectively 1.6, 1.4,
1.6, 1.5 fold more abundant than in healthy left
ventricles, Troponin Cl and phospholipase A2G5
mRNAs were respectively 2.0 and 2.1 fold less
abundant in diabetic left ventricles treated with

atorvastatin than in non-treated diabetic left
ventricles, where they were already respectively2.0
and 1.9 fold less abundant than in healthy left
ventricles. PDE2A mRNA was 1.6 fold more
abundant in diabetic left ventricles treated by
atorvastatin than in non-treated diabetic left
ventricles, where it was not different from healthy
left ventricles. RRAD mRNA was 2.0 fold less
abundant in diabetic left wventricles treated by
atorvastatin than in non-treated diabetic left
ventricles, whereas it was not modified in diabetic
versus healthy left ventricles.
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Figure 2. Effects of atorvastatin on the
transcriptome of left ventricles of healthy or diabetic
rats. Panel A-B Heat Map of RNA expression
profiles in diabetic versus healthy left ventricles
(Panel A) or in statin diabetic versus untreated
diabetic left ventricles (Panel B); Color scale
indicate relative expression ratio for each gene in
diabetic versus healthy left ventricle (Panel A) or in
statin versus untreated diabetic left ventricle. Panel
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C-D Volcano Plot for the modification of genes
expression by diabetes in heart ventricle (Panel C)
and by atorvastatin in diabetic left ventricle (Panel
D). The vertical axis represents the p value (-logmp
value) and the horizontal axis range the fold change
(log2 ratio) between diabetic and healthy left
ventricles (Panel C) or statin diabetic versus
untreated diabetic left ventricles (Panel D) (by t-
test). Genes in the area delimited in red have a fold
change greater than 1.5 with a p value < 0.05. Genes
in the area delimited in green have a fold change
greater than -1.5 (ratio <0.67) with a p value < 0.05.
Panel E Venn diagram representing the differently
expressed genes in diabetic versus healthy left
ventricles in blue and in statin diabetic versus
untreated diabetic left ventricles in red (p<0.05). D
is for down-regulation in diabetic versus healthy left
ventricles, U for up-regulation. The overlapping part
represents the genes modified by diabetes as well as
statin, with up- or down-regulation for each
comparison.

Expressions of Proteins Involved in f-Adrenergic
Signaling

Protein expressions in left ventricles of healthy
or diabetic rats, treated or not by atorvastatin (6
hearts in each group) are represented in Figure 3.
The expression of Bl-adrenoceptor was reduced in
diabetic untreated rats compared with healthy rats
but corrected by atorvastatin (Fig. 3A). In contrast,
p3-adrenoceptor increased in both untreated and
atorvastatin diabetic rats compared with healthy rats
(Fig. 3B). There was no significant difference in
diabetic group with our without pre-treatment with
atorvastatin. Atorvastatin did not modify p3-
adrenoceptor expressions in healthy rats left
ventricles. The c¢AMP transporter MPR4 was
increased in diabetic untreated rats compared to
healthy rats and corrected by atorvastatin (Fig. 3C).

B3 adrenocoplon MPEA

[ rors [— - -]
A B C

Figure 3. Representative Western Blot and
densitometric data reflecting protein expressions of

P1-adrenoceptor (Panel A), p3-adrenoceptor (Panel
B), multidrug resistance protein 4 (MRP4, Panel C),
in left ventricles homogenates of healthy or diabetic
rats, treated or not by atorvastatin (50 mg‘kg“‘day“)
during 15 days. Western blot experiments were
normalized using proteins using Ponceau S solution
(Bl- and pB3-adrenoceptor), or GAPDH (37kDa).
Data are means £ SD (n=4 to 9). *: p<0.05 versus
healthy untreated rats; T: p<0.05 diabetic statin
versus diabetic untreated rats. NS= no significant
difference between groups.

NO synthase blockade

L-NAME, a non specific NO synthase
inhibitor, abolished the beneficial effects of
atorvastatin on the [-adrenoceptor response in
diabetic left ventricular papillary muscle (Fig. 4).
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Figure 4. Active force (% of baseline wvalue)
variation of left ventricle papillary muscle exposed
to isoproterenol in diabetic rats pretreated with statin
(atorvastatin, 50 mg‘kg“,day“) during 15 days (8
rats per group) with or without L-NAME
administration. Control refers to diabetic rats not
receiving statin. AF/s = active force normalized per
cross-sectional area during isometric contraction.
Data are expressed as mean = SD. NS: non-
significant.

Discussion

The study reported here has shown that, in
rats with diabetic cardiomyopathy, atorvastatin
restored the positive inotropic effect of P-
adrenoceptor stimulation in vive and in vitro
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whereas atorvastatin did not correct the basal
diastolic dysfunction. We have further shown that
atorvastatin treatment corrected altered expressions
in diabetic rats by countering the down-regulation of
(l-adrenoceptor protein expression and the up-
regulation of phospholamban and MRP4. In
contrast, up-regulation of B3-adrenoceptor protein
expression remained after atorvastatin treatment.
These results suggest that the pleiotropic effects of
atorvastatin contribute to reducing the B-adrenergic
dysfunction in diabetic hearts. Therefore, one
explanation for the clinical benefits of statins in
diabetic patients (16) may be related to the
improvement in cardiac adrenergic response,
restoring a functional reserve for challenging times
such as critically ill conditions or the perioperative
period. Moreover, catecholamines are widely used
in intensive care unit but considerable intra and
inter-individual variability exists in the response and
most previous studies have tried to elucidate
pharmacokinetic and pharmacodynamic differences
in catecholamine response but very few have
considered differences linked to the baseline
characteristics of the patient such as diabetes and
chronic treatment with statins (25).

Diabetic cardiomyopathy is associated with a
worsen perioperative prognosis independently of
other cardiovascular disease or complication. Apart
from changes in basal function and contractile
proteins (7), we have previously demonstrated the
importance of B-adrenergic dysfunction in diabetic
hearts from the dysregulation of pl- and P3-
adrenoceptors, the predominance of the NO pathway
signaling (6,9). Inflammation is another key process
in diabetic cardiomyopathy, due to hyperglycemia,
and increases in levels of free fatty acids and
reactive oxygen species (7,10). In diabetic hearts
chronic  activation of the PI3K/Akt pro-
inflammatory pathway results in more Rho and Ras
active proteins and contributes to excitation-
contraction coupling abnormalities, myocardial
fibrosis and cardiomyocyte apoptosis (10).

Statins have clinical benefits on morbidity and
mortality in a wide range of diseases and
particularly in diabetic patients (14,16,17). Previous
experimental studies have explained this positive
effect on diabetic hearts by a normalization of RhoA
signaling and an increase in NOS3 expression
(22,26,27). Atorvastatin and fluvastatin have been
reported to limit the over-expression of pro-
inflammatory cytokines, development of cardiac
fibrosis and left wventricle remodeling after

108

myocardial infarction in experimental diabetic
cardiomyopathy (22, 26-28). Fewer data are
available on the effects of statins on cardiac
contraction and excitation-contraction coupling in
diabetic cardiomyopathy and this area is somewhat
controversial. [n vivo, statins improve basal LVEF
in diabetic cardiomyopathy only when it was
reduced on basal measurements (27-29). In vitro,
simvastatin improved contraction in neonatal
cardiomyocytes of healthy rats (29). Fluvastatin
improved the response of heart rate, arterial pressure
and systolic rise of left ventricular pressure to
phenylepherine and nitroprusside (30). Only one
study described in neonatal cardiomyocytes a
reduction in cAMP elevation in response to
isoproterenol after atorvastatin treatment, mediated
by down-regulation of asG-proteins (31). To our
knowledge, although statins have been recently
proven to inhibit p-adrenoceptor stimulated
apoptosis (32), no consistent data have been
published on the impact of atorvastatin treatment on
the cardiac response to P-adrenergic stimulation in
diabetic cardiomyopathy.

In our study, atorvastatin corrected -
adrenergic cardiac dysfunction in diabetic rats but
did not affect basal diastolic dysfunction. As
previously reported in diabetic hearts (6), we
observed normal systolic function with normal
LVEF and LVSF using echocardiography and
normal AF in papillary muscles in basal conditions.
The positive inotropic response to p-adrenergic
stimulation was markedly decreased in diabetic
compared to healthy rats as previously described (6).
Prolonged contraction of papillary muscles with
increased TPF and TPS and a diastolic dysfunction
with a prolonged IVRT are also common features of
the diabetic cardiomyopathy (9). We observed that
atorvastatin partly corrected B-adrenergic
dysfunction but did not influence consistently
diastolic function in diabetic rats that remained
altered compared with healthy rats. A strength of our
study is the consistent effects of atorvastatin
treatment that were observed both in vive by
echocardiography and ex vivo on papillary muscles.
Atorvastatin did not affect body or heart weight,
total and LDL cholesterol or blood glucose level in
healthy or diabetic rats, in contrast with previously
reported data (30). These results show that
atorvastatin corrected PB-adrenergic dysfunction in
diabetic rats but did not suppress the features of
diabetic cardiomyopathy, strongly suggesting
modifications in the B-adrenergic signaling pathway.



In  isolated neonatal cardiomyocytes,
atorvastatin has been shown to decrease the
inotropic response to f3-adrenoceptor stimulation via
reduced isoprenylation of Gy protein, without
significant changes in p-adrenoceptor density and
cAMP production (31). However, in adult rat
cardiomyocytes, Pugh et al. (33) observed that
simvastatin potentiated the inotropic response to p2-
but not Pl-adrenoceptor stimulation. However, in
our in vivo and in vitro study, we did not observe
any direct effect of atorvastatin on the p-
adrenoceptor function in healthy rats.

From the microarray analysis of diabetic
hearts and pathway analysis, we evaluated the
expression of several proteins involved in the B-
adrenergic  signaling  pathway. As  post-
transcriptional modifications or microarray biases
are possible we confirmed our results by Western
blotting. In the current study, atorvastatin improved
the P1/B3-adrenoceptor ratio in diabetic hearts
contributing to the positive inotropic effect of
cardiac [-adrenergic stimulation. The expression of
pl-adrenoceptor was reduced in diabetic untreated
rats compared with healthy rats but corrected by
atorvastatin. In contrast, the expression of [3-
adrenoceptor increased in both untreated and
atorvastatin diabetic rats compared with healthy rats.
In diabetic hearts the positive inotropic effect
induced by Pl-adrenoceptor stimulation is reduced
by the down-regulation of Bl-adrenoceptor
expression (6). Moreover it is balanced by an
increased negative inotropic effect from [p3-
adrenoceptor stimulation due to f3-adrenoceptor up-
regulation (6). After atorvastatin treatment, the
positive inotropic effect from pl-adrenoceptor
stimulation is increased by normalization of Pl-
adrenoceptor expression and counteracts more
effectively the (3-adrenoceptor negative inotropic
effect even if unchanged. In contrast, statins increase
PDE2 RNA production as well, which is known to
be involved in  B3-adrenoceptor pathway.
Nevertheless, the increase in PDE2 RNA production
is probably not enough to limit the benefit of the up-
regulation of the f1-adrenoceptor pathway in treated
diabetic rats.

MRP4, an active efflux transporter known to
act as an independent endogenous regulator of
cAMP is upregulated in diabetic (34) and elderly
rats (35). Our study (Fig. 5) confirmed this result.
MRP4 overexpression contributes to a decrease in
the positive inotropic effect induced by cytosolic
cAMP production after pi-adrenoceptor

stimulations. Our data suggest that atorvastatin
decreased the over-expression of MRP4 proteins in
treated diabetes, which leads to an increase in the
cytosolic ¢cAMP concentration. This decrease in
MRP4 expression may be associated with the over-
expression of Bl-adrenoceptor pathway proteins for

off-setting  over-expression of PDE2 after
atorvastatin  treatment. However, we cannot
conclude if MRP4 abnormalities observed in

diabetes participates to P-adrenoceptor dysfunction
or is only a consequence. Anyway, atorvastatin
treatment was responsible for normalization of
MRP4.

The cholesterol-independent, so-called the
“pleiotropic” effects of statins seems to be
predominantly related to up-regulation and
activation of NOS3, mainly through the inhibition of
the Rho/ROCK and PI3K/protein kinase Akt
pathways, respectively (21). The activation of
NOS3 by statins occurs through scavenger Pl-
adrenoceptor, Gi protein, phospholipase C and entry
of calcium (36). More recently, rosuvastatin has
been shown to reverse isoproterenol-induced acute
myocardial infarction in the rat, at least partly
related to upregulation of NOS2 (37). We observed
that L-NAME, a non-specific NO synthase inhibitor,
abolished the beneficial effects of atorvastatin on the
P-adrenoceptor response in diabetic rats (Fig. 4).
This suggests that the main mechanism involved in
the protective effect of statins on the B-adrenoceptor
response is also related to either upregulation and/or
activation of NOS3 and/or NOS2. These results are
also in agreement with previous results obtained in a
non-diabetic rat model of high-fat diet-induced
obesity in the rat showing that rosuvastatin restores
both adrenergic and nitrergic functions in mesenteric
arteries (38).

Several points should be taken into
consideration in interpreting these results. First, this
study was conducted in rat myocardium, which
differs from human myocardium. Second, we
employed an animal model of type-1 diabetes
produced by streptozotocin injection and we studied
only short term effects of diabetes and without
insulin treatment. This model requires careful
extrapolation to human diabetes, particularly type 2
diabetes (39), although it is considered to be a well-
established and reliable model for diabetes mellitus.
Third, analysis of gene expression using a
microarray has its own limitations related to tissue
selection, presentation and interpretation of vast
amounts of data. Selected results were confirmed by
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Western blotting but not for all modified genes.
Fourth, the dose of atorvastatin used in the study is
higher than in human treatment but is the common
regimen used in experimental studies (26). The
effects of other statin drugs have not been evaluated
here. Since statins often exhibit class effects, some
differences may be expected (40). Lastly, some
concerns have been raised about an increased risk of
diabetes onset after high-dose statin treatment (41).
However the benefits of statins in overt diabetes
have been widely studied and are not subject to
controversy. In contrast, the benefit of statin in
critically ill patients remained to be determined
(42,43).

In conclusion, we have demonstrated that, in
diabetic cardiomyopathy, atorvastatin restored the
positive inotropic effect of the p-adrenoceptor
stimulation. This effect is consistent with the
pleiotropic effect of statins and is not only due to a
single protein change but to the results of a
combination of multiple modifications in different
steps of B-adrenergic signaling pathway, particularly
through the NO-synthase pathway.
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TABLE 1. General Characteristics of Healthy and Diabetic Treated (atorvastatin, 50

mg.kg™.day™) and Control rats

Healthy Healthy Diabetic Diabetic
Untreated Statin Untreated Statin
General characteristics (no. of rats) (n=23) (n=25) (n=20) (n=33)
Body weight (g) 380 + 66 405 + 81 240 £ 44* 238 £ 57*%
Heart weight (mg) 828 + 173 850+ 174 575+ 120* 559 + 160*}
Heart weight/ body weight (mg.g™) 22+0.3 21+0.2 24 +0.3* 2.3+0.27
Blood glucose (mM) 9.8+1.2 9.6+1.7 41.7+5% 441 +8.1*%
Plasma bicarbonate (mM) 28+5 275 287 274
Lipid Measurement (no. of rats) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Total cholesterol (g.L™) 050+0.03 043+0.23 0.69+£0.12* 0.67+0.13*
Triglycerides (g.L™) 096+0.21 1.03+£0.32 055+0.29 0.87+0.49
LDL cholesterol (g.L™) 0.06+£0.01 0.06+0.02 0.14%£0.03* 0.12+0.03*f
Echocardiography (no. of rats) (n=18) (n=18) (n=17) (n=16)
Heart rate (beats.min™) 352 + 34 342 + 18 309 £ 26* 298 £ 37*
Left ventricle ejection fraction (%) 83+8 847 875 79 +£ 7t
Left ventricle shortening fraction (%) 497 49+ 9 527 44 + 6*7
E (ms) 092+0.17 0.88+0.14 092+0.17 0.89+0.11
IVRT (ms) 18+5 19+6 31+ 9* 24 + 7*71
DT (ms) 41 +11 37 +£10 36+9 43+ 11
E/E, 17x14 17x4 21 + 6* 205
Mechanical Properties (no (n=8)
of muscles n=8 n=8 n=15
) ("=5) 3.32+0.65 (n=8) ( )
Vinax (Lmax-S™) 3.40+0.27 2.70+£0.25*  2.51+0.31*%
64+19
AF/s (mMN.mm) 65+22 67+13 66+26
17511
TPS (ms) 1658 222+14* 205+17*F%
167+16%F
TPF (ms) 144+10 203+18* 18423

Data are mean £ SD; *: p<0.05 versus untreated healthy group; f: p<0.05 between statin and untreated rats in
each group healthy or diabetic rats; {: p<0.05 between healthy statin rats and diabetic statin rats. IVRT=
Isovolumic relaxation time; E= peak velocity of early mitral flow; DT= deceleration time of E wave, E/Ea= E
peak velocity of early mitral flow/Ea early diastolic velocity of lateral mitral annulus ratio; V., = maximal
unloading isotonic shortening velocity (Lmax . s-); AF/s = active force normalized per cross-sectional area
during isometric contraction; TPF = time to peak force; TPS = time to peak shortening.
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TABLE 2. Echocardiographic Measurement of Inotropic and Lusitropic Response to the
B-Adrenoceptor Stimulation in Healthy and Diabetic Rats Pretreated or Not With
Atorvastatin.

Healthy Healthy Diabetic Diabetic
% baseline value Untreated Statin Untreated Statin
(n=10) (n=10) (n=9) (n=28)
Heart rate 118 + 17 110 + 40° 130 + 17 114 + 18
LVEF 123 + 13 120+ 9° 108 £ 6° 128 + 117*}
LVSF 160 + 19° 157 + 25° 125+ 16° 167 + 30™*+
IVRT 94 +21 61+14°F 71+34 82+25
DT 99+ 24 102 + 35 100 + 28 91+40
E/Ea 102 + 28 121 + 47 84 + 38 99+21

Data are mean percentages of baseline values = SD. " p < 0.05 vs. baseline value; *: p<0.05 versus untreated
healthy group; 1: p<0.05 between statin and untreated rats in each group healthy or diabetic rats; : p<0.05
between healthy statin rats and diabetic statin rats. LVEF= left ventricular ejection fraction; LVSF= left
ventricular shortening fraction; IVRT= isovolumic relaxation time; E= peak velocity of early mitral flow; DT=
deceleration time of E wave, E/Ea= E peak velocity of early mitral flow/Ea early diastolic velocity of lateral
mitral annulus ratio.

TABLE 3. Comparison of Inotropic Response to p-adrenergic Stimulation of Left
Ventricle Papillary Muscles of Healthy or Diabetic rats, Pretreated or Not With
Atorvastatin.

Isoproterenol Healthy _Untreated Health_y Statin Diabetic Uftreated Diabeti_c Statin
(n=8) (n=8) rats(n=8) (n=8)
V nax AFI/s V max AFI/s V max AF/s V max AF/s
maxEFF (%) 181+11*  184#22*  194+30*  177422*  128+7* 112+15%T  174+27*%  158+34*'*
Cso (UM) 0.16+0.15 0.20+0.15 0.91+1.14 0.81+1.15 0.07+0.06 0.07+0.05 0.09+0.08 0.28+0.34

Data are mean + SD; *: p<0.05 versus untreated healthy group; f: p<0.05 between statin and untreated rats in
each group healthy or diabetic rats; §: p<0.05 between healthy statin rats and diabetic statin rats. V.= maximal
unloading isotonic shortening velocity; AF/s= active force normalized per cross-sectional area during isometric
contraction; m.xEff= maximal effect of isoproterenol on AF as percentage of baseline value; Cso= concentration
of isoproterenol producing 50% of the maximal effect.
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2.4 : Etude n° 4: Etude du role de MRP4 dans la dysfonction [-

adrénergique de la cardiopathie diabétique

Atorvastatin Reduces p-Adrenergic Dysfunction in Rats with Diabetic Cardiomyopathy.

Carillion A; Feldman S, Hatem S; Hulot JS; Riou B; Amour J.

Submitted
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Buts :

Le diabete induit en quelques années une cardiopathie indépendamment de toute
comorbidité et méme en cas de contrdle glycémique optimal. Les principales caractéristiques
sont une dysfonction diastolique avec une fonction systolique préservée au repos mais une
diminution de la réponse inotrope positive lors de la stimulation B-adrénergique.” Cette
dysfonction favorise I’instabilité hémodynamique en péri-opératoire par exemple Elle est en
partie expliquée par une surexpression des récepteurs B3-adrénergiques et une augmentation
de la dégradation de I’AMPc, second messager intracellulaire de la signalisation B-
adrénergique.? Néanmoins, la correction de ces altérations n’a qu’un effet de restauration

partiel suggérant une atteinte a d’autres niveaux de la signalisation.

Le canal effluent MRP4 (multidrug resistance associated protein 4) participe a la
régulation de la concentration intracellulaire d’AMPc.”* Ce transporteur efflue des
cardiomyocytes I’AMPc produit en particulier lors de la stimulation des récepteurs [-
adrénergiques. Chez les diabétiques, 1’expression de MRP4 est augmentée dans le foie et les
reins de souris diabétiques® mais n’a a notre connaissance jamais été évaluée dans le cceur

des diabétiques.

L’objectif de ce travail a donc été d’évaluer le role de MRP4 dans 1’altération de la

réponse a la stimulation des récepteurs B-adrénergiques dans la cardiopathie diabétique.

Meéthodes :

Pour répondre a cette question, nous avons compareé des rats jeunes adultes sains a des
rats de méme age rendus diabétiques par une injection de streptozotocine (15mg.kg™ en

intraveineux direct, analyse 6 semaines apres). La fonction contractile a été évaluée in vivo
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par échocardiographie sur la fraction de raccourcissement (FRVG) et la fraction d’¢jection
ventriculaire gauche (FEVG) et in vitro par lonoptix® sur des cardiomyocytes isolés, par la
mesure du raccourcissement des sarcoméres (amplitude, vitesse maximale, délai de pic
normalisé), et de la transitoire calcique par la mesure des variations d’amplitude de I’intensité
de fluorescence de la sonde Fura2-AM. La stimulation des récepteurs -adrénergiques a été
réalisée par I’application d’isoprotérénol, un agoniste des récepteurs [-adrénergiques
(10pg.kg.min in vivo et 10°M in vitro). Les expériences ont été menées avec une inhibition
sélective du transporteur MRP4 par le MK571 pour déterminer le rble de ce transporteur
(30mg.kg™ in vivo et 10° M in vitro). L’expression de la protéine MRP4 a été évaluée par
Western Blotting sur des homogénats de ventricule gauche. Les résultats sont exprimés en

moyenne * DS.

Résultats :

Nous avons retrouvé une contractilité basale normale et une altération de la réponse a
la stimulation des récepteurs B-adrénergiques chez les animaux diabétiques comme dans les
études déja effectuées sur ce modele. L’effet inotrope positif de 1’isoprotérénol était réduit
chez les rats diabétiques in vivo (FEVG 108+7 vs. 124414, P=0.009, sur 8 rats par groupe, en
% en de la valeur de base) comme in vitro (amplitude de raccourcissement 10521 vs.
138+36, P=0.09, temps au pic de raccourcissement 84+9 vs. 7+20, P=0.046, vitesse maximale
de raccourcissement 13453 vs. 177+77, P=0.036, en % en de la valeur de base) par rapport

aux rats sains.

L’expression de MRP4 était 2,4 fois supérieure dans les ventricules gauches de rats

sénescents comparés aux jeunes adultes (P=0.045 sur 5 rats par groupe).
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L’inhibition de MRP4 par MK571 a restauré I’effet inotrope positif, in vivo, chez les
rats diabétiques en comparaison aux rats diabétiques non traités (FEVG 124+9% vs FEVG
10847, en % de valeur de base respectivement; P=0.05) et in vitro (amplitude de
raccourcissement 135+28% vs 84+9, en % de valeur de base respectivement, P=0.001) vitesse
maximale de raccourcissement 17657 idem, P=0.024 par rapport aux cardiomyocytes
diabétiques non traités). Apres I’inhibition de MRP4 par le MK571, I’effet inotrope positif de
la stimulation B-adrénergique était restauré in vivo et in vitro dans les cceurs diabétiques par

rapport au coeur sains.

Conclusion :

Dans ce travail nous avons pu montrer que I’inhibition du transporteur MRP4 restaure
la réponse inotrope positive a la stimulation des récepteurs B-adrénergiques dans la
cardiopathie diabétique in vivo comme in vitro. La surexpression de MRP4 dans les coeurs
diabétiques semble lui donner un réle particulier dans cette condition physiologique en

augmentant I’extrusion de I’AMPc produit lors de la stimulation B-adrénergique.
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Over-expression of CAMP effluent protein MRP4 induces an altered
response to p-adrenergic stimulation in the diabetic rat heart

Aude Carillion, M.D.,” Sarah Feldman,” Fabrice Atassi, Ph.D.," Nathalie Mougenot, I+ Jean-Sébastien
Hulot, M.D., Ph.D.,"" Bruno Riou, M.D., Ph.D.,* Julien Amour, M.D., Ph.D.”

Abstract

Background: In the diabetic heart, the positive inotropic response to B-adrenoceptor stimulation is
reduced, partly by the dysregulation of p1- and p3-adrenoceptors. The multi-drug resistance protein
MRP4 takes part in the control of intracellular cAMP concentration and contributes to the -adrenergic
dysfunction of the senescent heart but its role in the diabetic heart remains unknown.

Materials and Methods: The B-adrenergic responses to isoproterenol were investigated in vivo (stress
echocardiography) and in vitro (isolated cardiomyocyte by lonoptix® with sarcomere shortening and
calcium transient) in healthy and diabetic rats (6 weeks after streptozotocin injection), with
pretreatment or not with MK571, a specific MRP4 inhibitor. MRP4 was quantified in left ventricular
homogenates by Western Blotting. Data are mean = SD expressed as % of baseline value.

Results: The positive inotropic effect of isoproterenol was significantly reduced in diabetic rats in vivo
(left ventricular shortening fraction 108 + 7% vs. 124 + 14%, P=0.009, n=15 rats) and tending to be
reduced in vitro (sarcomere shortening 105 + 21% vs. 138 £ 36%, P=0.09, n=15 cells by group) as
compared to healthy rats. MRP4 expression increased 2.4-fold in diabetic compared to healthy rat
myocardium (P=0.045, n=5 rats per group). In diabetic rats the inhibition of MRP4 by MK571
restored the positive inotropic effect of isoproterenol in vivo (124 £ 9%, n=8 rats). In vitro in diabetic
cardiomyocytes pretreated with MK571, both sarcomere shortening (135 + 28% vs. 105 + 21%,
P=0.01, n=15 cells per group) increased significantly.

Conclusions: MRP4 over-expression contributes to the reduction of the positive inotropic response to
B-adrenoceptor stimulation in the diabetic heart.
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Introduction

In the diabetic heart, diastolic d}"Sfl.lnCtiOIl]-g
and a reduced response to [-adrenoceptor
stimulation are observed which may contribute to
hcmodgnamic instability during the perioperative
period.” Down-regulation of pl- and p2-
adrenoceptors impair the positive inotropic effect of
p-adrenergic stimulation' whereas over-expression
of P3-adrenoceptor increases nitric oxide (NO)
production via NO synthase 1 (NOS1), activates
protein kinase G and then promotes the increased
hydrolysis  of ¢AMP by activation  of
phosphodiesterases." However, these abnormalities
only partly contribute to the alteration of the p-
adrenergic pathway.

A complementary mechanism of regulation
of ¢cAMP has been recently described, the multi-
drug resistance protein 4 (MRP4).* * This channel
was first described in resistance to chemotherapy as
it allows malignant cells to extrude the drug and
survive’ but further studies revealed its role as
transporter of  cyclic nucleotides.”™ In
cardiomyocytes and vascular smooth cells, MRP4 is
located at the plasma membrane level® and extrudes
cAMP.* *? In vitro inhibition of MRP4 increased
intracellular ¢AMP level and protein kinase A
(PKA) activity,’ leading to a greater positive
inotropic effect of p-adrenoceptor stimulation. In
mice with genetic deletion of MRP4, an increase in
cAMP has been observed in cardiomyocytes after
adenylyl cyclase stimulation. We have recently
shown that in senescent heart, MRP4 overexpression

contributes to the reduced response to [-
adrenoceptor stimulation. '’ However, the
involvement of MRP4 in the [j-adrenergic

dysfunction in the diabetic heart had not yet been
studied.

This study tested the hypothesis that an over-
expression of MRP4 contributes to the altered
response of the [-adrenoceptor stimulation in the
diabetic heart.

Materials and Methods

Animals
Experiments were conducted in an
authorized laboratory under supervision of an

authorized researcher (JA, A-75-20-81). Young
adults Wistar male rats (3 months old) have been
studied in two groups: healthy rats and diabetic rats
(6 weeks after a single intravenous injection of

mg.kg” streptozotocin). Animals were purchased
from Janvier (Le Genest St Isle, France) and cared
according to the Guiding Principles in the Care and
Use of Animals in a labeled housing place (B-75-13-
08) with food and water ad libitum. The heart was
removed under anesthesia after the measurements of
arterial blood pressure and weighed, except for the
hearts used for the isolation of cardiomyocyies, in
order to shorten the time of ischemia. Then the lefi
ventricle was carefully dissected and frozen in liquid
nitrogen for Western Blotting experiments.

Stress Echocardiography

Transthoracic stress echocardiography was
performed on anesthetized rats under 1-2%
isoflurane using a General Eleciric Vivid 7
instrument (Aulnay-sous-Bois, France) as previously
described.” > ' ' Systolic function and inotropy
were studied with left ventricular shortening (LVSF)
and ejection (LVEF) fractions using a modified
version of Simpson’s analysis on parasternal short-
axis and long-axis views in M mode. These
variables were measured in basal conditions and
under B-adrenergic stimulation using isoproterenol
(10 pgkg'min',  continuous  intravenous
administration) with or without intravenous
pretreatment with MKS571 (30 mg.kg'], Enzo Life
Sciences, Villeurbanne, France) a specific inhibitor
of MRP4" > 2 or the same volume of NaCl 0.9% as
control.'” Stress values were determined after
stabilization of heart rate (HR) 6 min after each drug
administration.

Arterial pressure measurements

In vive, at least two days after the
echocardiographic  assessment, the rats were
anesthetized using pentobarbital (50 mg.kg”

intraperitonally) to measure arterial blood pressure.
Pressure transducer catheter (size 2F, Millar Micro-
tip catheter transducer, model SPR-407; Millar
Instruments, Inc, Houston), was introduced into the
right carotid artery and connected to a pressure
transducer (Gould Electronic, Cleveland, OH). After
stabilization, the arterial systolic, mean (MAP) and
diastolic pressures were recorded. From the arierial
blood pressure tracings, the HR and the maximum
positive values of first derivative of arterial pressure
(+dP.dt") were quantified. The cardiac variables
were recorded under baseline conditions and under
B-adrenergic stimulation using isoproterenol (10
ne. kg"] min™, continuous intravenous
administration though the tail vein) with or without
pretreatment with MK571 (6 minutes after an
intravenous administration of 30 mg.kg™ through the
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tail vein)* ' or the same volume of normal saline as

a control." Stress values were determined after
stabilization of HR.

Measurements of intracellular calcium transient and
coniractile function in isolated cardiomyocytes

Ventricular cardiomyocytes were isolated
from rat hearts removed under intravenous
anesthesia (pentobarbital 65 mgke-1,
intraperitonally) on a Langendorf apparatus using
enzymatic digestion by collagenase A (Roche
Diagnostics, Meylan, France) in a HEPES buffer
(1177mM NaCl, 57 mM KCI 1.5mM KH,PO;,
4.4mM NaHCOs, 1.7 mM MgCl,, 11.7 mM glucose,
10 mM creatine, 21 mM HEPES and 20 mM taurine,
all form Sigma-Aldrich, L’Isle d’Abeau Chesnes,
Saint-Quentin  Fallavier, France) as previously
described'™ . The cells were filtered and washed
and calcium was progressively added to reach 0.5
mM. Freshly isolated cardiomyocytes were used in
the same day after loading for 20 min at room
temperature  with Fura2-AM  (1pM, Molecular
Probes,  Invitrogen,  Saint-Aubin,  France).
Contractility and calcium transient of the
cardiomyocytes electrically stimulated at 1 Hz and 8
Volts in a room at 25°C were assessed on each cell
with a lonoptix” platform (lonoptix Corporation,
Milton, MA)." Only ventricular rod-shaped
cardiomyocytes with sharp edges were studied.
Cardiomyocytes with spontaneous contraction or
sarcolemal blebs were avoided. The contractile
properties of the cardiac myocytes were analyzed
with  the TonWizard®  software  (lonoptix
Corporation) from the trace of the sarcomere
shortening by peak shortening (PS). time to PS and
the maximum shortening velocity (-dL.dt") for the
shortening phase and time to 90% relengthening
(TR90) and the maximum relengthening velocity
(+dL.dt™") for the relengthening phase were
recorded. Myocytes were alternatively exposed to a
light of 340 and 380 nm by the Fluorescence System
Interface with Hyperswitch (lonoptix Corporation).
Fura2-AM is a fluorescent dye whose emission
wavelength depends on the calcium concentration
and the ratio 340/380 of fluorescence of the Fura2-
AM is correlated to the intracellular calcium level.™
The changes in Fura2-fluorescence intensity (FFI)
reflect the variation of the intracellular calcium level
during the cardiac cycle. also known as calcium
transient. The calcium transient was described in our
study by the AFFI, amplitude of the FFI increase
after twitch (peak FFl-baseline FFI) and the time
course of the fluorescence constant decay (tau). The
inhibition of MRP4 was provided by a pretreatment
with  MK571  (10"M). The contraction and

fluorescence ratio of the cardiomyocyte were
recorded continuously at basal condition and after
adjunction of isoproterenol (10 M). Since
calibration was not performed, only percent changes
with isoproterenol and baseline values of AFFI
could be compared between groups. Stress values
were evaluated at maximal cell contraction.
Contraction and fluorescence of 10 representative
cells were recorded on each slide and the mean
value was used for statistics.

Western Bloiting

The left wventricles were removed from
anesthetized rats and frozen in liquid nitrogen. The
samples were homogenated in a lysis buffer (50 mM
Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% triton,
phosphatase and protease-inhibitor cocktail, Sigma-
Aldrich). The protein concentration was determined
by the Bradford protein assay (Bio-Rad, Marnes-la
Coquette, France). After denaturation in Laemmli
buffer, 60 ug of total protein extract was loaded in
each lane for separation in a SDS 9% PAGE gel and
transferred on a nitrocellulose membrane (Hybond,
Amersham, GE Healthcare, Velizy, France). After
saturation in milk, each membrane was incubated
overnight at 4°C with primary antibodies (anti-
MRP4 1/200: M41-80 (Abcam. Paris. France) and
anti-glyceraldehyde  3-phosphate dt:hy'dmgenasc
(GAPDH) 1/1500 (ab9485, Abcam)).™ '” The day
after, membranes were washed with TBS Tween and
incubated with appropriate secondary antibody (anti-
rat 1/2500, anti-rabbit 1/2500, all from Cell
Signaling, Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines,
France). Relative quantification of the targeted
protein was achieved by fluorescence recording on
EthanDIGE reader with an ECL" detection system
(GE Healthcare, Velizy, France). MRP4 was
detected at 150 kDa and GAPDH at 37kDa. MRP4
expression was quantified using Image J software
(NIH, Bethesda, MA) and normalized versus
GAPDH expression to ensure no variation in protein
gel loading.

Statistical Analysis

Data are expressed as mean = SD. We used
absolute values to compare baseline characteristics
between healthy and diabetic rats and delta percent
changes from  baseline to compare the
pharmacological effects. * 1011 131518 A ¢ 9 matter
of fact, SD of delta percent changes represents the
variation of the pharmacological effect we are
measuring whereas the SD of absolute values mainly
reflects inter-individual differences. Moreover, some
variables were expected to significantly differ at
baseline because we compared healthy and diabetic
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rats. The main criteria of our study was sarcomere
shortening, especially peak shortening (PS). Means
were compared using the Student t test or one-way
analysis of variance with post-hoc test Newman-
Keuls. All P values were two-tailed and a P value of
less than 0.05 was considered as significant.
Statistical analysis was performed using NCSS 7.0
software (Statistical solutions Lid.).

Results
Baseline characteristics

Baseline characteristics of rats are reported
in Table 1. We studied a total of 21 healthy and 21
diabetic rats. As expected diabetic rats had
significantly lower body weight and heart weight
than healthy rats but the heart to body weight ratio
was not significantly different between groups.
Diabetic rats exhibited a higher glucose blood level
without acidosis.

In vive using echocardiography, HR in
diabetic rats was significantly lower in diabetic than
that in healthy rats (Table 1). Both LVEF and LVSF
were not significantly different between diabetic and
healthy rats. Diastolic function was altered in
diabetic rats with a prolonged isovolumic relaxation
(27+6 vs. 13£3 sec., p<0.05) without elevation of
cardiac filling pressure. During invasive pressure
recording, 2 healthy and 5 diabetic rats exhibited
ventricular fibrillation or asystole and were excluded
from the analysis. At baseline conditions i vive, the
HR and the MAP were also significantly lower in
diabetic rats (Table 1). In vifro the cardiomyocytes
from diabetic rats displayed reduced PS and
increased time to PS (Table 1).

The inotropic effect of isoproterencl was
reduced /n vive in diabetic rats with a reduced
increase in LVEF and LVSF as compared to healthy
rats (Fig. 1). The increase in heart rate was not
significantly different between diabetic and healthy
rats. fn vitro, isoproterenol induced a non-significant
increase in PS in diabetic cardiomyocytes ( Table 2)
(Fig. 2). The positive inotropic and lusitropic effect
of isoproterenol was reduced in diabetic cells
compared to healthy cells with an altered reduction
of TPS and a reduced increase in -dL.dt™ and + dl.dt
! (Table 2) (Fig. 2). In diabetic group, calcium
transient increase was less important than in healthy
group (Fig 3).

Table 1. Charactenstics of healthy and diabetic rats.

Healthy Diiabetic
General characteristics
(mo, of rats) (n=21} n=21)
Baody weight (g) IM £ 10 199 £ 107
Hearl weight (mg) HE=29 334£ 107
(no. of rats) (n=14} (n=16)
Heart weight! body weight {Tnj_:.g'-] 22207 21206
Glucose blood level {mh) 101 477
Bicarbonate blood level (mM) x4 24+ 4
Echocardiography
(mo, of rats) (n=16) n=16)
Heart rate {beats.min™) 66+ 33 293 & 327
LV gjection fraction {%s) Bl £7 Bl+a
LV shortening fraction (%) 4726 467
Arterial cathete rization
(mo, of rats) (=111} n=T7)
HR (heats, min™") 420 £ 35 326+ 32¢
Systolic arterial pressure (mmHg) 130 £ 16 115+ 15
Digstolic arterial pressure (mmHg) 105 £ 12 Bo= 147
Mean anenal pressure (mmHg) 113 £ 13 a7+ 147
-dP.di‘ﬂnnnH_g.:i"-] 2680 £ 501 1857+ 1088
Sarcomere kinetics
(o, of slides / from no, rats) (n=15/5) (n=15/%)
PS (%) 9626 1012211
TES {ms) 116 +22 189 = 26
-l e {mmsT) 2O =00 23209
dL.dt {mms™) 2612 251
TR0 (ms) 281 211 354 + 60
Caleinm transient
(no. of slides) (n=15) (n=15)
AFFI (arbitrary units ) B4 £ 26 T2£24°
Tau {ms) 12516 186+ 30*

Data are mean + SD. ' P<005 vs Healthy. " Because calibration was not
performed, these values could not be compared between Healthy and Diabetic
rals

Effects of MK 751, a specific inhibitor of MRP4

Administration of saline or MK571 did not
significantly modify any hemodynamic variables in
the diabetic or healthy groups in vive (Table 2).
Nevertheless, in healthy rats during
echocardiography,  the isoproterenol-induced
increase in HR seems to be blunted by MKS571
(Table 2), an effect not observed during arterial
catheterization (Table 2). We did not test the direct
effect of MKS571 on sarcomere shortening and
calcium transient since isolated cells were incubated
with or without MK571. Nevertheless, we did not
observe any significant difference in the groups
incubated with or without MK571 except for a
reduced TPS in diabetic cells with MK571 (Table
2).

Effects of MKS71 on B-adrenoceptor stimulation
In vivo, using echocardiography, the positive

inotropic effect of p-adrenoceptor stimulation was
altered in diabetic rats as compared with healthy
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rats. Pre-treatment with MKS571 restored the positive
inotropic effect in the diabetic group to the level
observed in healthy rats on echocardiographic as
well as invasive pressure parameters (Fig. 1).
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Pretreatment  with MKS571  restored the
positive inotropic response of sarcomere shortening
in diabetic cardiomyocytes returning to the level
observed in healthy cardiomyocytes whergas it had
no significant effect in healthy cardiomyocytes
{Table 2) (Fig. 2). The increase in calcium transient
was  not  significantly  increased in  diabetic
cardiomyocytes pretreated with MK571 than in non-
pretreated diabetic cells (P=0.70) (Fig. 3).
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Figure 1. Comparison of the effect of isoproterenol on heart rate (HE. panel A), mean arterial blood pressure (MAP, Panel B}, and positive
first derivative for maximal rates of arterial pressure development (+dP_dt™'. Panel C). and left ventricular shortening fraction (LVSF. panel D)
in healthy and diabetic rats with and without ME 571. HR, MAP, and (+dP.dt"") were obtained during invasive catheterization (n=8 in each
group), and LVSF was obtained during echography (n=8 in each group). Data are mean = SD. *: P<0.05 vs group without ME571; ™: P<0.05

vs Healthy group.
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Table 2. Comparison of the Response to Beta-Adrenergic Stimulation in Healthy and Diabetic rats
With or Without Pretreatment by MK571.

Healthy Healthy with MKS571
Baseline  Saline Iso Baseline MKS7I Iso
Echocardiography
(no, of rats) (n=8§) (n=8)
Heart rate (beats.min™) 361 £ 40 358+20 421 +30*% | 371 +28 I58+17 387+ 20
LV ejection fraction (%) 79+ 9 T8 +7 Of + 3* 83 +5 87 £ 5% Q7 £ 2%
LV shortening fraction (%o) 46+ 6 457 72+ R* 47 +£5 53 LR 71+ 5%
Invasive catheterism
(no. of rats) (n=6) (n=4)
HR (beats.min) 440+ 17 450+£33  530+£23% | 3RO £33 B4 £ 41 525+ 50%*
Mean art pressure (mmHg) [ 11615 11011 61 + §* 10911 107+12 60 + 8*
+dP.dt! (mmHg.s") 2800566 26004860 6733£1115% 25004383 20933+£787 5BD0+]640*
Sarcomere kinetics
(no. of slides) (n=15/5) (n=15/5)
PS (%) 0.6+2.6 NA 11.3£3.0%) 79+26 NA 13,1+ 4.3
TPS (ms) 116+ 22 107 + 14 129 +29 108 + 16*
-dLdtr! (mmsT) -2.9+£09 49+ 1.1%| -24+09 4310
+dLdt! (mms™) 26+1.2 I6L£15% | 19£1.0 3A4L10*
TR9O (ms) 284+ 11 221 +54 | 293 +12 217 + 48%
Diabetic Diabetic with MKS71

Baseline  Saline Is0 Baseline MK571 5o
Echocardiography
(no, of rats) (n=%) (n=8)
Heart rate (beats.min™) 307+23  310+£20 388+54% | 274434 256+26 327+ 19%]
LV ejection fraction (%) 84+ 5 80+ 4 90 + a*f 8l +5 80+3 97 £3*}
LV shortening fraction (%o) 48+ 7 4T £5 63 &£ | 5% 45+ 5 44 +£3 T2+ 9%
Invasive catheterism
(no. of rats) (n=4) n=3)
HR (beats.min) 330+ 35F 300+ 49% 405 +£75% | 320+ 35 3204341 480+ 1%}
Mean art pressure (mmHg) 97+ 12 17 +£12 70 + 6% 98 £ 20 100+ 19 T+ 16*
+dPdr' (mmHg.s") 250042000 23005476 2600=1211F] 2333£1701 22001637 3300+1652
Sarcomere kinetics
ino. of slides) n=15/5) =15/ 5
PS (%) 10 12, 1% NA 10,7+ 2.8 | 9.1+2.0¢ NA 12.041.9%11
TPS (ms) 189 + 26+ 157+ 17% | 160+30F} 147 + 12%4
-dLdtr! (mmsT) -23+£09 SO0ELI* | 22106 3.8E 1%
+dLdt! (mm.s™) 25+ 1.0 2.8+1.1 23+£06 33 +0.6*
TRS0 (ms) 354 + 60 276 & 34%F | 328 £ 704 256 £ 20%

Data are mean + SD. *: P<0.05 vs. baseline; T: P<(0.05 vs. healthy; £: P<0.05 vs. non treated; NA : not
applicable, Iso : isoproterenol, Mean art pressure : mean arterial pressure.
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Figure 2, Sarcomens kinetics: comparison of the effect of isoproterenol on the
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Figure 3. Calcium transient: comparison of the effect of isoproenenal { 10r* M)
on the amplitude of cakium ransient (AFFL, panel A) and time decay constant
of the caleium transient (law, panel B) in solated cardiomyocyies from healthy
and diabetic rats with and without MK 571 {n=41 to 43 cells in each group)
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Expression of MRP4

In diabetic rats, MRP4 protein expression
increased 2.4-fold in comparison to healthy rats
(P=0.045) (Fig. 4).
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Figure 4; Representative Westem blot (Panel A) and nomalized densiiometric
data (Pane] B) showing left ventricular expression of MRP4 protein in healthy
and diabetic rats (=5 in each group) Data are mean + 50

Discussion

In the current study we confirmed that the
positive  inotropic response to  P-adrenoceptor
stimulation is altered in diabetic hearts. We
observed that the expression of MRP4 was 2.4 fold
increased in left wentricle of diabetic rats and
inhibition of MRP4 by MKS571 restored the positive
inotropic effect of P-adrenoceptor stimulation in
diabetic rats both in vive and in viiro. Consequently
these results strongly support the role of MRP4 in
the altered P-adrenergic response in the diabetic
heart.

fn vivo, our results confirm that the basal
systolic function was preserved (LVEF and LVSF)
in diabetic hearts with diastolic dysfunction, as
previously observed.” In virro, the cardiomyocytes
extracted from diabetic rats exhibited an impaired
sarcomere shortening with prolonged duration of
shortening (TPS) and re-lengthening (TR90)
consistent with in vivo results and the litterature.””
The positive inotropic response to [i-adrenocepior
stimulation was reduced in diabetic rats both in vivo
and in vitro. The diabetic heart displays different
mechanisms to preserve itself from an excessive
work, such as the reduction of positive chronotropic
and inotropic effects of the P-adrenergic stimulation.
[f-adrenergic dysfunction may contribute to long-
term saving of heart function and senescence
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adaptation. Unfortunately during critical time, this
f-adrenergic dysfunction limits cardiac output
adaptation and favors hemodynamic instability in
aging patients.” Although p-blockers have been
shown to improve long-term survival in patients
with chronic heart failure and may be also beneficial
during the perioperative period, deleterious effects
have also been clearly demonstrated in the
perioperative period when bleeding or postoperative
complications occur.

Several modifications in the [-adrenergic
signaling pathway have been described in the
diabetic heart.”® Due to decreased expression of fi1-
and (2-adrenoceptors, less cAMP is produced in the
diabetic heart after isoproterenol. The effect of
direct stimulation of adenylyl cyclase is also reduced
but the effect of a cAMP analog is preserved,
confirming the crucial role of intracellular cAMP
level in the f-adrenergic response.” fi3-adrenoceptor
induces the production of NO by NOSI that
activates protein kinase G which increases the
catabolism of c¢AMP by phosphodiesterase
activation” An increase in P3-adrenoceptor
expression and activity in the diabetic heart’
contributes to the reduction of the positive inotropic
effect of p-adrenergic stimulation as we also
described in the senescent cardiomyopathy."!

The trans-membrane protein MRP4 is known
as an effluent pump of cyclic nucleotides in
platelets,” hepatic * and renal cells.”’ MRP4 is over-
expressed in the liver of female aging mice.” In
vascular smooth cells "% and cardiomyocytes,’
MRP4 is known to control the efflux of cAMP. In
cultured cells, MRP4 could regulate the sub-
membrane pool of cAMP by efflux and interaction
with phosphodiesterases."” We have recently
demonstrated that in the senescent heart MRP4
overexpression is responsible for an increased
effluent ability for cAMP synthetized after f-
adrenoceptor stimulation and strongly impacts the
magnitude of the positive inotropic effect of [-
adrenergic signaling pathway. In this context, the
significant over-expression of MRP4 observed in
diabetic rats suggests a similar role of MRP4 in the
diabetic cardiomyopathy.

MEKS571 has been used as a specific inhibitor
of MRP4,"%1112 The effect of MK571 is rapid and
constant  after intravenous administration.'**
Inhibition of MRP4 by MKS571 induces an elevation
in ¢cAMP intracellular concentration in vascular
smooth cells ' and cardiomyocytes.'” Combined
inhibition of MRP4 and phosphodiesterases induces
an elevation of ¢cAMP more important than with

isolated inhibition of MRP4 suggesting that the two
mechanisms may be additive.'' Inhibition of MRP4
by MK571 enhanced the chronotropic effect of
isoproterenol in neonatal mice cardiomyocytes."” In
our study, MK571 had no or little effect on in vivo
or in  vitro contractility before [-adrenergic
stimulation. This result is consistent with the fact
that MKS571 is not a direct agonist of p-
adrenoceptors and MEP4 only affects submembrane
compartment of cAMP produced after f-adrenergic
stimulation.” The elevation of c¢AMP afier
isoproterenol  stimulation of isolated cardiac
myocytes from 9 month-old mice is increased by
silencing of MRP4.” In agreement with these results,
we demonstrated here that MRP4 inhibition restored
the positive inotropic effect of P-adrenoceptors
stimulation both in vivo and in vitro in the diabetic
rats. MRP4 may extrude the cAMP produced by -
adrenoceptor stimulation by isoproterenol and may
limit the increase in intracellular second messenger
concentration. The intracellular calcium  level
closely reflects the contractility of a muscle as it is
directly involved in the actin‘myosin interaction and
muscle shortening. The p-adrenergic stimulation
induces a positive inotropic effect via cAMP
production which activates the protein kinase A.
Activation of protein Kinase A increases calcium
transient after phosphorylation of targeted proteins
(calcium channel, ryanodine receptor, sarco-
endoplasmic reticulum ATPase and troponin). Since
calecium  transient was altered in  diabetic
cardiomyocytes and since we observed an increase
in calcium transient amplitude and sarcomere
shortening induced by p-adrenergic stimulation after
MK751 pre-treatment, we can conclude that MRP4
over-expression plays a role in the altered inotropic
response of f-adrenergic stimulation in the diabetic
heart.

The following points have to be considered
to assess the clinical relevance of our results. First,
these experiments were conducted in rats and the
results may not be generalized to humans as rat
myocardium  exhibits several differences with
human myocardium, including MRP4 expression
and function.” Further experiments are mandatory
to confirm the increased expression and the role of
MEP4 in the human diabetic heart. Second, in vivo
studies require anesthetized animals. We used
isoflurane inhalation for echocardiography and
pentobarbital for arterial blood pressure recordings.
Halogenated agents are known to interfere with fi-
adrenergic stimulation in different cardiomyopathies
227 but our results are consistent, regardless of the
anesthetic technique used. Since the isoproterenol-
induced increase in HR seems to be blunted by
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MKS571 in healthy rats during echography (i.e. with
isoflurane) but not during arterial catheterization
(i.e. with pentobarbital) we cannot rule out the
hypothesis that an interaction between MES571 and
baroreflex activity was differentially altered by
anesthetics in vivo. Third, in vifre experiments may
be affected by a selection bias as cardiomyocytes
surviving to cell isolation may differ from the more
disabled ones present in the total heart. Fourth, we
used MKS571 to selectively inhibit MRP4. This drug
is also an inhibitor of the CysLTlreceptor for
leukotrienes D4'°** The inhibition of CysLT1 and
CysLT2 receptors by MKS571 could alleviate the
negative inotropic effect due to leukotrienes D4 in
heart and be confusing in interpretation of our
results.'”* We have previously shown that the
effect of the MK571 observed in the senescent heart
was not related to an action on CysLTI and CysLT2
receptors. However, we camot rule out an
implication of these receptors in the diabetic heart or
the possibility that the in vivo effects of MK571
could also be modulated by CysLTI receptor in
vascular smooth muscle . Fifih, in a therapeutic
view, chronic inhibition of MRP4 may alter other
organ function or may be compensated by an
increase in phosphodiesterases.

In conclusion, we observed that MRP4 is
over-expressed in the heart of diabetic rats and plays
an important role in the altered positive inotropic
response to f-adrenoceptor stimulation.

Acknowledgement

We thank Dr. David Baker DM, FRCA,
(Department of Anesthesiology and Critical Care,
Hopital Necker-Enfants Malades, Paris) for
reviewing the manuscript.

References

1. Amour J, Loyer X, Le Guen M, Mabrouk N,
David 1S, Camors E, Carusio M, Vivien B,
Andriantsitohaina R, Heymes Cand Riou B. Altered
contractile response due to increased beta3-adrenoceptor
stimulation in diabetic cardiomyopathy: the role of nitric
oxide synthase 1-derived nitric oxide. Anesthesiology.
2007;107:452-60.,

2. Amour J and Kersten JR. Diabetic
cardionryopathy and anesthesia: bench to bedside.
Anesthesiology, 2008;108:524-30,

EN Amour J, Lover X, Michelet P, Birenbaum A,
Riou B and Heymes . Preservation of the positive
lusitropic effect of beta-adrenoceptors stimulation in
diabetic cardiomyopathy. Amesthesia and analgesia.
2008;107:1130-8.

4, Sassi Y, Abi-Gerges A, Fauconnier J, Mougenot
M, Reiken S, Haghighi K, Kranias EG, Marks AR,

126

Lacampagne A, Engelhardt 5, Hatem SN, Lompre AM
and Hulot IS, Regulation of c AMP homeostasis by the
efflux protein MRP4 in cardiac myocytes. FASER

Jowrnal : official publication of the Federarion of

American Societies for Experimenial Biology.
2012;26:1009-17.

5. Hara Y, Sassi Y, Guibert C, Gambaryan N,
Darfmuller P, Eddahibi 5, Lompre AM, Humbert M and
Hulot JS. Inhibition of MRP4 prevents and reverses
pulmonary hypertension in mice. The Jowrnal of clinical
investigation. 2011;121:2888-97,

6. Sampath I, Adachi M, Hatse 5, Naesens L.,
Balzarini J, Flatley RM, Matherly LH and Schuetz JD.
Role of MRP4 and MRPS in biology and chemotherapy.
AAPS pharmSci, 2002:4:E14,

7. Xie M, Rich TC, Scheitrum C, Conti M and
Richter W. Inactivation of multidrug resistance proteins
disrupts both cellular extrusion and intracellular
degradation of cAMP. Molecular pharmacaology.
2011;80:281-93.

8. Sellers ZM, Naren AP, Xiang Y and Best PM.
MRP4 and CFTR in the regulation of cAMP and beta-
adrenergic contraction in cardiac myocytes. Enropean

Jownal of pharmacology. 2012;681:80-7.

9, Sassl Y, Lipskaia L, Vandecasteele G, Nikolaev
WO, Hatem SN, Cohen Aubart F, Russel FG, Mougenot
M, Wrignaud C, Lechat P, Lompre AM and Hulot JS.
Multidrug resistance-associated protein 4 regulates
cAMP-dependent signaling pathways and controls humar
and rat SMC proliferation. The Jownal of clinical
investigation. 2008;118:2747-57.

10, Carillion A, Feldman S, Jiang C, Atassi F, Na N,
Mougenot N, Besse 5, Hulot 1S, Riou B and Amour J.
Onverexpression of cyelic adenosine monophosphate
effluent protein MRP4 induces an altered response to
beta-adrenergic stimulation in the senescent rat heart.
Anesthesiology. 2015;122:334-42.

11. Birenbaum A, Tesse A, Lover X, Michelet P,
Andnantsitohaina R, Heymes C, Riou B and Amour 1.
Involvement of beta 3-adrenoceptor in altered beta-
adrenergic response in senescent heart: role of nitric
oxide synthase 1-derived nitric oxide. Anesthesiology.
2008;109:1045-53.

12. Eppihimer MJ, Russell J, Anderson DC, Epstein
CJ, Laroux 5 and Granger DN, Modulation of P-selectin
expression in the postischemic intestinal
microvasculature. The American journal of physiolagy.
1997:273:G1326-32.

13. Biais M, Jouffroy R, Carillion A, Feldman 5,
Jobart-Malfait A, Riou B and Amour J. Interaction of
metabolic and respiratory acidosis with alpha and beta-
adrenoceptor stimulation in rat myocardium.
Anesthesiology. 2012;117:1212-22.

14. Ren J. Attenuated cardiac contractile
responsiveness to insulin-like growth factor [ in
ventricular myocytes from biobreeding spontaneous
diabetic rats. Cardiovascular research. 2000:46:162-71.
15. Vivien B, David 1S, Hanouz JL, Amour 1,
Lecarpentier Y, Coriat P and Riou B. The paradoxical
positive inotropic effect of sevoflurane in healthy and



cardiomyopathic hamsters. dnesthesia and analgesia.
2002:95:31-8, table of contents,

1 6. Amour J, David 15, Vivien B, Coriat P and Riou
B. Interaction of halogenated anesthetics with alpha- and
beta-adrenoceptor stimulations in diabetic rat
myocardium, Anresthesiology. 2004;101:1145-52,

127



CRITIQUES ET LIMITES DES METHODES

L’interprétation de nos résultats doit prendre en compte certaines limites des modeles et

techniques utilisés.

1. Modeles animaux

1.1 Espéce animale

Tout d’abord, les expérimentations ont été conduites sur des rats et les résultats
demandent a étre confirmer chez I’homme. Les rongeurs sont tres utilisés dans les études
cardiovasculaires car ils sont résistants au développement de I'athérosclérose et permettent
une étude des effets propres de I’age, du diabéte ou du syndrome métabolique sur le coeur sans
pathologie coronaire interférente comme souvent chez I’humain. Par ailleurs beaucoup de
traits communs ont é€té mis en évidence entre les modeles de rongeurs et le diabéte humain au
niveau du cceur: hypertrophie ventriculaire gauche, dysfonction diastolique, augmentation du
captage et de I'utilisation des acides gras, diminution de I’efficacité énergétique, défaut du
métabolisme mitochondrial, augmentation du stockage des acides gras dans le myocarde,
altération du recaptage du calcium. Les expérimentations ont ainsi été principalement menées
chez des rats Wistar qui sont bien adaptés au techniques employées (faible codt, taille
suffisante pour une étude des muscles papillaires et un isolement des cardiomyocytes). Les
différences entre myocarde de rat et le myocarde humain doivent rester présentes a 1’esprit
(frequence cardiaque de base a 250-300 battements par minute, modifications de la relation
force-fréquence et du potentiel d’action, réle prédominant du réticulum sarcoplasmique par

rapport a I’échangeur NCX, prédominance de I’expression de I’isoforme V1 de la myosine).
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Un probléme d’interaction entre le contexte physiopathologique ou les traitements
étudiés et le fond génétique peut également exister et altérer la transposabilité de nos résultats

chez I’homme.

1.2 Modeles de cardiopathie

Les rats sénescents utilisés sont des Wistar agés de 24 mois. Leur age correspond a 80
ans pour un sujet humain. Ils présentent une fonction systolique normale avec une dysfonction
diastolique® comme décrite chez les sujets humains. lls sont les survivants de leur cohorte,

¢levés en animalerie spécialisée jusqu’a cet age.

Les rats Zucker sont porteurs d’une mutation génétique sur le récepteur de la leptine
appelée « fa» qui le rend non fonctionnel et induit une obésité, une hypertension artérielle
modérée, une dyslipémie et constituent un modéle robuste de syndrome métabolique sans

dysfonction cardiaque.'®* 1%

L’existence d’une sous-population d’animaux diabétiques par un
défaut de transcription pancréatique des cellules B permet de comparer les effets de I’obésité
associée ou non au diabéte de type 2.2 Les rats Zucker obéses diabétiques ne présentent pas

d’hypertension artérielle et une dysfonction diastolique modérée par rapport aux rats Zucker

non diabétiques.

Le modele de cardiopathie diabétique induite chez le rat par la streptozotocine utilisé
ici est I’un des plus étudiés dans la littérature.? * ™3 1 | a streptozotocine détruit les ilots de
Langerhans responsables de la synthése d’insuline. 1l s’agit donc d’un mod¢le de diabéte de
type 1. Un délai de 6 semaines permet I’installation de la cardiopathie avec une fonction
systolique préservée, une dysfonction diastolique et une altération de la réponse B-
adrénergique.” ® Les altérations constatées sont comparables & celle des sujets humains

diabétiques de type 2 méme si le mécanisme sous-jacent est une privation et non une
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résistance a I’insuline. Toutefois, le mécanisme exact d’action de la streptozotocine n’est pas
completement expliqué et la molécule présente des effets génotoxiques directs divers :
formation d’ADN double brin, d’adduits d'/ADN, anomalies chromosomiques, induction ou
inhibition d’expression génique, échanges chromatiques, mutagénése, apoptose et mort
cellulaire. Ces altérations ont surtout été étudiées dans contexte d'utilisation humaine de la
streptozotocine comme anti-néoplasique mais des perturbations existent aux doses
habituellement utilisées dans la création du diabéte (25 & 150mg.kg™ en administration
unique). Les lésions de I'ADN sont visibles jusqu'a 20 jours aprés l'injection et une
augmentation des tumeurs a été objectivée dans les modeéles animaux de diabete induits par la

streptozotocine.™

Des effets directs de la streptozotocine sur la contractilité des
cardiomyocytes ne sont pas non plus complétement exclus. L’exposition aigué in-vitro de
cardiomyocytes a la streptozotocine induit une production d’espéces réactives de 1’oxygene,

une diminution de I’amplitude du raccourcissement des sarcomeres et des mouvements

calciques et une augmentation du temps de relaxation.*®

2. Evaluation de la réponse a la stimulation des récepteurs -adrénergiques in vivo

L’¢évaluation in vivo de la réponse a la stimulation des récepteurs p-adrénergiques est

soumise a plusieurs limites d’interprétation.

Les mesures in vivo nécessitent des animaux compliants a I’examen et sont donc effectués
sous anesthésie générale. Différentes interactions entre la fonction cardiaque et les
médicaments d’anesthésie ont été¢ décrits, en particulier une interférence entre les agents
halogénés et la réponse inotrope et lusitrope a la stimulation des récepteurs p-
adrénergiques.**® Cette technique reste cependant largement employée pour les évaluations

par échocardiographie.” * 2 % Nos résultats sont concordants avec les mesures de pression
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invasive effectuées sous pentobarbital ce qui suggére une interférence limitée des

anesthésiques dans nos résultats.

In vivo, la contractilité cardiaque est influencée par de nombreux facteurs (retour veineux,
post-charge, systeme nerveux autonome, mécanismes neuro-humoraux, circulation
coronaire,...) en plus du contexte physiopathologique ou du traitement étudié qui peuvent
moduler nos résultats. Les conditions d’examen ont été standardisées au maximum pour

limiter ces facteurs confondants.

Concernant les techniques d’évaluation elles-mémes, 1’échocardiographie est un outil
fondamental dans 1’évaluation de la fonction cardiaque en recherche comme en thérapeutique.
Méme si toutes les mesures ont été réalisées par le méme opérateur formé et entraing,
I’examen reste opérateur-dépendant. La mesure de pression invasive est un outil
complémentaire avec des parametres dérivés reflétant la contractilité cardiaque. Elle n’a
cependant pas pu étre réalisée chez une partie des animaux qui ont présenté une mauvaise
tolérance au cathétérisme (fibrillation ventriculaire, hypotension artérielle profonde). Il est

possible que les sujets les plus atteints ne soient ainsi pas représentés dans nos résultats.

3. Evaluation de la réponse a la stimulation des récepteurs f-adrénergiques in vitro

L interprétation des analyses ex vivo et in vitro est elle aussi soumise & plusieurs limites.
Par nature, seule la contractilité intrinseque du muscle ou du cardiomyocyte est évaluée

indépendamment des facteurs modulateurs mis en jeu in vivo.

Le modéle d’étude du muscle papillaire ex vivo étudie la performance d’un muscle entier
plongé dans un milieu de Krebs-Henseleit oxygéné a 29°C et soumis a une stimulation a basse

fréquence (12/min). La température comme la fréquence de contraction modifient la
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contractilité¢ musculaire mais ce protocole permet une contraction et une relaxation stables
dans la durée et d’assurer que les modifications observées sont le reflet des traitements

pharmacologiques appliqués et non d’une ischémie ou d’une fatigue musculaire.

L’analyse des cardiomyocytes in vitro comporte un biais de sélection par 1’é¢tude des
cellules survivantes a la procédure d’isolement, non représentatives de 1’ensemble des
cardiomyocytes du ventricule complet si les cellules les plus atteintes par la pathologie sont
mortes. La sélection des cellules analysées a suivi des critéres pré-établis pour limiter les biais
de sélection : bonne viabilité de la cellule isolée, sarcomeéres bien déterminés, absence de
myoclonies spontanées. Ces phénomeénes étaient plus fréquemment observés parmi les
cardiomyocytes isolés issus des animaux diabétiques ou sénescents sont plus fragiles que ceux

issus des animaux sains et jeunes.

Les effets de la stimulation B-adrénergique ex vivo comme in vitro ont été évalués dans un
milieu a concentration calcique extracellulaire infraclinique de 0,5mM. En effet, la
contractilité musculaire est quasi maximale chez le rat a 2,5mM et I’effet inotrope est difficile

a mettre en évidence. Cette technique est validée dans de nombreux articles. 3

Enfin la composition du milieu d’analyse était constante, indépendamment du modele
étudié. La concentration en glucose était inchangée en particulier dans les groupes

diabétiques.

4. Inhibition de MRP4 par MK571

L’inhibition de MRP4 a été réalisée par un agent pharmacologique, le MK571. Cette
molécule peut inhiber aussi le récepteur CysLT1 des leucotrienes D4.2% 7 Nous avons

montré que ’effet du MK571 sur la réponse B-adrénergique dans la cardiopathie sénescente
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n’était pas lié a I’inhibition des récepteurs au CysLT1. De méme, le MK571 inhibe la Multi-
Drug Resistance Protein 1 (MRP1) qui est impliquée dans la biosynthése des leucotriénes et
I’ischémie-reperfusion par I’efflux du glutathion et de ses conjugués.™® Méme si MRP4 a été
montré comme étant le type de MRP prédominant au niveau de la membrane plasmique des
cardiomyocytes,?* un effet de I’inhibition de MRP1 ne peut étre exclu de I’interprétation de

non résultats.

5. Analyses d’expression génomique et protéique

Les analyses d’expression génomique par puce Illumina et d’expression protéique par
Western Blot ont été réalisées a partir d’échantillons de ventricules gauches. D’autres types
cellulaires tels des fibroblastes ou des cellules endothéliales sont présents dans les
échantillons, en faible quantité par rapport aux cardiomyocytes dans les ceeurs sains. Une plus
forte proportion de ces autres types cellulaires dans les cceurs sénescents ou diabétiques
pourrait fausser les résultats d’expression protéique. Toutefois, I’importance des variations
d’expression protéique observée dans nos études est trop importante pour étre liée a ce
phénomeéne. L’étude de 1’expression protéique sur cardiomyocytes isolés pourrait éliminer ce
doute mais elle est difficile a cause de la dégradation protéique lors de la procédure

d’extraction sur des cellules fragilisées par 1’isolement.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les résultats présentés dans ce travail nous ont permis d’avancer dans la
compréhension de la réponse B-adrénergique et de ses dysfonctions dans plusieurs contextes
pathologiques. Nous avons confirmé a 1’échelle du cardiomyocyte la dysfonction f-
adrénergique dans la cardiopathie sénescente et diabétique. Nous avons pu mettre en évidence
une diminution de la réponse a la stimulation des récepteurs B-adrénergiques chez 1’obése
diabétique de type 2 mais qui reste modérée par rapport a celle observée lors du diabéte de
type 1. Ces résultats fonctionnels sont expliqués par la diminution d’expression des récepteurs
B1- et B2-adrénergiques en 1’absence de surexpression du récepteur B3-adrénergique comme
observée dans le diabete de type 1. Le poids relatif de la signalisation des récepteurs B1- et
B3-adrénergiques pourrait étre mis en évidence par 1’étude de la phosphorylation de VASP

(vasodilator-stimulated phosphoprotéine).*?

Pour approfondir les mécanismes et les implications cliniques de la dysfonction
B-adrénergique chez les diabétiques, nous avons étudié 1’effet d’un traitement par
atorvastatine. Les statines ont montré des propriétés bien supérieures a la simple du
cholestérol appelées effets « pléiotropes » et sont largement prescrites aux patients
diabétiques. Nous avons pu montrer que 1’atorvastatine restaurait I’effet inotrope positif en
corrigeant 1’expression du récepteur pl-adrénergique, corrigeant partiellement le ratio
récepteur p1/p3-adrénergique. Nous avons pu montrer qu’une partie de I’effet bénéfique de
I’atorvastatine passe par la voie de la nitrite oxyde synthase. De fagon intéressante, le
traitement par atorvastatine a corrigé la surexpression de MRP4 observée chez les diabétiques.

Cela nous a ouvert une nouvelle voie vers 1’étude de cette protéine.

L’hypothése de I’implication de MRP4 dans la dysfonction B-adrénergique a été
confirmée au cours de la sénescence et au cours du diabete de type 1. Nous avons pu mettre
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en évidence une nette surexpression de ce canal effluent de I’AMPc et montré que son
inhibition restaurait in vivo comme in vitro la réponse inotrope positive a la stimulation des
récepteurs B-adrénergiques. Toutefois, son expression était normale dans 1’obésité associée ou
non au diabéte ce qui suggére un réle minime de MRP4 dans ce contexte pathologique. La
dysfonction B-adrénergique modérée qui existe dans le syndrome métabolique semble plus
liée a la modification de la balance entre I’expression et I’activité des 1/B3-adrénergiques.
Ces résultats suggerent que MRP4 entrerait en jeu seulement lors des altérations profondes de
la signalisation B-adrénergique comme dans la sénescence ou le diabete induit par la

streptozotocine.

Aucune donnée n’est pour I’instant disponible sur la régulation de 1’expression de
MRP4 dans le cceur. Dans le foie, AhR (aryl hydrocarbon receptor) et Nrf2 (ou NFE2L2,
nuclear factor E2-related factor 2) sont deux facteurs de transcription augmentant I’expression
de MPR4 en réponse a un stress oxydant. (Xu 2010 Am J GI Liv Physiol) Un niveau de stress
oxydant plus important dans les cardiomyocytes lors de la sénescence ou du diabéte induit par
la streptozotocine pourrait expliquer une partie des différences d’expression de MPR4

constatés.

Nos résultats reposent sur une inhibition pharmacologique de MRP4 et pourraient étre
confirmés par une inhibition de I’activité de MRP4 par interférence ARN avec un vecteur de
type AAV (adéno-associated virus). Nous n’avons pas investigué la place de 1’extrusion de
I’AMPc par MRP4 par rapport a sa destruction par les phosphodiestérases et 1’interaction
entre ces voies et cette question mériterait des études complémentaires. Un effet additif de
I’inhibition de MRP4 et des phosphodiestérases a en effet été décrit®’ et pourrait également
exister dans les cceurs sénescents ou diabétiques. L’impact de I’inhibition chronique de MRP4
reste également a étudier et en particulier une éventuelle compensation par une augmentation

de I’activité des phosphodiestérases.
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Le maintien d’un état hémodynamique et d’un débit cardiaque suffisants pour la
perfusion tissulaire est I’une des principales préoccupations en réanimation comme en péri-
opeératoire de chirurgie lourde. En complément du remplissage vasculaire, le recours aux
catécholamines est fréquent mais la réponse interindividuelle variable. Peu d’études cliniques
ont cherché a faire le lien entre cette variabilité et les caractéristiques des patients. Dans une
étude récente, Bauman et al. ont montré I’'impact d’une différence ethnique sur la réponse aux
vasopresseurs dans le choc septique mais sans prendre en compte la nette différence de
proportion de sujets diabétiques entre les deux groupes (68% dans le groupe « afro-
américain » versus 32% dans le groupe « blanc »)."*? Les travaux expérimentaux ont souligné
le role de de 1’age, du diabéte ou de I’obésité sur la réponse 4 la stimulation B-adrénergique.?
%8120 Des gtudes cliniques spécifiques de ces sujets agés, diabétiques ou obéses qui sont de
plus en plus nombreux en réanimation ou au bloc opératoire sont souhaitables. Méme si cela
reste & confirmer chez I’humain, nos résultats suggérent que 1I’inhibition de MRP4 pourrait
devenir une thérapeutique adjuvante dans I’insuffisance cardiaque aigué avec faible réponse

aux catécholamines avant de recourir a I’assistance circulatoire mécanique.
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ANNEXES

Annexe 2

Interaction of Metabolic and Respiratory Acidosis with
a and B-adrenoceptor Stimulation in Rat Myocardium

Matthieu Biais, M.D.,* Romain Jouffroy, M.D.,T Aude Carillion, M.D., Sarah Feldman,§
Aude Jobart-Malfait, B.S.,** Bruno Riou, M.D., Ph.D.,I Julien Amour, M.D., Ph.D.#

ABSTRACT

Background: The effects of acute respiratory verus meta-
bolic acidosis on the myocardium and their consequences
on adrenoceptor stimulation remain poorly described. We
compared the effects of metabolic and respiratory acidosis on
inotropy and lusitropy in rat myocardium and their effects
on the responses to o- and [-adrenoceptor stimulations.
Methods: The effects of acute respiratory and metabolic
acidosis (pH 7.10) and their interactions with o and
p-adrenocepror stimulations were studied in isolated rat left
ventricular papillary muscle (n = 8 per group). Intracellular
pH was measured using confocal microscopy and a pH-sen-
sitive luorophore in isolated rat cardiomyocytes. Data are
mean percentages of baseline + SD.
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What We Already Know about This Topic

* Adrenergic agents are commonly administered to improve
cardiac function in settings of respiratory or metabolic acido-
sis, yet whether these conditions alter therapeutic efficacy is
not well described

What This Article Tells Us That Is New

¢ Using isolated rat left vertricular papillary muscle, acute
respiratory and metabolic acidosis did not ater the response
to a-adrenoceptor agonists

+ Acute metabolic, but not respiratory acidosis, reduced the
inctropic responsa to fB-adrenoceptor agonists

Results: Respiratory acidosis induced more pronounced
negative inotropic effects than metabolic acidosis did both
in isotonic (45 +3 vermus 63 +6%, P < 0.001) and isomer-
ric (44+ 5 verus 64+ 3%, P < 0.001) conditions concomi-
tant with a greater decrease in intracellular pH (6.85 +0.07
versus 7.12+0.07, P < 0.001). The response o a-adrenergic
stimulation was not modified by respiratory or metabolic
acidosis. The inotropic response to f-adrenergic stimulation
was impaired only in metabolic acidosis (137 +12 versus
200+ 33%, P < 0.001), bur this effect was not observed
with administration of forskolin or dibutiryl-cyclic adenos-
ine monophosphate. This effect might be explained by a
change in tansmembrane pH gradient only observed with
metabolic acidosis. The lusitropic response to f-adrenergic
stimulation was not modified by respiratory or metabolic
acidosis.

Conclusion: Acute metabolicand respiratory acidosisinduce
different myocardial effects related 1o different decreases
in intracellular pH. Only metabolic acidosis impairs the
positive inotro pic effect of f-ad renergic stimulation.

CUTE acidosis (or acidemia) may result from an excess

of hydrogen ions, usually related to inappropriare deliv-
ery of oxygen to tissues and shock (metabolic acidosis), or
to an excess in carbon dioxide (respiratory acidosis), relared
to a limitation of alveolar ventilation. Respiratory acidosis
can be a consequence of ventilatory distress or a therapeu-
tic objective when permissive hypercapnia is performed in
the critically ill patient under mechanical ventilation."* Both
metabolic and respiratory acidosis have been reported to
decrease myocardial function,”” although the magnitude of
their respective myocardial effects remains poorly described.
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Since 1880, acidosis has been known to induce a negative
inotropic effect in the heart® through alteration of electrical
activity, pumps and channels that regulate intracellular cal-
cium and other ion homeostasis, and modifications of myo-
flament calcium sensitivity.**" " However, most studies of the
effects of acidosis in the heart actually studied myocardial isch-
emia in which a marked decrease in adenosine 5"-triphosphare
is the main event precluding any accurate analysis of the direct
effect of acidosis.” Moreover, there are some controversies
concerning intracellular pH changes induced by extracellular
metabolic acidosis.” "' In the context of acidosis, the sympa-
thetic system is an important adaptive mechanism for main-
taining cardiac output. The inotropic response to B-adrenergic
stimulation is decreased in acute metabolic acidosis'* bur has
not been previously studied in respiratory acidosis. Although
myocardial relaxation is an important and active process that
may interfere with contraction, the lusitropic consequences of
acidosis remains unknown. The consequences of acidosis on
o-adrenergic stimulation also remain unknown.

‘Therefore, the aim of this study was to compare the direct
effects of acure metbolic and respiratory acidosis on inot-
ropy and lusitropy in rat myocardium and their effects on
the responses to o and B-adrenocepror stimulation. We
used isolated left ventricular papillary muscle to assess the
inotropic and lusitropic effects and isolated cardiomyocytes
to measure intracellular pH.

Materials and Methods

Allanimals were cared for according to the Guiding Principles
in the Care and Use of Animals and under the supervision of
authorized researchers in an authorized laboratory (agreement
number B 75-13-08) in accordance with the regulations of
the official edict of the French Ministry of Agriculture. Food
and water were given ad libitum. Ten-week-old male Wis-
tar rats (Iffa Credo, St Germain sur 'Arbresle, France) were
divided into a control group (pH = 7.40), a respiratory aci-
dosis group, and a metabolic acidosis group (both pH 7.10).

Isolated Left Ventricle Papillary Muscle

Shordy after the induction of general anesthesia with
pentobarbital, the heart was removed in bloc, dissected, and
weighed. The left ventricular papillary musdes were carefully
excised and suspended verdcally in a Krebs-Henseleit
bicarbonate buffer solution (118 mym NaCl, 4.7 mm KCI,
1.2 mm MgSO,, 1.1 mm KH PO 25 mm NaHCO,, 2.5
mu CaCl? 4.5 mm glucose) maintained at 29°C with a
thermostatic water circulator and bubbled with 95% oxygen
and 5% carbon dioxide as previously described." The papillary
muscles were stimulated ar 12 Hz for a 60-min stabilization
period ar the initial muscle length (L) at the apex of
length—active isometric tension curve. The electromagnetic
lever system has been described previously.'" All analyses were
made from digital records of force and length obtained with
a computer. Conventional mechanical variables at L were
calaulated from three rwitches. The first twitch was isotonic
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and was loaded with the preload corresponding to L. The
second twitch was abruptly clamped to zero load just after the
electrical stimulus with a critical damping. The third twitch
was fully isometric at L . We derermined the maximum
unloaded shortening velocity (V"“) using the zero-load
technique, and determined maximum shortening (mu\f'c) and
lengthening (VD) velocities and time to peak shortening
of the twitch with preload only. In addition, the maximum
isometric active force normalized for cross-sectional area (AF),
the peaks of the positive (+dF/dt) and the negative (-dF/
dt) force derivatives at L. normalized for cross-sectional
area, and the time to peak force from the isometric twitch
were recorded. Because changes in the contraction phase
induce coordinated changes in the relaxation phase, indexes
of contraction—relaxation coupling have been developed to
study lusitropy.' The R1 coefficient (R1 = Vdf | Vr) studies
the coupling berween contraction and relaxation under low
load and thus lusitropy, in a manner thar is independent
of inotropic changes. R1 tests sarcoplasmic reticulum (SR)
calcdum uptake function.”” The R2 coefficient (+dEdc '/-dE
dr') studies the coupling berween contraction and relaxation
under high load and thus lusitropy, in a manner thac is
less dependent on inotropic changes."1 The cross-sectional
area was calculated from the length and weight of papillary
muscle, assuming a density of 1.

The effects of metabolic and respiratory acidosis were
compared with those ofa control group maintained at a pH
of 7.40. We srtudied the effects of acidosis ar two caldum
concentrations, 0.5 and 2.5 mmM. Moreover, we also studied
the effects of respiratory and merabolic acidosis on the AF-
calcium relationship by varying the extracellular concentra-
tion from 2.5 mu to 0,125 mM in separate papillary muscle
groups. Last, in two separate groups of muscles (n = 3), we
studied the kinetics of recovery from exposure to merabolic
or respiratory acidosis (pH 7.10 during 30 min), over a
30-min period after return to control conditions (pH 7.40)
at an extracellular concentration of 2.5 mm.

Acute Respiratory versus Metabolic Acidosis

In the acidosis group, we studied a pH of 7.10 because previ-
ous studies showed that myocardial consequences occurred
below a pH of 7.20 and because this value seemed dinically
relevant. A separate 200-ml jacketed reservoir with the same
Krebs-Henseleit bicarbonate buffer solution was prepared.
In the respiratory acidosis group, the bathing solution was
bubbled with two gases (95% oxygen-5% carbon dioxide
and 50% oxygen-50% carbon dioxide). The proportions
of these two gases were adjusted until a sable pH of 7.10
was obrained, the solution being maintained ar 29°C. In
the metabolic acidosis group, we added hydrochloric acid
while using a continuous infusion to obtain a pH of 7.10.
Final concentrations of sodium and cldum were adjusted.
Electrolyte concentrations were measured with standard
electrodes (Ektachem 500, Johnson & Johnson, Les Ulis,

France). Oxygen and carbon dioxide tensions and pH were
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Fig. 1. Comparison of the time course of the inotropic effects of metabolic acidosis (pH = 7.10, n =8) and respiratory acidosis

(pH = 7.10, n = 8) compared with a control group (pH =7.40, n
concentration of 2.5 mM. Data are mean percent of baseline + SD. V

active force for cross-sectional area.

measured with standard electrodes (IL-BG3, Instrumen-
tation Laboratory, Saint Mandé, France). Perfusion of the
new solution (merabolic or respiratory acidosis) was starred
quickly and the effects were recorded after a 15-min stabi-
lization period. The optimal time for equilibration of the
effects of acidosis was determined by analysis of time-curves
responses. A preliminary study showed that a 20-min equili-
bration period achieved a plateau both in respiratory and
metabolic acidosis conditions (fig, 1). pH was continuously
monitored (Eutech Instruments, Nijkerk, The Netherlands).

a and B -adrenoceptor Stimulations
To assess the inotropic response to o and f-adrenoceptor
stimulations, the extracellular calcium concentration was
decreased from 2.5 to 0.5 mm, as previously described.'® It
hasbeen established that the contractility is nearly maximum
ata calcium concentration of 2.5 mM in the rat myocardium,
precluding a reliable assessment of positive inotropic agents.

a-adrenoceptor stimulation was induced with increas-
ing concentrations of phenylephrine (10-*~10-% u), in the
presence of propranolol (10 5 m)."° The effect of phenyleph-
rine was expressed by the percentage of baseline value of the
maximal effect of phenylephrine on AF and Vo (Eff"m) and
the concentration of phenylephrine producing 50% of the
maximal effect (Cm).15

P-adrenoceptor stimulation was induced with increasing
concentrations of isoproterenol (1010 M), a nonselective
[-adrenoceptor agonist, in the presence of phentolamine
(10°% am). "% The effect of isoproterenol was expressed by the
percentage of baseline value of the maximal effect of isopro-
terenol on AF and V _ (Eff ) and the concentration of
isoproterenol producing 50% of the maximal effect (C,)."

We also studied the effects of stimulation of adenylate
cyclase using forskoline (5x10 * M), which directly acti-
vates adenylyl cyclase, and the direct effect of 3'-5'-cyclic
adenosine monophosphate (cAMP) using dibutyryl- cAMP
(5%x10° M), a far-soluble and diffusible analog of cyclic

Anesthesiology 2012; 117:1212-22

1214

= 8) in isotonic (A) and isometric (B) conditions at a calcium
. = maximum unloaded shortening velocity; AF = isometric

ma

adenosine monophosphate resistant to hydrolysis in the
intracellular involvement, as previously described.! Last, to
study the recovery of the inotropic response to f—adrenergic
stimulation, we exposed a separate group of muscles to merta-
bolic acidosis (pH = 7.10 during 30min) and then again
to control conditions (pH = 7.40). All drugs were pur-
chased from Sigma-Aldrich Chimie (I'lsle d’Abeau-Chesnes,
France) and added volumes never exceeded 2% of the roral.

Myocardial Cell Isolation Procedure

Ventricular cardiomyocytes were isolated from rat hearts
using enzymatic digestion by collagenase A (Roche Diag-
nostics, Meylan, France) on a Langendorf apparatus, as
previously described.” After anesthesia was induced by
intraperitoneal injection of pentobarbital sodium, the heart
was quickly dissected and connected to the Langendorf
apparatus by aortic cannulation. A retrograde perfusion was
applied with a calcium-free buffer HEPES solution (117 mm
NaCl, 5.7 mm KCI, 1,5 mm KHEI’(—)j, 4.4 mm NaHCOa,
1.7 mm MgClz, 11.7 mM glucose, 10 mM creatine, 21 mm
HEPES and 20 mMm taurine, all from Sigma-Aldrich) bub-
bled with oxygen at 37°C and pH 7.40." The same buf-
fer with collagenase A (1.2-1.4mg/ml), 100 pm EGTA and
240 pMm CaClz (both from Sigma-Aldrich) was perfused for
60—80 min. After enzymartic digestion the heart was removed
and the ventricles were suspended in the calcium-free buf-
fer. A light mechanical dissection completed the enzymatic
digestion and the cell suspension was filtered at 300 pm.
Extracellular calcium was progressively added to the HEPES
solution to reach 0.5 mu, cells were fixed on laminin-coared
serips, and incubared overnight in the same buffer with peni-
cillin 50 Ul/ml and strepromycin 5 pg/ml.

Measurement of Intracellular pH
Fixed cells were exposed to a pH-sensitive fuorophore
carboxy-seminaphtorhodafluor-1 acetoxylmethyl ester at a
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final concentration of 10 pm for 10min. The seminaph-
torhodafluor-1  acetoxylmethyl estersolution was flushed
away and normal superfusion was performed (control us.
hypercapnic acidosis . metabolic acidosis) using a solution
containing; 135 mm NaCl, 5.4 mm KCl, 1 mm MgCl2,
2mm CaCl2, 10 mm HEPES, 5 mum glucose and maintained
at 29°C with a thermostartic water circulator The solurions
were continuously bubbled with oxygen. The pH wasadjusted
to 7.40 with NaOH in the control group. In the hypercapnic
addosis group, catbon dioxide was infused to obtain a pH
of 7.10. In the metabolic acidosis group, NaOH was added
to obtain a pH of 7.10. Intracellular seminaphtorhodafluor-1
acetoxylmethyl ester was excited by an Argon laser at 514 nm
and Auorescence was imaged confoclly at 580 and 640 nm
using a Leica x40, 1.25 numerical aperture, oil immersion,
plano-apochromatic objective lens, as previously described.”
Seminaphrtorhodafluor-1 acetoxylmethyl ester calibration was
performed by abolishing all transsarcolemmal pH gradients
using the H+ K+ antipor nigericin, as previously described."”
In brief, the calibration solutions covered a pH range of 6.50—
9.50 (6.50; 7.50; 8.50; and 9.50). Cells were exposed to a
calibration solution containing 135 mm KCI, 15 mym NaCl,
1 mm KH PO, 0.5 mm MgSO , 1 mm EGTA, 10 mm HEPES
(forpH=7.5and 8.5), 10 mm CAPSO (3-(Cyclohexylamino)-
2-hydroxy-1-propanesulfonic acid) (for pH = 9.5) or 10 mm
PIPES (for pH = 6.5) and 20 pw nigericin for approximately
Smin. pH alibration data were averaged for 50 cells from
three animals. The emission rario of 590/640 nm obrained in
control, metabolic acidosis, and respiratory acidosis cells, was
converted to a pH value using the following equation:
pH=pKa—log (R-R /(R -R))-logF

Gl maxSmin

where R is the luorescence emission ratio 590 nm/640 nm;
R istheemission ratio at low pH (6.5); R is the emission
i i

ratio at high pH (9.5); logF . is the ratio of fluorescence
measured at 640 nm for high pH to that for low pH.

Statistical Analysis

Data are expressed as mean + SD. Comparison of two means
was performed using the Student ¢ test, and comparison of
several means was performed using repeated measure two way
ANOVA and the and Newman—Keuls rest. Concentration
response curves were determined by fitting the data to
the Hill sigmoid pharmacological model according to the
following equation: Effo = Efflmf(l + (CFUJ"C) " in which
Eff is the observed effect, Eff  the maximum effect,
CSI] the concentration that results in 50% of Effnm, C the
studied concentration, and n the Hill coefficient.'® Iterative
nonlinear regression curve fitting was used to obtain the best
fit (Matlab 1.2¢ software; The MathWorks, South Narick,
MA). One-way ANOVA and Newman—Keuls test were used
to compare EFFIM and CS , between groups. All Pvalues were
two-railed and a P value of less than 0.05 was considered
significant. Statistical analysis was performed using NCSS

2007 sofrware (Sratistical Solutions Lid., Cork, Ireland).
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Table 1. Comparison of Gases and Electrolytes in
the Krebs-Henseleit Solution in the Three Experimental
Groups

Metabolic  Hypercapnic

Contral Acidosis Acidosis

(n=8) (n = 8) (n=8
pH 7.41+0.03 7.10+0.01* 7.10+0.02*
Pco, mmHg 36+3 34 +1 713
Po, mmHg 647 +33 645 +40 629+24
Bicarbonates, mm  22.7+0.3 11.2+0.2* 22.0+0.2%
Sodium, mm 144 +1 144 +£1 144 +1
Potassium, mm 5.6+0.1 5.6+0.1 5.5+ 01"
Calcium, mm 2444002 2.39+0.03" 242+0.017
Chloride, mm 12141 124+1* 123+ 1%

Values are mean = SD.

“P < 0.05 vs. control group. 7P < 0.05 vs. metabolic acidosis.
PO, = partial pressure of oxygen; PCO, = partial pressure of
carbon dioxide.

Results

Westudied 11 5rats. There was no significantdifferenceamong
groups for weight (330+ 25 g), heart weight (85+ 8 mg), or
ratio of heart weight to body weight (0.3+0.1 mg/g).

Effects of Acute Respiratory and Metabolic Acidosis

A mean pH of 7.10 was obtained in the two acidosis groups,
associated with a high value of carbon dioxide in the respira-
tory acidosis group and a low bicarbonate value in the meta-
bolic acidosis group (table 1).

We studied 111 left ventricular papillary muscles, L .
4,2+ 1.0 mm, cross-sectional area 0.45+0.14 mm?, ratio of
resting force to rotal force 0.17+0.05. There were no sig-
nificant differences among groups in baseline values of V'
(4.28+1.08L_/s), AF (932 20 mN/mm?), R1(0.70+0.10),
R2 (2.30 4 0.80), time to peak shortening (177 + 20 ms), and
time to peak force (156423 ms). Both respiratory and meta-
bolic acidosis induced a negative inotropic effect, as shown
by a decrease in V_and AF (table 2). The negative inotro-
pic effect was significantly more pronounced with respira-
tory acidosis (fig. 1; table 2). Respiratory acidosis induced
a negative lusitropic effect under low load (increase in R1),
which was not observed with metabolic acidosis (rable 2).
Respiratory acidosis also induced a positive lusitropic effect
under high load (decrease in R2), which was not observed
with mertabolic acidosis (rable 2).

After exposure to metabolic or respiratory acidosis over
a 30-min period (Ca 2.5 mm ), a complete recovery was
obrained within 5 min (metabolic acidosis n = 5, AF: 103 +
6% of baseline); (respiratory acidosis n = 5, AF: 118 + 8% of
baseline) after return to a pH of 7.40.

The calcium-AF relationship was obtained in isolated
papillary muscles as extracellular calcium concentration was
modified over the 2.5-0.125 mu range. The curve was sig-
nificantdly shifted to the right and the shift was more pro-
nounced with respiratory than metabolic acidosis (fig. 2).
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Table 2. Effects of Respiratory (pH = 7.10) and Metabolic (pH = 7.10) Acidosis, Compared with Control Conditions
(pH = 7.40) on Main Mechanical Variables of Isclated Papillary Muscles at Two Different Calcium Concentrations

Calcium 2.5 mm

Control Metabolic Acidosis Respiratory Acidosis
(n=28) (n=8) (n=28)
Baseline Effect, % Baseline Effect, % Baseline Effect, %

Ve LS 4.57 £0.99 95+£12 4.79 £ 0.92 73 + 4% 4.72 £ 0.89 56 + 8"t
AF, mN/mm? 93+ 14 99+ 2 95+ 15 76+ 8" 94 £ 14 56 + 8"%
R1 0.76 + 0.08 101+£2 0.73 £ 014 103+ 14 0.62 + 0.13 126 + 22" 1%
R2 251 £0.90 96 + 4 1.76 + 0.53 115+ 10"f 1.48 + 0.45 104 + 8%
TPS, ms 185+ 10 100+ 2 186 £ 13 97 £ 2" 168 £17 99+5
TPF, ms 144 £14 100 £1 156 + 27 100+ 8 139 £20 105+8
Voae LS 2.17 £ 0.63 101+ 6 2.62 + 0.63 63+ 6" 2.64 £ 0.77 45 £ 3"7%
AF, mN/mm? 53+13 100+ 4 59 +9 64 + 3" 56 £10 44 £ 5'F%
R1 0.68 + 0.09 100+ 7 0.64 + 0.09 109+ 10 0.69 + 0.09 124 +20%%
R2 1.45+0.34 98+ 4 1.42 £ 018 95+ 7 213 +0.367% 83 +20"7%
TPS. ms 189 £13 99+ 2 180 + 14 97+ 4 195 +14% 86 + 4™71
TPF, ms 182 £13 99+ 2 161 + 14+ 104+8 180 + 15% 98 +15

Values are mean percent of baseline + SD.

“P < 0.05 vs. baseline; T P < 0.05 vs. Contrd; £ P < 0.05 vs. metabolic acidosis.

AF = isometric active force normalized for cross-sectional area; R1 = | Vo/,  Vr; R2 = (+dFdtY—dFdt™"); TPF = time to peak force;
TPS = time to peak shortening; V= maximum unloaded shortening velocity.

Interaction with a-adrenergic Stimulation

Phenylephrine induced a significant positive inotropic effect in
isotonic and isometric conditions in the control group. Respi-
ratory and metabolic addosis did not significantly modify the
inotropic response to G-adrenergic simulation (rable 3; fig. 3).

Interaction with f-adrenergic Stimulation

Isoproterenol induced a significant positive inotropic effect
in isotonic and isometric conditions in the control group.
Metabolic acidosis impaired the inotropic effect of p—
adrenergic stimularion both in isotonic and isometric condi-
tions. In contrast, respiratory acidosis did not significantly
modify the positive inatropic effect of f-adrenergic stimula-
tion (table 4; fig. 4).

Isoproterenol induced a significant lusitropic effect
in isotonic (R1) and isometric (R2) cond itions in the
control group. Respiratory and metabolic acidosis did
not significantdy modify the positive lusitropic effects of [
-adrenergic stimulation (table 4).

Because metabolic acidosis impaired the positive inotro-
pic effect of B-adrenergic stimulation, we performed addi-
tional studies to test the direct stimulation of adenylate
cyclase using forskolin and the direct effect of cAME When
forskolin or diburyryl-cAMP were administered, there were
no significant differences between respiratory acidosis and
control group in isotonic (data not shown) and isomerric
conditions (fig. 5).

Last, in a separate group, we verified that, after expo-
sure to metabolic acidosis then again to control conditions
(pH = 7.40), a complete recovery of the inotropic response

Anesthesiology 2012; 117:1212-22

to Pp-adrenergic stimulation was observed both in isotonic
(V2174 £33 05 182 + 17%, = 0.70) and isomerric con-
ditions (AF: 181 + 27 ws. 178 + 4%, P’ = 0.63) as compared
with control groups.

Intracellular pH

In the HEPES solution, the extracellular pH obtained was
7.40+0.1 in the control group, 7.10£0.01 in the metabolic
acidosis group, and 7.10+0.01 in the respiratory acidosis
group. The measurement of intracellular pH in control
conditions provided a mean value of 7.22+0.07. Typical
images obtained in isolated myocardial cells using confocal
microscopy are shown in figure 6. The decrease in intracel-
lular pH was more pronounced with respiratory than with
metabolic acidosis (fig. 7A) but the consequences on trans-
membrane pH gradients were more pronounced in meta-

bolic acidosis (fig, 7B).

Discussion

Acute acidosis is frequendy encountered in critically

ill patients and is the cause of increased morbidity

20-22

and mortality. Metabolic and  respiratory acidosis

correspond to different mechanisms potendally leading to
different intracellular abnormalities bur these two forms
of extracellular acidosis impair myocardial function.”?'*
Acidosis induces various and complex effeas within the
myocardium,*
calcium concentration” without change in L-type Ca™

including increase in diastolic intracellular
current,” decrease in SR calcium uptake through the
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Fig. 2. Comparison of the AF-calcium concentration relation-
ship in control metabolic acidosis (pH =7.10, n = 8), respira-
tory acidosis (pH = 7.10, n = 8), and in the control group (pH =
7.40, n = 8). Data are mean + SD. Only respiratory acidosis
group significantly differs from control group (P < 0.05), shift-
ing the relationship to the right. The absolute values of AF
at Ca 2.5 mM significantly differed between control (90 + 15
mN/mm?), metabolic (B8 + 12 mN/mm?), and respiratory aci-
dosis (51 + 13 mN/mm?). The absolute depression at the Ca
concentration of 2.5 mm is shown in figure 1. AF = isometric
active force for cross-sectional area.

coupling of SR cacium adenosine 5'-triphosphatase

336 3 decrease in calcium-induced

and phospholamban,
release compensated by an increase in SR calcium content
secondary to an increase in cytoplasmic calcium,” and a rise
in intracellular sodium caused by both activation of sodium-
hydrogen exchange® and decrease in sodium—calcium
exchange.” Activation of calcium/calmodulin-dependent
protein kinase I during acidosis compensates for the direct
inhibitory effect of acidosis on SR calcium uprake?” The

net result is an increase in calcium transient that markedly
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Table 3. Comparison of Inotropic Effects of a-
Adrenergic Stimulation in Isotonic and Isometric
Conditions, in Control Conditions (pH = 7.40) and in
Metabolic (pH = 7.10) or Respiratory (pH = 7.10) Acidosis

Metabolic Respiratory
Control Acidosis Acidosis
(n=8) (n = 8) (n =8)
"Baseline, 2.56+ 047 1.70 + 0.62¢% 1.16+0.37%
La/S
Eff .. % 179+8" 17712 168 +9*
C., um 2.5+2.6 4.4+0.4 4.8+4.4
AF
Baseline, 51+12 34 + 47% 26 + 573
miN/mm?
Eff ., % 168+9" 17711 17511
C., 1M 4.2+3.4 4.2+02 31+1.9

Values are mean = SD.

* P < 0.05 vs. baseline; ¥ P<0.05 vs. control group; § P<0.05 vs
metabolic acidosis.

AF = isometric active force normalized for cross-sectional area; C,,
= concentration of phenylephrine that result in 50% of Eff _ Eff
(%) = maximum effect in percentage of baselinevalue; L, =initial
muscle length; V= maximum unloaded shortening velocity.

contrasts with the decrease in twitch contraction, indicating
that the decrease in myofilament calcium sensitivity is the
primary cause of contractile dysfunction during acidosis.”
One of the main effects of acidosis is the decrease in calcium
sensitivity of troponin I,7'? a target protein of protein kinase
A-dependent phosphorylation during stimulation of the
Pradrenergic pathway. Troponin T is only partly responsible
for the effect of pH on calcium sensitivity for force
development as compared with troponin 1,** and transgenic
mice expressing a single histidine modified troponin 1 are
less susceptible to respiratory acidosis with a preserved
Acidosis  alters  myocardial

i

myocardial  contractiliry.*
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Fig. 3. Comparison of the positive inotropic effects of a-adrenergic stimulation in contral conditions (pH = 7.40, n = 8) and in
metabolic (pH = 7.10, n = 8) or respiratory acidosis (pH = 7.10, n = B) in isotonic (A) and isometric (B) conditions. Data are mean +
SD. AF = isometric active force normalized for cross-sectional area; NS = not significant; V__ = maximum unloaded shortening
velocity. P values refer to the between group comparison of the maximum effect (see table 3).
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Table 4. Comparison of Inotropic and Lusitropic Effect
of B-adrenergic Stimulation in Isotonic and lsometric
Conditions in Control Conditions (pH = 7.40) and in
Metabalic (pH = 7.10) or Respiratory (pH = 7.10) Acidosis

Metabolic Respiratory
Control Acidosis Acidosis
(n=8) (n=8) (n=8)
Vimax
Baseline, 211+032 1.70+0.32f 1.16 + 0.317%
Lmas(/S
Eff % 194 +15* 135£15*F  195+16"%
C., M 4.4+0.4 27+21% 1.9+0.8%
AF
Baseline, 54 + 15 40 + 61 24 + 473
mN/mm?
Eff .. % 186+8" 137+£12*F  200+33"%
Cyr M 42+02 38+28 34+2.3
R1
Baseline 069 +0.08 069+017 078 +0.18
Eff .. % 64+9* 65+6" 59+7*
G, oM 22+2.0 2.6+3.0 0.3+0.5
R2
Baseline 1.41+039 1.31+024 1.76+0.21%%
Eff .. % 77 +8" 78 +4 85+9*
C., uMm 2.8+20 1.7+1.2 1.4+2.3

Values are mean + SD.

* P < 0.05 vs. baseline. + P <0.05 vs. contrd group; £P < 0.05 vs.
metabolic acidosis.

AF = isometric active force normalized for cross sectional area;
G, = concentration of isoproterenol that result in 50% off Eff__:
Eff .. (%0) = maximum effect in percentage of baseline value; R1
= Vol W R2 = (+dFdt"'/-dFdt™"); V__ = maximum unloaded
shortening velocity

contractility less in neonaral than in adult heart,”” and this
difference seems to be explained by differences in expression
of troponin I isoforms, which exhibit different reaction to
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Myocardial Effect of Respiratory versis Metabolic Acidosis

acidosis.”” We observed that respiratory acidosis induced a
greater decrease in inotropy (fig. 1), a greater decrease in
intracellular pH (fig. 5), and a greater shift to the right of
the force-calcium relationship (fig. 2), thus confirming that
calcium myofilament sensitivity is probably the main target
of the myocardial effects of acidosis.

We are assuming that extracellular hydrogen ion mediates
action of metabolic acidosis extracellularly and thus that che
change in extracellular bicarbonate concentration (rable 1)
has no direct effect. We also observed some statistical dif-
ferences in extracellular potassium, chloride, and calcium
concentrations (table 1) but these differences were very small
and should be considered as nonphysiologically significant.
With regard to caldum, it should be noted that the AF/Ca®
relationship is flar and maximum ar these concentrations in
the rat myocardium, """

We observed that respiratory acidosis induced an increase
in R1, suggesting an impairment in SR calcium uptake, and
a decrease in R2, suggesting a decrease in myofilament cal-
cium sensitivity. These lusitropic effects were not observed
in metabolic acidosis (rable 2). These results are consistent
with the effects of acidosis on SR calcium uprake in isolared
myocytes” and myofilament calcium sensitivity in skinned
cardiac trabeculae.” Nevertheless, although our results on
R1 are reliable because R1 is not significantly maodified by
changes in major negative inotropic changes, our results on
R2 should be analyzed with caution because R2 is slightly
decreased by negative inotropic changes® and acidosis
induced marked negarive inotropic effect. Differences in the
lusitropic effects observed in metabolic versus respiratory aci-
dosis are consistent with differences observed in decreasing
intracellular pH (fig. 5).

In the clinical context of acidosis, the sympathetic system
may represent an important adaptive mechanism for main-
taining cardiac outpur and many critically ill patients with
acidosis receive catecholamines that stimulare adrenoceptors.

B 225
== Coxitrol
—i—Metabolic acidosis.
o =& Respiratory acidosis

8

1754

(13

1504

1254

AF (% of baseline)
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B 8 -7 6§ 5 4
Isoproterenal (log M)

Fig. 4. Comparison of the positive inotropic effects of fi-adrenergic stimulation in control conditions (pH = 7.40, n = 8) and in
metabolic (pH = 7.10, n = 8) or respiratory acidosis (pH =7.10, n = 8) in isotonic (4) and isometric (B) conditions. Data are mean
percent of baseline + SD. NS = not significant; V__ = maximum unloaded shortening velocity. AF = isometric active force nommal-
ized for cross-sectional area; P vaues refer to the between group comparison of the maximum effect (see table 4).
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Isoproterenol Forskolin CAMP

Fig. 5. Comparison of the positive inotropic effects of -
adrenoceptor stimulation with isoproterenol, direct stimula-
tion of adenylate cyclase using forskolin, and administration
of dibutiryl cAMP in control conditions (pH = 7.40) and in
metabolic (pH = 7.10) or respiratory acidosis (pH = 7.10) in
isometric conditions. Data are mean percent of baseline + SD
(n = 8 in each group). AF = isometric active force normalized
for cross-sectional area; cAMP = 3’-5" cyclic adenosine mo-
nophosphate; NS = not significant. *P < 0.05 versus control.
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Stimulation of al-adrenoceptors activates a protein of the
Gqg/11 family, which stimulates phospholipase C leading
to the formation of inositol triphosphate and diacylglyc-
erol from phosphatidyl inositol 4.5 bisphosphate. Inositol

L1 : 560-600 nm

Control

Metabolic
Acidosis

Hypercapnic
Acidosis

L2 : 620-660 nm

triphosphate then binds to its receptor in the SR, causing a
change in protein conformarion and an increase in cytosolic
calcium, inducing a positive inotropic effect. In addition,
stimulation of the o l-adrenocepror increases the calcium
sensitivity of troponin C, induces an intracellular alkaliniza-
tion via activation of the Na/H exchanger, and protein phos-
phorylation of myosin light chain.” The effect of acidosis on
al-adrenoceptor stimulation has not been previously stud-
ied. We observed that this inotropic effect was not modified
by respiratory or metabolic acidosis. Although, the contribu-
tion of at-adrenoceptor to inotropy is smaller in humans than
in rats, it may participate in the compensation of the negative
inotropic effect induced by acidosis. Our study demonstrates
that no significant interaction occurs between acidosis and
a-adrenocepror stimulation within the myocardium.

The inotropic response to B-adrenoceptor stimulation
is known to be altered in metabolic acidosis in conjunction
with an abnormal production of cAMP by adenylyl cydase
in isolated tissues,'*** and this has been confirmed in iso-
lated human failing myocardium.” Our study confirms these
results (fig. 4). In contrast, we observed that the pharmaco-
logical response to the direct stimulation of adenylyl cydase
by forskolin or administration of dibutyryl-cAMP was not
significantly modified by metabolic acidosis (fig. 5), sug-
gesting that the metabolic addosis-induced dysfunction of
the -adrenergic signaling pathway lies between the mem-
brane receptor and adenylyl cydase. The protonated form
of isoproterenol dominates (pKa 8.65) and pH changes may
alter its protonation, which may in turn alter binding to the

RATIO : L1/L2

Fig. 6. Typical images obtained using confocal microscopy in isolated rat cardiomyocytes exposed to the pH-sensitive fluo-
rophore carboxy-seminaphtorhodafluor-1 acetoxylmethyl ester-1 and an Argon laser at 514 nm in control conditions (pH 7.40)
and in metabolic and respiratory acidosis (pH 7.10). The fluorescence was recorded at 580 nm (L1) and 640 nm (L2). The color
shift of the emission ratio (ratio: L1/L2) from orange to yellow indicates the magnitude of the decrease in intracellular pH. The left

panels show the aspect of myocardial cells without fluorescence.
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Fig. 7. pHi (4) and transmembrane pH gradients (B) in isolated rat cardiomyocytes in control conditions (pH 7.40) and in meta-
bolic and respiratory acidosis (pH 7.10). Values are mean + SD (n = 72 to 124 cells). pHi = intracellular pH; pHo = extracellular
pH. *P < 0.05 versus control; {P < 0.05 versus metabolic acidosis.

p-adrenoceprors. The difference observed in response with
identical change in pH would seem to exclude a major change
in ligand protonation, contibuting to our observations.
Moreover, during acidosis, the number of [-adrenoceptors
and their affinity are not significantly modified.”” Only extra-
physiological acidosis (pH < 6.00) may result in a decreased
expression of membrane protein of [3-adrenoceptors.'” These
results suggest that the metabolic acidosis-induced dysfunc-
tion of the [-adrenergic signaling pathway lies between the
membrane receptor and G protein and/or coupling between
the receptor and G protein. Although metabolic acidosis
induced a lesser decrease in intracellular pH than respiratory
acidosis did, its effect on transmembrane pH gradient differs
markedly: only metabolic acidosis markedly modified this
gradient (fig. 5). This difference in transmembrane pH gradi-
ent was noted by Steenergen et al although this study tested
avery low extracellular pH (6.70) and used a method of intra-
clular pH measurement (dimethyl-2.4-oxizolidine dione
distribution method) that is now thought as not reliable. This
effect on transmembrane pH gradient isa good candidare for
explaining the precise mechanisms involved because our study
limits the possible targets to the transmembrane domain of
the f-adrenergic signaling pathway. Ghanouni er 4L” have
suggested that the pH transmembrane gradient may facilitate
agonist activation of the f2-adrenoceptor. Further biochemi-
cal studies are needed to exactly determine the mechanism
involved. The inotropic response to B-adrenoceptor stimula-
tion was not altered in respiratory acidosis despite important
decrease in intracellular pH. This result contrasts with those
obtained with other inotropic agents such as levosimendan,
which are susceptible o acidosis.*

Although the inotropic response to B-adrenoceptor
stimulation was altered in metabolic acidosis, the lusitropic
response was preserved under isotonic (R1) and isometric
(R2) conditions (table 4). Such discrepancy between ino-
tropic and lusitropic effects of B-adrenocepror stimulation
has been consistently reported in other situations, such as

Anesthesiology 2012; 117:1212-22
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protamine expmurem and diabetes.” It has been suggested
that only a small cAMP production resulting from B-adre-
noceptor stimulation is sufficient to induce a normal posi-
tive lusitropic effect.® It is known that the concentration
of cAMP required to induce a maximal lusitropic effect is
smaller than that required to induce a maximal inotropic
effect.” These results might be important because lusitropy
plays an important role in the maintenance of cardiac
outpur.

‘The interpretation of our results should take into account
some limitations of the experimental model. This study was
conducted in vitro and the alterations on cardiac funcrion in
vive also depend on many other factors (changes in venous
return, afterload, autonomic nervous system, and compensa-
tory mechanisms). The model of papillary muscle was stud-
ied at 29°C and low-frequency stimulation was necessary to
insure stability of the pnepar':a'ch‘n'1.41 Rat myocardium differs
significantly from human myocardium (heart rate 250-300
beats/min, changes in the force-frequency and action poten-
tial, predominant involvement of the SR Ca uptake over the
sodium—calcium exchanger and the predominance of iso
enzyme V1 myosin). Also, we studied acure acidosis, and our
results may not apply to chronic acidosis. We considered the
variation of intracellular pH in myocardial cells as a whole
whereas it is known that there are noticeable H+ gradients
within the cell and spatal regulation of intracellular pH.*
Moreover, intracellular pH measured in myocardial cells
may not duplicate pH changes in papillary muscles. There
was a significant difference in baseline R2 between groups
(table 2) which culd have contributed to the observed
results during respiratory acidosis. Last, the effects of aci-
dosis on cardiac contractility are decreased in the neonartal
heart,”” and the inotropic response to f-adrenocepror stimu-
lation is decreased in aging myocardium.* Thus our results
may not apply to both extreme ages.

In conclusion, acute metabolic and respiratory acidosis
induces different myocardial effects. The direct negative
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inotropic effect is more pronounced with respiratory acidosis

and this difference is probably related to a greater decrease
in intracellular pH during respiratory acidosis. Last, only
metabolic acidosis impaired the positive inotropic effect of

P-adrenergic stimulation, whereas no interference occurs

with o-adrenergic stimulation.

The authors thank David Baker, M.D., ER.CA. (Department of Anes-
thesiology and Critical Care, Hopital Necker-Enfants Malades, Paris,
Frarce), for reviewing this article.

References

1.

2,

10.

11.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Malhotra A: Low-tidal-volume ventilation in the acute respi-
ratory distress syndrome. N Engl | Med 2007, 357:1113-20
Curley G, Contreras MM, Nichol AD, Higgins BD, Laffey JG:
Hypercapnia and acidosis in sepsis: A double-edged sword?
AnpsHESIOLOGY 2010; 112:462-72

. Orchard CH, Kentish JC: Effects of changes of pH on the con-

tractile function of cardiac muscle. Am J Physiol 1990, 258(6
Pt 1):C067-81

. Crampin EJ, Smith NP: A dynamic model of excitation-con-

traction coupling during acidosis in cardiac ventricular myo-

cytes. Biophys ] 2006; 90:3074-90

. Poupa O, Gesser H, Johansen K: Myocardial inotrophy of

CO2 in water- and air-breathing vertebrates. Am | Physiol
1978; 234:R155-7

. Gaskell WH: On the tonicity of the heart and blood vessels,

J Physiol (Lond) 1880, 3:48-92.16

. Orchard CH: The role of the sarcoplasmic reticulum in the

response of ferret and rat heart muscle to acidosis. | Physiol
(Lond) 1987; 384:431-49

. Fabiato A, Fabiato F: Effects of pH on the myofilaments and

the sarcoplasmic reticulum of skinned cells from cardiace
and skeletal muscles. | Physiol (Lond) 1978; 276:233-55

. Philipson KD, Bersohn MM, Nishimoto AY: Effeas of pH on

MNa+-Ca2+ exchange in canine cardiac sarcolemmal vesicles.
Circ Res 1982; 50:287-93

Sperelakis N, Lee EC: Characterization of (Na + K +)-ATPase
isolated from embryonic chick hearts and cultured chick
heart cells. Biochim Biophys Acta 1971; 233:562-79
Orchard CH, Houser SR, Kort AA, Bahinski A, Capogrossi
MC, Lakatta EG: Acidosis facilitates spontaneous sarcoplas-
mic reticulum Ca2+ release in rat myocardium. ] Gen Physiol
1987; 90:145-65

Simonis G, Marquetant R, Rithele ], Strasser RH: The cardiac
adrenergic system in ischaemia: Differential role of acidosis
and energy depletion. Cardiovase Res 1998; 38:646-54
Nakanishi T, Okuda H, Kamata K, Seguchi M, Nakazawa M,
Takao A: Influence of acidosis on inotropic effect of cate-
cholamines in newborn rabbit hearts. Am ] Physiol 1987,
253(6 Pt 2):H1441-8

Riou B, Lecarpentier Y, Viars P: Inotropic effect of ket-
amine on rat cardiac papillary muscle. Axesrnpsiorocy 1989,
71:116-25

Hanouz JL, Riou B, Massias L, Lecarpentier Y, Coriat P:
Interaction of halothane with o- and fradrenoceptor stimula-
tions in rat myocardium. Axesrnesiovocy 1997; 86:147-59
David ]S, Vivien B, Lecarpentier Y, Coriat P, Riou B:
Extracellular calcium modulates the effects of protamine on
rat myocardium. Anesth Analg 2001; 92:817-23

Louch WE, Sheehan KA, Wolska BM: Methods in cardiomyo-
cyte isolation, culture, and gene transfer. ] Mol Cell Cardiol
2011, 51:288-98

Alvarez |, Hamplowva |, Hohaus A, Morano [, Haase H, Vassort
G: Calcium current in rat cardiomyocytes is modulated by

Anesthesiology 2012, 117:1212-22

19.

20,

21,

22,

23.

24,

25.

27,

31

32,

33.

1221

153

the carboxyl-terminal ahnak domain. | Biol Chem 2004;
279:12456-61

Buckler KJ, Vaughan-Jones RD: Application of a new pH-
sensitive fluoroprobe (carboxy-SNARF-1) for intracellular
pH measurement in small, isolated cells. PAlugers Arch 19940,
417:234-9

Blank PS, Silverman HS, Chung OY, Hogue BA, Stern MD,
Hansford RG, Lakatta EG, Capogrossi MC: Cytosolic pH
measurements in single cardiac myocytes using carboxy-
semimaphthorhodafluor-1. Am ] Physiol 1992; 263(1 Pt
2)H276-84

Pérez NG, Mattiazzi AR, Camilion de Hurtado MC, Cingolani
HE: Myocardial contractility recovery during hypercapnic
acidosis: Its dissocition from recovery in pHi by ryanodine.
Can ] Cardiol 1995; 11:553-60

Palpant NJ, I'Alecy LG, Metzger JM: Single histidine button
in cardiac troponin [ sustains heart performance in resp onse
to severe hypercapnic respiratory acidosis in vivo. FASEB |
2009; 23:1529-40

Harrison SM, Frampton JE, McCall E, Bovett MR, Orchard
CH: Contraction and intracellular Ca2+, Na+, and H+ during
acidosis in rat ventricular myocytes. Am ] Physiol 1992; 262(2
Pt 1):C348-57

Komukai K, Brette F  Pascarel €, Orchard CH:
Elearophysiological response of rat ventricular myo-
cytes to acidosis. Am | Physiol Heart Cire Physiol 2002;
283:H412-22

Choi HS, Trafford AW, Orchard CH, Eisner DA: The effect
of acidosis on systolic Ca2+ and sarcoplasmic reticulum cal-
cium content in isolated rat ventricular myocytes. | Physiol

(Lond) 2000; 529 Pt 3:661-8

. DeSantiago ], Maier LS, Bers DM: Phospholamban is required

for CaMKIl-dependent recovery of Ca transients and SR Ca
reuptake during acidosis in cardiac myocytes. | Mol Cell
Cardiol 2004; 36:67-74

Komukai K, Pascarel C, Orchard CH: Compensatory role of
CaMKIl on ICa and SR function during acidosis in rat ven-

tricular myocytes. Pflugers Arch 2001; 442:353-61

. Ding XL, Akella AB, Gulati J: Contributions of troponin [ and

troponin C to the acidic pH-induced depression of contrac-
tile Ca2+ sensitivity in cardiotrabeculae, Biochemistry 1995;
34:2300-16

. Solaro R], Lee JA, Kentish JC, Allen DG: Effects of acidosis

on ventricular muscle from adult and neonatal rats. Circ Res
1988; 63:779-87

. Urboniene D, Dias FA, Pefia JR, Walker LA, Solaro RJ,

Wolska BM: Expression of slow skeletal troponin 1 in adult
mouse heart helps to maintain the left ventricular systolic
function during respiratory hypercapnia. Circ Res 2005;
97:70=7

Hulme JT, Orchard CH: Effea of acidosis on Ca2+ uptake
and release by sarcoplasmic reticulum of intact rat ventricu-
lar myocytes. Am | Physiol 1998; 275(3 Pt 2):H977-87
Endoh M, Hiramoto T, Ishihata A, Takanashi M, Inui J:
Myocardial alpha 1-adrenoceptors mediate positive inotro-
pic effect and changes in phosphatidy linositol metabolism.
Species differences in receptor distribution and the intracel-
lular coupling process in mammalian ventricular myocar-
dium. Circ Res 1991; 68:1179-90

Schatola H, Sossalla S, Rajab TK, Toischer K, Quintel
M, Bauer M, Schmitto JD: Influence of mid metabolic
acidosis on cardiac contractility and isoprenaline response
in isolated ovine myocardium. Artif Organs 2011; 35:1065-74

. Schotola H, Toischer K, Popov AF, Renner A, Schmitto JD,

Gummert J, Quintel M, Bauer M, Maier LS, Sossalla S: Mild
metabolic acidosis impairs the beta-adrenergic response
in isolated human failing myocardium. Crit Care 2012,

16:R153

Biais et al.



35.

37.

Nimmao AJ, Than N, Orchard CH, Whitaker EM: The effea of
acidosis on beta-adrenergic receptors in ferret cardiac mus-
cle. Exp Physiol 1993; 78:95-103

. Steenbergen C, Deleeuw G, Rich T, Williamson JR: Effects of

acidosis and ischemia on contractility and intracellular pH of
ral heart. Cire Res 1977; 41:849-58

Ghanouni P, Schambye H, Seifert R, Lee TW, Rasmussen SG,
Gether U, Kobilka BK: The effect of pH on beta(2) adreno-
ceptor function. Evidence for protonation-dependent activa-

tion. | Biol Chem 2000, 275:3121-7

. Takahashi R, Endoh M: Dual regulation of myofilament Ca2+

sensitivity by levosimendan in normal and acidotic condi-
tions in aequorin-loaded canine ventricular myocardium. Br

J Pharmacol 2005; 145:1143-52

. Amour ], Lover X, Michelet P, Birenbaum A, Riou B,

Heymes C: Preservation of the positive lusitropic effect of

Anesthesiology 2012; 117:1212-22

40,

41,

42,

43,

1222

154

Myocardial Effect of Respiratory versus Metabolic Acidosis

beta-adrenoceptors gimulation in diabetic cardiomyopathy.
Anesth Analg 2008, 107:1130-8

Coudray N, Beregi JP, Lecarpentier Y, Chemla D: Effects of
isoproterenol on myocardial relaxation rate: Influence of the
level of load. Am | Physiol 1993; 265(5 Pt 2):H1645-53
Paradise NF, Schmitter JL, Surmitis JM: Criteria for adequate
oxygenation of isometric kitten papillary muscle. Am ]
Physiol 1981; 241:H348-53

Swietach P, Vaughan-Jones RD: Spatial regulation of intracel-
lular pH in the ventricular myocyte, Ann N Y Acad Sd 2005;
1047:271-82

Birenbaum A, Tesse A, Loyer X, Michelet P, Andriantsitohaina
R, Heymes C, Riou B, Amour J: Involvement of  3-adre-
noceptor in altered fradrenergic response in senescent
heart: Role of nitric oxide synthase 1-derived nitric oxide.
AnpsTHESIOLOGY 2008; 109:1045-53

Biais et al.



Annexe 2

Abstract présenté a Euroanesthesia 2012, congres de I’European Society of Anaesthesiology

Title: Comparison of Dobutamine with Isoproterenol in echocardiographic evaluation of cardiac
p-adrenergic response in rats

Author(s): Carillion A, Biais b, Riou B., Amour J.
Instifute(s). UMRS 086 Plerre and Marie Curle Universify PARIS 08, INSERM, Paris, France

Text: Background and Goal of Study: Dohutamine and Isoproterenol are two B-adrenoceptor agonists.
YWhile Dobutarming is preferentially used in stress echography in clinical practice, 1soproterenal is the
B-adrenoceptor agonist the mast frequently investigated in experimental studies. Nevertheless,
comparison between Dobutamine and Isoproterenal has not been performed in stress
echocardiography. In this study, we compared the effects of two classical protocals with Dobutamine
or Isoproterenal during stress echocardiography in rats.

Materials and Methods: Male Wistar healthy rats (n=8 in each group) were analyzed by
echocardiography (Vivid 7 GE, Aulnay-s0us-Bois, France) under general anesthesia with 1%-2%
inhaled isoflurane. The cardiac function was recorded in basal contraction and after B-adrenoceptors
stimulation by either Dobutarine (4ug/ky, intraperitoneally) or 1soproterenal (10Jgkg/min,
continuous intravenous). Stress measurements were performed when the heart rate was stahilized.
Data were analyzed by t-test using MCS5S 2007 A p= 0,05 was considered as significant. Data are
presented as stress measurements as percentage of basal value.

Results and Discussion: With Dobutamine or Isoproterenaol, nar the positive inotropic effect
measured with Left Ventricle Shortening Fraction (163%+20 vs 162%+16 respectively, NS), neither
the lusitropic effect measured with the peak of the early transmitral filling wave E [134%+25 vs 131%
+23, respectively,N5) and the velocity of lateral mitral annulus Ea (128%+33 ws 124%£27
respectively;NS) were significantly different. In addition, the positive chronotropic effect was not
significantly different when induced by dobutamine or isoproterenol as shown by a similar increase of
heart rate (respectively 121%+14 w5 119%+20; NS). Cardiac filling pressures were similar between
dobutamine and isoproterencl as shown Dy the ratio E/Ea (respectively 106%£30vs 110%+ 23, N3)
and the deceleration time of E wave (99%+27 versus 73%+ 34 respectively, NS

Conclusion(s): In vwivo, hoth inotropic and lusitropic effects of Dobutamine and |soproterencl are
sirnilar in hiealthy rats. This finding should help to analyZe and compare results obtained /n wivo with
one ar the orther of these B-adrenoceptor agonists.
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