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LISTE DES ABREVIATIONS

AA : Acide Aminé

AAV : Adeno-Associated Virus

AC : Adénylate Cyclase

ACE : Angiotensin Converting Enzyme

ADN : Acide Désoxyribonucléique

AGT : Angiotensinogene

AKAP79 : A Kinase Anchoring Protein 79

Akt : Protéine Kinase B

AMPc : Adénosine Monophosphate cyclique
ANF- ANP : Atrial Natriuretic Factor-Peptide
Angll : Angiotensine Il

AP-1 : Activating Protein-1

AR : Adrenergic Receptor

ARNm : Acide Ribonucléique messager
ARNLt : Acide Ribonucléique de transfert
ASPH : protéine aspartate B-hydrolase ou gene codant pour la junctine, la junctate et la
protéine aspartate B-hydrolase

AT1 : Angiotensin Il type 1 receptor

ATF-1 : Activating Transcription Factor 1
ATP : Adenosine triphosphate

ATPase : ATP monophosphatase

BNP : Brain Natriuretic Peptide

C2C12 : lignée cellulaire de myoblastes de muscles squelettiques de rat
Ca”":ion Calcium

Cabin1 : Calcineurin-binding protein cabin-1
Cain : Calcineurin Inhibitor

CaM : Calmoduline

CaMKIl : Calmoduline Kinase de type Il
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CaM-PK : Calmoduline Protein Kinase

CaN : Calcineurine

Cavl.2 : Canaux Calciques voltage-dépendant de type L

Cav 3 : Cavéoline 3

CEC : Couplage Excitation-Contraction

c-fos, c-jun, c-myc : facteurs de transcriptions proto-oncogenes
CICR : Calcium-Induced Calcium Release

CKI/CKII : Casein kinase I/II

Cos-7 : lignée cellulaire de fibroblastes de rein

CnA : Calcineurine de type A

CnB : Calcineurine de type B

CNP : C-type Natriuretic Peptide

CPVT : Catecholaminergic Polymorphic Ventricular Tachycardia
CRC : Canal de Relachement du Calcium

CREB : cAMP Response Element Binding

CRM-1 : Chromosome Region Maintenance-1

CsA : Cyclosporine A

CSQ2 : Calséquestrine isoforme cardiaque

CT1 : Cardiac Triadin isoform 1

Cx : Connexine

DAD : Delayed early Afterdepolarization ou Post-dépolarisations Retardées
DAG : Diacylglycérol

DHPR : Récepteurs aux Dihydropyridines

DMD : Dystrophie Musculaire de Duchenne

DVDA : Dysplasie Ventriculaire Droite Arythmogéene

EAD : Early Afterdepolarization ou Post-dépolarisations précoces
ECG : Electrocardiogramme

EDL : Extensor Digitorum Longus

elF2 : Eucaryote Initiating Factor 2

ER : Estrogen Receptor

ERK : Extracellular Response Kinase

ET-1: Endothéline-1
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Fak : Focal adhesion kinase

FDAR : accélération fréquence-dépendante de la relaxation myocardique
FKBP12.6 : Calstabine 2 isoforme cardiaque

FK506 : FK506 binding protein ou FKBP

GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
GATAA4 : GATA Binding Protein 4

GCA : guanylate cyclase

GMPc : Guanosine Monophosphate cyclique

GRK : G protein Receptor Kinase

GSK3pB : Glycogene Synthase Kinase de type 3 B

HDAC : Histone Déacétylase

HRC : Histidine Rich-binding protein

HVG : Hypertrophie du Ventricule Gauche

IC : Insuffisance Cardiaque

IGF1 : Insulin-like Growth Factor 1

IGF1R : Insulin-like Growth Factor 1 Receptor

IM : Infarctus du Myocarde

InsP3 : Inositol -1,4,5-triphosphate receptor channel
IPs : Inositol -1,4,5-triphosphate

JAK : Janus Kinase

JNC : Junctine

JNK : Jun Kinase

L6.G8 : lignée cellulaire de myoblastes de muscle squelettique de rat
K*:ion Potassium

KO : Knock-Out

KEKE : motif avec un acide aminé lysine (K) et un acide aminé glutamate (E)
L-NAME : L-NG-Nitroarginine Methyl Ester

L-NMMA : L-NG-Monomethyl Arginine Citrate

LTCC : Canal Calcique voltage-dépendant de Type L
MAKAP : muscle A Anchoring Protein

MAPK : Mitogen Activating Protein Kinase

MCIP-1 : Modulatory Calcineurin inhibitory Protein 1
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MEC : Matrice extracellulaire

MEF-2 : Myocyte Enhancer Factor 2

Met : Méthionine

MHC ou MyHC: Myosin Heavy Chain
MLC2 : Myosin light chain 2

MMP : Matrix MetalloProteinase

MyBP-C : Myosin binding protein-C
Na®:ion Sodium

NCX : Echangeur Sodique Calcique

NFAT : Nuclear Factor of Activated T cells
NFKB : Nuclear Factor K B

NO : Monoxyde d’Azote

NOS : NO Synthase

NOS1 : NO Synthase de type 1

NOS 3 : NO Synthase de type 3

NOS 3 /" : Invalidation du géne de la NOS3
p38 : protein 38

PA : Potentiel d’Action

PE : Phényléphrine

PI3K : Phosphatidylinositide ou Phosphatidylinositol-3-Kinase
PIP, : Phosphatidyl Inositol 4,5 biphosphate
PKA : Protein Kinase A

PKC : Protein Kinase C

PKGI : Protéine Kinase G de type |

PLB : Phospholamban

PLC : phospholipase C

PMCA : Pompe plasmatique Membranaire Ca**-ATPase
PN : Peptide Natriurétique

P, : Probabilité d’ouverture

PP1 : Protéine Phosphatase 1

PP2A : Protéine Phosphatase 2A

PR : Période Réfractaire
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Rédox : Oxydo-Réducteur

RFF : relation force-fréquence

ROS : Reactive Oxygen Species

RCPG : Récepteurs Couplés aux Protéines G
RS : Réticulum Sarcoplasmique

RSj : Réticulum Sarcoplasmique jonctionnel

RyR1 : Récepteur de la Ryanodine de type 1 (isoforme squelettique)

RyR2 : Récepteur de la Ryanodine de type 2 (isoforme cardiaque)

SAC : Stretch-Activated ion Channel

SERCA2a : Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca2+-ATPase de type 2a (isoforme cardiaque)

shARN : petits ARN en épingle a cheveux

siRNA : silencing Ribonucleic Acid

o-SKA : Alpha-Skeletal-Actin

SNA : Systéme Nerveux Adrénergique

SNC : Systeme Nerveux Cholinergique

SNP : Systeme Nerveux Parasympathique

SNS : Systeme Nerveux Sympathique

SOC : Store Operated Channel

SOICR : Store Overload Induced Calcium Release
SRAA : Systeme Rénine-Angiotensine-Aldostérone
SRF : Serum Response Factor

STAT : Signal Transducers and Activators of Transcription
TAC : Transverse Aortic Constriction

T-cap : Téléthonine

TGFB1 : Transforming Growth Factor 1

TnC: Troponine C

TnT : Troponine T

Tnl : Troponine |

Trd : Triadine

TRDN : géne codant pour la triadine

Trisk : Triadin skeletal

TRPC : Transient Receptor Potential Channel
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TV : Tachycardie Ventriculaire
TVPC : Tachycardie Ventriculaire Polymorphe Catécholaminergique
Tubules-T : Tubules Transverses

WT : Wild Type
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AVANT-PROPOS
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Le coeur est un organe s’adaptant a différentes conditions de travail. Son adaptation
fonctionnelle repose sur un processus d’hypertrophie visant a maintenir sa fonction pompe
normale. L’élément déterminant de I’hypertrophie cardiaque est un procédé complexe,
dynamique et évolutif : le remodelage tissulaire. Il implique de nombreux types cellulaires
(cardiomyocytes, fibroblastes, cellules endothéliales) et représente un élément-clé de
I’adaptation du myocarde pour restaurer un métabolisme du myocarde normal. A ce nouvel
état s’ajoutent un certain nombre de changements phénotypiques déléteres qui au final
vont conduire le coeur vers un statut non adapté, on parle alors d’Insuffisance Cardiaque (IC)

(Lakatta (1993); K. R. Chien (1999); Swynghedauw (1999)).

L'insuffisance cardiaque (IC) est un probléme majeur de santé publique car elle reste
la premiere cause de mortalité et d’hospitalisation dans les pays développés. Ce syndrome
complexe est la voie finale de nombreuses maladies cardiaques (sténose aortique, HTA,...).
On estime que la majorité de la mortalité dans I'IC est engendrée par une mort subite,
causée par des arythmies. Ces troubles du rythme cardiaque surviennent lorsque le tissu
myocardique est atteint (hypertrophie, fibrose, remodelage ionique, CEC..). Si ces
modifications au départ permettent d’assurer la fonction cardiague a un niveau
homéostatique, sur le long terme elles deviennent des altérations pro-arythmogéniques. I
est donc important d’identifier les protéines pouvant retarder I'lIC et ses arythmies. Cela
constitue un enjeu majeur pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques

curatives (Jessup and Brozena (2003)).

Les protéines du complexe de relachement calcique (CRC), plus particulierement le
récepteur de la ryanodine cardiaque (RyR2) et ses protéines associées, sont le plus souvent
lices a une pathologie particuliere, la Tachycardie Ventriculaire Polymorphe
Catécholaminergique (TVPC, Catecholaminergic Polymorphism Ventricular Tachycardia
(CPVT)). C'est une maladie rare génétique héréditaire touchant au rythme cardiaque (Liu et
al (2008)). Si ces protéines sont reliées a des arythmies, elles participent également au
développement de I'hypertrophie cardiaque (Y. Zou et al (2011) ; Sato Y. et al. (1998)) avec
d’autres protéines du réticulum sarcoplasmique (RS) comme |’Histidine Rich-binding protein
(HRC)(C. S. Park et al. (2013)). Leur expression se trouve régulierement altérée dans I'lC
humaine comme animale (Gergs et al (2007) ; Gupta et al (2009)). La triadine n’a jamais a ce

jour été étudiée dans un contexte de pathologie cardiaque.
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La triadine (Trd ou CT1) est une des protéines du CRC. Elle permet a la fois I'ancrage
de la calséquestrine (CSQ2) et la liaison de cette derniere avec RyR2, sur la face jonctionnelle
du réticulum sarcoplasmique (RSj). Dans un panel de 97 patients souffrants de TVPC, sans
mutations sur les génes de RyR2 et CSQ2, trois mutations ont été identifiées sur le gene de
la triadine (TRDN). Elles ont pour conséquence pour ces patients d’en faire des cas humains
naturels de triadine knock-out (Roux-Buisson et al (2012)). La triadine serait alors liée a la
survenue d’arythmies et par son appartenance au CRC pourrait participer au développement

de I'hypertrophie cardiaque.

L’IC étant associée a I’hypertrophie cardiaque et/ou d’arythmies, nous avons alors
émis I’hypothése d’un role et/ou d'une implication du niveau d'expression de la triadine au

cours de I'"hypertrophie cardiaque et de I'IC.

Dans ce contexte, le but de ces recherches a été de déterminer lors du développement de

I’hypertrophie cardiaque et de I'lC :

1- le niveau d'expression de la triadine,
2- les mécanismes mis en jeu,
3- le role de la triadine.

Les résultats présentés valident le concept d’un réle spécifique de la triadine dans le
cceur et ouvrent de nouvelles perspectives de recherche et thérapeutique des maladies

cardiovasculaires.
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|.  STRUCTURE ET FONCTION CARDIAQUE

|.1. STRUCTURE DU MYOCARDE

(a) LE MYOCARDE

(i) ANATOMIE

Le myocarde est le tissu musculaire du coeur. C'est un muscle strié formé de quatre
cavités : les chambres auriculaire et ventriculaire droites sont séparées par les valves
tricuspides, comme les chambres auriculaire et ventriculaire gauches le sont par les valves

mitrales (Figure 1).

N Crosse de l'aorte
Veine cave

supérieure Aorte

Artére pulmonaire

Tronc pulmonaire

'AF Veines pulmonaires

! oreiliette
gauche
Valves mitrales

Valves tricuspides Valves aortiques

Ventricule
droit

Veine cave
inférieure

Valves pulmonaires

Septum
interventriculaire

Figure 1 : Représentation schématique du cceur. Modifiée d’aprés http//www.eurekasante.fr.
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(ii) CYCLE CARDIAQUE

La contraction (systole) et la relaxation (diastole) synchronisées des oreillettes puis
des ventricules assurent la circulation sanguine pour tout I'organisme. Au cours de la
diastole, le sang provenant des veines pulmonaires, des veines caves supérieures et
inférieures remplit respectivement les cavités auriculaires gauche et droite. La pression ainsi
développée dans les cavités auriculaires permet d’ouvrir les valves cardiaques et le
remplissage des ventricules. Pendant la systole, la contraction synchronisée des oreillettes
puis des ventricules, vide dans un premier temps les chambres auriculaires puis éjecte le
sang contenu dans les chambres ventriculaires droite et gauche dans I'artere pulmonaire et

I'aorte respectivement (Figure 1).

Les capacités de contraction et de relaxation du myocarde sont reliées aux propriétés
d’automaticité, d’excitabilité, de contraction et de relaxation des cellules qui le composent.
L’automaticité et I'excitabilité des cardiomyocytes reposent sur le potentiel d’action (PA).

C’est un phénomene électrique qui nait a la suite d’'une stimulation électrique de la cellule.

(iii) L’AUTOMATISME CARDIAQUE ET SON RESEAU DE CONDUCTION

Pour conduire le PA dans l'ensemble du muscle cardiaque et permettre sa
contraction, le myocarde est muni d’un réseau de conduction particulier. Tout part du noceud
sinusal, situé dans |'oreillette droite. Il est constitué de cellules myocardiques particulieres,
les cellules nodales, possédant la capacité de dépolarisation autonome. Elles ont un
phénotype embryonnaire avec des composants myofibrillaires peu évolués. L’activité
sinusale est régulée par des ganglions nerveux, situés dans une panicule adipeuse a son

contact.

Le noeud sinusal est l'initiateur d’impulsions. L’'onde d’excitation va d’abord traverser les
deux oreillettes grace au tissu nodal ou cardionecteur et se dirige vers le nosud auriculo-

ventriculaire. Par la suite les voies de conduction seront le faisceau et les branches de His,
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pour finir dans le réseau de Purkinje et ses fibres. Cette derniére étape, a partir du faisceau

de His, permet la propagation de I'onde d’excitation vers les deux ventricules (Figure 2).

La dépolarisation intercellulaire au sein du myocarde s’effectue par la transmission des
courants locaux intracellulaires grace aux jonctions communicantes (gap junctions en
anglais), formées par les connexines (Cx) (Figure 6.A). Elles permettent la synchronisation de
I'activation cardiaque. Elles sont également exprimées par toutes les cellules présentes dans
le myocarde (cardiomyocytes, cellules endothéliales, fibroblastes, cellules musculaires lisses,
..) (Nielsen et al. (2012)). La Cx43 est la plus exprimée dans les ventricules et son
réarrangement représente le premier élément perturbateur de la conduction (Burstein et al.

(2009)).

Tromt du
faiscenu de His

Hemud
suriculo-ventriculaire

Eranthes du
faizceay de His

Figure 2 : Schéma du réseau de conduction dans le coeur.

(iv) L’ACTIVITE ELECTRIQUE DU CGEUR

i. LEPOTENTIEL D’ACTION

Une cellule vivante est polarisée et posséde un potentiel de membrane. Au repos, une
cellule myocardique a un potentiel de membrane d’environ -80 mV. Lorsqu’elle se trouve
excitée par un stimulus électrique, elle se dépolarise. Quand le potentiel de membrane

atteint la valeur de OmV et va au-dela, c’est la dépolarisation. Le potentiel initial se régénere
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par la suite : c’est la repolarisation, qui est plus lente que la dépolarisation. La repolarisation
est composée de deux phases : l'initiale est lente et la suivante est rapide. L'ensemble de ce

processus est appelé potentiel d’action (PA).

La naissance du PA cardiaque a lieu dans le nceud sinusal (Figure 2). Les cellules nodales,
gui composent ce dernier, assurent I'automatisme cardiaque de base. Elles génerent une
oscillation périodique spontanée de leur potentiel de membrane L'activité électrique
périodique du nceud sinusal résulte d’une dépolarisation spontanée et progressive du
potentiel de membrane a la fin de la phase de repolarisation du PA durant laquelle les
cellules atteignent leur potentiel le plus négatif. La dépolarisation spontanée au sein de
nceud sinusal a lieu a un rythme précis, correspondant a la fréquence cardiaque : c’est
I'activité pacemaker. Le courant Ir (f pour « funny ») a été particulierement associé a la
génération de cette activité « pacemaker ». Ce courant est ainsi dénommé car il possede la
caractéristique atypique d’étre activé par I’hyperpolarisation du potentiel de membrane. Iy
s’active entre -50 et -80 mV a la fin de la repolarisation et au cours de la dépolarisation

diastolique.

La forme du PA découle d’un équilibre entre les courants ioniques membranaires de

dépolarisation et de repolarisation (Kushnir and Marks (2010)) (Figure 3).

30 my-

0 my-

()

-80 mV-

Figure 3 : Représentation schématique d’'un PA dans un cardiomyocyte ventriculaire.
D’apres Pourrier and Nattel (2004)
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La phase 0 du PA (dépolarisation rapide de la membrane) d’une cellule ventriculaire
commence lors de l'activation des canaux sodiques voltage-dépendants (Na,1.5) (Na pour
sodique et v pour voltage) (Figure 4). L'ouverture des canaux Na’ entraine un courant
sodique entrant court et d’amplitude élevée s’activant a partir -80 mV. La vitesse importante
de dépolarisation de la phase 0 s’acquiert par un mécanisme de rétrocontréle positif,
amplifiant 'entrée de Na® et la dépolarisation. Ainsi I'entrée de Na* dépolarise la cellule et
cette dépolarisation accentue la probabilité d’ouverture des canaux sodiques (Na,1.5). Avec
I’évolution de cette phase de dépolarisation, les canaux calciques de type L (long lasting)
(Ica), impliguant les canaux calciques de type L (LTCC ou Ca,1.2), sont activés a un potentiel

de membrane autour de -40 mV (Figure 4).

Le courant |y, (to = transient outward), constitué de deux composantes distinctes - un
canal K" et CI" respectivement l;,1 et 2 conduit une repolarisation précoce du ventricule
lors de la phase 1. Cest un courant sensible a la fréquence de stimulation: avec
I'augmentation de la fréquence, son intensité diminue. Il a donc une place importante dans

I’adaptation de la durée du PA a la durée d’un cycle.

Durant la phase 2 du PA ou phase de plateau, le courant calcique Ica. des LTCC et les
courants potassiques sortants Iy , combinaison d’une composante rapide I, (canal HERG)
(Figure 3) et d’'une composante lente Igs (canal KvLQT1) (Figure 3) assurent I'équilibre.
L’entrée d’ions Ca2+, durant cette phase, va déclencher la décharge du Ca®* du réticulum
sarcoplasmique et permettre la contraction. Ce phénomeéne est appelé Calcium induced

calcium release, ou CICR.

Au cours de la phase 3 ou phase de repolarisation, le courant calcique Ica. S'inactive
progressivement tandis que les courants potassiques, toujours actifs, participent a la
repolarisation cellulaire. La phase finale de repolarisation est assurée par la sortie d’ions
potassiques. Le courant a rectification entrante lg; la prend en charge avec le canal Kir2.1

(canaux potassiques a deux segments transmembranaires).

La phase 4 correspond a la phase de repos du PA. Le courant de fond entrant,
responsable de la phase de repos du PA, est la résultante d’un flux entrant du courant Ina/ca
par I’échangeur Na+/Caz+ (NCX1) et d’un flux sortant plus faible du courant Inax.

Parallélement les canaux pacemaker ls, canaux codés par les génes HCN isoforme 4 dans le
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nceud sinusal, sont activés en fin de repolarisation. L’ensemble de ces mécanismes ioniques,
avec le courant calcique de type T (transient) sont responsables de la dépolarisation lente
intervenant dans la genése d’un nouveau PA dans les cellules du nceud sinusal. La phase 4
dans les myocytes auriculaires, ventriculaires et les cellules de Purkinje, ont une
dépolarisation diastolique trés lente (entre -90 et -80 mV) par le courant K* rectifiant entrant

l1 (canaux Kir 2.1 et Jir 2.2).

La période réfractaire (PR) se définit comme la période durant laquelle normalement
un nouveau PA ne peut étre déclenché. La PR est associée a l'inactivation des canaux
sodiques. Les LTCC jouent un réle central dans la détermination de la durée de cette période
réfractaire, en assurant une activation électrique du myocarde au moment opportun
(Antzelevitch et al. (2007)). La PR absolue est la période pendant laquelle il est difficile de
déclencher un nouveau PA : tous les canaux sodiques sont inactivés (phase 2 du PA). La PR
relative correspond a l'intervalle ol un stimulus d’intensité importante peut déclencher un
nouveau PA (sortie croissante de I'état inactivé des canaux sodiques en phase 3). La période

réfractaire empéche la tétanisation du myocarde.

DI DIl DIl DIV
NH, COOH

[[] segments voltage-dépendant
B segments formant le pore

Figure 4 : Schéma des canaux sodiques et calciques a six segments transmembranaires. Modifiée
d’apres Moreau et al. (2013).

Le PA repose principalement sur des composantes de courants sodiques, potassiques
ainsi que calciques. A I'échelle du cardiomyocyte, il est possible de le mesurer grdce a la

technique du patch-clamp et a I’échelle du cceur par un électrocardiogramme.
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ii. L'ELECTROCARDIOGRAMME (ECG)

L’électrocardiogramme (ECG) permet [|’enregistrement de l'activité électrique de

surface du cceur.
Chaque battement cardiaque peut se décomposer en trois périodes (figure 5) :

1. L'onde P correspond a la dépolarisation auriculaire.
2. Le complexe QRS représente la dépolarisation ventriculaire ainsi que sa durée. La
repolarisation auriculaire a lieu au méme moment.

3. L'onde T montre la repolarisation ventriculaire.

Les intervalles PR et QT renseignent sur des cinétiques. L'intervalle PR représente le
temps de conduction de I'onde de dépolarisation des oreillettes aux ventricules. Tandis que
I'intervalle QT informe sur le temps qui s’écoule entre la dépolarisation et la repolarisation
ventriculaire. Le segment PR décrit le temps qui s’écoule entre la fin de la systole auriculaire
et le début de la systole électrique ventriculaire. Le segment ST décrit le début de la
repolarisation des ventricules et correspond a la phase de repolarisation lente en « plateau »

des myocytes ventriculaires.

QRS
Complex
e

R

ST

PR Segment
Segment T
P

_/\_\l

PR Interval Q

S

QT Interval

Figure 5 : Représentation schématique d’un tracé d’ECG.
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L'ECG permet d’analyser le rythme cardiaque, pour repérer les arythmies ou examiner
I’état du systeme nerveux autonome (Malik and Camm (1993)). En outre, il renseigne sur
I’état du tissu cardiaque, particulierement sur la présence d’une ischémie ventriculaire.
L'interprétation de I'ECG consiste a déduire I’évolution de I'excitation et de la repolarisation

dans le tissu myocardique.

(b) LE CARDIOMYOCYTE

Le cceur contient 75% de cardiomyocytes en volume mais ceux-ci ne représentent
gu’entre 30-40% du nombre total de cellules du cceur. Les fibroblastes et les cellules

endothéliales y sont présents dans une proportion de 60-70%.

Les cardiomyocytes ont des caractéristiques communes aux cellules musculaires striées
squelettiques. Une membrane, le sarcolemme, entoure les myofibrilles qui occupent 80% de
leur cytoplasme. Le cardiomyocyte possede une forme spécialisée du réticulum
endoplasmique lisse : le réticulum sarcoplasmique (RS). Cette structure particuliére forme
un réseau de canalicules longitudinaux entourant chaque myofibrille et permet le stockage
du ca®* indispensable a la contraction musculaire. Le cardiomyocyte contient également un
systeme de tubules transverse (tubules-T) : des invaginations canaliculaires du sarcolemme
dans le cytoplasme, espacées régulierement et en contact avec le RS. Les tubules-T

permettent la propagation du PA a l'intérieur de la cellule musculaire (Figure 6.B.).

Les cardiomyocytes ont également leurs propres caractéristiques. lls possédent un plus
grand pool énergétique avec une plus grande quantité de mitochondries et des grains de
glycogene abondants. Les cardiomyocytes sont connectés entre eux pour former un réseau
tridimensionnel. Entre I'ensemble des cellules myocardiques, la cohésion mécanique et le
couplage électrique sont assurés par un dispositif de jonction spécifique : les jonctions
communicantes et les desmosomes. Elles permettent le couplage électrique des
cardiomyocytes en laissant passer des électrolytes, des petites molécules de moins d’'un kDa

de masse moléculaire et des seconds messagers (Caz+, AMPc, ions) (Figure 6.A.).
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Figure 6 : Ultrastructure du cardiomyocyte : A. Représentation schématique des cardiomyocytes
et de leurs sarcolemmes contenant les jonctions communicantes et desmosomes. B. Ultrastructure
d’un myocyte.

30|Page



(c) LA MYOFIBRILLE

La myofibrille est I'unité contractile du myocyte. Elle est reliée a la membrane
plasmique par des filaments intermédiaires qui permettent a la cellule musculaire d’avoir
une certaine élasticité : elle se contracte et se décontracte sans se rompre. Les myofibrilles
des cardiomyocytes forment une large masse cylindrique, allongée dans le sens de la cellule
et incompletement divisée par des zones cytoplasmiques et nucléaires. Cette masse

cylindrigue est composée de petits cylindres mis bout a bout : les sarcomeres (Figure 7).

Membrane plasmique

Sarcomeére

() Myofibrille

Bande Bande
sombre claire

Disque Z

Segment de cellule (fibre) musculaire

Myofilament de myosine

Myofilament d'actine

Figure 7 : Schéma de myofibrille.

(d) LE SARCOMERE

Le sarcomere est la structure centrale responsable de I'activité contractile du cceur. I
est compris entre deux stries Z. |l est composé principalement par des filaments de myosine,
actine et titine (Figure 8). Des interactions cycliques ont lieu entre les filaments épais de
myosine et fins d’actine qui forment alors un pont. Les forces générées lors de ces

interactions cycliques constituent la base moléculaire de la pression cardiaque, le
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mouvement produit par ces ponts d’actomyosine est a la base de I'éjection du sang hors du

coeur.

Le cycle de la contraction est basé sur un mécanisme moléculaire particulier expliqué par
la théorie des filaments glissants. Le glissement des filaments d’actine sur ceux de la myosine
dépend de la formation des ponts d’actomyosines (interaction entre les tétes globulaires de
myosine et actine). Cette interaction active I’ATPase de la myosine. L'énergie libérée par
I’hydrolyse de I'ATP se retrouve convertie en énergie mécanique. Ceci provoque le
pivotement de la téte de myosine capable de tracter les filaments fins d’actine. La force
développée par le muscle est directement proportionnelle aux zones de recouvrement entre

les filaments épais (myosine) et fins (actine) et les ponts d’actomyosines formés (Figure 9).

A.
Sarcomere
I-band A-band I-band
I |
Actin filament Myosin filament
Nebulin Z-f.‘lisc
A i
—&\ ‘ 20—
B.

Figure 8 : Représentation schématique d’un sarcomeére (A) et son illustration en
microscopie électronique en transmission (MET) (B). D’aprés Luther (2009).
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Figure 9 : Schéma du mécanisme de contraction. Modifiée d’aprés de Tombe (2003).
Abréviations (de gauche a droite) : Troponine-T (Tn-T), Troponine-C (Tn-C), Troponine-I (Tn-1), ATP
(Adénosine triphosphate), Portion de téte globulaire de la myosine (S1), Light Chain 1 et 2 (LC1 et
LC2) et Région de tige de la myosine qui s’articule (S2).

|.2.LE COUPLAGE EXCITATION-CONTRACTION (CEC)

Le couplage excitation-contraction (CEC) rassemble les mécanismes amenant la
cellule cardiaque de I'excitation électrique a la contraction de I’'ensemble de 'organe (Bers
(2002a)). I commence dans une organisation subcellulaire spécifique : la dyade pour le coeur

et la triade pour le muscle squelettique.

La formation d'une dyade s’effectue par le resserrement de deux structures
membranaires particuliéres, les tubules transverses (ou tubules-T) et le réticulum

sarcoplasmique jonctionnel (ou RSj) (figurel0) :

_les tubules-T sont des invaginations membranaires transversales de la membrane cellulaire

des cardiomyocytes, ou sarcolemme. Cette structure conduit la dépolarisation membranaire
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au cceur de la cellule par les courants calciques de type L, portés par les canaux calciques
voltage-dépendant de type L, long lasting (LTCC), L-type Ca** channels, appelés aussi

récepteurs des dihydropyridines, DHPR.

_le réticulum sarcoplasmique (ou RS) est un organite intracellulaire destiné au stockage et a
la libération de Ca®* indispensable a la contraction des myofilaments. Il est déterminant pour
I’'homéostasie calcique intracellulaire et le CEC. Il s’organise en deux compartiments : le RS
longitudinal, se structurant le long des sarcomeéres et le RSj, citerne terminale du RS, disposé
en face des tubules-T, au niveau des dyades. Le récepteur de la ryanodine de type 2 (RyR2),

I'isoforme cardiaque du canal RyR, se trouve dans ce dernier compartiment en face du LTCC.
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Figure 10 : Schéma d'une dyade. D’aprés S. Gyorke, Hagen, Terentyev, and Lederer (2007).

(a) DE LEXCITATION AU RELACHEMENT DU CA*

Le CEC, dans le coeur, repose en premier lieu sur les deux canaux calciques
responsables du relachement calcique cardiaque (ou complexe de reldachement calcique
cardiaque, CRC) : les canaux calciques voltage-dépendants de type L (LTCC) et le récepteur

de la ryanodine de type 2 (RyR2).
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(i) LES CANAUX CALCIQUES VOLTAGE-DEPENDANTS DE TYPE L (LTCC) (POUR REVUE : HARVEY

AND HELL (2013))(FIGURE 11)

WCAV-S

FoEi® Foedd

§1700

Figure 11 : Schéma détaillé du LTCC. Modifiée d’aprés revue : Harvey and Hell (2013).

Il existe deux types de canaux calciques dans les cardiomyocytes : les type L (long
lasting, LTCC) et les type T (transient, TTCC) (Rougier, Vassort, Garnier, Gargouil, and
Coraboeuf (1969); Nilius, Hess, Lansman, and Tsien (1985)). Les premiers, les plus
nombreux, sont les acteurs majeurs du couplage excitation-contraction (CEC). L’expression
des canaux calciques de type L est focalisée au fond des tubules-T. Il existe quatre isoformes
de LTCC: Cay 1.1 a Cay 1.4. Chacune est un complexe protéique multimérique formé d’une
des sous-unités a; lui correspondant (a; 1.2 pour Ca,1.2) associée a des sous-unités

auxiliaires B, a,6 et y (Catterall (2000)).

La sous-unité a; forme le pore de conduction des ions et définit I'isoforme de ce canal
calcique. Elle est composée de quatre domaines homologues (I-IV) contenant chacun six
segments transmembranaires (51-S6) et le pore est formé par les boucles P situées entre les
segments S5-S6. Ca,1.2 est le LTCC majoritaire dans les ventricules (Bers and Perez-Reyes
(1999)). L’activation de l'activité intrinseque du canal est possible dans cette sous-unité
grace au segment S4. Le déplacement des charges par la dépolarisation membranaire
conduit a un changement de conformation indispensable a I'ouverture. Le courant Ic,. qui en
résulte est donc un courant voltage-dépendant entrant qui s’active rapidement a partir d’'un

potentiel de I'ordre de -40 mV. Son pic maximal se trouve entre 0 et +10 mV, potentiels
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rappelant le plateau du PA et décline au fur et a mesure que le potentiel se rapproche du

potentiel d'équilibre du Ca*, entre 60 et 70 mV.

La sous-unité B existe sous quatre isoformes et permet lI'ancrage du canal a la
membrane, tout comme la sous-unité a,6 qui régule aussi I'ouverture du canal (Dolphin
(2013)). Elle est située sur la face cytosolique du canal (B, pour Ca,1.2) et permet I'activation
et I'inactivation voltage-dépendante du canal (Singer et al. (1991) ; Kamp, Perez-Garcia, and
Marban (1996) ; A. J. Chien et al. (1995)). La sous-unité y participe comme la sous-unité B, a

I’activation et I'inactivation du canal.

L'activité d’un canal unitaire LTCC change suivant les différents modes d’ouverture : le
Mode 0 correspond a une tres faible probabilité d’ouverture (P,), le Mode 1 (ou Mode de
base) a des ouvertures de courte durée et une P, plus importante et le Mode 2 se caractérise
par une P, élevée et des ouvertures de longue durée. Le passage du Mode de base au Mode
2, dit facilitation, est entretenu par différentes conditions : I'augmentation de la fréquence
de stimulation ou de la fréquence cardiaque (FC), la phosphorylation du canal par des
protéines kinases (la protéine kinase AMPc-dépendante (PKA) et la Ca’*/Calmoduline
protéine kinase de type Il (CaMKIl), des agonistes, les sous-unités du canal et/ou lors d’une
dépolarisation importante. La facilitation permet d’augmenter I'amplitude et le temps
d’inactivation du courant. Ce mode soutient également la relation de force-fréquence (RFF)

des cardiomyocytes (Hess et al. (1984) ; Benitah et al. (2010) ; Harvey and Hell (2013)).

L'activation comme linactivation du canal LTCC dans le temps dépend de deux
parametres : le voltage et le Ca’*lui-méme. L’inactivation du courant IcaL S’effectue en deux
temps : rapidement, en 3 a 7 ms, dépendamment du Ca®et lentement, de 30 4 80 ms,
dépendamment du voltage. La régulation des cinétiques d’inactivation influence la quantité
de Ca**entrant dans la cellule & chaque cycle mais également la durée du PA et le CEC qui en
découle. Réciproquement, linactivation étant en partie dépendante du Ca®, toute
modification du cycle calcique et/ou de ’homéostasie calcique intracellulaire peut avoir une

incidence sur le courant Ic,. (Benitah et al. (2010) ; Harvey and Hell (2013)).
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(i) LE RECEPTEUR DE LA RYANODINE DE TYPE 2 (RYR2)

Ancré dans la membrane du RS cardiaque, le RyR2 est responsable de la libération du
Ca®* du RS lors du CEC, par I'augmentation locale de la concentration cytosolique de Ca** via
le courant Ic, des canaux LTCC: en anglais Calcium induced calcium release (CICR) ou
libération de Ca®" induite par le Ca**. Le RyR2 a été identifié et isolé grace a un alcaloide
végétal neutre: la ryanodine. Cette derniére est un agoniste pour le canal a des
concentrations de I'ordre du nM et devient un antagoniste a de plus fortes concentrations
(uUM). A ce jour, il est le plus grand canal ionique découvert (>2MDa) et existe sous trois
isoformes chez les mammiféres. RyR2 est I'isoforme prédominante dans le coeur (Nakai et al.
(1990) ; Otsu et al. (1990)). RyR2 est un homotétramere (565 kDa par sous-unité). La région
cytoplasmique du récepteur (90% du canal) contient des sites de régulation par différentes
protéines : la calstabine 2 (FKBP12.6), la calmoduline (CaM), la sorcine, la CaMKIl, les
phosphatases de type 1 (PP1) et 2A (PP2A) par leurs protéines d’ancrage respectives la
spinophiline et la PR130, la PKA et la phosphodiestérase PDE4D3 par leur protéine d’ancrage
MAKAP. Ses partie transmembranaire et luminale (10% du canal) participent a la formation

du pore pour le passage des ions Ca®* 3 travers la membrane du réticulum (Figure 12).

DHPR/RyR1

3R

monomer Membrane

Lumen

Figure 12 : Représentation schématique du complexe de relachement du Ca’* formé par le
récepteur de la ryanodine et ses protéines associées. D’aprés Bers (2004).
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L'ion Ca®" est le facteur le plus important pour RyR2 car il régule son ouverture et sa
fermeture (S. R. Chen, Zhang, and MacLennan (1994)). Le Ca®" peut se fixer sur deux sites de
la face cytosolique du canal. Le premier, de haute affinité, permet I'ouverture et la
fermeture du canal pendant le CICR. Le deuxieme, de faible affinité, est responsable de
I'inactivation du canal a la fin du CICR (Bezprozvanny, Watras, and Ehrlich (1991) ; Smith,
Coronado, and Meissner (1986) ; Zimanyi and Pessah (1991)). Lorsque la [CaZJ']cymsonque est
faible (100 a 200 nM), le canal reste en position fermée (Copello, Barg, Onoue, and Fleischer
(1997)). Lélévation de cette méme concentration permet la fixation d’ions Ca®" sur les sites
de haute affinité du canal et entraine son ouverture (augmentation de sa probabilité
d’ouverture, Pg). L'activité maximale du canal est atteinte lorsque la concentration

cytosolique est de 10 uM. Au-dela de cette concentration Py diminue.

Le canal est aussi sensibilisé au Ca?* présent sur sa face luminale dans le RS. En effet,
dans un modele in vitro ou le canal se trouve dans une bicouche lipidique, Po augmente avec
la [Ca2+]intra|umina|e. La constante de dissociation du Ca*‘intraluminal qui détermine I'activation
de RyR2 approche 1 mM et correspond a la valeur de Ca**intraluminal en diastole. Dans la
cellule, le Ca*’intraluminal interviendrait dans I'inactivation du canal pour terminer le CICR
guand il atteint une valeur seuil basse et également maintiendrait le canal fermé le temps
gue le RS refasse son stock calcique, déterminé par une valeur seuil haute. Au-dela, il y aura
une libération de Ca® par une surcharge de Ca** dans le RS ou Store operated induced Ca**
release (SOICR). Le mécanisme du canal pour le sensibiliser au Ca®*intraluminal reste a
déterminer. Il est certain que I'interaction avec la calséquestrine seule (pas encore prouvée)
et la calséquestrine via ses protéines d’ancrage, la triadine (Trd) et la junctine (JNC), permet
de I'y sensibiliser (description dans les paragraphes suivants). Le maintien de ce complexe
est essentiel a '"homéostasie calcique du cardiomyocyte, au CEC. Il intervient également
dans des pathologies cardiaques avec une altération de sa fonction par ces protéines
régulatrices. Récemment il a été découvert qu’une boucle de la structure de RyR2,
composant l'intérieur du pore du canal, participe a la sensibilisation de RyR2 au Ca*" luminal
du RS. Elle limite également les vagues et les arythmies dépendantes de RyR2 (Y. Zhang et al.

(2011) ; W. Chen et al. (2014)).
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i. FKBP12.6 (ISOFORME CARDIAQUE) OU LA CALSTABINE 2

FKBP12.6 ou calstabine 2 est une protéine de 12,6 kDa, partenaire de RyR2 du coté
cytoplasmique. Un FKBP12.6 se lie a un monomere de RyR2. Les sites de liaison entre ces
deux protéines sont sujets a controverse car de nombreux sites ont été trouvés (Masumiya,
Wang, Zhang, Xiao, and Chen (2003) ; Y. Zhang, Matthews, Lei, and Huang (2013) ;
Zissimopoulos and Lai (2005) ; Meng et al. (2007)). Des mesures électrophysiologiques de
I'activité de RyR2 indiquent que l'interaction entre la calstabine 2 et RyR2 stabilise RyR2 a
I’état fermé: la dissociation augmente la Po du canal et conduit a des états de sous

conductance (Lacampagne, Fauconnier, and Richard (2008)).

ii. LA CALSEQUESTRINE 2 (ISOFORME CARDIAQUE) (CSQ2)

La CSQ2 (65kD) est la protéine majoritaire du RS cardiaque capable de lier le Ca*".
Contenant de nombreux acides aminés acides (glutamate et aspartate), elle possede une
forte capacité de stockage de Ca’* (40 a 50 moles de Ca** par mole de CSQ2) mais avec une
faible affinité de liaison (Mitchell, Simmerman, and Jones (1988)). La liaison du Ca** a la
CSQ2 change sa conformation: elle se polymérise. Sa capacité de liaison au Ca?* est
coopérative plus il y a de Ca®* plus elle se polymérise et plus elle en lie encore plus (S. Wang
et al. (1998) ; H. Park et al. (2004)). Elle est susceptible de lier une concentration totale de
Ca’" dans le RS de 20 mM en laissant uniquement une concentration de Ca** libre de 1 mM.
Ce procédé prévient la précipitation de Ca®* dans le RS et la régulation de SERCA2a et RyR2
par la [Ca2+]intra|umina|e. La CSQ2 est donc une protéine du RS qui par sa capacité de stockage,
sa libération rapide de ca”, par son ancrage au niveau du RSj a proximité de RyR2, et sa

conformation évolutive s’adapte au cycle calcique du CEC au sein du RS.

La CSQ2 forme avec le RyR2, la triadine (CT1, I'isoforme cardiaque) et la junctine (JNC) un
complexe quaternaire. Le site d’interaction de la CSQ2 a ces deux protéines se restreint a la
région riche en aspartate (Shin, Ma, and Kim (2000)). Il est a noter qu’a ce jour aucune étude
n’a formellement mis en évidence une interaction directe entre la CSQ2 et RyR2. Cette

conformation décroit selon toute vraisemblance avec I’activation de RyR2. En effet, Gyorke
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et al. suggérent que la probabilité d’ouverture (P,) de RyR2, en présence de la Trd et la JNC
est freinée par la CSQ2 a des [Ca2+]intra_Rs faibles, lorsque le Ca® lié et libre est en faible
guantité dans le RS, juste aprés le CICR. Cette inhibition est levée a des [Ca2+]intra,R5 élevées
(Ca** lié et libre), lorsque la CSQ2 est fortement liée au Ca** et dissociée du complexe (cf
paragraphe sur RyR2 ci-dessus). Cela permet a la Trd et la JNC de donner le signal a RyR2 de
s’ouvrir pour le CEC. La CSQ2 tient alors le rdle de senseur luminal de Ca** pour RyR2 via la

CT1 et la JNC (I. Gyorke, Hester, Jones, and Gyorke (2004)).

(b) LA CONTRACTION (FIGURES 9 ET 13)

Par la libération du Ca®* du RS par RyR2, la concentration cytoplasmique de Ca** va
étre multipliée par 10, passant de 100 nM en diastole a 1 uM en systole. L'initiation de la
contraction repose sur la fixation du Ca®* sur le complexe troponines (C, T, I)-tropomyosine,
situé sur les filaments d’actine. Le filament fin est composé d’actine, tropomyosine, et d’'un
hétérotrimere de troponines (constitué de troponines (T, C, 1): Tn-T, Tn-C, and Tn-l). Le
filament épais est composé de myosine, un dimere asymétrique avec une portion de téte
globulaire (S1), une région de tige qui s’articule (S2) et pour finir le brin. La portion S1 de la
myosine contient le domaine d’hydrolyse de I’ATP ainsi que le domaine de liaison a 'actine.
La portion S1 est aussi associée a 2 hetérodimeres, les chaines légéres 1 and 2 (LC-1; LC-2 ou
MLC1/2). La tige de la myosine renferme également la protéine C liant la myosine (Myosin
binding protéine C ou MyBP-C). Le Ca** en se liant a la Tn-C induit un réarrangement
conformationnel de la Tn-C, renforcant la liaison entre les Tn-C/Tn-I tout en fragilisant celle
entre les Tn-1/Tn-T: le complexe d’actomyosine va pivoter sur les filaments d’actine. Le
mouvement de la tropomyosine expose le site de liaison de la myosine pour permettre a
I'actine de s’y fixer et de former un pont d’actomyosine. Le mécanisme permettra le
développement de la force et/ou le raccourcissement du sarcomére. La fixation de Ca®" sur la
Tn C obéit a un principe de coopération : plus il y a de ponts formés, plus la TnC fixe de

Ca”* (Fuchs and Martyn (2005)).
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(c) LA RELAXATION (FIGURES 13)

La relaxation a lieu lorsque la [Ca2+]intrace”u|aire retourne a son niveau basal par le
recaptage de Ca®" par le RS via SERCA2a (mécanisme principal chez les mammiféres), par son
extrusion de la cellule via I’échangeur Na%*/Ca** (NCX1 dans le coeur), I"'uniport mitochondrial
et la pompe plasmatique membranaire Ca®*-ATPase (PMCA) (Figure 13). Elle correspond 2 la
fin de la disponibilité du Ca’* intracellulaire. Par conséquent, les ponts d’actomyosine se
détachent et la titine restitue la force de compression emmagasinée lors de la contraction
(Helmes, Trombitas, and Granzier (1996)). Le sarcomeére va alors retrouver sa longueur

initiale.
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Figure 13 : Schéma du CEC cardiaque en diastole systole.Modifiée d’aprés Wehrens and
Marks (2003); Bers (2002a) ; Kho, Lee, Jeong, aajar (2010).
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(iii) L’ATPASE cALcIQUE DU RS (SERCA2A POUR L'ISOFORME CARDIAQUE)

Pendant la relaxation, plus de 80% du Ca” intracellulaire retourne au RS. Les 20%

restants sont extrudés de la cellule majoritairement par NCX1 (Kranias and Hajjar (2012)).

Le recaptage du Ca®" dans le RS s’effectue par les pompes SERCA. Les SERCA transportent
activement deux molécules de Ca’** dans le lumen du RS pour une molécule d’ATP
hydrolysée. Les SERCA sont des protéines d’'un poids moléculaire d’environ 100 kDa,
possédant dix hélices a dans leur domaine transmembranaire. La région cytoplasmique est
composée d’un domaine catalytique et un domaine de fixation a I’ATP. Douze isoformes de
SERCA sont codés par trois genes (SERCA 1, 2 et 3). Le gene SERCA2, exprimé dans le cceur,
code pour trois isoformes: 2a, 2b et 2c. Lisoforme principalement exprimée dans les
cardiomyocytes sains est SERCA2a. Cette pompe amplifie la relaxation cardiaque en
diminuant la concentration cytosolique de Ca?* et module la contraction en contrdlant la

charge calcique du RS (Kranias and Hajjar (2012)).

SERCA2a interagit avec des protéines présentes dans le lumen du RS comme la HRC
(Histidine-rich Ca®*binding protein). L'interaction entre la HRC et SERCA2a est dépendante de
la [Ca**]sk. Elle est maximale lorsque la [Ca®']gs est faible. L’hypothése avancée est qu’une
faible [Caz+]R5 uminal Promeut la liaison entre ’'HRC et SERCA2a pour stimuler le recaptage de
Ca’" alors que I'augmentation de cette méme concentration favorise leur dissociation
(Gregory et al. (2006)). Sur sa face cytosolique et/ ou transmembranaire, I'activité de
SERCA2a est modulée par le phospholamban (PLB) qui, a I'état déphosphorylé, inhibe son

affinité pour le Ca®".

(iv) LE PHOSPHOLAMBAN (PLB)

Le PLB est un homopentamere de 52 AA. La phosphorylation du PLB enleve son
inhibition sur SERCA2a: l'activité de SERCA2a va croitre et ainsi la vitesse de recaptage

augmente. Il existe trois sites distincts de phosphorylation sur le PLB : la Ser16 par la PKA et
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la PKG (protéine kinase GMPc-dépendante), la Thr17 par la CaMKIl et la Ser10 par la PKC. La
stimulation B-adrénergique (B-AR) peut mener a deux phosphorylations en parallele sur la
Serl6 et la Thrl7. Elle aboutit a une élévation du taux de recaptage du Ca**par le RS par
I'augmentation de I'activité de SERCA2a. La phosphorylation du PLB est également régulée
par I'activité des phosphatases : la PP1 et la calcineurine (Zalvidea et al. (2012)). Le PLB en se
liant sous sa forme monomérique a SERCA2a l'inhiberait. Par sa phosphorylation, I'inhibition

se reléve et le PLB se pentamérise (T. Kim, Lee, and Im (2009) ; Kranias and Hajjar (2012)).

(v) L’ECHANGEUR NA*/CA%*(NCX)

Aprés la pompe SERCA2a, I’échangeur Na*/Ca®* (NCX) assure I’élimination du Ca**du
cytosol comme le maintien de ’homéostasie calcique. Dans le ventricule du chien, du lapin
et de 'Homme, le Ca**cytosolique est éliminé a 70% par SERCA, 28% par NCX et 2 % par
I"'uniport mitochondrial et la PMCA. Chez les rongeurs (souris et rat), 92% du Ca**du
cytoplasme est éliminé par SERCA, 7% par NCX et le restant par I'uniport mitochondrial et la
PMCA. NCX participe a la régulation du gain du CEC en contrélant le contenu calcique du RS.
En diastole, il entre en compétition avec la pompe SERCA pendant la diminution du
transitoire calcique. Ainsi il influe sur la relaxation des myofilaments. Indépendamment de
son action sur la charge calcique du RS, NCX peut réguler la quantité de Ca’" au sein de la

dyade, agir sur la sensibilité de RyR2 et 'amplitude du transitoire calcique.

L'isoforme cardiaque de I'échangeur est NCX1. Cest une protéine membranaire
comportant dix domaines transmembranaires (Ren and Philipson (2013)). Sa large boucle
cytoplasmique hydrophile située entre sa 5°™ et 6°™ hélice présente des sites de régulation.
Sur cette méme boucle, il y a un site de fixation avec une forte affinité pour le Ca”. Lorsque
le Ca®* se fixe sur ce site, il y a un changement de conformation de la protéine primordiale a
I'entrée ou la sortie du Ca®*. NCX1 est activé par le Ca** intracellulaire mais inhibé par le Na*
intracellulaire. Il est capable d’échanger 3 molécules de Na* contre 1 de Ca?*. NCX1 est ainsi
électrogénique. Il conduit un courant entrant de Na* (dépolarisant, le Ca®* est extrudé) en

mode forward et un courant sortant (repolarisant, le Ca** rentre) en mode reverse. La durée
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du PA comme la FC agissent sur le mode d’action de NCX1. La prolongation du premier
entretient le mode reverse de NCX1 a la fin de la phase du plateau et NCX1 va alors
participer a la modification du potentiel durant le CEC. L'augmentation de la FC étend
I'activation de I’échangeur en mode forward pendant la diastole. Il existe d’autres
régulateurs de NCX1: la PKC, la PKA, la PP1, la PP2B, la mAKAP, I'ATP, le pH et la

température.

(d) SA REGULATION

Le coeur possede un automatisme qui lui permet d’assurer sa fonction de pompe de
I’organisme pour subvenir aux besoins de I'organisme. Pour s’adapter a des situations de
stress, I'organisme est doté de systemes de régulation. Au niveau ventriculaire, la force

développée est contrélée principalement par trois paramétres :

» Le niveau de remplissage des cavités myocardiques avec une relation positive entre
la pression (la force) et le volume de remplissage : c’est la loi de Frank-Starling. Les
myofilaments contractiles du cosur sont capables de fournir une force de contraction
d’autant plus importante qu’ils augmentent leur relachement en diastole
(accélération fréquence-dépendante de la relaxation myocardique (FDAR)),

» La fréquence des cycles cardiaques : c’est la relation force-fréquence (RFF),

» La facilitation par I'activation des récepteurs B-adrénergiques.

Ces deux derniers points vont étre approfondis dans cette partie.

(i) LA RELATION FORCE-FREQUENCE (RFF)

La RFF est généralement positive dans le coeur des mammiferes. La force de contraction
augmente avec la fréquence de stimulation (Figure 14). La RFF est un régulateur intrinséque

notable pour la contractilité cardiaque.
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Figure 14 : Graphique représentant la relation force-fréquence du myocarde dans
différentes espéces. Modifiée d’aprés Janssen and Periasamy (2007).

La fréquence cardiaque (FC) de base comme la gamme de fréquences atteintes in vivo
sont variables suivant les especes. L’accélération de la FC est manifeste chez les grands
mammiféres et moindre chez les petits animaux. Chez 'Homme adulte, en moyenne, le
passage de I'état repos a I'exercice, fait passer la FC d’environ 1 Hz (60 bpm) a 3 Hz (180
bpm). L'augmentation est de 200% entre les deux états. Chez le lapin, elle est d’environ 2,5
Hz au repos et passe a 5 Hz avec I'exercice. La FC n’augmente que de 100%. Chez la souris,
I'augmentation est encore plus faible (passage de 10 jusqu’a 14 Hz) elle n’atteint que 40% au
maximum. Par conséquent, le gain en force de contraction répondant a une augmentation
de la FC est plus important chez les grands mammiferes (Figure 14). De méme, le débit
cardiaque (DC), dépendant du volume sanguin diastolique et de la FC, peut augmenter de 6 a
10 fois a la suite d’un exercice physique intense chez 'Homme. Tandis que chez la souris, sa

hausse reste modérée : elle double a peine (Janssen and Periasamy (2007)).
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La relation entre la FC et la force de contraction myocardique est essentiellement
contrblée par les mouvements calciques au sein des cardiomyocytes (Endoh (2004)). La
balance dynamique intégrée de I’homéostasie calcique intracellulaire est le régulateur
majeur de la RFF. Elle est conditionnée par la charge du RS en Ca%, I'entrée de Ca® par les
LTCC et I'échangeur NCX1. Avec l'augmentation de la FC, I'amplitude des transitoire
calcigues augmente comme la charge du RS. L’accroissement du nombre de battements
pendant un certain temps entraine I'élévation du flux calcique a travers les LTCC. Cette
augmentation de I'entrée de Ca** dans la cellule va accélérer I'activité de la pompe SERCA et
entrainer le transport de plus de Ca** dans le RS et donc amplifier sa charge. Ceci conduit a
une élévation du Ca®' libéré par le RS lors des battements suivants. Cela se traduit par
I'augmentation de 'amplitude des transitoires calciques. En outre, plus du Ca** entre dans la
cellule, plus l'activité de I’échangeur NCX1 augmente pour extruder une plus grande
quantité de Ca** et maintenir un nouvel état d’équilibre. Ce dernier dépend des différents
transporteurs calciques membranaires: LTCC, RyR2, SERCA2a et NCX1l. Au cours de
I'insuffisance cardiaque (IC), I'expression et la fonction de ces protéines vont se trouver

altérées pouvant méme aller jusqu’a l'inversion de la RFF (cf partie 111.2.b).

Les différences de RFF entre les différentes espéces de mammiféres auraient pour origine
la concentration de Na® et la fonction de NCX1 dans le CEC du cardiomyocyte. Dans le
myocarde de petits mammiféeres (e.g. souris), contrairement a 'Homme, le chien et le lapin,
le PA est de courte durée. L’expression de NCX est faible et la concentration en Na® est
élevée (Schillinger, Fiolet, Schlotthauer, and Hasenfuss (2003)). Cette derniere observation
dans les cardiomyocytes ventriculaires de souris et de rat fait que I'’échangeur NCX1 est
moins important dans I’entrée de Na® pendant la dépolarisation et également sur I'extrusion
du Ca** en diastole (Frampton, Harrison, Boyett, and Orchard (1991)). Il en résultera un plus
grand remplissage en Ca®" du RS en diastole. Pour les grands animaux, I'activité de NCX est
plus marquée et ainsi dépléte le RS en diastole. Quand la FC augmente chez ces animaux,
I'augmentation de I'activité de SERCA2a a un réle plus important pour augmenter la charge
du RS en diastole comparativement aux petits mammiferes. Il y aura en aval une

augmentation de la force de contraction.

La RFF est indispensable au maintien d’un débit suffisant pour répondre a une

augmentation de la FC. Elle représente un mécanisme de survie naturel.
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(ii) L’ACTIVATION BETA-ADRENERGIQUE

Le systeme nerveux autonome n’est pas a l'origine de la genese de [l'activité
électrique mais il permet de réguler l'activité cardiaque pour s’adapter a un état
physiologique normal ou non. La modulation du rythme cardiaque par le systéme nerveux
autonome a pour origine le nceud sino-auriculaire. Cette région tres innervée, possede une
densité élevée des récepteurs PBi-et Br-adrénergiques et des récepteurs M2-muscariniques

(Godecke et al. (2001) ; Warrier et al. (2005)).

Lintervention du systeme nerveux autonome s’effectue grace a des neurotransmetteurs
libérés au niveau des terminaisons nerveuses. Par la suite, l'activité de parametres
électrophysiologiques, comme les canaux ioniques de la membrane des cardiomyocytes sera
modulée. Le tonus sympathique s’exerce par l'intermédiaire de catécholamines, comme
I'adrénaline et la noradrénaline, libérées soit par les terminaisons nerveuses, soit par la
glande médullosurrénale. Quant aux nerfs parasympathiques, ils agissent par la sécrétion
d’acétylcholine via leurs terminaisons. La transduction du signal n’est possible que par la
liaison d’'un agoniste (norépinéphrine, épinéphrine) sur le récepteur adrénergique.
L'ensemble des récepteurs adrénergiques sont des récepteurs a sept domaines
transmembranaires couplés a des protéines G. Cette derniere, suivant sa sous-unité,
détermine les effecteurs responsables de la conduite du signal et la nature du signal

intracellulaire.

L’activation du systéme nerveux sympathique, via les récepteurs a/B-adrénergiques
(Figure 15), a des effets inotropes et chronotropes positifs, tandis que le systeme
parasympathique ou vagal, via les récepteurs M2-muscariniques, a des effets inverses. La
stimulation adrénergique entraine I'augmentation du rythme sinusal, en élevant le courant
calcique de type L (lcal). La phase ascendante des potentiels d’action sera accrue (Hagiwara,
Irisawa, and Kameyama (1988)). La repolarisation sera également plus rapide avec un
courant potassique retardé augmenté (lx). L'activation du systeme adrénergique répond a
une augmentation de |'activité métabolique de I'organisme, comme par exemple 'exercice

physique.
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Les récepteurs B, par leur forte présence dans le myocarde, sont les acteurs principaux de
la régulation de la fonction contractile cardiaque. Dans le myocarde humain, les expressions
des sous-types B; et B, ont été quantifiées: il y a une proportion de 70-80% [, pour
seulement 30-20% de B, (Brodde (1991)). Les récepteurs B, et B, sont couplés tous deux a la
protéine G, via la voie AC (AC5 et AC6 dans le cceur)/PKA (Dessauer (2009); Defer, Best-

Belpomme, and Hanoune (2000)).
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Figure 15 : Effet de I’activation de la PKA sur le myofilament. D’aprés libre Pharmacologie auteurs Yves
Landry Jean-Pierre Gies Editions Dunod.
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La voie B-AR/AMPc/PKA stimulée permet par la phosphorylation de la PKA (Figure 15
et 16) d’agir :

_sur les LTCC, par I'augmentation de I'intensité du courant Ic,. en favorisant la facilitation et
un déplacement de ses courbes d’activation et d’inactivation vers des potentiels plus

négatifs.

_sur RyR2, par 'augmentation de I'amplitude des transitoires calciques en augmentant la
probabilité d’ouverture P, du canal. Cette phosphorylation servirait a synchroniser
I’ouverture des canaux RyR2 pour s’adapter a I'augmentation de la fréquence cardiaque

dans les cellules du nceud sinusal (Lakatta, Vinogradova, and Bogdanov (2002)).

_sur le PLB, par l'augmentation de la vitesse de recaptage par SERCA2a qui conduit a une

plus grande charge du RS : inotropisme et lusitropisme positifs.

_sur les protéines contractiles (TnC, Tnl, MyBP-C (Myosin binding protein-C), titine ...), par

I'augmentation de leur sensibilité au Ca’*et de I'inotropisme des cardiomyocytes.

La CaMKII étant sensible au Ca**, la stimulation adrénergique active indirectement la
kinase en augmentant le Ca” intracellulaire en amont. Cette méme stimulation inhibe
I'activité de la protéine phosphatase 1 (PP1) qui contrble I'autophosphorylation de la

CaMKIl.
La phosphorylation de la CaMKII (Figure 16) permet d’agir :

_sur les LTCC, par I'augmentation de l'intensité du courant Ic,. en favorisant la facilitation

(Grueter et al. (2006)).

_sur RyR2, par 'augmentation de I'amplitude des transitoires calciques en augmentant la

probabilité d’ouverture P, du canal.

_sur le PLB, par I'augmentation de la vitesse de recaptage par SERCA2a qui conduit a une
plus grande charge du RS: inotropisme et lusitropisme positifs (Mattiazzi and Kranias

(2014)).
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_sur les protéines contractiles (TnT, Tnl, Tm, MyBP-C), par I'augmentation de la relation
force-fréquence (RFF) et augmente |'accélération fréquence-dépendante de la relaxation

myocardique (FDAR) (Wu et al. (2012)).

Myofilament

“{CamKii

Figure 16 : Schéma des phosphorylations des protéines du CEC par la PKA et la CaMKII.
Modifiée d’aprés Mattiazzi and Kranias (2014).

Le systéme cardiaque est vital pour un individu : il assure I’afflux sanguin nécessaire
aux besoins énergétiques de l'‘organisme. Son activité repose sur ses propriétés
d’automatisme électrique, un tissu de conduction pour le propager et le CEC pour assurer
la contraction du myocarde. Le cycle cardiaque est basé sur des mouvements calciques
finement régulés par une cohorte de protéines impliquées dans le CEC. La singularité
majeure du coeur est sa capacité d’adapter sa fonction a son environnement quotidien :
différentes régulations intrinséques et hormonales sont mises en place pour ce faire. Cette
adaptation est bénéfique si elle reste dans un contexte physiologique. L’est-elle toujours
quand vient ou durant une pathologie ? Le CEC, porté par le Ca”*, est-il capable de mettre
en place des compensations pour affronter les perturbations chroniques endommageant la

fonction cardiaque ?
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[I.  L’INSUFFISANCE CARDIAQUE (IC)

L'insuffisance cardiaque (IC) est un syndrome clinique se développant suite a de
nombreuses étiologies (infarctus du myocarde, hypertension, coarctation de l'aorte, ...)
lésant le myocarde. Le coeur est incapable de maintenir sa fonction pour répondre aux
besoins de I'organisme au repos et a I'effort (Swynghedauw (1999)). Le patient est fatigué et

souffre de dyspnée avec ou sans activité.

I1.1. L'HYPERTROPHIE DU VENTRICULE GAUCHE (HVG)

(a) UNE ADAPTATION

L'adaptation fonctionnelle du cceur face a une surcharge de travail repose sur
I'augmentation de sa masse. Elle s’appuie essentiellement sur I’hypertrophie de ses
cardiomyocytes. Ces cellules différenciées du cceur perdent peu de temps apres la naissance
leur capacité de prolifération (Swynghedauw (1999)). Au niveau cellulaire, la majeure partie
des cardiomyocytes adultes sont des cellules au stade terminal de différenciation et ainsi ne
peuvent proliférer. Face a un stress, leur seule réponse sera de croitre, rétrécir ou mourir.
L'augmentation de la taille cellulaire s"accompagne (i) d’une modification de I'organisation
des sarcomeres : I'ajout de nouveaux sarcomeéres (respectivement en série ou en paralléle
pour des surcharges de débit et de pression), (ii) d’'une modulation de son cycle calcique
comme d’un accroissement de la synthese protéique. L’activation de la synthése protéique
est rapide et présente deés les premiéres minutes de la mise en place d’une contrainte de
surcharge de pression. Elle est différée dans les surcharges de volume in vivo comme dans

un coeur isolé.

L’élément primordial de cette adaptation repose également sur un remodelage qui

récapitule le « programme des génes foetaux » pour rétablir un métabolisme du myocarde
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normal : I'actine squelettique, I'a-Skeletal Actin (a-SKA), la chaine lourde de la myosine, la
Myosin Heavy Chain (B-MHC) et I'Atrial Natriuretic Factor (ANF) (pour revue : Swynghedauw
(1999)). L’'ensemble de I’expression de ces genes imite le stade embryonnaire du

cardiomyocyte.

L'hypertrophie dite « physiologique » se caractérise par une augmentation temporaire
de la taille du coeur avec la pratique d’un exercice physique régulier, lors d’'une grossesse ou
de la croissance post-natale (Figure 17). Cette hypertrophie transitionnelle n’a aucun effet
apparent sur la fonction cardiaque car hormis I'augmentation de la taille des myocytes
aucun remodelage délétére n’accompagne cet état. Elle permet une économie d’énergie en
normalisant le stress pariétal (Lorell and Carabello (2000)). On parle aussi d’hypertrophie
compensée ou adaptée. Le remodelage du myocarde qui lui est généralement associé est
concentrique. La paroi du cceur augmente mais sans augmentation de la masse.
L’hypertrophie concentrique se reconnait a I'augmentation de sa paroi ventriculaire et de sa
masse avec un volume ventriculaire inchangé ou légerement. Elle est le résultat d’'une
surcharge de pression (sténose aortique, hypertension artérielle systémique, sportifs de
haut niveau) qui provoque une addition de sarcomeéres en position latérale et paralléle du
cardiomyocyte. A ce stade, le rapport de |'épaisseur de la paroi sur le volume (inchangé)
augmente (i.e. il n'y a pas de dilatation) entrainant une diminution du stress pariétal et le
maintien de la fonction contractile. D’apreés la loi de Laplace, la charge en tout point du coeur
correspond a la valeur suivante: (pression x rayon)/ (2 x épaisseur de la paroi);
I'augmentation de la pression est contrecarrée par I'épaississement de la paroi. Cette

normalisation du « stress » assure le maintien de la fraction d’éjection.

Cette adaptation présente des limites. En effet, 'apparition d’un déséquilibre entre les
mécanismes d’adaptation et de nouvelles contraintes amene le myocarde a une incapacité
de réponse aux besoins de |'organisme. On parle alors d’hypertrophie non adaptée,
décompensée ou pathologique. L’hypertrophie dite « pathologique » s’accompagne d’un
remodelage délétére avec I'apparition de fibrose et une dysfonction possible de ces
cardiomyocytes en complément de leur hypertrophie (Figure 17). Cette hypertrophie est
principalement excentriqgue. La masse cardiaque augmente ainsi que le volume de ses
chambres. La paroi peut étre identique, diminuée ou augmentée par rapport a la normale.

L'addition de sarcomeres se fait en séries et en longitudinale pour l'allongement du

52|Page



cardiomyocyte (Dorn, Robbins, and Sugden (2003)) et/ou un glissement des cardiomyocytes
les uns sur les autres par la dégradation de la matrice extracellulaire (Spinale (2002a,
2002b)). Ce modele d’hypertrophie se retrouve dans des conditions particulieres comme
aprés un infarctus du myocarde, une surcharge de volume (reflux tant aortiques que
mitraux) mais également lors d’une anémie. Elle se retrouve au stade ultime de la transition
de I'hypertrophie compensée a décompensée, couramment observée dans les modeles

murins apres une surcharge de pression (sténose ou TAC).
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Figure 17 : Schéma du myocarde et les différents types d’hypertrophie qu’il peut développer.
Modifiée d’aprés Heineke and Molkentin (2006) et van Berlo, Maillet, and Molkentin (2013).
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En addition de nouveaux sarcomeres en série ou en parallele, des changements
phénotypiques des protéines du sarcomere ont lieu dans les cardiomyocytes au cours de
I’hypertrophie. Les chaines lourdes a de la myosine (a-MHC) sont remplacées par I'isoforme
B-MHC (Lompre et al. (1979); Mercadier et al. (1981)). L'isoforme atriale des chaines légeres
(ALC) se retrouve exprimée dans les ventricules (Morano et al. (1997)). Lors du
développement de I'hypertrophie, chez de nombreuses espéces animales mais aussi chez
I'Homme, I'actine a du muscle squelettique (a-SKA) augmente son niveau d’expression
(Schwartz et al. (1986); Winegrad, Wisnewsky, and Schwartz (1990) ; Suurmeijer et al.
(2003)). Par I'augmentation du nombre de sarcomeres durant le processus hypertrophique,
I’expression de la troponine T augmente (Z. Chen et al. (1997)) tout comme |‘a-SKA. Quant a
la tropomyosine (Tm), des études récentes (Schulz et al. (2012); Schulz et al. (2013)) montre
gue son état de phosphorylation est un paramétre important dans I'établissement d’un
phénotype hypertrophique. La réduction de sa phosphorylation permettrait I'instauration
d’'une hypertrophie compensée et de retarder le phénotype de cardiomyopathie

hypertrophique.

Pour déterminer le stade hypertrophique d’un coeur, comme I’hypertrophie non adaptée,

I’expression de I’ a-SKA ainsi que la transition de I'isoforme a vers la B-MHC sont étudiées.

(b) REMODELAGE DE LA MATRICE EXTRACELLULAIRE, DU SYSTEME CIRCULATOIRE (POUR

REVUE : HOu AND KANG (2012)) ET DU METABOLISME

La matrice extracellulaire (MEC) se réorganise, de la fibrose se développe
consécutivement a une accumulation de collagéne lors du remodelage ventriculaire. Les
membres du Systeme Rénine-Angiotensine-Aldostérone (SRAA) y participent activement
(Weber (1997) ; Spinale (2002a)). Les collagénes de type | et Ill sont les protéines principales
de structure qui composent la MEC cardiaque. Les fibroblastes, myofibroblastes et les
cellules vasculaires les produisent. Leur dégradation, cruciale pour la croissance et le
remodelage de la MEC, est possible grace a I'activation des métalloprotéinases (MMPs). Leur

activité est contrélée par des inhibiteurs spécifiques, les TIMPs. Durant le remodelage
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cardiaque, I"équilibre de la balance MMP/TIMPs est indispensable. Lors de la phase précoce
de remodelage, on observe une activation des MMPs tandis qu'a plus long terme les TIMPs
sont augmentés. Ainsi la fibrose composée de collagenes s’accumule aux niveaux interstitiel

et périvasculaire du cceur.

Cet événement est considéré comme une étape délétere du remodelage cardiaque
associée a I’hypertrophie (T. G. Parker and Schneider (1991); Schellings, Pinto, and Heymans
(2004)).

L'hypertrophie cardiaque s’accompagne d’un changement dans I'angiogenése
coronarienne. L'hypertrophie cardiaqgue physiologique est associée a une densité normale
ou accrue de ses capillaires (Hudlicka, Brown, and Egginton (1992)). Par contre, lors d’'une
hypertrophie cardiagque pathologique, il y a deux stades dans la densité capillaire par
I'angiogenése coronarienne : elle est augmentée aux premiers stades de I’hypertrophie
(Huo, Linares, and Kassab (2007) ; Kassab (2000); Kassab et al. (1993)) tandis qu’elle décroit
aux derniers stades de I'hypertrophie cardiaque pathologique (Anversa, Ricci, and Olivetti
(1986); Flanagan, Fujii, Colan, Flanagan, and Lock (1991); Hamasaki et al., 2000 ; Hudlicka et
al. (1992) ; Karch et al. (2005); Shimamatsu and Toshima (1987)). Une coordination entre
I'angiogenese et la croissance du coeur est cruciale et représente I'élément principal de
I’hypertrophie physiologique. La perturbation de cet équilibre conduit a une hypertrophie
cardiaque pathologique et a une transition vers l'insuffisance cardiaque. Ce défaut vasculaire
va favoriser, via I’"hypoxie qu’il entraine, des altérations structurelles (fibrose) et contractiles

(Shiojima et al. (2005)).

Le remodelage cardiaque conduit a un changement de métabolisme vers un métabolisme
glycolytique. Sa composition change avec I'apparition de myofibroblastes et les
cardiomyocytes qui font face a une désorganisation de leurs sarcomeres. Il a également des
incidences sur la fonction cardiaque avec des altérations dans la prise en charge du Ca?* et

des dysfonctions diastoliques ou systoliques dues a un remodelage électrique.

Les voies de signalisation conduisant au développement d’une hypertrophie sont

nombreuses. Elles interagissent entre elles et subissent des contréles. Elles sont composées
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d’une cohorte d’enzymes a activité kinases et phosphatases. La modification de I'équilibre de
ces activités enzymatiques entraine une modification de I'expression et de la phosphorylation
de facteurs de transcription aboutissant a l'observation d’un nouveau phénotype. Cette

partie décrit succinctement les principaux éléments responsables de ce procédé d’adaptation.

(c) LES STIMULI PRO-TROPHIQUES

Les stimuli aboutissant a une hypertrophie cardiaque sont divers. Qu’ils soient
mécaniques ou neuronauy, ils sont produits au niveau du sarcolemme puis transmis au

noyau par différentes voies de signalisation. Voici une description de ces différents stimuli.

(i) L’ETIREMENT DE LA CELLULE

Le stress mécanique induit des changements comme une augmentation de la
synthese protéique. S’il perdure, il conduit a la transition des protéines sarcomériques a
leurs isoformes foetales : I’a-actinine cardiaque devient I'a-actinine squelettique (a-SKA), I'a-
myosine chaine lourde (a-MHC) se change en B-MHC chez les rongeurs (Ruwhof and van der

Laarse (2000)).

Les fibroblastes jouent un réle important dans la mécanotransduction cardiague. Sous
pression, les fibroblastes cardiaques activent les voies JNK et ERK, via l'intégrine B;
(MacKenna, Dolfi, Vuori, and Ruoslahti (1998) ; Ross et al. (1998)). La réponse induite par

I’étirement peut alors étre transmise aux myocytes par un signal paracrine.

Le remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) peut étre interprété comme un signal
paracrine affectant les cardiomyocytes. La libération des facteurs autocrines et paracrines
(Angll, ET-1 et TGF-B1) amplifie le signal originel déclenché par la stimulation mécanique des
cardiomyocytes et menent a I’hypertrophie. Ces différents facteurs de croissance agissent

directement ou indirectement sur les membres des voies MAPK. En aval des MAPK, la voie
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JAK/STAT, la protéine Phosphatidylinositide 3-kinases (PI3K) et la protéine kinase C (PKC)
entrainent un changement de la [Ca2+]intrace“u|aire et l'activation de plusieurs facteurs de

transcription nucléaires comme c-fos, c-jun et c-myc.

En premier lieu, site de génération de la contraction du muscle cardiaque, le sarcomere
est également probablement un mécano-senseur cellulaire pour le cardiomyocyte. En effet,
la protéine LIM, appartenant au complexe du disque Z du sarcomere, interagit avec la
téléthonine (T-cap), une protéine liant la titine, pour former un senseur d’étirement
cardiaque (Knoll, Hoshijima, and Chien (2002)). La calcineurine (CaN) se trouve également
localisée a ce niveau et pourrait étre mobilisée par la protéine LIM pour stimuler la voie
hypertrophique CaN-NFAT (Heineke et al. (2005)). La délétion de LIM entraine des
altérations majeures dans le cceur en réponse a une surcharge de pression : une dysfonction
contractile et un coeur dilaté. La protéine LIM joue un role dans la genése et le processus

hypertrophique cardiaque (Arber et al. (1997)).

(i) LES FACTEURS NEUROHORMONAUX

L'activité neurohormonale participe au développement de I'hypertrophie cardiaque en
stimulant la synthese protéique et en changeant le phénotype du cardiomyocyte. Le stress
mécanique permet la libération de nombreuses molécules en systémique ou paracrine. Leur
fixation sur leurs récepteurs membranaires respectifs permet d’initier le processus
hypertrophique au sein de la cellule. Les principaux facteurs engagés dans I’hypertrophie
cardiaque sont : (i) les catécholamines, produites par le systéme nerveux sympathique et (ii)

les molécules libérées par I'activation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA).

i. LES CATECHOLAMINES

De nombreuses études ont montré in vitro (Milano et al. (1994) ; Clerk and Sugden

(1999)) aussi bien qu’in vivo (Akhter et al. (1998) ; D'Angelo et al. (1997)) que le role principal
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des voies couplées a la protéine Gq en incluant la voie a;-AR est de stimuler I’hypertrophie
cardiaque. La taille des cellules, I'organisation sarcomérique ainsi que I'expression de genes
comme ceux des peptides natriurétiques ou I'a-actine squelettique augmentent (LaMorte et
al. (1994) ; Zechner, Thuerauf, Hanford, McDonough, and Glembotski (1997)). L’agoniste de

la voie a;-AR le plus fréquemment utilisé est la phényléphrine (PE).

En outre, l'infusion de norépinephrine participe a la croissance cellulaire in vivo et in
vitro, via les voies adrénergiques o et B (Barth et al. (2000) ; Briest et al. (2001) ; Fisher and

Absher (1995)).

L'isoprotérénol est un agoniste B-adrénergique non-sélectif. Il est capable d’établir sur
des modeles in vivo une hypertrophie cardiaque et cardiomyocytaire (Teerlink, Pfeffer, and
Pfeffer (1994); Kudej et al. (1997) ; Matkovich et al. (2006)). Cet état s’accompagne de
nécrose, fibrose, apoptose, lésions oxydatives et inflammation (G. X. Zhang et al. (2007) ;
Shizukuda et al. (1998) ; Nirdlinger and Bramante (1974) ; Rona, Chappel, Balazs, and Gaudry
(1959)). La MEC des cardiomyocytes subit un remodelage délétére par une augmentation de
I'activité des MMP2 et MMP9 (Errami et al. (2008)). L'infusion d’isoprotérénol modifie la
composition de la membrane plasmigue en baissant |’expression de la cavéoline 3 (N. Oka et
al. (1997)), protéine composante majoritaire des cavéoles cardiaques, structures impliquées
dans la voie B/Gsa/AC (Lisanti et al. (1994)). On assiste également a un remodelage

vasculaire (Errami et al. (2008) ; Steinle, Cappocia, and Jiang (2008)).

ii. L’ANGII

Dés 1975, Schelling et al., montrent I'implication de I’Angll dans la croissance cellulaire
sur une lignée cellulaire 3T3 (fibroblastes murins) (Schelling, Fischer, Hutchinson, and
Ganten (1975)). L’Angll provoque une hypertrophie cardiaque via la voie PKC/Raf-
1 kinase/MAPK (Yamazaki et al. (1995)).

Le systeme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) est activé lors d’une surcharge
hémodynamique pour obtenir un modele expérimental d’hypertrophie du ventricule gauche

(Suzuki, Matsubara, Urakami, and Inada (1993) ; Schunkert et al. (1990) ; Baker, Booz, and
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Dostal (1992)) ou simplement par un stress mécanique comme |’hypertension. L’aldostérone
a également des effets trophiques indépendamment des stress mécaniques (Young, Head,

and Funder (1995)).

Le SRAA agit de base en circulation systémique pour réguler la balance électrolytique et
des fluides, contrbélant ainsi la pression artérielle. Mais dans des conditions de
physiopathologie cardiaque, il agit localement: I’Angll est générée de novo. La
concentration d’Angl et Angll interstitielle dans le coeur est 100 fois plus élevée que leur
concentration plasmatique (Dell'ltalia et al. (1997)). Cette synthése est possible par
I'interaction de I’Angll avec le récepteur de la méme cellule (autocrine) ou ceux des cellules
adjacentes (paracrine). Dans le cceur, tous les récepteurs des éléments du RAAS (rénine,
AGT, ACE et Angll) sont présents. L’Angll est capable d’auto-amplifier sa propre boucle dans

le cceur comme dans le rein en agissant sur sa transcription (Sadoshima and Izumo (1993)).

Les effets d’une stimulation cardiaqgue prolongée par I’Angll sont maintenant bien
connus et les principaux incluent une hypertrophie cardiaque importante a laquelle s’ajoute
une fibrose interstitielle. Le récepteur a I'Angll active la vasoconstriction, la sécrétion
d’aldostérone ainsi que la libération de catécholamines. Tous ces éléments participent a la
progression du remodelage ventriculaire (Matsubara (1998)). L'élément au centre de ces
mécanismes est le récepteur AT1 (Clauser (1998)). En effet, I'ablation de son gene dans un
modele murin entraine un sérieux retard dans le développement cardiaque ainsi qu’une
mortalité accrue (Tsuchida et al. (1998)). Les souris surexprimant ce méme récepteur
présentent une hypertrophie cardiaque et une fibrose importantes (Hein et al. (1997)). Des
études chez 'lhomme ont démontré que le récepteur AT1 (particulierement AT1A) est
majoritairement responsable de la plupart des effets pathologiques de I’Angll (Studer,
Reinecke, Muller, et al. (1994)). Toutes ces études exposent I'importance des récepteurs AT1

dans la croissance cellulaire, I’hypertrophie et |a fibrose durant le remodelage par I’Angll.

En aval, de ces stimuli pro-trophiques des voies de signalisation pro-trophiques sont

stimulées.
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(d) LES VOIES PRO-TROPHIQUES CA’" INDEPENDANTES : LES MAPK

Les Mitogen Activating Protein Kinases ou MAPK forment une super famille de
kinases engagées dans la signalisation cellulaire. Cette super famille est divisée en trois
branches distinctes: 1. les p38Kinases (p38), 2. les c-Jun-Kinases (JNK) et 3. les
« extracellular signal regulated kinases » (ERKs). De I'activation de ces MAPK découle une
cascade d’activation de kinases distinctes selon les trois familles de MAPK. Les voies JNK et
p38 sont décrites comme les voies répondant a des stimuli de stress alors que celle
dépendante d’ERK est considérée comme la voie répondant aux facteurs de croissances
et/ou mitogéniques (Garrington and Johnson (1999)). L’activation des différentes MAPK
permet la phosphorylation de divers facteurs de transcription qui reprogramment le génome
et conduisent a I'hypertrophie des cardiomyocytes (Heineke and Molkentin (2006)).
L’activation d’ERK augmente en synergie I'activation du facteur NFAT (Sanna, Bueno, Dai,
Wilkins, and Molkentin (2005)). Il est entendu que l'activation d’ERK conduit a une
hypertrophie de type concentrique (Bueno et al. (2000)). Concernant p38 et JNK, protéines
marqueurs de stress, leur activation conduit a un remodelage cardiaque menant a une

hypertrophie délétére (Liao et al. (2001)).

D’autres voies pro-trophiques existent, elles sont notamment activées par le Ca*" et

seront décrites dans la partie Ill.

(e) LES REPONSES ANTI-TROPHIQUES

Pour contrebalancer les voies pro-trophiques et trouver un équilibre dans le
développement de I’hypertrophie, il existe une réponse anti-trophique. Cette derniére peut
aussi étre prise en charge par des facteurs dits anti-trophiques, comme les peptides
natriurétiques ou le monoxyde d’azote. Ills ont la capacité de nuancer la survenue de

I’hypertrophie.
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(i) LES FACTEURS ANTI-TROPHIQUES (PEPTIDES NATRIURETIQUES, "NO)

De nombreuses hormones et facteurs ont des activités anti-trophiques mais les
principaux facteurs sont les peptides natriurétiques (ANP, BNP) ainsi que le monoxyde

d’azote (*NO).

i. LESPEPTIDES NATRIURETIQUES

Les peptides natriurétiques (ANP, BNP, CNP, NT-pro-BNP) sont synthétisés
normalement au niveau de I'oreillette et la pathologie délocalise cette production au niveau
du ventricule (pour revue: Macabasco-O'Connell and Miller (2006)). Ainsi ce sont des
marqueurs caractéristiques de |'hypertrophie et de I'IC (Swynghedauw (1999)). In vitro,
I’ANP a des effets anti-trophiques sur des cardiomyocytes de rat adulte (Corda et al. (1997))
comme nouveau-nés (Babiker et al. (2004) ; Horio et al. (2000)). In vivo, les souris dont le
gene codant 'ANP est invalidé développent une hypertrophie cardiaque plus importante,
indépendamment du stimulus employé (Franco et al. (2004) ; Mori et al. (2004)). Les voies
de signalisation de I’ANP impliquent le récepteur membranaire A de la guanylate cyclase
(GCA), qui par la libération de son second messager (GMPc), inhibe les canaux calciques de
type L diminuant ainsi 'entrée de Ca®*. Ce procédé jugulerait le processus hypertrophique
(Kempf and Wollert (2004)). D’aprés Molkentin (2003), I’ANP fonctionne comme un facteur
endogene d’auto-inhibition de I’hypertrophie dans des situations pathologiques. Hypothese
confirmée par Tokudome et al. en 2005 (Tokudome et al. (2005)) qui montre que les
peptides natriurétigues (ANP et BNP) via la voie PNs/GCA/GMPc inhibent une voie

hypertrophique importante, CaN/NFAT.

Il est a noter également que les peptides natriurétiques ont une activité anti-fibrotique

en inhibant la voie TGF-B1 (P. Li et al. (2008)).

6l|Page



ii. LE MONOXYDE D’AZOTE - 'NO-

Le monoxyde d’azote -'NO-, impliqué dans la régulation de la fonction
cardiovasculaire, est décrit comme ayant des propriétés anti-trophiques. En premier lieu, les
effets ont été mis en évidence in vitro en présence de donneurs de “NO (Calderone, Thaik,
Takahashi, Chang, and Colucci (1998)) ou lors du blocage du ‘NO endogéne par des
inhibiteurs des NOS comme le L-NAME ou le L-NMMA. Comme pour I’ANF, le second
messager du ‘NO, est le GMPc (Horio et al. (2000) ; A. C. Rosenkranz, Hood, Woods, Dusting,
and Ritchie (2002). De ce fait, le “NO stimule la formation du GMPc par I'activation de la
guanylate soluble dans les cardiomyocytes (Calderone et al. (1998)). En utilisant des
analogues du GMPc, il est possible de mimer les effets anti-hypertrophiques du °NO
(Calderone et al. (1998) ; Wollert et al. (2002)). Par rapport aux peptides natriurétiques, le

*NO posséde des effets GMPc indépendant via les radicaux libres.

L'effet anti-trophique via la formation de GMPc implique la voie de protéines kinase G de
type | (PKGI), inhibant les canaux de type L ou les récepteurs IP3 (Wollert et al. (2002)).
L'autre cible de PKGI est la voie CaN-NFAT (Fiedler et al. (2002)). De la méme maniere, in
vivo, le "NO apparait avoir des effets anti-hypertrophiques (Barouch et al. (2002)) : les
animaux knock-out pour les genes exprimant les différentes NOS constitutives développent
spontanément avec I’'dge une hypertrophie cardiaque. L’étude du réle du "NO dans
différents modeles d’hypertrophie cardiaque donne des résultats contradictoires suivant les
laboratoires. Un exemple : dans un modéle de souris NOS 3 /" subissant une surcharge de
pression, un laboratoire (Ichinose et al. (2004)) observe une hypertrophie plus importante
par rapport aux animaux sauvages alors que celui de Takimoto (Takimoto et al. (2005)) en
observe moins. En outre, dans un modeéle de surexpression de I'isoforme NOS1 au niveau
cardiaque, on observe une hypertrophie cardiaque et myocytaire plus importante que les
animaux contréles en réponse a une surcharge de pression (Loyer et al. (2008)). Il demeure

alors difficile de trancher sur le réle trophique ou non du ‘NO in vivo.

D’autres réponses anti-trophiques existent, notamment les voies anti-trophiques ciblant

les voies pro-trophiques activées par le Ca**. Elles seront décrites dans la partie Il
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11.2. L'IC

L'insuffisance cardiaque (IC) reste la cause majeure de mortalité dans le monde. En
France, elle touche 600 000 personnes. Ce chiffre ne cesse de croitre suite au vieillissement
de la population, a I'émergence de maladies métaboliques et paradoxalement aux progres
de la médecine et aux traitements médicaux. Ainsi, 100 000 nouveaux cas sont

diagnostiqués par an.

L’IC évolue au cours du temps par la dégradation de la fonction du VG, la mise en place

de mécanismes d’adaptation qui impactent sur la morbidité du patient.

(a) LE REMODELAGE DU VG ET DE SON ULTRASTRUCTURE

Pour conduire le potentiel d’action et ainsi assurer sa fonction contractile, le
myocarde doit garder son intégrité tissulaire. Or, celle-ci se retrouve altérée lorsque le coeur

progresse vers une IC, avec notamment I'apparition de fibrose.

La fibrose est multifactorielle et non adaptative. C'est une augmentation de la
concentration de collagene de type I. La fibrose ventriculaire joue un réle important dans la
symptomatologie clinique et pour certains modeles, elle reste le seul marqueur biologique
de I'IC (Boluyt et al. (1994)). Elle apparait en réponse a une perte cellulaire associée a une
hypertrophie compensatrice des cardiomyocytes. Elle est également réparatrice dans le
tableau clinique des cardiomyopathies ischémiques. Elle se retrouve aussi suite a une
surcharge de pression dans laguelle le SRAA est fortement stimulé, elle peut étre induite soit

par I'angiotensine Il soit par I'aldostérone.

La fibrose ventriculaire influence les fonctions myocardiques. Comme le collagene de
type | a la rigidité de I'acier, la compliance passive de la chambre ventriculaire est diminuée.
Le tissu myocardique devient hétérogéne, géne la conduction de PA et la systole. Elle peut

étre responsable de la survenue d’arythmies de réentrée.
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Le systeme tubulaire-transverse (tubules-T) est une invagination de la membrane
plasmique du cardiomyocyte, le sarcolemme, distinct du RS mais associé a lui pour
permettre le couplage excitation-contraction (CEC). Les tubules-T sont une extension de
I’espace extracellulaire tout en s’étendant profondément a l'intérieur de tous les myocytes
ventriculaires des mammiféres (Brette and Orchard (2003) ; Song et al. (2005) ; Louch,
Sejersted, and Swift (2010) ; lbrahim, Gorelik, Yacoub, and Terracciano (2011) ; McNutt
(1975)). lls sont perpendiculaires a la surface cellulaire et donc au sarcolemme externe, et
transversales aux myocytes dans leur axe longitudinal (Kostin et al. (1998)). lls sont
régulierement alignés le long de la ligne Z des sarcomeres, formant un réseau tres organisé
et élaboré de tubules. Il existe également des éléments tubulaires en longitudinal dans les
myocytes ventriculaires d’'un cceur sain. De nombreuses études sur des cceurs insuffisants
d’animaux et humains, montrent surtout une désorganisation des tubules-T (Song et al.
(2006) ; van Oort et al. (2011) ; Lenaerts et al. (2009)). Fréguemment chez 'Homme, sa
morphologie change (Maron, Ferrans, and Roberts (1975)). Plus simplement, des équipes
ont observé une perte de tubules-T (Schaper et al. (1991) ; Wei et al. (2010)) qui peut
impacter sur son association avec le RS (van Oort et al. (2011) ; Swift et al. (2008)). Ainsi, le
remodelage des tubules-T peut changer la distribution comme |'organisation des récepteurs
B-AR, des canaux et transporteurs ioniques membranaires (particulierement les LTCC). Ceci
provoque un découplage entre les canaux LTCC et les canaux RyR2. L'échange ionique entre
le milieu extracellulaire et le RS est alors altéré : 'homéostasie des mouvements calciques
intracellulaires et sa régulation B-AR sera impactée. Cette évolution de l|'ultrastructure
membranaire peut entrainer une prolongation de la durée du PA et I'’ensemble conduirait a

un CEC défectueux et des arythmies (A. Guo, Zhang, Wei, Chen, and Song (2013)).

La cavéole est présente dans les petites invaginations (50-100 nm) de la membrane
plasmique et se retrouve dans de nombreux types cellulaires dont les cardiomyocytes (Insel
et al. (2005)). C’'est un microdomaine dynamique composé d’un radeau lipidique (raft)
associé a une protéine membranaire, la cavéoline. Il existe 3 isoformes de cavéoline. La
Cavéoline 3 (Cav 3) est celle la plus répandue dans les cellules musculaires : les
cardiomyocytes, les myocytes des muscles lisses et squelettiques. Elle est associée aux
tubules-T. En effet, Balijepalli et al. ont démontré que la Cav 3, B,-AR, G, G;, AC5/6, PKA et

Ca,1.2 co-immunoprécipitent ensemble (Balijepalli, Foell, Hall, Hell, and Kamp (2006)). La
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Cav 3, et plus généralement la structure cavéolaire, participe a la formation du complexe
B,AR-Ca,1.2 ou a sa colocalisation avec les autres composants de la signalisation PB-

adrénergique (Figure 18).

Espace extracellulaire

( tubule -T Laec Cav3
Espace intracellulaire w

Figure 18 : Schéma des cavéolines 3 localisées dans les tubules-T. Modifiée d’aprés
Landstrom, Beavers, and Wehrens (2014).

L’IC est associée a de profondes évolutions dans la structure myocardique mais d’autres
systemes interviennent comme le systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA). Ces
changements font partie d’un ensemble de transformations impliquées dans la progression

de I’IC et la dysfonction contractile qu’elle entraine dans le tissu cardiaque.

(b) L’ACTIVATION SRAA

Il contribue de maniere importante a la transition vers I'IC. Des le stade
hypertrophique, I'angiotensine Il (Lijnen, Petrov, and Fagard (2001)) ou l|'aldostérone
(Silvestre et al. (1998)) ont des effets pro-fibrosants. La stimulation des fibroblastes par
I'angiotensine Il et le TGF-B1 (libéré localement) (Eghbali, Tomek, Sukhatme, Woods, and
Bhambi (1991) ; S. Rosenkranz (2004)) va accentuer le remodelage de la MEC en augmentant
le dépot de collagéne et la fibrose. La dégradation de la MEC conduit a une dilatation de la
cavité ventriculaire gauche par le glissement des cardiomyocytes des uns par rapport aux

autres (Spinale, Gunasinghe, Sprunger, Baskin, and Bradham (2002) ; Spinale (2002b)). Ce
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remodelage est impliqué dans la survenue de troubles du rythme, élément majeur du

syndrome d’IC (Milliez et al. (2005)).

(c) L’ALTERATION DE LA SIGNALISATION BETA-ADRENERGIQUE (POUR REVUE :

LYMPEROPOULOS, RENGO, AND KOCH (2013))

Dans le cadre d’études cliniques, il a été remarqué que l'activation du tonus
sympathique précédait le développement de symptomes évidents d’IC (Francis et al. (1990)).
Le niveau de norépinéphrine plasmatique élevé ainsi que la baisse de la densité des
récepteurs B dans le myocarde sont de bons indicateurs quant aux conséquences sur le long
terme de la survenue d’'une maladie cardiovasculaire. Ces données laissent penser que la
baisse de l'activation de la voie B-adrénergique peut se développer en réponse a une
stimulation B-adrénergique accrue au stade initial de la maladie et ainsi conduire a la
progression de l'insuffisance. En effet, il a été mis en évidence dans de nombreux modeles
d’animaux souffrant d’hypertrophie compensée une voie de signalisation B-adrénergique
inhibée (Bohm et al. (1988) ; Moalic et al. (1993) ; Patel et al. (1991) ; Osadchii, Woodiwiss,
Alves, and Norton (2005)). Il en a été de méme chez des patients ayant une cardiomyopathie
avec une hypertrophie importante (obstructive) ou une sténose de I'aorte avec une fonction

contractile préservée (Lefroy et al. (1993) ; Schotten et al. (2000) ; Schumacher et al. (1995)).

Ainsi I'altération de la voie de signalisation B-adrénergique n’est pas nécessairement une
conséquence d’une insuffisance cardiaque systolique mais pourrait étre a l'initiative du

développement du stade compensé du coeur.

Dans le cas de la cardiomyopathie dilatée, il est observé une baisse conséquente de
I'expression en ARNm ainsi qu’en protéine des récepteurs [B;-adrénergiques avec une
diminution de la réponse des cardiomyocytes a la stimulation B-adrénergique (Ungerer,
Bohm, Elce, Erdmann, and Lohse (1993) ; Bristow et al. (1993)). On retrouve également une
protéine G; en plus grande quantité, avec une plus grande activité tandis que I’activité de la

protéine Gs reste inchangée comme pour l'adénylate cyclase (Bohm (1995); Bohm et al.
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(1990)). L'activité de la PKA n’est pas altérée mais celle de la G Protein Receptor Kinase 2

(GRK2), une protéine régulatrice, est augmentée (Ungerer et al. (1993)).

L'activation chronique de la signalisation Bi-adrénergique, étudiée ci-dessus, montre la
contribution de cette voie a la progression de la dysfonction cardiaque et au développement

de I'IC chez les modeéles animaux et humains.

La sur-stimulation sympathique chronique lors de I'IC entraine une désensibilisation et
une diminution du nombre des récepteurs B; (down-regulation). La désensibilisation des
récepteurs adrénergiques correspond a une diminution de la réponse de ces récepteurs
malgré la poursuite de leur stimulation par la présence d’agonistes. C'est une maniére pour

ces récepteurs d’éteindre leurs signaux.

Le signal peut également étre interrompu en aval du récepteur par un découplage du
récepteur de sa protéine G. Deux processus ont été caractérisés: 1-la désensibilisation
hétérologue ou non-agoniste spécifique, 2-la désensibilisation homologue ou agoniste

spécifique propre aux récepteurs AR.

1-la désensibilisation hétérologue ou non-agoniste spécifique est un procédé rapide, de
I'ordre de quelques secondes a quelques minutes. Elle repose sur la phosphorylation du
récepteur par les protéines kinases, PKA et PKC, activées respectivement par les seconds

messagers du récepteur, AMPc et DAG.

2-la désensibilisation homologue ou agoniste spécifique est conduite par des membres de
la famille des RCPG kinases (ou G Protein Receptor Kinase, GRK) et résulte de I'augmentation
des catécholamines circulantes. Ces kinases, en phosphorylant les récepteurs adrénergiques
occupés par des agonistes, augmentent l'affinité d’interaction du récepteur pour des
protéines cytosoliques, les B-arrestines. En s’y liant, le récepteur empéche son couplage avec

sa protéine G.

D’autres éléments participent au remodelage passant du processus adaptif a
maladaptatif : les facteurs de risque (diabéte, surpoids, age, altération génétique), les

étiologies (infarctus, hypertension artérielle, sténose aortique....) et le ca”.
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I1l.  LE CA**ET SON ROLE DE HVG A L'IC

Le Ca”, via I'activation de nombreuses kinases et phosphatases, agit dans des voies
de transcription Ca*-dépendantes, dont certaines sont impliquées dans le processus
hypertrophique. Elles interagissent entre elles et sont régulées. La balance entre ces activités
enzymatiques va modifier I'expression et le niveau de phosphorylation de facteurs de

transcription qui permettent I’expression d’un nouveau phénotype menant a I’hypertrophie.

[11.1.LES VOIES DE SIGNALISATION PRO-TROPHIQUES CA2+-DEPENDANTES

(i) CA%*/CALMODULINE (CAM) /CALCINEURINE (CAN)-NFAT (NUCLEAR FACTOR OF

ACTIVATED T CELLS)

Purifiée a la fin des années 70 a partir de tissu neuronal (Klee and Krinks (1978)), la
calcineurine (CaN) appartient a la famille des protéines sérine/thréonine phosphatases. Elle
est phylogénétiqguement tres conservée et existe sous la forme d’un hétérodimeére, constitué
des sous-unités A catalytique et B régulatrice (CnA : 57-61kDa ; CnB : 19kDa) (Rusnak and
Mertz (2000)). Il y a trois isoformes de la CnA (a,B,y) codées par trois genes distincts. La CnB
est codée par deux genes distincts (CnB 1 et CnB 2). L’expression de certaines isoformes est
spécifique de tissus (CnA y et CnB 2 dans le cerveau et les testicules (Molkentin (2000)), mais
autrement elle est ubiquitaire (CnA (a,B) et CnB1). L'activité phosphatase de la CaN est
possible par sa liaison au complexe Ca?*-CaM. Sous sa forme active, elle est vue comme un
hétérotrimére constitué de ces sous-unités A et B et de la CaM. Elles sont assemblées entre
elles par des liaisons EF, liaisons covalentes (Rusnak and Mertz (2000)). La partie N-terminale
de la sous-unité CnA possede les domaines phosphatases, de liaison EF a la CnB et a la CaM.
Sa partie C-terminale contient un site d’auto-inhibition. A concentration calcique faible, ce
site subit un encombrement stérique et la CaM ne peut étre liée. En réponse a une
augmentation de la concentration calcique, la CaM se lie a la CnA et entraine un changement

de conformation activant I’activité phosphatase de la CnA. l’activité de la CaN est largement
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controlée par le Ca** mais d’autres facteurs peuvent intervenir. En effet, I'état redox de la
cellule comme les anions superoxydes est capable d’inactiver trés rapidement la CaN (X.
Wang, Culotta, and Klee (1996) ; Namgaladze, Hofer, and Ullrich (2002)). De nombreuses
protéines controlent son activité comme Cabin1/Cain (Lai Lai, Burnett, Wolosker, Blackshaw,
and Snyder (1998); Lai, Luo, Burnett, Hong, and Snyder (2000) ; L. Sun et al. (1998)), AKAP79
(Coghlan et al. (1995)) ainsi que MCIP-1 (Aramburu, Heitman, and Crabtree (2004); Roehrl,
Wang, and Wagner (2004)).

Les travaux de Molkentin (Molkentin et al. (1998)) ont été les premiers a montrer
I'implication de la CaN dans le développement de [’hypertrophie (Figure 19). La
démonstration a été faite in vitro, in vivo a partir de modeles de souris transgéniques mais
aussi avec des molécules inhibitrices de la CaN. Ces meilleurs antagonistes sont la
cyclosporine A (CsA) ou le FK506 qui inhibent son activité phosphatase. In vitro, ces
inhibiteurs bloquent la réponse trophique des cardiomyocytes a divers stimuli (Angll, PE, ET-
1, ...) (Molkentin et al. (1998) ; Kato et al. (2000) ; Zhu et al. (2000) ; Roehrl et al. (2004)).
Dans des modéles d’hypertrophie cardiaque in vivo, les effets inhibiteurs de la CsA et/ou du
FK506 évoquent le role de la CaN dans la genése de I’"hypertrophie cardiaque (Meguro et al.
(1999); Lim et al. (2000) ; Goldspink, McKinney, Kimball, Geenen, and Buttrick (2001)) mais

cela reste controversé (Sussman et al. (1998) ; Hainsey, Csiszar, Sun, and Edwards (2002)).

De nombreuses voies de signalisation du développement des mammiferes utilisent
I'activité CaN. Ces effets biologiques ont pour effecteur le facteur de transcription NFATc.
Leurs rbles respectifs ont été étudiés in vitro: par I'utilisation d’adénovirus codant un
dominant négatif de NFATc qui inhibent le processus de I'hypertrophie de cardiomyocytes
stimulé par I’endothéline-1 (van Rooij et al. (2002)), in vivo : le knock-out du gene de la CaN
et/ou NFATc montre le réle majeur de la voie CaN-NFATc dans le développement de

I’hypertrophie (Bueno et al. (2002) ; Wilkins et al. (2002)).

Le facteur de transcription NFATc possede a ce jour 5 isoformes. Parmi elles, NFATcl a
c4 sont contrblés par la CaN et la signalisation calcique intracellulaire (Hogan, Chen,
Nardone, and Rao (2003)). NFATc1l, NFATc3 and NFATc4 apparaissent comme les

promoteurs de I'hypertrophie et de la prolifération des muscles lisses (Lipskaia and Lompre
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(2004)), tandis que NFATc2 possede des propriétés suppressives de tumeurs (Lipskaia and

Lompre (2004)).

A I'état basal, le facteur NFATc est hyperphosphorylé et localisé dans le cytosol. En
réponse a une stimulation « ad hoc », I'activation de la CaN déphosphoryle NFAT. Ce dernier
va alors vers le noyau avec l'aide d’autres facteurs de transcription GATA4, AP-1, MEF-2, il
active ensuite la transcription de multiples génes, comme MCIP-1 (Frey, McKinsey, and
Olson (2000)). Il a un roéle aussi dans les cellules cancéreuses ou il participe a leur
angiogeneése, a leur survie et a leur migration invasive (Mancini and Toker (2009) ; Muller

and Rao (2010)).

Stimulus

Cytoplasme Ca?*
v
@@
v
: >
Nucleus i ;

.+** Kinases (CKI, CKIl, JNK, p38, GSK3B, PKA)
Programme Génique
Hypertrophique

:
e

Induction de
I’hypertrophie

Figure 19 : La voie CaN/NFAT. Modifiée d’aprés Molkentin (2004). JNK, p38, GSK3B, caséine
kinase | et Il (CKI et CKIl), protéine kinase A (PKA), et éventuellement ERK phosphorylent les
membres de la famille NFAT et inhibent la translocation nucléaire.
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(i) CA**/CALMODULINE KINASE Il (CAMKII)

La CaMK est une kinase dépendante du Ca’*/CaM et appartient a la famille des
sérine/thréonine kinases. Cette famille est composée de nombreuses kinases, toutes
controlées par le Ca**. Dans le cceur, les CaMK appartiennent a la sous famille des CaMKII et

sont présentes sous plusieurs isoformes (Tobimatsu and Fujisawa (1989)).

Quatre isoformes de CaMKIl (a, B, d et y), issues de quatre génes distincts, ont été
décrites. Chaque CaMK se caractérise par ses 3 domaines : un de catalyse, un de régulation
et un d’association. Le domaine catalytique se trouve en N-terminale et possede le domaine
kinase ou se trouvent les sites de liaison a ’ATP et au substrat. Le domaine de régulation de
la protéine se situe en son centre et comporte des sites d’auto-inhibition ainsi que ceux
permettant la liaison au complexe Ca®’/CaM. A la fin de la protéine se trouve le domaine
d’association, siege des interactions entre les sous-unités elles-mémes ou avec d’autres
protéines (Hudmon and Schulman (2002a, 2002b)). Les isoformes de la CaMKIl & et y sont
spécifiques du myocarde, avec comme isoforme prédominante, la CaMKIl & (Baltas,
Karczewski, and Krause (1995); Edman and Schulman (1994); Tobimatsu and Fujisawa
(1989)). A I'heure actuelle, 13 variants de cette isoforme ont été décrits. Les variants 0 (2 et
3) sont présents dans le coeur adulte (Baltas et al. (1995) ; Hagemann, Hoch, Krause, and
Karczewski (1999)). L'isoforme 33 a une séquence de 11 acides aminés permettant un
adressage nucléaire que n’a pas l'isoforme 02, faisant d’elle une protéine cytosolique
(Edman and Schulman (1994) ; Srinivasan, Edman, and Schulman (1994)). Les isoformes de
CaMKIl varient selon le stade de développement : au stade embryonnaire on ne trouve que
I'isoforme &4 puis I'isoforme Yy est présente dans les cardiomyocytes de rats nouveau-nés
(Hagemann et al. (1999)) et disparait a I’age adulte (Colomer, Mao, Rockman, and Means

(2003).

Le role de la voie CaMKIl dans le processus hypertrophique cardiague est maintenant
clairement établi grace a l'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques. In vitro, 'inhibiteur W-
7 de la CaMKIl bloque I'expression de I’ANF par des cardiomyocytes stimulés par la PE
(Ramirez, Zhao, Schulman, and Brown (1997) ; Sei et al. (1991)) alors que la surexpression de

I'isoforme CaMKIl &3 par un adénovirus a un effet inverse (Ramirez et al. (1997)). In vivo,

71|Page



I’expression ainsi que I'activité cardiaque de la CaMKIl sont augmentées dans des modeles
d’hypertrophie cardiaque (Boknik et al. (2001) ; Hagemann et al. (1999); Hempel, Hoch,
Bartel, and Karczewski (2002); T. Zhang et al. (2003)). Il en est de méme chez 'Homme
(Hoch, Meyer, Hetzer, Krause, and Karczewski (1999); Kirchhefer, Schmitz, Scholz, and
Neumann (1999)). Par ailleurs, I'utilisation de souris transgéniques a réaffirmé le role de la

CaMKIl dans le développement de I'hypertrophie cardiaque (Colomer and Means (2000)).

L'action de la CaMKIl peut se situer a deux niveaux : 1-en activant la transcription de

genes et 2- en régulant I’homéostasie calcique.

1- |’activation de la transcription et de la régulation de genes.

La CaMKIl agit dans la régulation de I'expression de « génes marqueurs de
I’hypertrophie » comme I’ANF (Ramirez et al. (1997)), le BNP (Q. He and LaPointe (2000)), B-
MHC (Zhu et al. (2000)) et I'a-SKA (Passier et al. (2000)). En outre, elle contrdlerait des
facteurs de transcription comme CREB (Sheng, Thompson, and Greenberg (1991)), ATF-1 (P.
Sun, Lou, and Maurer (1996)), AP-1 (Ho, Gullberg, and Chatila (1996)), SRF (Misra et al.
(1994)) et MEF-2 (Passier et al. (2000)). MEF-2 a un réle primordial dans la signalisation
musculaire, en particulier cardiaque (Kolodziejczyk et al. (1999); Lu, McKinsey, Nicol, and
Olson (2000) par ses interactions avec des Histones Déacétylases de classe Il (HDACs). Les
HDACs sont des molécules répressant la transcription (Miska et al. (1999)). De base, MEF-2
et HDAC sont associés et inhibent la transcription. L'augmentation du ca* qui va se coupler
a la CaM, déclenche la phosphorylation d’"HDAC par la CaMKII et la levée de I'inhibition sur
MEF-2 (McKinsey, Zhang, and Olson (2000)). Ensuite, HDAC s’associe a la protéine 14-3-3
pour étre transloqué en dehors du noyau. De son c6té, MEF-2 va se lier a la chromatine et
déclencher la transcription de génes (Davis, Gupta, Camoretti-Mercado, Schwartz, and

Gupta (2003) ; Kao et al. (2001) ; McKinsey et al. (2000) ; Miska et al. (1999)) (Figure 20).

2- Contréle de I'homéostasie calcique

La CaMKIl est une protéine régulatrice de protéines impliquées dans |I’homéostasie
calcique comme RyR2 (Le Peuch, Haiech, and Demaille (1979); Simmerman, Collins,
Theibert, Wegener, and Jones (1986)), SERCA2a (Toyofuku, Curotto Kurzydlowski,

Narayanan, and MaclLennan (1994)), le PLB mais également les LTCC (Dzhura, Wu, Colbran,
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Balser, and Anderson (2000)). Ces différentes régulations seront développées dans la partie

M 2.b.
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Figure 20 : La voie CaMKII. Modifiée d’apres H. Li et al. (2010).

Seule la voie hypertrophique CaN-NFAT possede des protéines qui contrebalancent
son activité pro-trophique. Ces protéines, MCIP-1 par son expression, la glycogéne synthase

kinase 33 (GSK-3[3) par son activité, peuvent conduire a une réponse anti-trophique.

(iii) LA REPONSE ANTI-TROPHIQUE

i. Gsk-3f

Gsk-3B est une sérine/thréonine kinase trés conservée (Harwood (2001)) qui a deux
isoformes a (51 kDa) et 3 (47 kDa) (Grimes and Jope (2001b)) trés homologues (97%). Bien
gue les deux isoformes soient présentes dans le cceur (Henry and Killilea (1994)), la majorité

des études se sont focalisées sur I'isoforme [3.
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Initialement impliquée dans l'inhibition de la synthése du glycogene (P. J. Parker,
Caudwell, and Cohen (1983), il a été montré par la suite que Gsk-3[ participerait a de
nombreuses fonctions cellulaires dans les régulations du métabolisme, de I'expression de
genes et de l'intégrité du cytosquelette (pour revue : (Grimes and Jope (2001a)). Gsk-3[3
serait également impliqguée dans la tumorigenese et la maladie d’Alzheimer (Imahori and
Uchida (1997)). Les inhibiteurs pharmacologiques de I'activité kinase de Gsk-3B sont le
chlorure de lithium (LiCl) ou le SB-415286. Gsk-3[3 est principalement localisée dans le
cytosol mais elle peut étre également retrouvée au niveau nucléaire, selon le stimulus
impliqué (Bijur and Jope (2001) ; Diehl, Cheng, Roussel, and Sherr (1998) ; Morisco et al.
(2001)).

Une des caractéristiques de Gsk-3[3 est la stimulation de son activité kinase a I'état basal.
L'inactivation de Gsk-3[3 est due a sa phosphorylation sur la sérine 9 par des protéines
kinases telles que celles de la voie PI3K/Akt. Le degré d’activation de Gsk-3[3 peut étre évalué
biochimiquement par son niveau de phosphorylation (rapport de Gsk-33 phosphorylée sur
Gsk-3[3 non phosphorylée). Si la forme Gsk-3[3 déphosphorylée prédomine, elle est active et

est capable de phosphoryler NFAT agissant ainsi comme un inhibiteur de I’hypertrophie.

Il existe de nombreuses évidences, in vitro et in vivo, du réle anti-trophique de Gsk-3[.
Morisco et al. (Morisco et al. (2001)) démontrent qu’une stimulation [3-adrénergique active
la voie Akt et inactive Gsk-33 en favorisant son extrusion nucléaire, conduisant a
I’hypertrophie des cardiomyocytes. Ce travail souligne l'importance de la localisation
subcellulaire de I’enzyme. La surexpression myocardique d’'un mutant constitutivement actif
de Gsk-3B chez la souris inhibe le développement de I'hypertrophie en réponse a une
surcharge de pression et/ou a une stimulation adrénergique validant ainsi le réle inhibiteur
de Gsk-3[3 dans le processus hypertrophique (Antos et al. (2002) ; Badorff et al. (2002)). Gsk-
3[3 agit en contrdlant des facteurs de transcription cardiaque et/ou la synthése protéique
(Hardt and Sadoshima (2002)). Gsk-3[3 phosphoryle de nombreux facteurs de transcription,
parmi lesquels nous citerons : CREB (Fiol et al. (1994)), GATA4 (Morisco et al. (2001)), NFAT
(Beals, Sheridan, Turck, Gardner, and Crabtree (1997) ; Graef et al. (1999)) et NFKB (Bournat,
Brown, and Soler (2000)). La phosphorylation de ces facteurs de transcription conduit a une

diminution de la transcription via un défaut de liaison a ’'ADN, une extrusion nucléaire ou
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une ubiquitination (Hardt and Sadoshima (2002)). Gsk-3[3 contrdle le développement de
I’hypertrophie cardiaque en agissant principalement sur deux facteurs de transcription a
savoir NFAT et GATA4 (Hardt and Sadoshima (2002)). En réponse a un stimulus, la CaN
déphosphoryle NFAT lui permettant ainsi d’étre transloqué au niveau nucléaire et de se lier a
I’ADN (cf. partie 111.1.i.). Gsk-3[3 en phosphorylant NFAT s’oppose a ce mécanisme en agissant

comme le contre-balancier direct de la voie CaN-NFAT (Antos et al. (2002)).

Il est également décrit que Gsk-33 phosphoryle le facteur de transcription GATA4 et
module la transcription via I’extrusion nucléaire médiée par CRM-1 (Morisco et al. (2001)).
Les membres de la superfamille GATA sont décrits comme étant impliqués dans le
développement et I’hypertrophie cardiaque. Un de ces membres, GATA4 regle I'expression
de nombreux genes cardiaques tels que 'ANF, le BNP, les chaines lourdes o et 3 de la
myosine, le récepteur de type IA de I’Angll, la troponine | ou bien encore I'’échangeur NCX. La
régulation de GATA4 par Gsk-33 affecte de fagon importante les changements
phénotypiques des cardiomyocytes (Hardt and Sadoshima (2002)). Elle aurait également un
réle dans la restauration de la sensibilité des myofilaments au ca* par sa réactivation apres
une thérapie de réactivation de la systole cardiaque par un pacemaker (Kirk, Zhang, Murphy,

and Van Eyk (2013)).

L’autre mécanisme par lequel Gsk-3[3 contréle I'hypertrophie cardiaque concerne la
synthése protéique. La synthese protéique est un processus complexe impliquant trois
étapes clés: 1-l'initiation, 2-I'élongation et 3-la traduction. Un des points critiques du
processus est la liaison du facteur d’initiation de la traduction elF2 a I’ARNt (met-tRNA), puis
la fixation a la sous-unité 40S du ribosome (pour revue: (Rhoads (1999)). Gsk-33 en
phosphorylant elF2, le rend inactif et bloque ainsi la synthése protéique (Welsh, Miller,

Loughlin, Price, and Proud (1998)).

Gsk-3[3 a peut-étre une activité anti-hypertrophique mais des études ont montré par
ailleurs son implication pro-fibrotique et pro-apoptotique accompagnées d’une baisse de la
fonction contractile (Michael et al. (2004) ; Hirotani et al. (2007) ; Zhai et al. (2007) ; Menon,
Johnson, Ross, Singh, and Singh (2007)) (Figure 21).
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Figure 21 : Gsk-3B dans le cardiomyocyte. D’aprés Cheng et al. (2011).

ii. MCIP-1

La protéine MCIP-1 (Modulatory Calcineurin inhibitory protein) peut lier la CaN et
I'inhiber. Elle bloque ainsi la translocation nucléaire de NFAT. Initialement découverte dans
le muscle squelettique, MCIP-1 est également présente au niveau cardiaque (B. Rothermel et
al. (2000)). L'activation de la voie de CaN-NFAT permet |’expression rapide de MCIP-1, car
elle représente un mode de rétrocontrole négatif (B. Rothermel et al. (2000) ; J. Yang et al.
(2000)). Le role anti-trophique de MCIP-1 a été montré in vivo dans un modele d’infusion
d’isoprotérenol sur une souris génétiquement modifiée sur-exprimant MCIP-1 au niveau
cardiaque. Rdle confirmé en utilisant des souris issues du croisement de cette lignée avec
des souris exprimant une forme constitutivement active de CaN qui ne développent pas
d’hypertrophie cardiaque (B. A. Rothermel et al. (2001)). Pedram et al. (Pedram, Razandi,
Aitkenhead, and Levin (2005)) ont rapporté que l'expression de MCIP-1 est liée aux
cestrogeénes par une voie impliqguant PI3K. MCIP-1 avec les peptides atrio-natriurétiques
participerait a I'effet préventif des cestrogénes sur le développement de I’hypertrophie

cardiaque (Pedram et al. (2005)).
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Le développement de I’hypertrophie cardiaque via des voies pro-trophiques Ca*'-
dépendantes, est le résultat mais également participe aux modifications de I'"homéostasie

calcique dans le cardiomyocyte hypertrophié et mene a l'insuffisance cardiaque.

[11.2.REMODELAGE DES MOUVEMENTS CALCIQUES DE L’'HVG VERS L’IC

(a) REMODELAGE ELECTROPHYSIOLOGIQUE

La durée du potentiel d’action (PA) dans un cardiomyocyte hypertrophié est
prolongée : I'allongement de la phase de repolarisation membranaire et du transitoire
calcigue en sont a l'origine (Coraboeuf and Nargeot (1993) ; Qin et al. (1996) ; Bers

(2002b) ; Bers and Guo (2005)) et le restera jusqu’au stade de I'insuffisance (Figure 22).

De nombreuses études montrent que la densité du courant calcique de type L (lca) est
inversement corrélée a I'importance de I’hypertrophie ou la dysfonction ventriculaire. En
effet, dans des modeles d’hypertrophies légéres a modérées, Ic,. est souvent augmenté.
Pour Schroder et al., la densité des LTCC est maintenue lors de I'hypertrophie cardiaque
(Schroder et al. (1998)). Peut-étre que cette observation est liée a la sévérité de
I’hypertrophie : dans les cas d’hypertrophies sévéeres et d’IC, Ica. @ un niveau comparable aux
contrOles et méme parfois décroit (Armoundas, Wu, Juang, Marban, and Tomaselli (2001)).
Inversement, de nombreuses observations ont suggéré que le cycle calcique est différent
dans I'IC avec une augmentation du courant calcique entrant (lca.) (Armoundas et al. (2001) ;
Mukherjee and Spinale (1998) ; Z. Wang, Nolan, Kutschke, and Hill (2001)). Si la quantité de
Ca, 1.2, sous-unités des LTCC, est inchangée lors de I'lC une partie de ces canaux restent a

I'intérieur de la cellule et ne participent plus au CEC (T. T. Hong et al. (2012)).

Dans des myocytes ventriculaires de coeurs humains insuffisants, I'activité des LTCC est
plus élevée malgré un niveau constant de leur transcrit et protéine, suggérant une possible
régulation post-traductionnelle de ces complexes par phosphorylation (Handrock et al.

(1998)). Les protéines kinases A et C (PKA et PKC) ainsi que la CaMKIl en seraient les
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principales responsables (Kamp and Hell (2000)). Cette modification post-traductionnelle
régule de nombreuses caractéristiques dans la fonction de ce canal : son expression, son
activation/inactivation voltage-dépendante ainsi que sa période d’inactivation. En effet, la
CaMKIl (Koval et al. (2010)) tout comme la PKA (Yue, Herzig, and Marban (1990))
augmentent la fréquence d’ouverture prolongée de Ca,1.2 (L. Yang et al. (2005)) et
favorisent le mode d’ouverture 2 de Ca,1.2, le mode dit de facilitation. La facilitation de
Ca,1.2 par le maintien du courant lIc, est pro-arythmique en favorisant les post-
dépolarisations précoces (EADs ou early afterdepolarizations, cf partie Ill.3.)(Koval et al.
(2010) ; Wu, MacMillan, McNeill, Colbran, and Anderson (1999); Wu et al. (2002)). Les
courants TTCC normalement absents des myocytes ventriculaires se retrouvent de nouveau
exprimés dans des modeéles d’IC et contribuent a la transition vers I'IC (Vassort, Talavera, and

Alvarez (2006)).

(A) Cisiisaain (B) Ceeur insuffisant avec
un PA prolongé
*L' r".-.;:.i:--
0mvV — 0mvV — Y
el
-80 mV — -80 mV —
[ —
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Ca R
200 M -
intracellulaire f\ P % -
Contraction —r
cellulaire

Figure 22 : Schématisation des modifications électrophysiologiques et de I’homéostasie
calcique lors de I'IC. Modifiée d’aprés G. Michael, Xiao, Qi, Dobrev, and Nattel (2009). (A) Un PA
cardiaque normal, en dessous le transitoire calcique associé reflétant I’évolution de la concentration
de Ca®intracellulaire. La derniére courbe représente la contraction cellulaire par la baisse de la
longueur de la cellule. (B) La prolongation de la durée du PA dans le cceur insuffisant est modélisée
en rose. Les concentrations en Ca** et la contraction cellulaire sont en vert. La diminution de la
libération de Ca®* en systole conduit & une diminution de la contractilité cellulaire et prolonge la
durée du PA par le remodelage des courants ioniques (les changements sont indiqués par les fleches
violettes indiquant I'augmentation ou la diminution des courants spécifiés).

Ceeur insuffisant
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Que ce soit dans un modele d’hypertrophie compensée avec une dysfonction systolique
ou une insuffisance cardiaque clinique, le niveau du transcrit et de la protéine de
’échangeur Na*/Ca?* cardiaque (NCX1) augmente a la méme hauteur que celui rapporté
dans une insuffisance cardiaque (Z. Wang et al. (2001)). Par contre, sa fonction, évaluée par
le courant Incx, faiblit. Une situation similaire a été observée dans un modele génétique
d’hypertrophie modeste (Mitarai, Reed, and Yatani (2000)). L’explication pour cette
diminution d’activité résiderait dans la dissociation de la protéine NCX comme la diminution
de son niveau d’activité dans I'hypertrophie (Boateng et al. (2001)). La baisse du courant
NCX dans I’hypertrophie favorise la séquestration de Ca** dans le réticulum sarcoplasmique
(RS), ainsi la performance systolique augmente dans le coeur hypertrophié. Néanmoins, cette
surcharge en Ca”* joue un role important dans la phase ultime de progression vers I'IC. Il est
tres probable que [l'activité de NCX est régulée différemment suivant les stades
d’hypertrophie et d’insuffisance du coeur. Elle contribue a la transition patho-physiologique

du coeur de I’hypertrophie a I'insuffisance.
D’autres canaux se trouvent altérés dans la transition de 'HVG a I'lC :

_ les canaux sodiques voltage-dépendants, Na,1.5 qui s'ouvrent et se ferment rapidement
pour initier la dépolarisation du potentiel d’action. La CaMKII est capable de s’associer et de
phosphoryler la sous-unité a de Na,l1.5, initiant un courant Iy, durable « long-lasting »

pouvant mener a la survenue de EADs et DADs (Ashpole et al. (2012) ; Hund et al. (2010)).

_les canaux potassiques. Il est régulierement observé que |'ensemble des courants
potassiques (li, Ik, lks, lkr) sont diminués dans un coeur insuffisant. Méme si suivant les
modeles les changements sont variables, la constante de cette diminution de ces courants
prolonge la durée du PA (Aiba and Tomaselli (2010)). Particulierement dans un modele
canin, la tachycardie provoque une diminution de I'expression d’l,, avec des régulations par
les voies Ca**/CaMKIl et CaN/NFAT. Ces voies, tout en étant des senseurs du Ca2+, effectuent
un role régulateur dans la traduction d’ly, qui est dépendante du rythme cardiaque (Xiao et
al. (2008)). L’altération de ces courants contribue également a une augmentation de la
susceptibilité a des arythmies comme les delayed after-depolarizations (DADs) par la baisse
de la densité du courant Ig; dans I'IC (Rose et al. (2005) J. ; G. R. Li, Lau, Ducharme, Tardif,

and Nattel (2002)).
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En addition a des changements des courants responsables du PA dans le
cardiomyocyte, la transition de I'HVG a I'IC entraine de profondes modifications dans les

mouvements calciques intracellulaires.

(b) ALTERATIONS DANS LE COUPLAGE EXCITATION-CONTRACTION (POUR REVUE M. Luo

AND ANDERSON (2013))

Systématiqguement, les cardiomyocytes issus d’un coeur insuffisant présentent un CEC
altéré, caractérisé par une diminution du transitoire calcique, une augmentation des
« fuites » calciques en diastole du RS et une baisse de I'emprisonnement du Ca** dans le RS.
L’'ensemble de ces éléments participe a I'altération de la contraction et de la relaxation de
ces cardiomyocytes (Piacentino et al. (2003)). Des protéines clés de la prise en charge du

Ca’*sont a 'origine de ces dysfonctions.

(i) LA MODULATION DU CYCLE CALCIQUE

Le cycle calcique assure au sein du cardiomyocyte le couplage excitation-contraction

(CEC) sur lequel s’appuie la fonction cardiaque.

Dans I'hypertrophie comme I'lC, de nombreuses observations ont suggéré que le cycle
calcique soit différent avec une augmentation des transitoires calciques (Wickenden et al.
(1998)) par I'augmentation du courant Ic,. (Armoundas et al. (2001) ; Mukherjee and Spinale
(1998) ; Z. Wang et al. (2001)). Dans chaque cas, la prise en charge altérée du Ca** contribue
a l'activation de plusieurs cascades de phosphatases et kinases incluant les « Mitogen-
Activated Protein Kinases » (MAPKs) et la CaN (pour revue : Vlahos, McDowell, and Clerk

(2003)).

Ces défauts sont le résultat de changements d’expression génique : (I) de RyR2, (Il) de

SERCA2a et (Ill) de NCX1 entre autres.
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(1)

La densité de RyR2 est maintenue lors de I’hypertrophie cardiaque (Schroder et al.
(1998)). Par contre, la distance entre RyR2 et les LTCC se retrouve accentuée dans
I’hypertrophie cellulaire du myocyte, caractéristique de I’hypertrophie cardiaque, ce
qui participe a l'altération du cycle calcique (Gomez et al. (1997)). La densité des
RyR2 baisse lors de I'IC (Naudin, Oliviero, Rannou, Sainte Beuve, and Charlemagne
(1991); Brillantes, Allen, Takahashi, lzumo, and Marks (1992) ; Rannou et al. (1995)).
La phosphorylation par la PKA favorise I'ouverture de RyR2 pour améliorer la
réponse a la [Ca’'], la réponse combat-fuite (ou « fight-or-flight »)(Shan et al.
(2010)). Lorsque RyR2 est phosphorylé sur sa sérine 2809 par la PKA in vivo, on
observe une dissociation transitoire de la liaison entre FKBP12.6 et RyR2 (pour
revue : Marks (2002) ; Wehrens et al. (2004)). Chez ’'Homme (Marx et al. (2000) ;
Reiken et al. (2003)) comme chez les animaux (Shan et al. (2010) ; Ono et al. (2000) ;
Yano et al. (2000) ; Lehnart, Wehrens, and Marks (2005)) souffrants d’IC, RyR2 est
hyperphosphorylé par la PKA (sur la sérine 2808) et ainsi améne a sa dissociation de
FKBP12.6. Sa probabilité d’ouverture est alors augmentée et provoque des fuites
calciques du RS via RyR2 (Marx et al. (2000) ; Yano et al. (2000)). Kohno. et al. ont
observé que |'affinité de liaison entre RyR2 et FKBP12.6 était renforcée par la
molécule JTV519 (K201) (Kohno et al. (2003)). Elle permet alors de stabiliser RyR2 a
I’état fermé et de prévenir les fuites calciques et donc les arythmies (Wehrens et al.
(2004)). Par contre, elle reste inefficace lorsque la conformation de RyR2 est elle-
méme touchée, par une mauvaise interaction interdomaine par exemple
(Yamamoto et al. (2008)). Ainsi, FKBP12.6 est un stabilisateur de RyR2 a I’état clos
dans la limite de I'état conformationnel de RyR2 lui-méme et cette liaison participe
a la stabilité de la fonction diastolique.

Il serait simpliste de dire que toutes les fuites en diastole de RyR2 ont pour
origine la dissociation de FKBP12.6 et RyR2, via la phosphorylation par la PKA, car
d’autres modifications peuvent affecter les propriétés d’ouverture de RyR2 (Bers
(2012)).

En effet, la protéine phosphatase 1 (PP1) et la protéine phosphatase 2A(PP2A)
sont les deux phosphatases capables de déphosphoryler le RyR2. Leurs protéines
d’ancrage respectives sont la spinophiline et la protéine PR130. La protéine PP1 est

capable de déphosphoryler RyR2 sur ses sérines 2809 et 2814 lorsque la PP2a ne
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déphosphoryle que la sérine 2814 (Huke and Bers (2008)). Lors d’une IC, le niveau
d’expression cellulaire des phosphatases s’accroit mais on les trouve moins
associées a RyR2. Cette situation contribue a la phosphorylation de RyR2 pendant
I'IC et donc aux fuites diastoliques (Marx et al. (2000)).

En outre, les fuites calciques pouvant étre a l'origine d’arythmies sont
prévenues par l'inhibition de la CaMKII et non celle de la PKA (Ai, Curran, Shannon,
Bers, and Pogwizd (2005)). La CaMKII peut phosphoryler RyR2 sur 2 sérines (2809 et
2814) (Wehrens et al. (2004) ; Ai et al. (2005)) avec une préférence pour la
deuxiéme (Ai et al. (2005)). La disparition de ce site de phosphorylation dans un
modele murin entraine une altération de la relation force-fréquence (Kushnir, Shan,
Betzenhauser, Reiken, and Marks (2010)) tout en protégeant des arythmies et de
I'IC apres un infarctus du myocarde (Respress et al. (2012) ; Chelu et al. (2009)).
Récemment, I'équipe de Fischer et al. a identifié que le passage de I'"hypertrophie a
I'insuffisance cardiaque chez I'homme passait par une augmentation de la
phosphorylation de la CaMKII sur RyR2 (Fischer et al. (2013)). Sur cellules isolées,
Guo et al. mettent en évidence que la phosphorylation par la CaMKIl augmente la
sensibilité de RyR2 au Ca”* et conduit a la survenue de sparks (T. Guo et al. (2012)).
Ces dernieres découvertes renforcent I'idée que la phosphorylation par la CaMKII
sur RyR2 est un facteur de risque potentiel d’arythmies chez des patients
insuffisants. En effet, I'inhibition de cette phosphorylation protége du
déclenchement de tachycardies ventriculaires des souris porteuses de la mutation
responsable de la myopathie de Duchenne (Ather et al. (2013)). D’apres Fischer et
al. et Valdivia HH., la phosphorylation par la CaMKIl serait méme responsable de la
transition vers I'IC car contrairement a la phosphorylation par la PKA elle augmente
lors du passage de I’hypertrophie a I'IC (Fischer et al. (2013) ; Valdivia (2012)).
Effectivement, en utilisant des inhibiteurs pharmacologiques, il a été montré que
I'activation de la CaMKII favorise I'ouverture et donc la libération de Ca** par RyR2
en le phosphorylant. Ce Ca®* libéré peut activer des voies de signalisation Ca*'-
dépendantes telles que celle de la CaN ou déstabiliser le CEC conduisant a des
arythmies, responsables de la transition vers l'insuffisance cardiaque (Hain, Onoue,
Mayrleitner, Fleischer, and Schindler (1995) ; Lehnart, Wehrens, Kushnir, and Marks
(2004) ; Witcher, Kovacs, Schulman, Cefali, and Jones (1991)).
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(1)

Les ROS (Reactive Oxygen Species) peuvent également directement activer
RyR2, en augmentant leur sensibilité au Ca** luminal (Terentyev et al. (2008)) et
contribuer aux fuites calciques dans I'IC. En outre, I'état d’activation de la CaMKII
peut s’élever a la fois par son autophosphorylation et la présence de ROS (Erickson,
He, Grumbach, and Anderson (2011)), renforcant le phénotype des fuites calciques

du RS présent dans l'insuffisance cardiaque.

La diminution de I'expression de SERCA2a provoque une défaillance dans le
recaptage du Ca?* dans le RS en diastole et ainsi des altérations de la relaxation
(Arai, Matsui, and Periasamy (1994) ; Dipla, Mattiello, Margulies, Jeevanandam, and
Houser (1999)). Néanmoins ces résultats different selon les pathologies :
I’expression de SERCA2a est stable dans une hypertrophie cardiaque modérée et
n’est touchée que dans des situations complexes (Arai, Suzuki, and Nagai (1996)) ou
lorsque le coeur devient insuffisant (Yano, lkeda, and Matsuzaki (2005)). Dans I'IC
humaine, la [Ca*']; est augmentée par des défauts d’extraction du Ca®* hors du
cytosol. Il est admis que le recaptage du Ca’* dans le RS est dégradé dans un coeur

humain insuffisant (Limas et al. (1987) ; Hasenfuss et al. (1994)).

Cette altération de la prise du Ca®* par le RS reposerait sur I'augmentation de
I'activité inhibitrice du phospholamban (PLB) sur sa protéine cible SERCA2a
(Nicolaou et al. (2009) ; Schwinger, Munch, et al. (1999)). De multiples études font
état d’'une réduction de la phosphorylation du PLB lors d’une IC, augmentant
I'inhibition de SERCA2a (Schwinger, Munch, et al. (1999) ; Schmidt et al. (1999)).
Cette décroissance de phosphorylation, sur la thréonine 17 par exemple, est
possible par 'augmentation de la déphosphorylation par la protéine phosphatase
2B (ou CaN) malgré une activité accrue de la CaMKIl dans un myocarde insuffisant
(Munch, Bolck, Karczewski, and Schwinger (2002)). De méme, la déphosphorylation
de la sérine 16 est la résultante d’'une augmentation de I'activité de la protéine
phosphatase 1 dans I'lC humaine (Schwinger, Munch, et al. (1999)). Le knock-out
murin pour le PLB, dans le coeur, montre une activité contractile améliorée avec
une affinité accrue entre SERCA2a et le Ca** (W. Luo et al. (1994)). Des mutations
humaines sur le gene codant pour le PLB, introduites dans des modeles murins,

peuvent soit renforcer leur inhibition sur SERCA2a (Schmitt et al. (2003) ; Haghighi
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(I11)

et al. (2003)) soit développer une cardiomyopathie dilatée et une mort subite
(Schmitt et al. (2003) ; Haghighi et al. (2003) ; W. Luo et al. (1994)). La synthése de
ces études, chez la souris et 'Homme, permet de comprendre que l'activité
SERCA2a/PLB doit étre maintenue dans une certaine mesure afin d’assurer la
fonction physiologique du cceur et éviter la survenue de maladies cardiaques

comme les cardiomyopathies ou I'IC.

Dans plusieurs modéles d’IC, I'expression et I'activité de I'échangeur Na*/Ca®*
(NCX1) est augmentée (Philipson and Nicoll (2000) ; Flesch et al. (1996)) ou stable
(Schwinger, Wang, et al. (1999)). Cette modification au sein du cardiomyocyte est
vue comme un mécanisme d’adaptation pour préserver le métabolisme calcique,
touché par une baisse de son recaptage par SERCA2a (Hobai and O'Rourke (2001)).
Comme la [Na’]; subsarcolemmale est augmentée au sein des myocytes
ventriculaires insuffisants, le courant Iycx change d’orientation (les ions Na* sortent
de la cellule) (Mattiello, Margulies, Jeevanandam, and Houser (1998)) et participe a
I'allongement du transitoire calcique cytoplasmique, a la surcharge calcique qui
engendre : des arythmies (Pieske et al. (2002) ; Mattiello et al. (1998) ; Gaughan et
al. (1999)). D’un autre c6té, cet arrangement pourrait contribuer a dépléter les
milieux intracellulaires (cytosol et RS) en Ca?* (Pieske et al. (2002)), et donc
compromettre la systole du myocarde (Schillinger et al. (2000)) et engendrer des
arythmies (EADs) en soutenant le courant Iycx en mode entrant (Pogwizd, Qi, Yuan,
Samarel, and Bers (1999); Sipido et al. (2000); Zygmunt, Goodrow, and
Antzelevitch (2000)). De plus, de nombreuses études (Flesch et al. (1996) ; Hobai
and O'Rourke (2000) ; Kent et al. (1993) ; Studer, Reinecke, Bilger, et al. (1994)),
mais pas toutes (Hasenfuss et al. (1999); Yao et al. (1998)), trouvent que cette
augmentation de l'activité de NCX1 est souvent accompagnée d’une baisse de
I’expression de SERCA2a. Ceci résulterait de sa réexpression a son niveau protéique
du programme feetal cardiaque.

L'augmentation de I'activité de NCX1 du courant Iycx en concomitance de I'activité
défectueuse de SERCA2a/PLB dans I'IC entraine une plus grande élimination de Ca®*

dans les myocytes insuffisants, qui rencontrent alors une altération dans la relation
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force-fréquence. Néanmoins, elle contribue a une surcharge intracellulaire en Na*
et Ca?* subsarcolemmale. Dans ces conditions, NCX1 participerait a la survenue
d’arythmies comme des DADs ou post-dépolarisations retardées (cf partie suivante

[11.3) dans I'IC chez 'Homme (pour revue : Bers, Pogwizd, and Schlotthauer (2002)).

(ii) LA MODIFICATION DE LA CONTRACTION

Parmi tous les changements répertoriés dans un myocarde humain hypertrophié et
en insuffisance, on assiste a une réduction de I'activité ATPase maximale des myofilaments
(Pagani et al. (1988)) et de la force maximale développée a une [Ca2+] donnée (Noguchi et al.
(2004) ; Wolff, Buck, Stoker, Greaser, and Mentzer (1996)). Il y existe également une baisse
de la vitesse de contraction ainsi qu’une baisse du nombre de ponts d’actomyosine (Knott,
Purcell, and Marston (2002)), contribuant a une économisation d’énergie lors de la

contraction (Hasenfuss et al. (1991)).

Au niveau protéique, nous nous attarderons plus particulierement sur la myosine, la

troponine | et I'actine.

La myosine, protéine essentielle de la contraction, se trouve dans le myocarde sous trois
isoformes : V1, V2, V3, d’activité ATPasique décroissante. Chez tous les mammiferes, en
incluant ’'Homme, a I'état normal, la forme V1 a activité ATPase élevée prédomine. Dans les
cas de surcharge mécanique cardiaque, le profil s’inverse aboutissant a une baisse de
I'activité enzymatique, un ralentissement de la vitesse intrinseque de raccourcissement du
muscle pour une charge nulle et une amélioration thermodynamique de la contraction
(Lompre et al. (1979)). Ce changement d’isoforme a également pour effet de prolonger la
durée du développement de la force (Swynghedauw and Baillard (2000)). En plus d’étre
affecté sur son activité ATPase, la myosine subit des changements sur ses chaines lourdes et
légeres (van der Velden, Papp, Boontje, et al. (2003)) : la transition de I'isoforme a vers la B-
MHC, l'isoforme du stade foetal, entraine la baisse du ratio a-MHC/B-MHC. C'est un
mécanisme qui va toucher a la vitesse de contraction (+dT/dtmax) (Huang, Liu, and Li

(2001)). En effet, ces isoformes n’ont pas les mémes propriétés : leur sensibilité au ca®
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differe et n’apporte pas le méme développement de tension et de rigidité au coeur (Metzger,
Wahr, Michele, Albayya, and Westfall (1999)). Ainsi une des protéines essentielle a la
contraction au sein des myofilaments se retrouve dans une situation en désaccord avec les

efforts demandés a la pompe cardiaque adulte.

La Tn | subit des modifications post-traductionnelles, comme la phosphorylation. Dans
des coeurs de rats insuffisants, on en retrouve sur la Tnl (Lamberts et al. (2007)). En utilisant
des souris transgéniques avec une Tnl « pseudo-phosphorylée » sur ces sites PKA, I'équipe
de Takimoto (Takimoto et al. (2004)) observe chez elles une amélioration de la FDAR par
rapport aux WT. Cette étude suggere que la phosphorylation de la Tnl sur ces sites PKA a un
role-clé dans la régulation de la FDAR et de son maintien au sein du myocarde. D’autres
études ont remarqué une baisse significative de la phosphorylation des sites PKA (Ser23/24)
de la Tnl dans I'IC humaine (van der Velden, Papp, Zaremba, et al. (2003) ; Zakhary, Moravec,
Stewart, and Bond (1999) ; Bodor et al. (1997)) méme si elle ne parait pas étre une constante
(Knott et al. (2002) ; El-Armouche, Pamminger, Ditz, Zolk, and Eschenhagen (2004)). Ces
changements dans la phosphorylation peuvent passer par une down-régulation de la voie -
adrénergique, par la baisse de la densité des récepteurs B-AR ou l'augmentation de
I’expression de la protéine G; (Zakhary et al. (1999) ; Bodor et al. (1997) ; Wolff et al. (1996))
et/ou I'augmentation de I'activité PP2A (EI-Armouche et al. (2004) ; Neumann et al. (1997)),
rencontrés dans I'IC. La réduction de la phosphorylation de la Tnl via la PKA en basal entraine
une augmentation de la sensibilité des myofilaments au Ca®" et affecte la formation des
ponts d’actomyosine (souvent observé dans I'IC). Ainsi la relaxation est altérée et la capacité
d’éjection cardiaque réduite. Accroitre la sensibilité basale par I'activation de la PKA, comme
on peut le noter dans des coeurs insuffisants par rapport a des coeurs normaux entraine un
déclin de la sensibilité des myofilaments au Ca*' (van der Velden, Papp, Zaremba, et al.
(2003) ; Hajjar et al. (2000) ; McConnell, Moravec, and Bond (1998)) et ne semble pas

envisageable comme solution thérapeutique.

L'a-SKA se retrouve réactivée dans le coeur lors de I'IC par la réexpression du
programme foetal. En effet, I'’équipe de Copeland a découvert dans des coeurs insuffisants
humains et murins, en stade final d’IC le doublement de son expression par rapport a son
isoforme cardiaque et son niveau basal (Copeland et al. (2010)). Dans un modele

d’hypertrophie chez le rat sur une longue période avec une surcharge de pression, on
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détecte le changement de proportion de l'isoforme a-SKA dés les premiers stades de
dysfonction ventriculaire avant l'instauration du stade décompensé (Berni et al. (2009)).

Ainsi, ce changement d’isoforme participe a un stade précoce de la transition de I'HVG a I'IC.

Les traitements pharmacologiques de I'IC visent :

_les symptémes des patients (e.g. les diurétiques et les digitaliques),

_les systémes neurohormonaux (e.g. les inhibiteurs de I’enzyme de conversion de
I'angiotensine, les bloqueurs des récepteurs de I’Angll, les antagonistes de I'aldostérone et
les bloqueurs des récepteurs B-AR). Avec la progression de I'IC, ces inhibiteurs sont de moins
en moins efficaces car le remodelage cardiaque s’affranchit du systéme hormonal et la

dysfonction cardiaque devient intrinséque,

_les anti-arythmiques : des bloqueurs de canaux ioniques. Au niveau ventriculaire, la
ranolazine cible I’homéostasie des ions Ca** et Na'. Le dantroléne et le flécainide, des
bloqueurs de RyR2, et les Rycal, des stabilisateurs des RyR2, réduisent la survenue de sparks,
déclencheurs des DADs (description dans la partie ci-dessous). Ces différents types d’anti-

arythmiques présentent un fort potentiel thérapeutique pour I'avenir.

111.3.ARYTHMIES

Une arythmie est un trouble du rythme cardiaque. Ce dernier ne reléve pas d’un seul
mécanisme. Il est le résultat d'anomalies de |'électrogénése, d’'un automatisme anormal,
comme d’activités déclenchées et des anomalies de la propagation de l'influx: blocs de
conduction et réentrées (Hoffman and Rosen (1981)). Ces perturbations
électrophysiologiques surviennent lorsque le tissu myocardique est atteint (hypertrophie,

fibrose, nécrose, remodelage ionique, etc...).
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On estime que 50% de la mortalité des maladies cardiovasculaires est causée par une
mort subite. En majorité, ces morts subites sont causées par des arythmies, des tachycardies
ventriculaires, alimentées par des pathologies coronaires cardiaques, essentiellement les
infarctus du myocarde (source : European Cardiovascular Disease Statistics Edition 2012, ©
European Heart Network and European Society of Cardiology, September 2012). Ces
événements peuvent survenir chez des patients sans antécédents cardiovasculaires. Le
paradoxe épidémiologique des arythmies réside dans I'absence de marqueurs spécifiques
dans la population générale comme parmi les patients a risque potentiel pour prédire la
survenue de ces arythmies. Aux Etats-Unis, la mort subite représente la premiére cause de
mortalité chez les personnes agées de plus de 40 ans avec un total de 325 000 morts par an
(Figure 23). Chaque jour, 1000 personnes en meurent. Cela équivaut a une mort toutes les
deux minutes. La combinaison de tous les autres facteurs de mortalité (cancer colorectal,

accidents de la route,...) n’atteint méme pas le niveau de mortalité causé par la mort subite

(Shrivastav (2012)).
250,000  ~
200,000 | [ mort subite
| B Cancer colorectal
150,000 | I =1 B Accidents de la route
111 . ) cancer du sein
100,000 + | T | B Cancer de la prostate
B Mort pararme 3 feu
B 51DA
[1 Mort dans un incendie

Figure 23 : Représentation graphique des principales causes de mortalité aux Etats-Unis
pour les personnes de plus de 40 ans. Modifiée d’aprés Shrivastav (2012).

Il est donc important d’identifier les marqueurs augmentant les risques de survenue

d’arythmies ventriculaires fatales dans la population générale car méme si le risque relatif
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est faible, le nombre de morts causées par ces arythmies est élevé (Huikuri, Castellanos, and

Myerburg (2001)).

(a) ORIGINE

Il est possible de classifier les mécanismes des arythmies cardiaques :
_Automatisme (anomalies de I'excitabilité) normal ou anormal.

-Activités déclenchées (anomalies de I'excitabilité) : post-dépolarisations précoces (EADs),

post-dépolarisations retardées (DADs).
_Troubles de la conduction : réentrée, bloc unidirectionnel,..

Nous développerons plus particulierement les activités déclenchées ainsi que les troubles de

la conduction.

Les activités déclenchées ont lieu a la suite d’'un potentiel d’action préalable et sont des
oscillations du potentiel de membrane a la suite de la dépolarisation initiale de la cellule
(phase 0 du PA). Elles sont appelées des post-dépolarisations. Il en existe deux types : post-
dépolarisations précoces (EADs), post-dépolarisations retardées (DADs). Ces arythmies sont
des oscillations présentes pendant ou aprés le PA cardiaque. Leur amplitude est parfois
suffisante pour faire atteindre a la membrane un potentiel capable d’initier un nouveau PA.
La provocation de ces événements est une source majeure de survenue d’extrasystoles et de
tachycardies. L’hypertrophie ventriculaire comme I'lC, a laquelle on associe des arythmies

menant a une mort subite, sont connues pour étre des foyers de DADs et EADs.

(b) LES POST-DEPOLARISATIONS PRECOCES OU EARLY AFTERDEPOLARIZATIONS (EADS)

Les oscillations du potentiel surviennent soit a la fin du plateau du potentiel (phase 2
du PA), soit au cours de la phase rapide de dépolarisation (phase 3 du PA) (Figure 24). Les
EADs apparaissent a un potentiel positif de -30 mV lorsqu’elles se déclenchent dans la phase

2 du PA et a un potentiel plus négatif lors de la phase 3. Les mécanismes ioniques a 'origine
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d’'une EAD conventionnelle sont dépendants du type cellulaire, du voltage d’apparition. La
réduction des courants potassiques (I et Ixs) et I'augmentation du courant Ic,. ou du courant
sodique tardif Inaate prolonge la durée du PA et prédispose au développement d’EADs. Elles
apparaissent normalement sans lintervention du Ca®" intracellulaire. Cependant,
I’'augmentation de celui-ci avec des conditions prolongeant la durée du PA (stimulation des
récepteurs B-AR comme une augmentation du rythme cardiaque) peut contribuer a leur
apparition (Volders et al. (2000) ; Burashnikov and Antzelevitch (1998) ; Patterson, Scherlag,
Szabo, and Lazzara (1997)). Il est a noter que cette induction d’EADs par la stimulation des
récepteurs B-AR via I'isoprotérénol est possible sur des cardiomyocytes isolés (Volders et al.
(2000)) mais pas dans une préparation multicellulaire (Burashnikov and Antzelevitch (2000)).
A I'instar du Ca?*intracellulaire, le Ca®* libéré du RS est souvent responsable de la génération
d’EADs dans les myocytes ventriculaires. Le courant de I'échangeur NCX1 contribue aux deux
types d’EADs (Volders et al. (2000); Burashnikov and Antzelevitch (1998) ; Szabo, Sweidan,

Rajagopalan, and Lazzara (1994)).

Le réle des EADs dans I'arythmogenése est une dégradation de la dispersion de la
repolarisation, qui est locale et qui normalement ne se propage pas. La dispersion de cette
repolarisation suppose le développement d’arythmies de réentrée. La repolarisation est en
général prolongée et les EADs se manifestent souvent dans des périodes de pauses ou de
bradycardie cardiaque (Wit and Rosen (1992) ; Volders et al. (2000)). Elles apparaissent
parfois lorsque le rythme cardiagque s’accélere, allant du lent a un rythme normal

(Burashnikov and Antzelevitch (1998)).

Toute situation favorisant I'allongement du PA va encourager I'émergence d’EADs. Il est
fréquent d’en trouver chez des patients ayant un QT long de maniére acquise ou congénital,
lié a une dysfonction des canaux potassiques (LQT1, LQT2, LQT5, LQT6) ou sodiques (LQT3)
(Grant (2001); Keating and Sanguinetti (2001)). Ces patients souffrent de tachycardies

ventriculaires polymorphes comprenant les torsades de pointe.

La stimulation a-adrénergique est capable d’allonger le PA et est susceptible
d’entretenir les EADs (Charpentier, Drouin, Gauthier, and Le Marec (1993)). La stimulation -
AR est impliquée dans la survenue des EADs comme des DADs (Charpentier et al. (1993) ;

Burashnikov and Antzelevitch (2000)) (cf ci-apres).
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Figure 24 : Schéma d’EAD. D’apreés Burashnikov and Antzelevitch (2006).

(C) LES POST-DEPOLARISATIONS RETARDEES OU DELAYED EARLY AFTERDEPOLARIZATIONS

(DADs)

Les post-dépolarisations tardives surviennent aprés la repolarisation de la cellule
(phase 4 du PA) (Figure 25). Elles sont parfois précédées d’une légére hyperpolarisation de la
membrane. Si son amplitude est suffisante pour dépasser le seuil d’activation des courants
sodiques et calciques, un PA pourra étre déclenché. L’'origine de cette activation serait le
blocage de la pompe Na‘/K'-ATPase (intoxication digitalique) ou une surcharge calcique
intracellulaire. En effet, dans le deuxiéme cas, la stimulation catécholaminergique peut
surcharger le RS, entrainant des fuites calciques du RS via RyR2, interprétées comme une
libération de Ca®*. Ce mécanisme peut générer un nouveau PA s’il est important par la sortie

de Ca** et I'entrée de Na* via I'échangeur NCX.

Les conditions favorisant I'apparition de DADs sont celles qui conduisent a un potentiel
de membrane au repos plus positif qu’a la normale (intoxication digitalique ; réduction du

courant lg; (Fauconnier et al. (2005)), ainsi que celles responsables d’une surcharge calcique
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(stimulation B-adrénergique), ou d’'une fuite du RS (insuffisance cardiaque). Ces conditions
apparaissent fréquemment lorsque le rythme cardiaque est rapide (Wit AL. and Rosen MR.

(1992)).

Les DADS comme les EADs dépendantes du [Ca®"]; ont des caractéristiqgues communes
(Volders et al. (2000)) : la fuite spontanée de Ca** du RS. Si elle survient pendant un PA, elle
est a l'origine d’une EAD dépendante du [Caz+]i et si elle intervient apres la repolarisation

cellulaire, elle déclenche une DAD.

DAD

DAD
/qui provoque un PA

s W,

Figure 25 : Schéma d'une DAD. D’aprés Burashnikov and Antzelevitch (2006).

DADs

(d) LES SPARKS CALCIQUES (POUR REVUE : BERS (2014))

C'est en 1993 qu’a été identifié pour la premiére fois par mesure directe I'événement
d’une fuite du RS : le spark calcique (H. Cheng, Lederer, and Cannell (1993)). C’est le plus
remarquable et le plus connu des exemples de libération de Ca?* du RS en diastole. La
libération du Ca** du RS est localisée et spontanée, et lI'on peut la voir a I'aide d’un
microscope confocal (H. Cheng et al. (1993) ; H. Cheng and Lederer (2008)). Un « spark »

calcique est une libération spontanée, localisée de Ca®* du RS qui augmente la
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[Ca2+]intrace“u|aire au sein du cardiomyocyte (H. Cheng et al. (1993)). Le spark est une libération

cohérente d’un cluster de RyR sans intervention du courant lca,.

La fréquence des sparks est directement liée a la probabilité d’ouverture (P.)

2], en diastole et également celle

individuelle d’un RyR2 assujettie également a la [Ca
présente dans le RS ([CazJ']m;,re et totale). La valeur de P, pour un RyR2 donné en diastole est de
I'ordre de 10 a 10, a tout moment il y a environ 100 RyR2 ouverts (sachant qu’un myocyte
contient environ un million de RyR2). Pendant un spark, la quantité de Ca®* libérée au niveau
local est élevée car plusieurs canaux RyR2 a l'intérieur d’une jonction (6-20 RyRs) sont
activés par CICR. Elle est comparable a celle impliquée dans le CEC et suit la méme cinétique,
excepté que les sparks sont par définition isolés dans le temps et confinés dans I'espace a
une fente jonctionnelle ou couplon. Parfois la fuite n’est pas observée par le microscope
confocal, il n’y a pas de sparks, mais cela ne veut pas dire qu’un RyR2 seul et plus isolé ne
s'ouvre pas. Un spark dans une jonction peut activer un « spark calcique comme une

libération » (Ca?* spark-like release) dans les jonctions voisines (macrosparks ou mini-

vagues) et ainsi créer une vague calcique dans toute la cellule a partir du CICR.

La fréquence des sparks est également associée a la charge calcique du RS: elle
augmente lorsque la cellule est plus chargée en Ca’". A des [CazJ']tota|e du RS modérées, aucun
spark n’est observé mais des événements de fuite du RS via RyR2 plus petits sont observés,
des quarks calciques (Lipp and Niggli (1998) ; Brochet, Xie, Yang, Cheng, and Lederer (2011))
incapables de déclencher des sparks. Lorsque les [Ca2+]R5 et [Ca2+]R5 totale AUgMentent, la

fréquence des sparks augmente de maniere exponentielle.

Méme si, par leur méthode de détection assez facile, les sparks calciques sont des
indicateurs commodes et usuels pour la fuite calcique du RS, ils ne représentent qu’une

partie de celle-ci.

(e) LES TROUBLES DE CONDUCTION
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La conduction de I'influx cardiaque résulte de la propagation de I'activité électrique

d’une cellule spécialisée a une autre et finalement aux cellules myocardiques elles-mémes.

La principale anomalie de conduction de linflux électrique est le phénomeéne de
réentrée, ou excitation réentrante (Figure 26). A I'origine de la plupart des tachycardies, la
réentrée ne peut se faire sans une zone de conduction lente : un bloc de conduction formé
dans une direction par un ensemble de cellules myocardiques. L'onde de stimulation doit
alors contourner lentement ce bloc, en période réfractaire absolue qui n'accepte donc pas
de transmettre I'onde de stimulation. Il se produit alors une excitation anormale parce que
rétrograde (en arriere). Elle revient ensuite par l'intermédiaire d’un parcours détourné, au
point ou elle avait été arrétée. A partir de cet instant elle se propage dans un sens normal
(antérograde) vers les fibres musculaires, non plus celles qui devaient se contracter au
départ mais vers les fibres musculaires voisines qui elles sont sorties de la période
réfractaire. On assiste alors au déclenchement d'une contraction, dite contraction
prématurée, responsable du déclenchement d’extrasystoles pouvant mener a des

tachycardies ou fibrillations.

Reentrée

Figure 26 : Schéma du phénomeéne de réentrée. Modéle de
réentrée

Dans un cceur normal (haut de la figure), si une fibre de Purkinje forme 2
branches (1 et 2), le PA va traverser chaque branche. Une électrode (*)
positionnée a la fin de la branche 1 enregistre un PA normal conduit dans
la branche 1 comme sa branche voisine. Si les branches 1 et 2 sont
connectées par une branche commune (3), les PA traversant la branche 3
s’annuleraient. Si le phénomeéne de réentrée a lieu (bas de la figure), le
bloc de conduction se trouve dans la branche 2. La conduction se fera par
I'arriere dans le sens rétrograde (de la branche 3 vers la 2). Le PA passera
donc de la branche 1 a la 3 pour atteindre dans le sens rétrograde la
branche 2 (ligne bleue). Suivant la période ou se trouvent les cellules du
bloc le PA pourra rejoindre la branche 1 (cellules en période réfractaire
relative) ou mourra (cellules toujours en période réfractaire absolue).
Ainsi, le temps est un facteur critique pour permettre au PA de trouver
des cellules excitables dans le bloc pour que le PA puisse se répandre. S'il
y a ré-excitation du tissu, un cycle de stimulation a haute fréquence
(tachyarythmie) se met en place et devient une source possible de PA qui
peut se propager a une région du cceur (ventricule) ou au cceur entier
(tachycardie).
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Le bloc de conduction est multifactoriel et associé a de nombreuses combinaisons
d’altérations : distribution et fonctions des canaux ioniques, dynamiques ioniques
intracellulaires, innervation cardiaque, voies de signalisation et métaboliques aussi bien au
niveau macroscopique que microscopique (pour revue: Cherry, Fenton, and Gilmour
(2012)). Cette zone de conduction peut également avoir pour origine une altération
morphologique, survenant le plus couramment lors du remodelage menant a un coeur
insuffisant (cf partie 1.4). La fibrose et la connexine 43 (Cx43) sont les deux facteurs le plus
couramment cités. En effet, on observe fréguemment une modification de I'expression, de la
phosphorylation ainsi que de la distribution de la Cx43 lors des modeles d’IC. Pour certaines
études, ceci a des conséquences sur la propagation de I'onde d’excitation (Qu et al. (2009))
ou la survenue d’arythmies (O'Quinn, Palatinus, Harris, Hewett, and Gourdie (2011)) alors
que pour d’autres malgré ce réarrangement de la Cx43 les plaques de fibrose présentes dans
le cosur représentent le premier élément perturbateur de la conduction (Burstein et al.
(2009)). Une équipe a récemment mis en évidence que la réduction de I'expression de la
Cx43, dans un modele murin, entraine une augmentation de la fibrose par une activité
accrue des fibroblastes (Jansen, van Veen, et al. (2012)). Ainsi la survenue de blocs de
conduction est multifactorielle avec la possibilité que les facteurs interagissent les uns sur les
autres. Ces troubles de la conduction peuvent étre reliés a des modifications des canaux
ioniques, comme le canal sodique Na,1.5, partenaire de la Cx43 (Jansen, Noorman, et al.

(2012)).

L’IC est une maladie qui s’installe progressivement en réponse a un stress et touche la
structure cardiaque et/ou sa fonction (la réponse B8-AR, les mouvements calciques, le CEC). Si
ces modifications au départ permettent d’assurer la fonction cardiaque a un niveau
homeéostatique, sur le long terme elles deviennent des altérations pro-arythmogéniques. Il est

donc important d’identifier les protéines pouvant retarder I'IC et ses arythmies.
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[11.4. ARYTHMIES ET PROTEINES DU CYCLE CALCIQUE

Les protéines du CRC, plus particulierement RyR2 et ses protéines associées, sont le
plus souvent liées a une pathologie particuliere, la Tachycardie Ventriculaire Polymorphe
Catécholaminergique (TVPC, Catecholaminergic Polymorphism Ventricular Tachycardia)
(Figure 27). C'est une maladie génétique héréditaire touchant le rythme cardiaque. Elle se
caractérise par des syncopes et des morts subites, en réponse a un stress intense (physique
ou émotionnel), mettant en jeu les catécholamines par I'activation du systéme nerveux
sympathique. Les arythmies provoquées sont responsables de la survenue de morts subites
chez des individus de moins de 30 ans. C’est une maladie difficile a détecter : le coeur est
structurellement sain et son activité électrique au repos, mesurée par I'ECG, est normale. Sa

prévalence est estimée a 1/10 000 (N. Liu, Ruan, and Priori (2008)).

L’origine des arythmies dans la TVPC découlerait de DADs et de I'activité spontanée
gu’elles peuvent provoquer. En effet, I'observation de Tachycardie Ventriculaire (TV)
bidirectionnelle chez des patients souffrant de TVPC ressemble a des arythmies induites par
le digitalis, qui inhibe la pompe Na'/K'-ATPase et I'extrusion de Ca®*(N. Liu, Rizzi, Boveri, and
Priori (2009); Leenhardt et al. (1995)). Il est connu que ces arythmies provoquent une
surcharge du RS en Ca® capable d’activer I'échangeur NCX, qui & son tour génére un courant
entrant, appelé courant entrant transitoire Iy;. Ce courant est la cause des DADs qui peuvent
alors faire atteindre a la membrane le voltage suffisant pour activer les canaux sodiques et
ainsi déclencher des battements anormaux. L'initiation d’arythmies par ce mécanisme est
appelée « activité déclenchée » ou « triggered activity »(TA). Les TV bidirectionnelles, issues
de la TA, seraient initiées dans les fibres de Purkinje et évolueraient alors en TV
polymorphique. Si [I'activation adrénergique persiste, les DADs atteindraient les
cardiomyocytes ventriculaires et créeraient ainsi des TV « irrégulierement irrégulieres » qui

progressivement accéléreraient et dégénéreraient en Fibrillations Ventriculaires (FV).
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Figure 27 : Schéma des effets des mutations RyR2 et CSQ2 dans le cardiomyocyte. Modifiée
d’apres Priori and Chen (2011).

(a) RYR2

Le géne de RyR2 est le géne majoritairement associé a la TVPC (Cerrone et al. (2005)),

plus de 70 mutations ont été répertoriés (http://www.fsm.it/cardmoc/). Quelques-unes ont

fait I'objet d’investigations sur des modeles de souris transgéniques knock-in pour en

élucider les mécanismes. En effet, il est impossible d’étudier un modele KO du géne car il est

|étal au stade embryonnaire a 10 jours (Takeshima et al. (1998)). Néanmoins des battements

cardiaques y ont été détectés. Les embryons présentent une malformation cardiaque sévéere

probablement a l'origine du déces. RyR2 est donc indispensable au développement

cardiaque ainsi qu’a la mise en place d’un CEC durable. Sa surexpression n’a jamais été

étudiée a ce jour.
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Nombre des mutations liées a la TPVC provoquent une augmentation de la sensibilité du
canal au Ca®" luminal en abaissant le seuil de libération du Ca**du RS (MacLennan and Chen
(2009)), entrainant une activation répétitive et prématurée de RyR2 (Figure 27). Ce
phénoméne arrive plus particulierement lorsque le RS est surchargé, lors d’'une stimulation
B-adrénergique, et on parle alors de surcharge de stockage induisant une libération de ca®,
ou en anglais SOICR (Y. Liu et al. (2013) ). D’autres touchent également a la sensibilité de la
réponse de RyR2 au Ca®* cytosolique ou les deux (Thomas, George, and Lai (2004)) avec au

final le méme résultat : une libération de Ca** du RS.

Un temps, gene candidat pour la dysplasie ventriculaire droite arythmogeéne humaine
(DVDA) (Bauce et al. (2002) ; Tiso et al. (2001)), les modéles murins développés avec les
mutations identifiées n’ont montré aucune prédisposition ni symptdome de cette maladie
(Kannankeril et al. (2006)). Cette hypothése est a revoir : une étude a déterminer que 9% des
cas de ces DVDA pourraient étre imputés a des mutations du géne de RyR2 (Roux-Buisson et

al. (2014)).

D’autres pathologies cardiaques humaines ont été associées au gene de RyR2 : la mort
subite du nourrisson (Tester et al. (2007)) qui reste a étudier dans un modeéle animal, la
fibrillation ventriculaire post-infarctus (Ran et al. (2010)) et confirmée chez le chien
(Belevych et al. (2009)), une cardiomyopathie (Lorenzon and Beam (2008)). Des formes de
QT long « atypiques » sont également liées a des mutations du géne RyR2 (Medeiros-

Domingo et al. (2009)).

Il a également été étudié dans des modeles pathologiques chez le rat et la souris le réle
de RyR2. Chez des souris souffrant de dystrophie de Duchenne (DMD), I'augmentation de la
sensibilité de RyR2 par oxydation précederait et conduirait a la progression de la maladie
(Kyrychenko et al. (2013)). Des modifications post-traductionnelles comme la nytrosylation
seraient responsables de l'apparition de phénotypes pro-arythmiques (Gonzalez, Beigi,
Treuer, and Hare (2007); Gonzalez, Treuer, Castellanos, Dulce, and Hare (2010)). RyR2
participe également au développement de I’hypertrophie cardiaque lors d’une surcharge de
pression (TAC) (Zou et al. (2011)) ainsi qu’a la détérioration de la fonction cardiaque lors

d’une ischémie-reperfusion (Tang et al. (2010)).
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(b) CSQ2

La CSQ2 par son interaction avec la Trd/JNC se lie 3 RyR2 et le rend sensible au Ca**
luminal du RS. La probabilité d’ouverture de RyR2 en diastole sera diminuée pour éviter
d’étre un substrat de déclenchement des DADs pouvant mener a des arythmies |étales

(Figure 25).

Actuellement, 20 mutations sur le géne de la CSQ2 ont été répertoriées pour étre
impliquées dans la TVPC. Contrairement aux mutations sur le gene RyR2, celles sur le géne
de la CSQ2 sont transmises majoritairement sur un mode autosomique récessif avec des
mutations homozygotes ou des cas de double hétérozygotie. Comme pour le géne de RyR2,
les effets de ces mutations sont étudiés sur des modeles murins transgéniques.
Contrairement au KO RyRz2, il est possible d’étudier a I'age adulte le KO CSQ2 (Knollmann et
al. (2006)) qui présente le phénotype particulier de la TVPC sous |'effet de catécholamines.
Mais ce modele nous enseigne également que la calséquestrine n’est pas indispensable au
stockage du Ca”* dans le RS. Plusieurs modéles de surexpression ont été développés et ont
montré une sévere hypertrophie et insuffisance cardiaque (Jones et al. (1998) ; Sato et al.
(1998) ; W. Wang, Cleemann, Jones, and Morad (2000)). Dans un de ces modeles, malgré le
développement d’une hypertrophie menant a une IC et une charge calcique du RS plus
importante, il est observé moins de sparks et une fraction de Ca” libérée a chaque

stimulation moins importante (Sato et al. (1998)).

Certaines mutations alterent la liaison du Ca®* a la CSQ entrainant une plasticité de
conformation de la protéine plus réduite (Kirchhefer et al. (2010) ; Bal et al. (2010)) La
capacité de stockage du Ca®* dans le RS peut étre également touchée et réduite par ces
mutations (Terentyev et al. (2003)) (Figure 27). Comme d’autres perturbent directement la
régulation de RyR2 en touchant a la liaison de RyR2 avec ses protéines régulatrices Trd et
JNC qui ancrent la CSQ2 a RyR2 ((Viatchenko-Karpinski et al. (2004) ; Terentyev et al. (2006) ;
di Barletta et al. (2006)).

Le gene CSQ2 serait impliqué dans le développement de cardiomyopathie

hypertrophique (Landstrom and Ackerman (2012)) mais il reste encore a le démontrer avec
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un modele animal. Comme pour RyR2, des modifications post-traductionnelles sur la
calséquestrine comme la glycosylation participeraient au développement de I'IC (Jacob et al.
(2013) ; Kiarash et al. (2004)). L'expression de la protéine est sujette a controverse lors de

I'insuffisance cardiaque, inchangée (Knollmann (2009)) ou baissée (Hu et al. (2011)).

(c) HRC (POUR REVUE : ARVANITIS, VAFIADAKI, SANOUDOU, AND KRANIAS (2011))

Comme la CSQ2, I'histidine-rich Ca **-binding protein (HRC), 165 kDa, est capable de
lier le Ca** avec une grande capacité mais une faible affinité. L'HRC est capable de se lier a la
Trd et SERCA2a. La liaison entre 'HRC et la Trd est sensible au Ca*', la constante de liaison
est la plus élevée a des [Ca®'] modérées, similaires 3 la [Ca**]gs physiologique (Arvanitis et al.
(2007) ; Lee, Kang, Kim, and Park (2001) ; Sacchetto, Damiani, Turcato, Nori, and Margreth
(2001)). Elle est rompue lorsque cette [Ca®*]rs physiologique est modifiée. L’HRC est capable
également de se lier a SERCA2a. Des études in vivo restent a entreprendre pour déterminer
le role exact de la liaison entre la Trd/HRC et SERCA2a/HRC et leur implication dans la

libération et le recaptage de Ca” du RS.

Dés 1995, I'équipe de de Meeus A. a relié le géne de la HRC a une maladie cardiaque de
conduction isolée (de Meeus et al. (1995)). Un polymorphisme de ce méme gene semblerait
participer a la survenue d’arythmies chez des patients souffrant de cardiomyopathies
dilatées et de morts subites (Arvanitis et al. (2008)). Hypothése confirmée trois ans plus tard
lorsque cette mutation a été surexprimée dans des cardiomyocytes de rats adultes (Han et
al. (2011)). Comme de nombreuses protéines du CRC, I'altération de la fonction cardiaque
par I'lC s"accompagne d’une baisse de |'expression de I'HRC chez I'homme comme dans de
nombreux modeles animaux d’IC (G. C. Fan, Gregory, Zhao, Park, and Kranias (2004) ; Gupta
et al. (2009)). Le KO HRC ne présente pas de phénotype cardiaque particulier de base mais
développe une hypertrophie élevée sous I'effet d’isoprotérénol (Jaehnig, Heidt, Greene,
Cornelissen, and Black (2006)). Le modele de surexpression de la HRC conduit avec I'age et
une surcharge de pression au développement d’une IC (Gregory et al. (2006)) tout en étant

cardioprotecteur dans l'ischémie-reperfusion (Zhou et al. (2007)).
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(d) JNC

Protéine transmembranaire du RS, homologue de la triadine (60%), la junctine (26
kDa) se lie a la CSQ2, RyR2 et la Trd. A ce jour, elle n’est retrouvée que dans les muscles
squelettiques et cardiaques car sous la dépendance d’un promoteur tissu spécifique du
muscle strié et du cceur (Jones, Zhang, Sanborn, Jorgensen, and Kelley (1995) ; Treves,

Feriotto, Moccagatta, Gambari, and Zorzato (2000)).

Le géne ASPH codant pour la junctine (JNC) a fait I'objet d’investigations pour connaitre
son implication dans des formes rares de TVPC (Roux-Buisson et al. (2012)) sans résultat
jusqu’alors. Il a été remarqué que son expression lors de I'IC humaine est presque
inexistante (Gergs et al. (2007)) ainsi que dans I'IC murine (Gergs et al. (2007)). D’un autre
coté, la INC se retrouve surexprimée dans des cardiomyocytes de rats diabétiques (Yildirim,
Akman, Catalucci, and Turan (2013)) montrant son implication dans le développement de la
cardiomyopathie diabétique. Il était donc nécessaire d’étudier des modeles transgéniques
pour identifier l'impact de cette protéine dans le développement des maladies
cardiovasculaires. Il a été remarqué dans les modeles KO I'absence de remodelage cardiaque
malgré une mortalité prématurée d’un quart des souris et un phénotype arythmique avec
des DADs et des blocs atrio-ventriculaires (Yuan et al. (2007)). Le méme KO a démontré son
implication dans les Iésions aprés une ischémie-reperfusion cardiaque (Cai et al. (2012)). La
surexpression de la JNC dans le coeur chez la souris entraine des modifications structurales
du RS : une réduction de I'épaisseur des citernes terminales ,une densité plus importante de
la CSQ2 aux pieds de RyR2, une augmentation des contacts entre les citernes terminales et
les tubules-T (S. Gyorke and Terentyev (2008) ; L. Zhang, Franzini-Armstrong, Ramesh, and
Jones (2001)).

Suivant les modeles de surexpression de la JNC, ses effets sont discutés. Alors que
Kirchhefer et al. (2006) trouve que ce modele aurait un effet cardio-protecteur pour la
fonction cardiaque, celui de C. S. Hong et al. (2002) présente une hypertrophie cardiaque
s’accompagnant d’une insuffisance cardiaque et d’une bradycardie. D’apreés la plupart de ces

modeles, la JNC participerait a un mécanisme adaptatif mis en place par le cceur dans des
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conditions de stress et pourrait également avoir un role dans la structuration du RS dans les

cardiomyocytes.
D’autres protéines du CRC ont été sondées pour caractériser des formes rares de TVPC.

A ce jour, aucun variant du gene de la calstabine 2 ou FKBP12.6 (FKBP1B) n’a pu étre relié
au développement d’une cardiomyopathie dilatée méme si on a retrouvé dans un modele
canin une augmentation de son expression dans la méme pathologie (Oyama, Chittur, and
Reynolds (2009)). L’expression de la protéine est constante (Hasenfuss and Pieske (2002)) ou
abaissée (Feng, Tang, Dai, and Dai (2007) ; Y. S. Cheng, Dai, and Dai (2009)) lors de I'IC. Son
efficacité a lutter contre les fuites calciques via RyR2 est sujette a discussion pour de
nombreuses équipes. En utilisant un KO calstabine 2, Lehnart et al. (2006) pensent qu’elle
est a l'origine des arythmies cardiaques alors que dans des modeles de TVPC les arythmies
provoquées n’ont aucun lien avec la calstabine 2 (Xu et al. (2010)). Sa surexpression est
insuffisante pour lutter contre la survenue des sparks dans le remodelage post-IM (Bito et al.
(2013)) alors que de base elle réduit leur fréquence (Gellen et al. (2008)), laissant penser que

d’autres mécanismes dans ce modeéle sont impliqués dans la survenue des sparks.

Une autre protéine partenaire de RyR2, la sorcine, est capable de lier le Ca®*. Un
polymorphisme naturel (L112) est présent chez I’'Homme. Ce variant est un candidat pour
des maladies génétiques d’hypertrophie cardiaque et d’hypertension. Exprimé dans un
modele murin de surexpression, il provoque le développement d’une hypertrophie dilatée
avec une fonction préservée (Collis et al. (2007)). D’autres facteurs doivent étre additionnés
au variant de la sorcine pour expliquer le développement de [|'hypertrophie et

I’hypertension.

Nous allons aborder dans la partie suivante le cas de la triadine.

(e) TRIADINE

Protéine transmembranaire du RS, la triadine (Trd) appartient au complexe de

libération du Ca®". Elle participe ainsi au CEC dans les myocytes cardiaques et squelettiques
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(S. Gyorke and Terentyev (2008) ; Knollmann (2009) ; Marty et al. (2009) ; Peng, Fan, Kirley,
Caswell, and Schwartz (1994) ; Perez (2011)).

Identifiée pour la 1°"® fois dans le muscle squelettique (Caswell, Brandt, Brunschwig, and
Purkerson (1991)), la triadine tient son nom de sa localisation particuliére au niveau de la
triade. La triade est composée de deux sacs du RSj entourant un tubule-T. La Trd se trouve
au niveau de la membrane du RS;j. Elle fut ensuite retrouvée dans le coeur au sein des dyades
(complexe tubule-T/RSj) (Brandt et al. (1993)). Elle est également exprimée dans
I"hippocampe du cerveau murin (C. Li, Dong, Wang, and Hu (2011)). Au vu de ses partenaires
(RyR, CSQ, HRC), il y a de fortes probabilités dans le futur que I'on retrouve la Trd au niveau

d’autres organes.

Transmembranaire, avec une extrémité N-terminale cytosolique trés courte (47 acides
aminés) et un domaine transmembranaire composé d’une hélice (résidus 48 a 68), la
triadine possede une grande extrémité C-terminale luminale de longueur différente suivant
son isoforme (Peng et al. (1994)) (Figure 28). Ces différentes isoformes sont issues d’un géne
unique par un épissage alternatif et spécifique d’un tissu (Thevenon et al. (2003)). Elle peut
subir des post-modifications comme des phosphorylations (en N et C-terminal sites
probables) et glycosylations (C-terminal sur I'arginine 75) (H. Fan, Brandt, and Caswell
(1995)). Au total il existe 4 isoformes : Trisk 32 ou Cardiac Triadin isoforme 1 (CT1), Trisk 49,
Trisk 51 et Trisk 95. L'isoforme cardiaque est CT1, d’une taille de 35 et 40 kDa (forme
glycosylée pour la derniere taille). Dans le muscle squelettique, les isoformes Trisk 95 et 51
interagissent avec le récepteur de la ryanodine squelettique (RyR1) (Vassilopoulos et al.

(2005)).
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Figure 28 : Structure des isoformes de la triadine. Les quatre isoformes squelettiques (Trisk32,
Trisk 49, Trisk 51 et Trisk 95) et l'isoforme cardiaque (CT1). La numérotation des acides aminés
permet de délimiter des zones d’interaction (en rose), les extrémités des isoformes (vert).D’apres
Marty (2004).

Une répétition du motif « KEKE », entre les acides aminés 200 et 224, dans le lumen du
RS, permet a la triadine d’interagir avec RyR2, CSQ2 et la JNC (W. Guo and Campbell (1995))
mais également a HRC (Lee et al. (2001)), dans le muscle squelettique et le cceur. Elle n’est
pas la seule a pouvoir se lier a RyR2 ou CSQ2, la junctine (JNC) également. Ce méme motif

sert a la JNC pour se lier a RyR2 et CSQ2 (Jones et al. (1995)).

La CT1 posséde une seule cystéine dans sa chaine d’acides aminés, I'empéchant de se
polymériser comme dans le muscle squelettique (H. Fan et al. (1995)). A ce jour, aucun site
de phosphorylation de la CaMKII n’a été mis en évidence sur I'isoforme cardiaque alors qu’il

est présent sur I'isoforme squelettique (Damiani, Picello, Saggin, and Margreth (1995)).

Par sa localisation et ses capacités de liaison a de nombreuses protéines, la triadine a un

réle-clé au sein du myocyte.
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(i) DANS LA STRUCTURE

In vitro, dans un modele de lignée cellulaire Cos-7, I'infection par un adénovirus d’une
isoforme de la triadine du muscle squelettique, Trisk95, conduit a des modifications des
membranes du réticulum endoplasmique qui se structurent comme des cordes (« rope-like
structures »), associées a une désorganisation du réseau des microtubules. Celle-ci est
possible par la formation de ponts disulfures entre les Trisk95 car elles possedent 2 cystéines
dans leur séquence contrairement a I'isoforme cardiaque qui n’en a qu’une (Fourest-Lieuvin
et al. (2012)). La surexpression par un adénovirus de l'isoforme principale du muscle
squelettique (Trisk95) dans des myocytes néonataux de souris altére la morphologie des
fibres musculaires, la forme des cellules, et augmente la fibrose lorsque la surexpression est
au niveau du muscle squelettique (Vassilopoulos et al. (2010)). In vivo, I'observation des EDL
(extensor digitorum longus) dans le modeéle KO pour le géene de la triadine du Dr. Marty
montre une mauvaise orientation des triades aux tubules-T (1/4 en longitudinale au lieu de
transversale) (Oddoux et al. (2009)). Dans leur modéle KO, I'équipe de Pérez retrouve aussi
une mauvaise orientation de la triade en longitudinale dans les EDL comme dans les muscles
sterno-cléido-mastoidiens (Shen et al. (2007) ; Oddoux et al. (2009)). Dans les deux modéles
KO Trd de Pérez et de Marty (Shen et al. (2007) ; Oddoux et al. (2009)), les citernes du
réticulum sarcoplasmique jonctionnel (RSj) voient leur volume diminué. Le contenu luminal
du RSj est modifié¢ dans les muscles sterno-cléido-mastoidiens avec un mauvais

rattachement de la CSQ2 au RSj pour le modéle KO de Pérez (Shen et al. (2007).

Dans le ceeur, in vivo, la surexpression de CT1 dans les oreillettes ou le cceur entier
entraine une désorganisation des myofilaments et mitochondries (Kirchhefer et al. (2002) ;
Kirchhefer et al. (2001)). Dans un autre modele de surexpression de la triadine dans le cceur,
la largeur des vésicules du RSj est réduite (Kucerova et al. (2012)). De méme, on observe
dans le modéle KO de Pérez utilisé par Chopra et al., une réduction des jonctions entre RyR2

et les tubules-T et celles entre RyR2 et les LTCC (Chopra et al. (2009)).

Que ce soit au niveau du cceur ou du muscle squelettique, la triadine participe en partie
a la structuration des éléments indispensables a un bon CEC (dyades, myofilaments,

mitochondries).
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(ii) DANs LE CEC

La triadine est I'une des protéines transmembranaires responsables de I'ancrage de la
calséquestrine sur la face jonctionnelle du RS. Elle va permettre la liaison entre la CSQ2 et
RyR2 a ce niveau. Elle facilite alors indirectement la libération du Ca** via RyR2 en
permettant a la CSQ2 d’étre proche des sites de libération du Ca’* tout en le liant (L. Zhang,
Kelley, Schmeisser, Kobayashi, and Jones (1997) ; Kobayashi, Alseikhan, and Jones (2000)).
Elle pourrait également avoir un contrdle direct sur I'activation et I'ouverture de RyR2 et
influencer les transitoires calciques, la charge en Ca** du RS et la survenue de sparks. En
introduisant Trisk95, du c6té cytoplasmique d’un RyR incorporé dans une bicouche lipidique
I'ouverture du canal se retrouve inhibée (Ohkura et al. (1998)) alors que si dans le méme
type de modele I'isoforme CT1 est introduite on observe une activation de I'ouverture de
RyR (I. Gyorke et al. (2004)). Pour s’affranchir de ce modele in vitro assez loin d’'un modeéle
vivant, des études ont été menées sur différents types cellulaires (en lignée ou en culture

primaire) pour déterminer le réle exact de la triadine dans le CEC.

Dans une lignée cellulaire (C2C12) de myoblastes de muscles squelettiques de rat, la
surexpression de Trisk 95 par un adénovirus a peu de conséquences sur le CEC. Lorsque la
seule source de Ca®* de la cellule est celle de la cellule avec le RS alors le transitoire est plus
faible (Fodor et al. (2008)). Sur le méme type cellulaire, I'extinction de Trisk 95 par un siRNA
via un AAV n’a aucune incidence sur le CEC (Y. Wang et al. (2009)). Ce modéle a ses limites :
la structure est éloignée de la structure d’'un myocyte squelettique, I'expression de Trisk 95
est transitoire, I'extinction ou la surexpression sont peut-étre insuffisantes pour avoir des

effets et montrer I'influence de la triadine sur ’homéostasie calcique.

Dans une autre lignée cellulaire (L6.G8), des myoblastes de muscle squelettique de rat, la
surexpression de Trisk32 permet une colocalisation avec IPs; (Phosphatidyl Inositol 4,5
biphosphate) et une régulation de I’homéostasie calcique en augmentant la libération de
Ca’' par IP; grice au traitement par de la vasopressine et de la bradykinine qui augmentent

la [Ca®"]; (Vassilopoulos et al. (2005) ; Fodor et al. (2008)).
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Au sein de cellules néonatales de muscle squelettique de rat, la surexpression de Trisk 95
blogue le CEC en supprimant le transitoire calcique par I'inhibition de I'ouverture de RyR1
(Rezgui et al. (2005); Fodor et al. (2008)). Avec le méme modele et en inhibant Trisk95 par un
shARN aucune incidence sur le CEC n’est observée mais il y a des conséquences sur
I’'homéostasie calcique : une baisse du transitoire, de la charge du RS et une augmentation
de la [Ca®']; (Fodor et al. (2008)). Chez la souris, avec le méme type cellulaire, la
surexpression de Trisk 95 baisse I'amplitude et la fréquence du transitoire calcique sans pour
autant supprimer le CEC (Fodor et al. (2008)). En utilisant des cellules néonatales de souris
dyspédiques et en y incorporant un RyR1 perdant son domaine de liaison a la Trd, on assiste
a une altération des signaux orthogrades (voltage-gated SR Ca®' release) et rétrogrades du

CEC dans la cellule (Goonasekera et al. (2007)).

Le KO Trd murin entraine une interruption de la liaison RyR-FKBP12 dans les cellules
adultes du muscle squelettique, rétablie en partie en surexprimant FKBP12.6 (Eltit et al.
(2010); Eltit, Szpyt, Li, Allen, and Perez (2011)). L'implication de la triadine sur le CEC est
établie dans les deux modeles KO de Pérez et Marty : le KO de Marty développe une force
moins importante résultant de transitoires calcigues d’amplitudes diminuées
comparativement aux WT et dans le modele KO de Pérez, il est observé un signal orthograde
affaibli, rétabli par la surexpression de FKBP12.6. Les études sur ces deux modeles KO
remarquent un CEC normal malgré une charge du RS et un transitoire calcique plus petit
(Eltit et al. (2010); Eltit et al. (2011) ; Oddoux et al. (2009)). Il serait opportun de signifier que
la perte de la liaison RyR1-Trd-CSQ est importante pour ’homéostasie calcique (Shen et al.
(2007) ; Boncompagni et al. (2012); Eltit et al. (2010) ; Oddoux et al. (2009)) mais aussi pour
le CEC (Oddoux et al. (2009) ; Boncompagni et al. (2012)).

En effet, dans deux modeles murins de surexpression de CT1 dans le coeur, I'homéostasie
calcique (transitoire calcique, [Ca®'] diastolique) dans le myocyte ventriculaire isolé est
prolongée pour le premier et augmentée pour le second parameétre. Leur contraction est
également déprimée (Kirchhefer et al. (2002) ; Kirchhefer et al. (2001)). A I'opposé, dans un
modele de surexpression de CT1 dans des cardiomyocytes de rats adultes, la surexpression
augmente I'activation de RyR2 et donc la survenue d’événements arythmogénes
comparables a ceux observés dans des myocytes exprimant des mutations du géne de la

CSQ2, responsable de CPVT (Terentyev et al. (2005)). L'équipe de Kirchhefer et al., un an
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auparavant, a également observé que cette surexpression dans des myocytes atriaux
entraine une altération de la réponse B-adrénergique par une désensibilisation plus
importante des B-AR ainsi qu’une phosphorylation du PLB sur la Thr 17 modifiée (Kirchhefer
et al. (2004)).

Toujours en isolant les cardiomyocytes ventriculaires mais dans le modéle KO de Pérez, le
CEC est affecté au niveau de ses propriétés calciques (amplitude du transitoire calcique et
recaptage du Ca’"; courant I, ; charge RS;..)(Chopra et al. (2009)). La stimulation B-
adrénergique permet pour ce méme modele d’observer des sparks in vitro et des arythmies
ventriculaires in vivo, confortant l'idée d’'une mauvaise homéostasie calcique dans ce

modeéele.

Malgré de nombreuses études, la fonction de la triadine dans le CEC comme
I’'homéostasie calcique reste un sujet a approfondir. Il est vrai que ses effets inhibiteurs sur
ces deux processus sont retrouvés dans des modeles de surexpression ou d’extinction du
géne TRDN dans le cceur ou le muscle squelettique. Ainsi, quel que soit le modeéle utilisé, il
semble qu’une bonne stoechiométrie de CT1 dans le complexe de RyR2 est indispensable a

un bon CEC (Rezgui et al. (2005) ; Kucerova et al. (2012)).

Dans un panel de 97 patients souffrants de TVPC sans mutations RyR2 et CSQ2, trois
mutations ont été identifiées sur le géne TRDN, localisé sur le chromosome 6 (Thevenon et
al. (2003)). Elles ont pour conséquence de faire de ces patients des cas humains naturels de

KO CT1 (Roux-Buisson et al. (2012)).

Le modele murin de KO CT1 de Pérez déclenche in vivo des extrasystoles et tachycardies
ventriculaires sous catécholamines (isoprotérénol) mais ce phénotype de TVPC n’est pas
aussi marqué que dans les cas de modeles murins de KO de la CSQ et/ou portant des
mutations de RyR2 (Chopra et al. (2009)). Ce méme modeéle de KO pour CT1 démontre son

implication dans les lésions aprées une ischémie-reperfusion cardiaque (Cai et al. (2012)).

Alors que sa protéine homologue, la INC, se retrouve surexprimée dans des
cardiomyocytes de rats diabétiques aucune modification significative de I'expression de CT1
n’a été observé (Yildirim et al. (2013)). Face a la nouveauté de cette étude, 'importance de

CT1 dans le développement de la cardiomyopathie diabétique n’est peut-étre pas a exclure
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car il a été remarqué dans un modele canin et un autre type de cardiomyopathie dilatée, une

baisse de son expression (Oyama et al. (2009)).

D’aprés cette revue bibliographique, la triadine par son interaction avec RyR2 et la HRC,
participe a ’homéostasie calcique au sein du cardiomyocyte lors du CEC. Elle contribue
également a la formation des structures ou a lieu ce méme mécanisme. Si le réle des
protéines du complexe RyR2 a été étudié dans le développement de I'hypertrophie
cardiaque, la dysfonction contractile et/ou des arythmies associées a I'IC, celui de la

triadine reste a approfondir.
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CONTEXTE EXPERIMENTAL
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[1.1.1.PROBLEMATIQUE

Comme décrit dans l'introduction, si de nombreuses protéines du CRC ont été
étudiées dans le développement de I’hypertrophie cardiaque et de la transition vers I'IC, le
role de la triadine reste a élucider. Dans ces études, les modeles présentent soit une
augmentation de I'expression de la triadine (Jaehnig (2006) ; Kirchhefer et al. (2004)) soit
une diminution (Denegri et al. (2012) ; Valle, Boncompagni, Sacchetto, Protasi, and Volpe
(2014)). Dans des modeles d’IC, les données actuelles montrent que son niveau d’expression

est diminué (Oyama et al. (2009) ; Gergs et al. (2007)).

Dans ce contexte, mon projet de thése a utilisé un modele murin de délétion, knock-
out (KO) pour le géne de la triadine (TRDN) donné par le Dr. Isabelle Marty pour identifier
son réle dans les mécanismes du remodelage cardiaque et ses conséquences sur la fonction

cardiaque dans la transition vers I'IC.

[1.1.2.OBJECTIFS

Pour ce faire, mon projet s’est articulé autour de deux axes de recherche :

1. Définir I'implication de la triadine au cours du développement de I'HVG. A cet effet,
nous avons utilisé un modele de surcharge de pression et un modele de diffusion chronique
de catécholamines dans un modele de knock-out (KO) pour le géne de la triadine. Nous
avons recherché si la triadine était a I'initiation du processus d’hypertrophie et son impact

dans la transition vers I'lIC, en analysant la fonction cardiaque.

2. Définir I'implication de la triadine au cours de I'lC chronique ischémique. A I'aide du
méme modele murin avec un infarctus du myocarde (IM) au niveau du VG, nous avons
cherché a déterminer quel était le réle de la triadine dans les mécanismes mis en jeu dans le

remodelage post-ischémique cardiaque, aux niveaux structurel et fonctionnel.
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METHODES EXPERIMENTALES
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[11.1. MODELES ANIMAUX ET CELLULAIRES

[11.1.1.SOURIS KNOCK-OUT (KO) POUR LE GENE DE LA TRIADINE (TRDN)

La lignée de modele murin dont le géne de la triadine a été invalidé (KO Trd), a été
réalisée a I'Institut Clinique de la Souris (lllkirch, France), sur fond génétique C57BL/6J. Ce
projet de modele KO Trd est a l'initiative du Docteur Isabelle Marty (Oddoux et al. (2009)).
L’invalidation du gene se fait grace au systeme Cre-LoxP. La présence de 2 sites LoxP autour
de I'exon 1 du géne de la triadine (flox mice), permet I'excision du fragment en présence de
la Cre recombinase (cytomegalovirus Cre*’* mice) et I'obtention de la lignée KO (Figure 29).
Les souris KO Trd seront notées KO par la suite si elles portent les deux alleéles KO et WT pour
celles qui portent les alleles WT. Cette lignée KO Trd, donnée par le Dr. Isabelle Marty, va
nous permettre d’étudier 'effet de I'absence de la triadine dans la mise en place d’'une
hypertrophie du VG par une surcharge de pression (TAC) ou une diffusion chronique de
catécholamines ainsi que dans le remodelage cardiaque a la suite d’un infarctus du

myocarde (IM).

A B C D
Exon 1 kDa
WT allele li=—=1 H 4o o 12 3 4 kDa 1 2 3 4
T = = 250-
A B c D kb 250-
Flox allele =55 B 150- . 150-
A B c © 500 - 100- 5
S sy Ry
KO allele ) 200 - ' ) B0 - -— 50 -
& D
LoxP 37 - =- - 37 - . -
b rRT 25 - 25 -

Figure 29 : Caractérisation du modéle murin de knock-out total de la triadine. (Oddoux et al.
(2009)). A. Représentation schématique des alleles WT floxés et KO et du positionnement des
primers utilisés pour la PCR d’amplification. B. PCR d’amplification de ’ADN avec un mélange de
primers A, C, et D. La bande de 240pb correspond aux animaux WT (+/+, primers C et D), la bande de
477 pb est caractéristique des animaux KO (-/-, primers A et D), et les deux sont retrouvées chez les
animaux hétérozygotes (+/-). C et D. Western blot : révélation de la présence de la triadine dans du
muscle squelettique WT (ligne 1), du muscle squelettique KO (ligne 2), du coeur WT (ligne 3), et du
cceur KO (ligne 4) par un anticorps reconnaissant la partie N-terminale des différentes isoformes de
triadine (C) et par un mélange d’anticorps reconnaissant les différentes isoformes de la triadine (D).
Les signaux correspondants a Trisk 95 (100 kDa), Trisk 51 (60 kDa), et Trisk 32 (37 kDa) sont absents
dans les muscles KO (squelettique and cardiaque).
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[11.1.2. LA STENOSE DE L’AORTE ASCENDANTE (TAC) CHEZ LA SOURIS

Agé de 8 a 12 semaines, I'animal, la souris male KO Trd, est anesthésié avec de
I'isoflurane (2% + 0,) sous ventilation. Une thoracotomie permet de dégager |'aorte
ascendante. L'aorte est rétrécie entre les deux carotides par une ligature sur un guide calibré
(aiguille 26G) (Figure 30). Apres évacuation du pneumothorax, le thorax est refermé. Le taux
de survie, apres cette intervention chirurgicale, dépend du rdole du géne délété dans le
remodelage cardiaque. Il est de 87% chez les souris WT et diminue a 64% chez les souris KO

(**, p<0.01 versus WT, test Mantel-Cox, Figure 31).

Figure 30 : Schéma d’une sténose de I'aorte ascendante (TAC). D’aprés van Rooij and Olson
(2007)
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Figure 31 : Représentation graphique du taux de survie des souris WT et KO Trd aprés une
TAC.
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[11.1.3.L"INFARCTUS DU MYOCARDE CHEZ LA SOURIS

Agé de 8 a 12 semaines, I'animal, la souris male KO Trd, est anesthésié avec de la
Xylazine (10 ug/g) et Kétamine (100 pug/g) et ensuite ventilé. Une thoracotomie permet de
dégager le coeur. L'infarctus du myocarde est réalisé par une ligature de la coronaire gauche

(Figure 32). Apres évacuation du pneumothorax, le thorax est refermé.

Figure 32 : Schéma de la ligature de la coronaire gauche du myocarde ou IM.

Quel que soient I'étude et les souris opérées, un groupe d’animaux témoins ou Sham subit la

méme procédure expérimentale sans mise en place de la ligature.

VII.1.4. DIFFUSION DE CATECHOLAMINES EN SOUS-CUTANEE PAR MINI-POMPE

OSMOTIQUE

Aprés anesthésie sous isoflurane (2% + O;) avec ventilation, une incision de la peau
est réalisée au niveau des lombaires. Les plans tissulaires sont dissociés. La mini-pompe
osmotique Alzet Model 200401 (Durect, CA, Etats-Unis), préalablement équilibrée 24h, est
glissée en sous-cutanée et la peau est suturée. Les animaux « contréles » auront une mini-
pompe infusant du sérum physiologique. L’administration chronique de I'agoniste des
récepteurs B-adrénergique, l'isoprotérénol, permet de mimer l'activation adrénergique
prolongée symptomatique des maladies cardiovasculaires. La dose d’isoprotérénol est de

30mg.kg-1.jour-1 pendant 28 jours (Buitrago et al. (2005)).
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I11.1.5. LA PRODUCTION DU VIRUS AAV9 RECOMBINANT POUR LA TRIADINE ET SA

TRANSDUCTION IN VIVO

En premier lieu, les ADN codant pour la triadine cardiaque sauvage du rat (CT1) sont
sous clonés dans le plasmide pZac2.1. A partir de ce plasmide, les virus AAV9 contenant
I’ADNc de CT1 de rat sauvage sont produits par la société Penn Vector Core (Philadelphia,
Etats-Unis). Le transgéne est sous le contréle d’un promoteur CMV. Le virus AAV9 a été
choisi pour le tropisme cardiaque de ce sérotype. Ce projet et la construction de ce virus
AAV9 est a l'initiative du Dr. Isabelle Marty (Roux-Buisson et al. (2012)). Le Dr. Isabelle Marty

nous a donné ce virus recombinant pour réaliser I'expérience suivante (Figure 33).

Le modele murin utilisé pour les expériences de transduction est la souris male KO Trd.
Avant l'injection, la souris KO Trd est anesthésié avec de l'isoflurane (2% + O,). Le génome
viral est injecté en une seule fois par voie intraveineuse rétro-orbitale a une charge virale

approximative de 2x10™ particules virales.
L’expérience suit la cinétique suivante :

AAV9-CT1 de rat
Rétro-orbitale Echocardiographie
11 ) . I TAC Sacrifice
2.10 particules virales.souris

B S50 555005 SRIIIRIIIIID S
N
. %

Souris KO Trd
agées de 5 semaines

Figure 33 : Schéma de la transduction AAV9 —CT1 in vivo et des expériences en fonction du
temps. S : semaine.
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[11.1.6.CARDIOMYOCYTES ISOLES DE SOURIS ADULTES

Les animaux utilisés pour cette expérience, les souris KO et WT Sham et opérées, sont
agés de 12 3 16 semaines, c’est-a-dire 4 semaines apres I'opération. L'animal est sacrifié par
dislocation. Le coeur est rapidement excisé et canulé a un systeme de Langendorff. Il est
perfusé de maniére rétrograde a 37°C pendant 5 minutes avec une solution de Tyrode
modifiée (NaCl 117 mM, KCl 4,7 mM, KH,PO,4 0,625 mM, MgS0, 0,66 mM, NaHCO3 22 mM,
HEPES 99.5% 10 mM, Taurine 30 mM, Glucose 5,6 mM, BDM 10 mM pH = 7.46) pour laver le
cceur de toutes traces de sang. Ensuite, nous ajoutons a la solution un mélange d’enzymes
(Collagenase Worthington de type 2 (248 u/mg) a 1mg/ml + Protéase de type XIV a
0.05mg/ml (Sigma, P5147)) pour digérer le cceur. Les cardiomyocytes isolés sont récupérés
dans la solution Tyrode a laquelle nous ajoutons du SVF pour stopper la digestion. Ensuite on
ajoute par étape du CaCl, pour arriver a une concentration finale de [Ca*’] = 1 mM. Les
cellules sont ensuite stockées a température ambiante dans la solution initiale de perfusion
si utilisées dans la journée ou lavées au PBS, centrifugées et congelées au -80°C pour des

analyses biochimiques (WB, PCR, ...).

[11.1.7.BIOPSIES HUMAINES DE VENTRICULE GAUCHE

Les biopsies humaines ont été données par le docteur Maack. Les caractéristiques
des patients (patients sains ou NF : nonfailing, cceurs explantés mais non transplantés ;
patients présentant une cardiopathie dilatée non ischémique ou DCM) qui ont consenti a

donner ces biopsies sont décrites dans le tableau suivant (Tableau 1).
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Nombre de patients (n) 8 8
Homme/Femme (n) 5/3 4/4
Age (an) 50+6 48+4
Parametres cliniques
Classe NYHA 3.6+£0.2
FE (%) 14+2
LVIDd (mm) 70+5
FS (%) 13+2
Traitements
ACE-I/AT,-Antagonistes 75%
B-bloquants 50%
Aldostérone-Antagonistes 63%
Digitalis 25%
Diurétiques 100%
Inotropes 38%
Nitrates 0%
Statines 0%

Tableau 1 : Caractéristiques des patients dont sont issus les biopsies de VG.

I1.1]. TECHNIQUES D’ ANALYSES ANATOMO-PHYSIOLOGIQUES

I11.111.1.ECHOCARDIOGRAPHIE

L’échocardiographie permet un suivi non invasif de la fonction cardiaque (FS:
fraction de raccourcissement ; FE : fraction d’éjection; ESV : volume télésystolique ; EDV :
volume télédiastolique) et du remodelage du myocarde (LVIDs : diametre télésystolique du
VG ; LVIDd : diametre télédiastolique du VG ; IVSs : paroi antérieure du VG en systole ; IVSd :
paroi antérieure du VG en diastole ; LVPWs : paroi postérieure du VG en systole ; LVPWd :

paroi postérieure du VG en diastole). Cet examen est réalisé avec I'échocardiographe Vivid
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7(GE Healthcare, Fairfield, Etats-Unis) sur des souris anesthésiées a l'isoflurane (1 % + O,).
L'appareil est équipé d’une sonde de 14 MHz (i13L, GE Healthcare). L'acquisition se fait en
mode Temps-Mouvement selon le petit axe parasternal, passant au niveau des muscles
papillaires. Les images enregistrées sont analysées a posteriori avec le logiciel EchoPAC (GE
Healthcare). Cet examen est réalisé 28 jours apres I'imposition de la pathologie, juste avant

le sacrifice.

[11.111.2.CATHETERISME GAUCHE

Le cathétérisme gauche permet le recueil des pressions artérielles ainsi que celle des
pressions intraventriculaires gauches de maniére invasive (Figure 34). Le modele utilisé est
le SPR-1000 (Millar Instruments, Houston, Etats-Unis). Le cathéter est introduit dans la
carotide droite de la souris sous anesthésie a l'isoflurane (2 % + O,) pour arriver par la suite
au ventricule gauche. Le cathéter utilisé ici mesure les pressions (LVsysP: Pression
télésystoligue du VG; LVendP: Pression télédiastolique du VG; LVdevP: Pression
développée dans le VG). On obtient a partir du calcul de la dérivée premiére de la courbe de
pression du VG les vitesses pour atteindre ces pressions (dP/dt max : Vitesse maximale de
I’'augmentation de la pression en systole, vitesse maximale de contraction; dP/dt min:
Vitesse maximale de la diminution de la pression en diastole, vitesse maximale de relaxation)
(Scisence,lIthaca,Etats-Unis). Le logiciel d’acquisition vient de la société Emka (Emka, Paris,

France) qui génere pour I'analyse un fichier Excel (Microsoft, Redmond, Etats-Unis).
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Figure 34 : Exemple d’un tracé obtenu par le cathéter de pression a l'intérieur du VG d’une
souris WT.

[1.111.3. MESURES ANATOMIQUES

Les souris males KO Trd Sham et opérées sont euthanasiées par une injection en
rétro-orbitale de pentobarbital (dose maximale de 2,7 mg par souris), 4 semaines apres
I’'opération (TAC ou IM). Le coeur est arrété en diastole par injection de KCl saturé. Le coeur
est rapidement excisé et pesé. Les ventricules droit et gauche sont ensuite pesés

séparément. L'apex du ventricule gauche est coupé transversalement puis inclus dans de

I'OCT (Cellpath, Newtown,

Royaume-Uni) par congélation dans de Iisopentane

préalablement refroidi dans de I'azote liquide, pour les analyses immunohistologiques. Le
reste des tissus est congelé et dédié aux analyses biochimiques (WB, PCR, Co-IP,...). La

mesure du foie, poumons et tibia permet d’évaluer le degré d’hypertrophie ou d’IC, rapporté

a un parametre de croissance (ie la longueur du tibia).
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[11.111.6.ETUDE DES COURANTS IONIQUES : PATCH-CLAMP

Apres l'isolement des cardiomyocytes adultes du ventricule gauche et leur stockage a
température ambiante, leur potentiel d’action (PA) ainsi que I'étude de leurs canaux
calciques et potassiques sont étudiés par la technique du patch-clamp. Cette technique
repose sur la mise en continuité électrique d‘une micropipette en verre, d'un diametre
d’environ 1 um, avec la membrane de la cellule vivante (Figure 35). L'intérieur de la
micropipette contient une solution ionique de composition connue, dépendante des canaux
étudiés ou de la configuration utilisée. Pour la mesure du courant Ic,, la solution ionique a
I'intérieur de la micropipette est la suivante (en mM): CsCl 100; TEA-CI 20; EGTA 8; HEPES
10; CaCl, 3; ATPNa, 4 et GTPNa, 0.4 (pH 7.3). La perfusion des cellules se fait dans une
solution contenant (en mM): TEA-CI 140; MgCl, 2; CaCl, 1.8; HEPES 10 et glucose 10 (pH 7.4).
Pour I'enregistrement du PA, la solution ionique a l'intérieur de la micropipette est la
suivante (en mM): KCI 120; EGTA 8; HEPES 10; MgCl, 6.8; CaCl, 3; ATPNa, 4 et GTPNa;, 0.4
(pH 7.2). La perfusion des cellules se fait dans une solution contenant (en mM): NaCl 130; KCI

4; MgCl, 1.8; CaCl, 1.8; HEPES 10 et glucose 11 (pH 7.4).

Figure 35 : Schéma général du dispositif de patch-clamp.

La configuration de patch-clamp utilisée dans notre étude est celle en cellule entiere
(whole-cell en anglais) et en "ruptured" patch : I'ensemble des courants ioniques de la cellule
est enregistré apres avoir cassé la membrane avec une légere aspiration. L'intérieur de la

pipette et celui de la cellule ne forme plus qu’un.
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L’enregistrement des PA est réalisé dans la configuration courant imposé par une
bréve injection (1-2 ms) d’un courant dépolarisant (1-2 nA) a 1 Hz. La mesure du courant lca.
est effectuée par I'imposition de sauts de potentiels de 200 ms variant de -60 to +50 mV
avec un potentiel au repos imposé de -60 mV (pour éliminer une contamination par les

courants sodiques et Ic,7). Les sauts de voltage sont incrémentés de 10 mV toutes les 2 s.

Cette étude a été réalisée par le Dr Franck Aimond au sein de l'unité INSERM U1046 a

Montpellier.

[1I.11]. TECHNIQUES DE DETECTION, D’INDUCTION D’ARYTHMIES

[11.111.1. ELECTROCARDIOGRAMME (ECG)

L’électrocardiogramme (ECG) permet un suivi légerement invasif de la fonction
électrique du coeur par quatre électrodes placées aux quatre membres en sous-cutanée sur
I’'animal anesthésié a l'isoflurane (1.5% + O,)). Il est réalisé 4 semaines apres I'imposition de
la pathologie. La température corporelle de la souris est maintenue a 37°C grace a un tapis
chauffant (Harvard Apparatus, Holliston, Etats-Unis). Les électrodes, placées a chacun des
membres, permettent d’enregistrer un ECG 6 dérivations. Les enregistrements sont filtrés
entre 0,5 et 250 Hz et enregistrés a I'aide d’un convertisseur analogique numérique 10X
1.585 (Emka, Paris, France). Pour chaque animal, un enregistrement de 15 minutes est
réalisé : 5 minutes a I’état basal et 10 minutes apres l'injection d’isoprotérénol. L'injection

d’isoprotérénol se fait en intra-péritonéal a la concentration d’un mg.kg™.

La durée des intervalles RR, PR et QT est déterminée sur 8 a 9 complexes PQRST
successifs en dérivation DI et moyennée a l'aide du logiciel ECGAuto 2.7 (Emka, Paris,
France). L'intervalle RR est mesuré entre chaque onde R des complexes PQRST. L’intervalle
PR est mesuré entre le début de I'onde P et de I'onde R. L'intervalle QT+ est mesuré a partir
du début complexe QRS jusqu’au point T+ de 'onde T, au moment ou elle rejoint la ligne

isoélectrique (Figure 36). La détermination de la fin de cette onde étant difficile, d’autres
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dérivations comme la DIl et la DIll peuvent étre utilisées. Nous avons dénommé notre
intervalle QT+ : + pour avoir délimité I'onde T par le point de passage de la ligne
isoélectrique du QT biphasique (entre la composante rapide et lente de la repolarisation
ventriculaire). Nous utilisons ce point pour pouvoir comparer les modeles WT et KO en
condition basale et sous isoprotérénol. On corrige I'intervalle QT+ obtenu chez la souris par
la correction selon Mitchell QT+cM = QT+ / \/((R-Ro)/loo), avec QT+ : intervalle entre le
début de I'onde P et le point T+, R-Rp intervalle R-R entre deux complexes qui se suivent et
100 est un facteur normalisant correspondant a la valeur moyenne en ms de l'intervalle R-R.
Cette correction est utile car la fin de I'onde T est masquée par I'onde P du cycle suivant a

cause du rythme cardiaque élevé de la souris.

: / composante rapide de la repolarisation

I T /_....,.. ........ ligne iSOé/@C[/'iqlle

‘\compc sante lente de la repolarisation

Figure 36 : Détermination des intervalles caractéristiques de 'ECG de souris.
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I11.111.2.ETUDE DES FUITES CALCIQUES

L’étude des fuites calciques du RS se fait a la fois avec la technique précédemment
citée (Patch-clamp) comme celle de la détection des sparks calciques avec un microscope
confocal. Apres l'isolement des cardiomyocytes adultes et leur stockage a température
ambiante, les cellules sont chargées avec une sonde fluorescente, Fluo-4 AM (Invitrogen,
Carlsbad, Etats-Unis). Les mesures des sparks sont réalisées avec le microscope confocal
Zeiss LSM510 Excitator (Oberkochen, Allemagne) sur les cardiomyocytes en phase
quiescente a l'aide du logiciel d’acquisition ZEN 2008 (Zeiss, Oberkochen, Allemagne), a
I'objectif x63. Les sparks calciques se mesurent en mode balayage linéaire sur une ligne de
50 um suivant I'axe de la cellule, a I'aide du systeme AIMA4.2 (Figure 37). Dix images sont
enregistrées par cellule (5 x 2 lignes) pour empécher la dégradation de la cellule par le laser
du confocal. L'analyse des sparks s’effectue a I'aide du logiciel Image) (NIH, Béthesda, Etats-
Unis) et de son programme d’analyse algorithmique SparkMaster d’aprés la méthode de

Picht, Zima, Blatter, and Bers (2007).

Temps

Longueur
de la ligne
tracée sur
la cellule

|25 pm S500ms A

0 3

Figure 37 : lllustration de I'acquisition de sparks calciques sur un cardiomyocyte chargé au
Fluo-4AM.
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[11.1V. TECHNIQUES MOLECULAIRES ET BIOCHIMIQUES

[11.V.1.MESURE DE L'HYPERTROPHIE : IMMUNOMARQUAGE SUR COUPE

Afin de déterminer I'hypertrophie cardiomyocitaire, I'immunomarquage est réalisé
sur une coupe transverse de 7 um de l'apex du ventricule gauche congelé. Apres
décongélation des lames, nous saturons les coupes avec de la BSA 5%. Nous effectuons un
double marguage anti-cavéoline 1a (Santa Cruz, USA) (Tableau 3) pour détecter les cellules
endothéliales des vaisseaux et anti-vinculine (Sigma-Aldrich, USA) (Tableau 3) pour les
membranes cellulaires des cardiomyocytes. L’anticorps secondaire couplé a un fluorochrome
dirigé contre I'anticorps primaire permet de détecter I'immunomarquage au microscope. La
guantification est réalisée sur 10 champs de chaque coupe, prise au grossissement x16 avec
le microscope AxioObserver.Z1 (Zeiss, Oberkochen, Allemagne). Au moins 300 surfaces de
cardiomyocytes sont mesurées par coupe. La quantification du nombre d’artérioles/mm? est
réalisée dans un champ de surface connue. L’analyse se réalise grace aux logiciels AxioVision

Rel.4.8. (Zeiss, Oberkochen, Allemagne) et Image J (NIH, Béthesda, Etats-Unis).

[11.V.2. MESURE DE LA FIBROSE PAR COLORATION : TRICHROME DE MASSON

Apres décongélation, les coupes transverses de I'apex du ventricule gauche (10 um)
sont recouvertes d’hématoxyline pour marquer les noyaux. Ensuite, I'acide picrique permet
la fixation du tissu. Le mélange de Fuchsine/Ponceau marque le cytoplasme des cellules.
Enfin, le collagéne est révélé par I'acide phosphomolybdique qui est déposé préalablement
sur les coupes pour fixer le colorant du collageéne, le vert lumiére. La fibrose représentée par
les aires de couleur verte est quantifiée et exprimée en % de l'aire totale a I’aide du logiciel
Imagel) (NIH, Béthesda, Etats-Unis) apres que les coupes aient été scannées par I'appareil

NanoZoomer (Hamamatsu, Hamamatsu City, Japon).
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[11.V.3. ILLUSTRATION DE L"HYPERTROPHIE CARDIAQUE SUR COUPE DE CCEUR ENTIER

AVEC COLORATION A L’EOSINE-HEMALUN (HE)

Les cceurs sont prélevés, lavés au PBS puis fixés dans du paraformaldéhyde (PFA) 4%.
Avant d’étre inclus en bloc avec de I'OCT (Cellpath, Newtown, Royaume-Uni) par
congélation, les coeurs sont plongés dans un bain de sucrose 30% pour préserver le tissu. Des
sections longitudinales du coeur de 25 um, avec ses quatre chambres apparentes, sont
réalisées et colorées a I'éosine-hémalun (HE). Les images de ces coupes sont obtenues par

scan.

[11.V.4.QUANTIFICATION DES ARNM / PROTEINES : PCR QUANTITATIVE / WESTERN-

BLOT.

L’ARN total de tissus congelés a -80°C est extrait a I'aide d’un solvant, le TRIzol. Pour
déterminer leur quantité et leur qualité, on dose les ARNm obtenus a 'aide d’'un nanodrop.
Le ratio de la longueur d’onde d’absorbance 260 nm / longueur d’onde d’absorbance 280
nm détermine la pureté de I’échantillon, un ratio d’environ 2 détermine un échantillon
« pur ». On réalise une quantification absolue ou relative de la quantité initiale d’ARNm cible
par une PCR en temps réel ou PCR quantitative (PCR : Polymerase Chain Reaction). Cette PCR
se réalise en 2 étapes: 1. Une RT-PCR (Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction)
transforme les ARNm en leur ADN complémentaire (ADNc). 2. Par la suite, les ADNc

d’intéréts sont amplifiés par une PCR (Tableau 2).
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Nom du primer primer ARNm du géne
B-MHC-F_CH CAAGGTCAATACTCTGACCAAGG MYH7 (B-MHC)
B-MHC-R_CH CCATGCGCACTTTCTTCTC MYH7 (3-MHC)

ANF-F_CH GGGTAGGATTGACAGGATTGGA NPPA4 (ANF)
ANF-R_CH CGACTGCCTTTTCCTCCTTG NPPA (ANF)
Triadin-1 GGCTTCTTGTCATCGCTCTGAT TRDN (CT1)
Triadin-2 CAATCTTGGCAATGGAGCTTG TRDN (CT1)
GAPDH-F GACCCCTTCAT;_E}C?CCTCAACTAC GAPDH (GAPDH)
GAPDH-R GTCCACCACCCTGTTGCTGTAGCC GAPDH (GAPDH)

Tableau 2 : Liste des primers utilisés en PCRq.

L'immunoempreinte ou Western Blot permet d’évaluer la quantité de protéines
présentes. Elles sont extraites avec différents tampons, suivant les protéines d’intéréts. Une
gamme standard d’albumine sérique de boeuf (BSA) permet de les doser. Les extraits
protéiques sont déposés sur un gel de polyacrylamide, dont le pourcentage varie selon la
protéine d’intérét. Aprés migration, les protéines sont transférées sur une membrane de
nitrocellulose, incubée par la suite avec les anticorps propres aux protéines d’intéréts
(Tableau 3). L'anticorps secondaire couplé a la HRP (Horse Raddish Peroxidase) dirigé contre
I’anticorps primaire permet de détecter la quantité de protéines présentes. La révélation par
chémiluminescence est possible avec un réactif de révélation Western ECL Substrate
(Enhanced Chemi Luminescence) (Biorad, Hercules, Etats-Unis). Le systéme Chemidoc XRS+
permet de visualiser et recueillir le signal de luminescence (Biorad, Hercules, Etats-Unis), le
signal est mesuré par analyse informatique avec Image Lab (Biorad, Hercules, Etats-Unis). Le
rouge ponceau et/ou la quantité de GAPDH (protéine de référence) permettent la

normalisation de la quantité de protéines déposées entre différents gels.

128 |Page



Anticorps Protéines Poids moléculaire (kDa)

Produit e(ti ,(i(s):s:l 1};ali/ll‘:r:e;boratoire CT1 souris 35/40
Produit e(t1 %cs):l;l:l 1]:::alr\/lléfir:z;’borat01re CT1 rat 32
Produit e(t1 ’c}(;:s:l lzalr\/llzr:;boratoue CT1 humain 32
Ab3516 (Abcam) CSQ2 souris, rat, humain 55
2614 (Cell Signaling) Calcineurine souris 59
9315 (Cell Signaling) GSK-3p souris 46
5174 (Cell Signaling) GAPDH souris 37
NBP1-59203 (Novus Biologicals) SERCA2a souris 115
MAB-922 (Pierce) Phospholamban (PLB) souris 25
A010-12 (Badrilla) PLB S16 souris 30
SC-894 (Santa-Cruz) Cavéoline 1 a souris 20
V-9274 (Sigma Aldrich) Vinculine 116

Tableau 3 : Liste des anticorps primaires utilisés en Western-Blot et en immunomarquage.

I11.V. ANALYSE STATISTIQUE

Les résultats sont exprimés ou représentés, en majorité, par leur moyenne * sem
pour chaque groupe et le n dans chaque groupe est aussi précisé. Parfois ils sont représentés
par leur moyenne * min/max Les analyses statistiques sont effectuées avec le logiciel
GraphPad Prism version 6.01 (GraphPad Software, La Jolla, Etats-Unis). Une analyse de la
variance a deux facteurs ou two-way Anova a été réalisée sur une grande partie des résultats
car il faut prendre en compte deux facteurs : le génotype et la pathologie imposée (TAC, Iso,
IM) sur 4 groupes. Par la suite, le post-test de Bonferroni est appliqué. Si un seul facteur est
pris en compte et que le nombre de groupe est supérieur ou égal a 3 une analyse de la
variance a un facteur ou one-way Anova est réalisé avec comme post-test celui de
Bonferroni. Si le nombre de groupes traités est égal a 2 le test de Student est appliqué. Les
étoiles représentent les différences significatives avec p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***)
versus WT. Les diéses représentent les différences significatives avec p<0.05 (*), p<0.01 (*¥),

p<0.001 (") versus Sham.
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RESULTATS
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PARTIE 1: ROLE DE LA TRIADINE DANS LE DEVELOPPEMENT DE
L’HYPERTROPHIE CARDIAQUE.

L'expression et la fonction de la triadine au cours de la mise en place de
I’hypertrophie cardiaque n’étaient pas documentées lorsque nous avons commencé ce
travail. Seules certaines protéines du CRC, RyR2 et la HRC, avaient été étudiées et
démontrées comme participant au développement de I’hypertrophie et de I'IC (Y. Zou et al
(2011) ; Gregory et al. (2006)).

Nous avons alors entrepris d’examiner la fonction de la triadine dans le
développement de I’hypertrophie cardiaque et la transition vers I'lC chez des souris dont le

géne TRDN avait été invalidé.

1. LA TRIADINE EST NECESSAIRE AFIN DE PREVENIR LE REMODELAGE CARDIAQUE

DELETERE SUITE A UNE PATHOLOGIE CARDIAQUE.

a) EXPRESSION DE LA TRIADINE (CT1) DANS L'HVG

Tout d’abord, nous avons analysé le niveau d’expression de la CT1 (ARNm et niveau
protéique) dans un modele d’hypertrophie cardiaque, la TAC (Figure 1).

Ainsi, dans un modele de surcharge de pression induite pendant 28 jours par une
constriction de I'aorte thoracique ascendante, on observe une diminution significative du
niveau d’expression de CT1, tant au niveau ARNm (-21%) qu’au niveau protéique (-30%),
comparativement a des souris Sham (Figure 1).

De maniere tres intéressante, nous démontrons également que [|'expression
protéique de CT1 diminue significativement dans des biopsies cardiaques de patients
présentant une cardiopathie dilatée non ischémique, comparativement a des biopsies de
patients sains (cosurs explantés mais non transplantés, Figure 2).

Ainsi, I'expression de CT1 diminue dans l'insuffisance cardiaque murine et humaine.
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Figure 1 : Expression de la triadine cardiaque (CT1) par Western-Blot (WB) et PCRq dans un
modeéle d’hypertrophie cardiaque (TAC) chez la souris. A et B. lllustration (A) et représentation
graphique (B) de I'expression protéique de la CT1 dans les modeles WT Sham ou WT-TAC. n =4 par
groupe pour I'image du WB, pour le graphique : moyenne + min/max, n = 12 par groupe, "p<0.05
versus Sham. C. Représentation graphique de I'expression en ARNm de la CT1 dans les modeles WT
Sham ou WT-TAC. Moyenne * min/max, n = 17-30 par groupe, *#p<0.001 versus Sham. Analyse
statistique par un t-test.
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6
=
=
= 4
KA ) FYRE — S S ———— s | e
37KDa | - o s w e GAPDH  §
0
NF DCM NF DCM

Figure 2 : Expression de la triadine cardiaque (CT1) par Western-Blot (WB) dans un modeéle
d’hypertrophie cardiaque dilatée (DCM) chez I’'Homme. lllustration (A) et représentation
graphique (B) de I'expression protéique de la CT1 dans des biopsies cardiaques humaines de patients
sains (NF) et souffrants de cardiomyopathie dilatée non ischémique (DCM). n =4 par groupe pour
I'image du WB, pour le graphique : moyenne + min/max, n = 7 par groupe, "p<0.05 versus NF.
Analyse statistique par un t-test.
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b) ROLE DE LA TRIADINE DANS L'HVG

Afin d’appréhender un possible impact fonctionnel de cette diminution
d’expression de CT1, des souris dont le géne TRDN a été invalidé (modele KO Trd du Dr.
Isabelle Marty) (Figure 3) ont été soumises a deux types de pathologies cardiaques : a) une
surcharge de pression d'une durée de 28 jours consécutifs par une sténose de l'aorte
thoracique ascendante (TAC), b) un modéle d’hypertrophie cardiaque par infusion de
catécholamines, l'isoprotérénol, en utilisant une mini-pompe osmotique. Les travaux ont
combiné des approches anatomo-pathologiques, biochimiques, fonctionnelles avec mesures
échocardiographiques et cathéterisme intraventriculaire. Le recueil des données a eu lieu 28
jours apres l'opération avec l'intégration de groupes contrbéles (Sham) du méme &ge.
L’hypertrophie cardiaque a été évaluée par des parametres anatomiques, une analyse

échocardiographique et la mesure de la surface des cardiomyocytes.

50 kDa

CT1 - -~ -— 37 kDa

WT KO WI KO WI KO

Figure 3 : Expression de la triadine cardiaque (CT1) par WB dans notre modeéle murin. Souris
qui porte deux alleles WT pour le gene TRDN (WT), souris qui porte deux alléles avec une délétion
pour le gene TRDN (KO). n= 3 par groupe.

* PARAMETRES ANATOMIQUES

Au terme des 28 jours, les souris WT développent, comme attendu, une hypertrophie

cardiaque et plus particulierement une HVG en réponse a la surcharge de pression

( Hit#

caractérisée par une augmentation du poids du VG de 82% p<0.001 versus Sham, Figure

4.B). Il en est de méme pour les souris KO avec une augmentation de ce poids de 104% (**
p<0.001 versus Sham, Figure 4.B). A noter que I’hypertrophie observée chez les souris KO est

significativement supérieure a celle observée chez les souris WT-TAC (+21% au niveau du
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ceceur entier (***p<0.001 versus WT-TAC), et du VG (***p<0.001 versus WT-TAC, Figures 4.A

et 4.B).
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Figure 4 : La triadine prévient I'hypertrophie cardiaque dans un modele de TAC. A. Ratio
masse du cceur sur longueur du tibia (HW/TL) dans les génotypes indiqués aprés 4 semaines de Sham
ou TAC. " p<0.001 versus Sham ;***p<0.001 versus WT. B. Ratio masse du VG sur longueur du tibia
(LVW/TL) dans les génotypes indiqués aprés 4 semaines de Sham ou TAC. *#p<0.001 versus Sham ;
***p<0.001 versus WT. C. Poids des poumons (LungW) dans les génotypes indiqués apres 4 semaines
de Sham ou TAC. " p<0.001 versus Sham ; ***p<0.001 versus WT. D. Coloration a I'Eosine—Hémalun
de coupes longitudinales de coeur entier de souris WT ou KO +/- TAC. Echelle : 2 mm. E. Image
d’immunomarquage d’'une coupe transversale de VG avec les capillaires immunomarqués par
I'anticorps anti-Cav-1a (rouge) et les membranes des cardiomyocytes avec I'anticorps anti-vinculine
(vert), quantification de la surface des cardiomyocytes coupés en transverse (CCSA) et densité
capillaire (Capillaries.mm™). **p<0.001 versus Sham ;***p<0.001 versus WT. Echelle : 10 pm.
#¥5<0.001 versus Sham ; ***p<0.001 versus WT. A a C pour chacun : Moyenne +/- sem n=7-14 par
groupe. D et E : Moyenne +/- sem n=6-16 par groupe. Analyse statistique par un two-way ANOVA
avec analyse d’interaction et un post-test Bonferroni.

De facon similaire, dans un modele d’hypertrophie cardiaque induit par I'infusion de
catécholamines (isoprotérénol a 30 mg.kg-1 avec une mini-pompe osmotique pendant 28

jours), nous démontrons que la délétion de la Triadine est associée a une HVG
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significativement supérieure, comparativement aux souris WT (+25%, ***p<0.001 versus

WT+lso, Figure 5.B).
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Figure 5 : La triadine prévient I’hypertrophie cardiaque et un remodelage délétere (fibrose)
dans un modéle de mini-pompes (MP) d’isoprotérénol (+Iso) (30 mg.kg™.jour™) ou non (-
Iso). A. Ratio masse du cceur sur longueur du tibia (HW/TL) dans les génotypes indiqués aprés 4
semaines +/- Iso. **p<0.001 versus - Iso ;***p<0.001 versus WT. B. Ratio masse du VG sur longueur
du tibia (LVW/TL) dans les génotypes indiqués aprés 4 semaines +/- Iso. **p<0.001 versus - Iso ;
***¥p<0.001 versus WT. C. Poids des poumons (LungW) dans les génotypes indiqués aprés 4 semaines
+/- 1s0. " p<0.001 versus - Iso ; ***p<0.001 versus WT. D. Image d’immunomarquage d’une coupe
transversale de VG avec les capillaires immunomarqués par I'anticorps anti-Cav-la (rouge) et les
membranes des cardiomyocytes avec I'anticorps anti-vinculine (vert) et quantification de la surface
des cardiomyocytes coupés en transverse (CCSA). *¥p<0.001 versus - Iso ;***p<0.001 versus WT.
Echelle: 10 um. E. Image représentative et quantification de la fibrose sur une coupe transversale de
VG colorée au Trichrome de Masson. *#p<0.001 versus - Iso ; ***p<0.001 versus WT. A a C pour
chacun : Moyenne +/- sem n=35-45 par groupe. D : Moyenne +/- sem n=7 par groupe. E : Moyenne
+/- sem n=7-12 par groupe. Analyse statistique par un two-way ANOVA avec analyse d’interaction et
un post-test Bonferroni.
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Aprés nous étre intéressés a I’"hypertrophie au niveau de I'organe entier, nous avons
observé celle des cardiomyocytes. Ce sont normalement sur ces cellules que repose
I’"hypertrophie cardiaque (Swynghedauw (1999)). A I'état basal, le KO développe une légere
hypertrophie au niveau de ces cardiomyocytes par rapport au WT (+2%,*p<0.05 versus WT,
Figures 4.E et 5.D) En réponse a la TAC, les WT et les KO voient leurs myocytes
s’hypertrophier comparativement a leurs groupes Sham (+25%, "*p<0.001 pour les WT;
+19% pour les KO, *p<0.001 Figure 4.E). En revanche, cette hypertrophie est plus
importante chez les KO-TAC par rapport aux WT-TAC (+14%, ***p<0.001 Figure 4.E).

En réponse a I'lso, les WT et les KO voient également leurs myocytes s’hypertrophier
comparativement a leurs groupes Sham (+5%, "*p<0.001 pour les WT; +8% pour les KO,
##<0.001 Figure 5.D). On peut remarquer que cette hypertrophie augmente chez les
KO+lIso par rapport aux WT+Iso (+5%, ***p<0.001 Figure 5.D).

Le KO a de légers effets pro-trophiques indépendamment du stimulus
hypertrophique, comme la TAC ou les catécholamines. Le stimulus permet d’accentuer cette
hypertrophie dans le KO. Ainsi |'effet trophique de la délétion de la triadine repose en
grande partie sur I'"hypertrophie de ses cardiomyocytes qui s’accentue et est potentialisée
par la surcharge de pression de la TAC ou les catécholamines.

Enfin, en plus de I'accroissement de I'HVG, chez les KO-TAC, nous observons une
augmentation significative du poids des poumons sirement consécutive au développement

##¥ p<0.001 versus Sham, **p<0.01 versus WT Figure 4.C). Il en est

d’un cedéme pulmonaire (
de méme avec le traitement a I'lso (** p<0.001 versus Sham, ***p<0.001 versus WT Figure
5.C).

Ainsi, I'absence de la triadine participerait, du point de vue anatomique, a la
transition vers I'IC avec une augmentation du poids des poumons qui s’ajoute au
développement d’une hypertrophie cardiaque exacerbée. Les données fonctionnelles

étudiées dans la partie suivante (partie 1.2) par échocardiographie et cathétérisme serviront

a confirmer notre hypothese.
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* LES MARQUEURS D’HYPERTROPHIE CARDIAQUE

Nous avons complété I'étude par une analyse semi-quantitative de I'expression de
geénes caractéristiques de I’hypertrophie cardiaque décompensée a savoir I’ANF et la chaine
lourde B de la myosine par PCRq (Figures 6 A, B). Nous remarquons bien une augmentation

de leur expression en réponse a la TAC (ANF : +830% chez les WT, **#

p<0.001 versus Sham,
Figure 6.A, +1073% chez les KO, " p<0.001 versus Sham, Figure 6.A ; B-MHC : +413% chez
les WT, ¥ p<0.001 versus Sham, Figure 6.B, +2443% chez les KO, i p<0.001 versus Sham,
Figure 6.B). L'expression de ces marqueurs est accrue chez les KO sous TAC comparée aux
WT sous TAC (ANF : +268%, ***p<0.001 versus WT, Figure 6.A; B-MHC : +93%, ***p<0.001

versus WT, Figure 6.B).
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Figure 6 : Expression des marqueurs de I’hypertrophie dans les biopsies de VG dans le
modeéle de TAC avec ou sans la délétion de la triadine. A. Expression semi-quantitative de
I’ANF en PCRq (ANF/GAPDH) dans une biopsie de VG des génotypes légendés aprés 4 semaines de
Sham ou TAC. **p<0.001 versus Sham ; ***p<0.001 versus WT. B. Expression semi-quantitative de la
B-MHC en PCRq (B-MHC/GAPDH) dans une biopsie de VG des génotypes légendés aprés 4 semaines
de Sham ou TAC. **p<0.001 versus Sham ; ***p<0.001 versus WT. A et B: Moyenne +/- sem n=10-22
par groupe. Analyse statistique par un two-way ANOVA avec analyse d’interaction et un post-test
Bonferroni.

La délétion de la triadine conduit a I'induction des marqueurs du programme foetal
comme I’ANF et la B-MHC, témoignant ainsi du développement d'une HVG décompensée

synonyme d'IC.
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e ANALYSE ECHOGRAPHIQUE DE L’"HYPERTROPHIE CARDIAQUE

L'analyse des données échographiques permet également de caractériser le
remodelage cardiaque. De trés nombreux parameétres peuvent étre mesurés et analysés
dont les plus relevants dans notre étude sont : I'épaisseur de la paroi postérieure du VG en
diastole et systole (LVPWd et LVPWs), I’épaisseur de la paroi antérieure du VG en diastole et
systole (IVSd et IVSs) et le diametre interne télédiastolique et télésystolique du VG (LVIDd et
LVIDs) (Figures 7, 8 et Tableau 1).

Figure 7 : La triadine prévient I’hypertrophie cardiaque excentrique non adaptative dans
un modeéle de TAC. Echocardiogramme du mode temps-mouvement (TM ou M-mode) sur les WT,
KO Sham ou TAC.

On remarque qu’a I'état basal la délétion de la triadine a des effets sur deux
parameétres : LVPWd et LVPWSs. En diastole (LVPWd, +28%,* p<0.05 versus WT, Figure 8.B)
comme en systole (LVPWs, +17%, **p<0.01 versus WT, Figure 8.A), le KO présente une plus
grande épaisseur pour ce parametre, signalant une légére hypertrophie concentrique
détectée également au niveau des cardiomyocytes (Figures 4.E, 8.A et B et Tableau 1).

L'ensemble des parameétres échocardiographiques augmentent en réponse a une
surcharge de pression en diastole comme en systole chez les animaux WT-TAC (LVPWd
+44%, " p<0.001 versus Sham, Figure 8.B et LVPWs +16%, ™ p<0.01 versus Sham, Figure 8.A
:IVSs + 13%, * p<0.05 versus Sham, Tableau 1 et IVSd +16%, # p<0.05 versus Sham, Tableau 1
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: LVIDd +15%, * p<0.05 versus Sham, Tableau 1 et LVIDs + 43%, R p<0.001 versus Sham,
Tableau 1).

En réponse a la TAC, I'épaisseur de la paroi postérieure du VG des souris KO n’est pas
modifiée par rapport aux KO Sham (LVPWd, Figure 8.B) et elle diminue en systole (LVPWs, -
17%, *** p<0.001 versus Sham, Figure 8.A). La paroi antérieure du VG augmente en diastole
(IVSd +25%, " p<0.001 versus Sham, Tableau 1) mais reste inchangée en systole (IVSs,
Tableau 1). Le diamétre interne du VG s’accroit fortement sous TAC chez les KO en diastole
comme en systole (LVIDd +44%, " p<0.001 versus Sham, Tableau 1 et LVIDs +104%, ***
p<0.001 versus Sham, Tableau 1).

Comparativement aux souris WT-TAC, |'épaisseur de la paroi postérieure diminue
chez les souris KO-TAC en diastole comme en systole (-15% pour la LVPWd, * p<0.05 versus
WT, Figure 8.B; -16% pour la LVPWs, ***p<0.001 versus WT, Figure 8.A), il est en de méme
pour la paroi antérieure du VG en systole (-12% pour IVSs, ***p<0.001 versus WT, Tableau
1). Le diameétre interne du VG en diastole comme en systole est supérieur chez les KO-TAC
(LVIDd +28%, ***p<0.001 versus WT, Tableau 1 et LVIDs +48%, ***p<0.001 versus WT,
Tableau 1) par rapport aux souris WT-TAC.

Ainsi un mois aprés la TAC, les animaux KO-TAC présentent une HVG plus importante
que les souris WT-TAC associée a une augmentation des diametres télésystolique et
télédiastolique indiquant une dilatation des cavités, absente chez les WT-TAC. Ces animaux
développent donc une HVG de type excentrique comparée a leurs contrdles. En général, ce
type d’hypertrophie est non compensé et implique une dysfonction cardiaque que nous

étudierons dans la partie 2.
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Figure 8 : La triadine prévient I’hypertrophie cardiaque excentrique non adaptative dans
un modele de TAC. A. Epaisseur de la paroi postérieure du VG en systole (LVPWs) dans les
génotypes légendés apres 4 semaines de Sham ou TAC. **p<0.001 versus Sham ; *p<0.05 versus WT.
B. Epaisseur de la paroi postérieure du VG en diastole (LVPWd) dans les génotypes légendés apres 4
semaines de Sham ou TAC. *p<0.01, **p<0.001 versus Sham ; ***p<0.001 versus WT. C. Fraction de
raccourcissement (FS) dans les génotypes légendés aprés 4 semaines de Sham ou TAC. **p<0.001
versus Sham ; ***p<0.001 versus WT. D. Volume télédiastolique (EDV) dans les génotypes légendés
apres 4 semaines de Sham ou TAC.***p<0.001 versus WT. E. Volume télésystolique (ESV) dans les
génotypes légendés apres 4 semaines de Sham ou TAC. ***p<0.001 versus WT. A a E pour chacun :
Moyenne +/- sem n=6-18 par groupe. Analyse statistique par un two-way ANOVA avec analyse
d’interaction et un post-test Bonferroni.
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WT Sham KO Sham WT-TAC KO-TAC
Parametres Echographiques
n=6 n=7 n=12 n=18
LVIDs (mm) 1,925+0.073 1,986+ 0.106 2,743+0.123%# 4,060+ 0.074%#**
LVIDd (mm) 3,285+ 0.105 3,373+0.140 3,788+0.116%# 4,854+ 0.059 ##™**
IVSs (mm) 1,447+0.069 1,459+ 0.042 1,639+ 0.034% 1,443+ 0.027%#™
IVSd (mm) 1,015£0.038 0,946+ 0.035 1,177+ 0.034% 1,181+ 0.024%#
LVPWs (mm) 1,427+£0.038 1,676+0.047" 1,649+ 0.035% 1,386+ 0.032%#**
LVPWd (mm) 0,813+0.068 1,044+ 0.035" 1,173+ 0.048%# 1,021+0.018"
ESV (mL) 0,020+ 0.003 0,023+0.003 0,059+ 0.009%# 0,169+ 0.009%#"**
EDV (mL) 0,102+ 0.012 0,101+0.013 0,129+ 0.01%# 0,278+ 0.01%#**
FS (%) 43,17+1.05 41,29+1.27 27,86% 1.16%# 16,50+ 0.83##"**

Tableau 1 : Parameétres échocardiographiques. LVIDs : diameétre télésystolique du VG ; LVIDd :
diametre télédiastolique du VG ; IVSs : paroi antérieure du VG en systole ; IVSd : paroi antérieure du
VG en diastole ; LVPWs : paroi postérieure du VG en systole ; LVPWd : paroi postérieure du VG en
diastole; ESV: volume télésystolique; EDV: volume télédiastolique; FS: fraction de
raccourcissement. Valeurs exprimées en moyenne = sem. Analyse statistique par un two-way
ANOVA avec analyse d’interaction et un post-test Bonferroni. * p<0.05, * p<0.01,"#p<0.001 versus
Sham, * p<0.05, *** p<0.001 versus WT.

2. ROLE DE LA TRIADINE SUR LA DYSFONCTION CONTRACTILE CARDIAQUE CONSECUTIVE A

LA TAC

En réponse a la TAC, les animaux des deux génotypes voient leur fonction altérée par
une baisse de la contractilité du VG avec une chute de la fraction de raccourcissement (FS),
observée en échocardiographie (Figure 8.C et Tableau 1) (-36% pour les WT, ** p<0.001; -
60% pour les KO, " p<0.001, Figure 8.C). Cette chute est beaucoup plus importante chez les
KO-TAC comparativement aux WT-TAC (-41%, ***p<0.001, Figure 8.C). Ce défaut de fonction
se traduit également par une augmentation du volume en fin de systole (ESV) et diastole
(EDV) chez les KO-TAC en comparaison aux WT-TAC (+188%, ***p<0.001, Figure 8.E ; +115%,
**%p<0.001, Figure 8.D).
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A I'aide d’un cathéter mesurant la pression interne du VG, nous pouvons également
constater la dégradation de la fonction cardiaque suite a une surcharge de pression
chronique (Figure 9). Nous observons une augmentation de la pression développée (LV
devP) sous TAC pour les deux génotypes (+50% pour les WT, ** p<0.001; +26% pour les KO, *
p<0.05, Figure 9.C) pour s’adapter a 'augmentation de la résistance de I'aorte que nous
avons imposée avec la TAC. Cette pression développée est la résultante d’'une augmentation
de la pression du VG en fin de systole (LV sysP) soustrait a celle en fin de diastole (LV endP)
dans nos deux modéles (LV sysP : +48% pour les WT, ™ p<0.001; +43% pour les KO, *™*
p<0.001, Figure 9.A; LV endP : +199% pour les WT, * p<0.01; +431% pour les KO, ** p<0.001,
Figure 9.B). Cette pression développée, ce travail, augmente pour compenser la chute de Ia
FS. La hausse de la LV devP est inférieure chez les KO-TAC par rapport aux WT-TAC (-21%,
**p<0.01, Figure 9.C) comme pour la LV sysP (-14%, *p<0.05, Figure 9.A). Par contre, la
hausse de la LV endP est plus importante chez les KO-TAC par rapport aux WT-TAC (+126%,
***p<0.001, Figure 9.B). Ces parametres mettent en évidence une défaillance systolique et
diastolique des souris KO Trd par rapport aux WT suite a une TAC.

Si les WT-TAC parviennent a maintenir des vitesses de contraction (dP/dtmax) et de
relaxation (dP/dtmin) similaires aux WT Sham en compensant avec une pression développée
plus élevée, il n"en est pas de méme pour les KO-TAC (Figure 9). En effet, comparativement
aux souris WT-TAC, les souris KO-TAC présentent une altération des vitesses de contraction
(dP/dtmax : -39%, ***p<0.001 Figure 9.D) et de relaxation (dP/dtmin -35%, **p<0.01, Figure
9.E). Elles perdent également de la contractilité par rapport aux KO Sham (dP/dtmax -25%, **
p<0.01, Figure 9.D).

L’ensemble de ces données physiologiques sur la fonction cardiaqgue démontrent que

contrairement aux souris WT avec TAC, les souris KO avec TAC sont plus avancées vers une

IC, avec une décompensation de leur fonction.
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Figure 9 : La triadine préserve la fonction cardiaque dans un modeéle de TAC. A. Pression
télésystolique du VG (LVsysP) dans les génotypes légendés apres 4 semaines de Sham ou TAC.
#%H<0.001 versus Sham ; *p<0.05 versus WT. B. Pression télédiastolique du VG (LVendP) dans les
génotypes légendés aprés 4 semaines de Sham ou TAC. ™p<0.01, " p<0.001 versus Sham ;
***p<0.001 versus WT. C. Pression développée dans le VG (LVdevP) dans les génotypes légendés
aprés 4 semaines de Sham ou TAC. *p<0.05, *¥p<0.001 versus Sham ; **p<0.01 versus WT. D. Vitesse
maximale de 'augmentation de la pression en systole ou vitesse de contraction (dP/dt max) dans les
génotypes légendés aprés 4 semaines de Sham ou TAC. #p<0.01 versus Sham ; ***p<0.001 versus
WT. E. Vitesse maximale de la diminution de la pression en diastole ou vitesse de relaxation (dP/dt
min) dans les génotypes légendés aprés 4 semaines de Sham ou TAC. **p<0.01 versus WT. A a E pour
chacun : Moyenne +/- sem n=7-14 par groupe. Analyse statistique par un two-way ANOVA avec
analyse d’interaction et un post-test Bonferroni.

3. MECANISMES CELLULAIRES ET VOIES DE SIGNALISATION POTENTIELLES A L'ORIGINE DES

EFFETS OBSERVES SUITE AU KNOCK-OUT DE LA TRIADINE

a) VOIES HYPERTROPHIQUES

Ayant démontré in vivo le role pro-trophique de la délétion de la triadine, il était
important de définir les voies de signalisation impliquées. Parmi les voies de signalisation

impliquées dans le processus hypertrophique, nous nous sommes plus particulierement
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intéressés aux voies Caz+—dépendantes comme les voies CaN-NFAT ou CaMKIl, connaissant
I’engagement de la triadine dans I’homéostasie calcique cardiaque (Kirchhefer et al. (2002);
Kirchhefer et al. (2001); Terentyev et al. (2005); Chopra N. et al. (2009)).

L'expression de la protéine GSK-3B reste stable quels que soient le génotype et la
pathologie (Figure 10.A). Le ratio de la forme GSK-3B phosphorylé sur la GSK-3pB totale reste
a étudier car sa variation permet d’établir son activité. En ce qui concerne I'expression de la
CaN (Figure 10.B), elle augmente avec la TAC pour le génotype WT (+36%, "p<0.05 versus
Sham) mais reste stable chez les KO.

Ainsi si I'hypertrophie développée chez les WT en réponse a la TAC pourrait reposer
sur la voie CaN, celle activée par notre modeéle KO reste a déterminer. Il ne faut pas pour
autant éliminer la piste de la voie hypertrophique CaN/NFAT. En effet, méme si son
expression ne bouge pas, son activité pourrait augmenter chez les KO-TAC et participer au
développement de son hypertrophie et d’'un remodelage cardiaque délétere (Sussman et al.

(1998)).
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Figure 10 : La triadine et les voies hypertrophiques. A. Représentation graphique de
I’'expression protéique de la GSK-3B dans les modeles Sham et TAC. Moyenne £ min/max, n = 9-12
par groupe. B. Représentation graphique de I'expression de la CaN dans les modeles Sham et TAC.
Moyenne = min/max, n = 8-10 par groupe, “pS0.0S versus Sham. Analyse statistique par un two-way
ANOVA avec analyse d’interaction et un post-test Bonferroni.
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b) LA FIBROSE CARDIAQUE

Nous observons une augmentation de la fibrose dans le VG lors du remodelage

HH#

cardiaque post-TAC pour les deux génotypes (+274% pour les WT, ™ p<0.001 versus Sham,

et + 451% pour les KO, ** p<0.001 versus Sham, Figure 11). A noter que cette proportion est
plus importante chez les KO sous TAC que chez les WT sous TAC (+30%, ***p<0.001, Figure
11).

Il en est de méme apres le traitement a l'isoprotérénol : la fibrose augmente dans le
VG lors du remodelage cardiaque pour les deux génotypes (+221% pour les WT, ** p<0.001,
Figure 5.E et +302 % pour les KO, b p<0.001, Figure 5.E). Sa proportion est plus importante

chez les KO+Iso que chez les WT+lso (+24%, ***p<0.001, Figure 5.E).

Ainsi cette augmentation de fibrose pourrait participer a la diminution significative de

la fonction cardiaque observée chez les souris KO Trd dans nos 2 modeles expérimentaux

d'HVG.

Cwr
kK - KO
10 #iH
Sham
O 8 #iH
& ——
2 64
£
s 4
S
ST
0
Sham TAC

Figure 11 : Image représentative et quantification de la fibrose sur une coupe transversale
de VG colorée au Trichrome de Masson. *#p<0.001 versus Sham ; ***p<0.001 versus WT. Echelle
: 200pum. Moyenne +/- sem n=12-28 par groupe. Analyse statistique par un two-way ANOVA avec
analyse d’interaction et un post-test Bonferroni.
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c) LE COMPARTIMENT MICROVASCULAIRE

Au niveau du compartiment microvasculaire, nous remarquons une diminution
significative du nombre de capillaires par mm? entre les WT et KO en basal (-16%, *#p<0.001
Figure 4.E). Comme il est clairement établi dans la littérature scientifique, ce compartiment
diminue en réponse a une sténose : phénomene observé chez les WT (-10%, ** p<0.01 versus
Sham, Figure 4.E). Nous n’observons pas de perte additionnelle de vaisseaux chez les KO en
réponse a la TAC (Figure 4.E).

Cette diminution basale du nombre de capillaires pourrait participer, via I'hypoxie
gu’il entraine, aux altérations structurelles présentes dans notre modele, comme la fibrose,
mais également a sa dysfonction contractile (étudiées dans la partie 1.2) (Shiojima et al.
(2005)).

Ainsi en réponse a la TAC, les animaux KO présentent un remodelage cardiaque plus
délétere que les animaux WT caractérisé par une dilatation de la cavité du VG, une
augmentation du poids des poumons et de I'expression des marqueurs de |I'hypertrophie.
L'ensemble de ces altérations peut conduire a une transition plus précoce vers I'IC chez les

animaux KO Trd, observée avec les données fonctionnelles de la partie 1.2.

d) ROLE DE LA TRIADINE DANS LE MAINTIEN DE L’"HOMEOSTASIE CALCIQUE

L’hypertrophie cardiague décompensée ou IC se caractérise par une altération
majeure de I’'homéostasie calcique (Houser, Piacentino, and Weisser (2000)). Des stratégies
thérapeutiques visant a normaliser le cycle calcique démontrent un réle bénéfique sur la
survenue de I'IC (Wehrens and Marks (2004)). Par sa localisation dans le RS et ses
interactions physiques avec RyR2 et CSQ2, CT1 devrait avoir un réle non négligeable dans le
maintien de la contractilité cellulaire et du cycle calcique, a I’état basal et apreés une TAC.

Nous observons que |'expression de la CSQ2 est diminuée en réponse a la TAC chez
les WT (-22%, #pS0.0S versus Sham, Figure 12.B). Chez les KO Sham, son expression est
fortement diminuée comparée aux WT (-72%, ***p<0.001 versus WT, Figure 12.B). Sous TAC
son expression reste diminuée par rapport aux WT (-50%, ***p<0.001 versus WT, Figure

12.B). Par contre, son expression ne diminue pas plus avec la TAC chez le KO (Figure 12.B).
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L'expression protéique de SERCA2a n’est pas altérée avec le génotype comme avec la
pathologie (Figure 12.A). Le ratio PLB/SERCA2a est uniqguement augmenté dans les WT-TAC
comparativement a leur Sham (+93%, "p<0.05 versus Sham, Figure 12.C). La phosphorylation
du phospholamban sur sa sérine 16 diminue avec la TAC et est du méme ordre pour les deux

génotypes (WT :-50%, "p<0.05 versus Sham, WT :-46%, "p<0.05 versus Sham, Figure 12.D).

Ainsi, la délétion de la triadine altére le stockage du Ca®' par la diminution de
I'expression de la CSQ2. Cette réduction de la CSQ2, qui sensibilise RyR2 au Ca®* luminal
entraine des altérations dans les dynamiques calciques (Kasneci, Kemeny-Suss, Komarova,
and Chalifour (2009)), pouvant étre impliquées dans la dysfonction cardiaque de notre

modele observée dans la partie 1.2.
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Figure 12 : Expression des protéines du RS par Western-Blot (WB) en réponse a la TAC. A.
Représentation graphique de I'expression protéique de SERCA2a. Moyenne = min/max, n = 7-12 par
groupe. B. Représentation graphique de I'expression protéique de CSQ2. Moyenne + min/max, n = 9-
12 par groupe, *p<0.05 versus Sham ; ***p<0.001 versus WT. C.: Représentation graphique de
I'expression protéique du ratio PLB/SERCA2a. Moyenne * min/max, n = 6-9 par groupe, "p<0.05
versus Sham. . D. Représentation graphique de I'expression protéique de PLB S16. Moyenne *
min/max, n = 5-7 par groupe, “pS0.0S, #“pS0.0l versus Sham. Analyse statistique par un two-way
ANOVA avec analyse d’interaction et un post-test Bonferroni.
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4. LA TRIADINE, UNE PROTEINE A POTENTIEL THERAPEUTIQUE DANS L'IC

L'IC est un probleme majeur de santé publique dans la population mondiale.
L'approche thérapeutique actuelle est majoritairement pharmacologique. Elle repose sur
I'utilisation de molécules bloquant des voies neurohormonales ne stoppant pas la
progression de I'IC. Devant ce constat, il est important de trouver de nouvelles options

thérapeutiques (Lompre et al. (2010)).

Il est a noter que le niveau d’expression protéique de CT1 baisse dans des modeles
pathologiques hypertrophiques murins et humains (TAC, DCM) (Figures 1 et 2).

Lors de I'lC, le cycle calcique est altéré avec des fuites de calcium du RS via RyR2
comme une baisse de la charge du RS par une diminution de 'activité de SERCA2a. Ainsi,
rétablir la défaillance du cycle calcique constitue une option thérapeutique potentielle pour
I'IC et les protéines qui en sont responsables comme les protéines régulatrices seraient les
cibles de ces traitements (Lompre et al. (2010)). Afin d'améliorer le recaptage du calcium
dans le RS, la surexpression de SERCA2a, par l'utilisation d’un adénovirus AAV1 portant
SERCA2a, montre des effets bénéfiques sur la fonction cardiaque lors d’un essai clinique en
phase 2 sur des patients en IC avancée (Jessup et al. (2011)). Sa protéine régulatrice, le PLB,
parait également une bonne cible pour restaurer la fonction cardiaque et servir de thérapies
dans des cas d’'IC (Minamisawa et al. (1999)). Les fuites calciques en diastole sont des
facteurs importants dans I'avancée de I'lIC par le déclenchement d’arythmies. La stabilisation
de RyR2 les freinera et est possible avec une approche thérapeutique : I'utilisation du JTV
519. Son action réside dans le rétablissement ou non de linteraction entre RyR2 et sa
protéine stabilisatrice la calstabine 2 ou FKBP12.6 (Hunt et al. (2007) ; Yano et al. (2000)) et
fait I'objet d’'un essai clinique en phase 2 depuis 2000 (James (2007)). Récemment le
transfert du gene de la CSQ2, par un adénovirus dans un modeéle murin souffrant de CPVT, a
permis la restauration de la fonction cardiaque en prévenant les arythmies (Denegri et al.
(2014)).

Nos résultats montrent que la délétion de CT1 altére I'expression de la CSQ2 (Figure
12.B). Ainsi CT1, partenaire de RyR2 comme de la CSQ2, peut également se révéler étre une

protéine cible et envisager pour une thérapie génique de I'lIC car elle participe a la transition
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vers I'IC. Pour vérifier cette hypothese, nous avons décidé de réexprimer le gene TRDN a
I'aide d’un adénovirus (AAV9) donné par le Dr. Isabelle Marty dans le modéle murin KO Trd

gu’elle nous a donné soumis par la suite a une TAC.

La premiére étape a été de vérifier que l'injection de cet AAV9 entrainait bien une

réexpression de CT1 dans le coeur des souris KO Trd (Figure 13).

37 kDa -— CT1 Ac souris

37 kDa w— e e s (CT1 Ac rat

WT KO KO+AAVY

Figure 13 : Mise en évidence de la surexpression de la triadine cardiaque (CT1) de rat dans
le modeéle KO par I’adénovirus AAV9 CT1. n=2-4 par groupe.

Le modele réexprime bien la CT1 dans le coeur et ceci va nous permettre d’étudier les
effets de cette réexpression dans le développement de I'hypertrophie cardiaque et de I'lIC
suite a une TAC.

Au terme des 28 jours apres opération, nous remarquons que la réexpression de CT1
entraine une diminution de I’hypertrophie cardiague développée par les KO-TAC et est
similaire a celle développée par les WT-TAC (HW/TL: -16%, %pS0.0S versus KO-TAC et
LVW/TL : -14%, %pS0.0S versus KO-TAC, Figures 14 A et B).

En accord avec ce remodelage cardiaque plus favorable, on note également que cette
réexpression est associée a une diminution de I'cedeme pulmonaire présent chez les KO en

réponse a la TAC (- 40%, **p<0.01 versus KO-TAC, Figure 14.C).

Ainsi, la réexpression de la triadine permet de ralentir le développement d’une HVG.
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Figure 14 : La réexpression de la triadine prévient le développement de I’hypertrophie
cardiaque dans un modéle de TAC. A. Ratio masse du coeur sur longueur du tibia (HW/LT) dans
les génotypes indiqués apres 4 semaines de TAC + AAV9 CT1. *p<0.05 versus KO-TAC; ***p<0.001
versus WT-TAC. B. Ratio (LVW/LT) dans les génotypes indiqués aprés 4 semaines de TAC + AAV9 CT1.
#p<0.05 versus KO-TAC; ***p<0.001 versus WT-TAC. C. Poids des poumons (LungW) dans les
génotypes indiqués aprés 4 semaines de TAC + AAV9 CT1. **p<0.01 versus KO-TAC; ***p<0.001
versus WT-TAC. A a C pour chacun : Moyenne +/- sem, n=5-14 par groupe. Analyse statistique par un
one-way ANOVA avec analyse d’interaction et un post-test Bonferroni.

En réponse a la TAC, le diamétre télésystolique comme télédiastolique des animaux
KO+AAV9 diminuent par rapport aux KO-TAC (LVIDd : -24%, ***p<0.001 versus KO-TAC;
+28%, ***p<0.001 versus WT-TAC; LVIDs: -38%, %%%p50.001 versus KO-TAC; +48%,
***p<0.001 versus WT-TAC, Figures 15 A et B). Les KO+AAV9-TAC développeraient une
hypertrophie concentrique similaire aux WT-TAC et non excentrigue comme les KO-TAC.

Un défaut de fonction cardiaque se remarque par une augmentation du volume en
fin de systole (ESV) et diastole (EDV) et c’est le cas chez les KO-TAC en comparaison aux WT-
TAC (ESV : +19%, ***p<0.001 versus WT-TAC ; EDV: +95%, ***p<0.001 versus WT-TAC,
Figures 15.D et C). Cette dysfonction disparait avec I'injection de I’AAV9 CT1 (ESV : -72%,
%%%p50.001 versus KO-TAC, Figure 15.D; EDV: -53%, %%%p50.001 versus KO-TAC, Figures
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15.D et C). Les KO-TAC ont une baisse de leur fonction cardiaque plus importante que les
WT-TAC et les KO+AAV9-TAC, avec une chute de leur fraction de raccourcissement (FS) par

rapport aux deux groupes (FS : -41%, ***p<0.001 versus KO-TAC; +97%, ***p<0.001 versus
WT-TAC, Figure 15.E).

Ainsi, en plus de ralentir le développement de I’hypertrophie cardiaque en réponse a

une surcharge de pression, la réexpression de la triadine améliore la fonction cardiaque.
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Figure 15 : La réexpression de la triadine prévient la dysfonction cardiaque dans un modéle
de TAC. A. Diameétre télédiastolique du VG (LVIDd) dans les génotypes légendés aprés 4 semaines de
TAC + AAV9 CT1. *™p<0.001 versus KO-TAC; ***p<0.001 versus WT-TAC. B. Diametre télésystolique
du VG (LVIDs) dans les génotypes légendés aprés 4 semaines de TAC + AAV9 CT1. ***p<0.001 versus
KO-TAC; ***p<0.001 versus WT-TAC. C. Volume télédiastolique (EDV) dans les génotypes légendés
aprés 4 semaines de TAC + AAV9 CT1. **p<0.001 versus KO-TAC; ***p<0.001 versus WT-TAC. D.
Volume télésystolique(ESV) dans les génotypes légendés aprés 4 semaines TAC + AAV9 CT1.
#%%0<0.001 versus KO-TAC; ***p<0.001 versus WT-TAC. E. Fraction de raccourcissement (FS) dans les
génotypes légendés aprés 4 semaines de TAC + AAV9 CT1. ***p<0.001 versus KO-TAC; ***p<0.001
versus WT-TAC. A a E pour chacun : Moyenne +/- sem n=6-18 par groupe. Analyse statistique par un
one-way ANOVA avec analyse d’interaction et un post-test Bonferroni.

Ces données d'échocardiographie ont été validées par des études fonctionnelles a
I'aide d'un cathéter intraventriculaire gauche. En effet, la réexpression de la triadine
améliore la pression télédiastolique par rapport aux KO-TAC et revient au niveau des WT-

TAC (LVendP : -65 %**p<0.001 versus KO-TAC, Figure 16.A). La vitesse de contraction est
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également augmentée (dP/dt max: + 31% "“**p<0.001 versus KO-TAC, Figure 16.C). Le
nombre d’animaux est insuffisant pour conclure sur les autres parametres.
Ainsi en compilant les données fonctionnelles et anatomiques, on peut dire que la

triadine joue un réle clé dans I'amélioration de la fonction et du remodelage dans I'IC.
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Figure 16 : La triadine préserve la fonction cardiaque dans un modéle de TAC. A. Pression
télédiastolique du VG (LVendP) dans les génotypes légendés aprés 4 semaines de TAC + AAV9 CT1.
#%%0<0.001 versus KO-TAC ; ***p<0.001 versus WT-TAC. B. Pression développée dans le VG (LVdevP)
dans les génotypes légendés apres 4 semaines de TAC £ AAV9 CT1. ***p<0.001 versus WT-TAC. C.
Vitesse maximale de I'augmentation de la pression en systole (dP/dt max) dans les génotypes
légendés aprés 4 semaines de TAC + AAV9 CT1. *p<0.05 versus KO TAC ; ***p<0.001 versus WT-TAC.
D. Vitesse maximale de la diminution de la pression en diastole (dP/dt min) dans les génotypes
légendés aprés 4 semaines de TAC + AAV9 CT1. **p<0.01 versus WT-TAC. A a D pour chacun:
Moyenne +/- SEM n=6-12 par groupe. Analyse statistique par un one-way ANOVA avec analyse
d’interaction et un post-test Bonferroni.

La réexpression de CT1 permet de restaurer en partie I'expression de la CSQ2 (Figure 17).

50 kda — — w————— CSQ2
WT KO KO+AAV9

Figure 17 : Expression de la calséquestrine cardiaque (CSQ2) par WB dans nos modeéles
murins TAC WT, KO + AAV9 CT1.
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Ainsi, grace a notre étude, nous montrons que comme d’autres protéines du RS
comme SERCA2a (Byrne et al. (2008)) ou CSQ2 (Denegri et al. (2014), la présence de la
triadine est nécessaire a la prévention de I'hypertrophie et au maintien de la fonction

cardiaque dans I'IC. Il manque dans notre étude des groupes contréles avec I’AAV9 GFP.

PARTIE 2 : ROLE DE LA TRIADINE DANS L'ISCHEMIE CARDIAQUE - FOCUS SUR LA
GENESE DES ARYTHMIES VENTRICULAIRES

L'infarctus du myocarde (IM) représente la premiere cause de morbidité, mortalité
dans les pays industrialisés. Cette pathologie, et la mortalité associée, sont a la fois
caractérisées par une dysfonction contractile (fonction mécanique de pompe) mais
également par l'apparition d'arythmies ventriculaires létales. Cette derniere est le résultat
de l'apparition dans un premier temps d’une zone infarcie, dépourvue de contractilité,
résultat de la mort cellulaire par ischémie mais également dans un deuxieme temps d’un
remodelage dans la zone infarcie pour s’adapter a ce nouvel état (Gomez, Guatimosim, Dilly,
Vassort, and Lederer (2001)). Les altérations dans la signalisation calcique concernent ces
deux phases et de trés nombreuses publications ont déja démontré le role essentiel de
certaines protéines du RS, en particulier RyR2. Ce canal est impliqué a la fois dans la fuite de
calcium en diastole, comme dans la genese de la dysfonction contractile et d'arythmies
cardiaques au cours du processus d'ischémie cardiaque (H. Zhang et al. (2012) ; Fauconnier,
Pasquie, Bideaux, Lacampagne, and Richard (2010) ; Fargnoli et al. (2013) ; Bito et al (2012) ;
Wehrens et al. (2005)). A notre connaissance, aucune donnée n'est disponible quant a un

réle de la Triadine sur la genése des arythmies cardiaques au cours de I'I|M.

1. LA TRIADINE ET LA FONCTION CARDIAQUE POST-IM

28 jours apres I'IM, les animaux des deux génotypes montrent une dysfonction de la
contractilité cardiaque avec une baisse de leur fraction d’éjection (FE) observée en
échographie, non significative car notre nombre d’animaux WT PMI est insuffisant (Figure

18.C). Cette chute est plus importante chez les KO PMI comparée aux WT PMI, mais non
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significative car notre n pour les WT PMI est insuffisant (Figure 18.C). Ce défaut de fonction
se remarque également par une augmentation du volume en fin de systole (ESV) et diastole
(EDV) chez les KO PMI en comparaison aux WT PMI, toujours non significative pour les
mémes raisons (Figures 18 A et B).

Ces résultats préliminaires montrent I'importance de la triadine dans |'établissement

d’un remodelage post-IM favorable a la fonction cardiaque.
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Figure 18 : La triadine prévient la dysfonction cardiaque post-IM. A. Volume télédiastolique
(EDV) dans les génotypes légendés aprés 4 semaines de Sham ou IM. B. Volume télésystolique (ESV)
dans les génotypes légendés apres 4 semaines de Sham ou IM. C. Fraction d’éjection (FE) dans les
génotypes légendés aprés 4 semaines de Sham ou IM. A a C pour chacun : Moyenne +/- sem n=8-26
par groupe. Analyse statistique par un two-way ANOVA avec analyse d’interaction et un post-test
Bonferroni.

2. LA TRIADINE, UNE PROTEINE QUI PREVIENT LA SURVENUE D’ARYTHMIES AU COURS DE

L'ISCHEMIE CARDIAQUE
a) INnvivo

Nous avons étudié la fonction cardiaque électrique en utilisant 'ECG. De base,

aucune différence n’est observée chez les WT et KO au niveau des intervalles de I'ECG
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(Figures 19 et 20). Néanmoins, une injection d’isoprotérénol (1mg.kg’) permet de
démasquer des différences. En effet, nos deux modeles répondent a |’agoniste en
augmentant leur rythme cardiaque en diminuant l'intervalle RR. La réponse B-adrénergique
est plus importante chez les WT (-34%, *#p<0.001 versus Sham, Figure 19.A) que chez les KO
(-26%, ™¥p<0.001 versus Sham, Figure 19.A). Ainsi I'intervalle RR est plus important chez les
KO (+7%, *** p<0.001 versus WT, Figure 19.A). Si les souris WT parviennent a réduire leur
intervalle PR sous I'effet de I'isoprotérénol (-11%,"* p<0.001 versus Sham, Figures 19.B et
20) ce n’est pas le cas pour les souris KO et cet intervalle reste supérieur aux WT (+7%, ***
p<0.001 versus WT, Figures 19.B et 20). Ces mémes souris augmentent méme leur intervalle
QT, noté QT+cM, sous l'effet du PB-agoniste (+36%, *** p<0.001 versus WT, +31%,
##11<0.001 versus Sham, Figures 19.C et 20).

A |'état basal, le modele KO ne présente aucune dysfonction. Sous l'effet des
catécholamines - stimulation pharmacologique avec de l'isoprotérénol — des dysfonctions
apparaissent. L'activité du nceud sinusal est altéré (intervalle RR). Les vitesses de conduction
et de repolarisation cardiaques sont modifiées (intervalles PR et QT). La surcharge en
calcium induite par cette situation peut étre a I'origine de I'augmentation des intervalles.
Cette situation est retrouvée dans des cas de mutations de RyR2 induisant un syndrome de
QT long atypique avec |'exercice physique. Cela provoque également un allongement du PA,

source de survenue d’arythmies (Medeiros-Domingo et al. (2009)).
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Figure 19 : La triadine préserve la fonction cardiaque lors d’une réponse béta-
adrénergique. A. L'intervalle RR (RR) lors d’un ECG dans les génotypes légendés avant et aprés une
injection d’isoprotérénol (1 mg.kg™). **p<0.001 versus Sham ; ***p<0.05 versus WT. B. L’intervalle
PR (PR) lors d’'un ECG dans les génotypes légendés avant et aprés une injection d’isoprotérénol (1
mg.kg™). " p<0.001 versus Sham ; ***p<0.001 versus WT. C. L'intervalle QT corrigé (QT + cM) lors
d’un ECG dans les génotypes légendés avant et aprés une injection d’isoprotérénol (1 mg.kg’
1).#¥5<0.001 versus Sham ; ***p<0.01 versus WT. A a C pour chacun : Moyenne +/- SEM n=8 par
groupe. Analyse statistique par un two-way ANOVA avec analyse d’interaction et un post-test

Bonferroni.
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Figure 20 : lllustration par les six dérivées d’un électrocardiogramme de la prolongation
des intervalles ECG chez les souris KO par lI'injection d’isoprotérénol en intra-péritonéal.
Les traits en pointillés matérialisent le début de I'onde P (<P), de 'onde Q (<Q) et un point de 'onde
T (T+) chez les souris WT apreés l'injection d’isoprotérénol. Les traits pleins en rouge matérialisent le
décalage du début de I'onde P (<P) et du point de I'onde T (T+) chez les souris KO apres I'injection
d’isoprotérénol.

Aprés I'IM, l'intervalle QT, noté QT+cM, s’allonge sous isoprotérénol chez les KO
comparativement aux Sham (+21% " p<0.01, Figure 21.A). Ainsi les KO PMI montrent un

allongement de Ila repolarisation ventriculaire uniquement sous isoprotérénol. Ce
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phénomeéne est synonyme d’un prolongement de la durée du PA capable de favoriser les
phénomeénes de réentrée et de provoquer des tachycardies (J. J. Kim et al. (2013)). Une
hypothése validée au cours de la méme expérience : durant I'enregistrement on remarque
que linjection d’isoprotérénol provoque le déclenchement de tachycardies ventriculaires

(VT) chez 3 souris WT PMI sur 55 alors que 36 souris KO PMI sur 57 en déclenchent

(**p<0.01, Figures 21.B et 22).
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Figure 21 : La triadine préserve la fonction cardiaque lors d’une réponse béta-adrénergique
aprés I'IM. A. Intervalle QT + cM (QT + cM) lors d’'un ECG dans les génotypes légendés avant et
aprés une injection d’isoprotérénol (1 mg.kg?). " p<0.001 versus Sham ; ***p<0.05 versus WT.
Analyse statistique par un two-way ANOVA avec analyse d’interaction et un post-test Bonferroni. B.
Représentation graphique de la survenue de tachycardie ventriculaire (TV) chez des souris WT et KO
post-IM (PMI) lors de I'enregistrement d’un ECG aprés une injection d’isoprotérénol en IP (1mg/kg).
***p<0.05 versus WT. n=55-57 par groupe. Analyse statistique par un test de Fisher.
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Figure 22 : lllustration par les six dérivations d’un électrocardiogramme de la survenue de
tachycardies ventriculaires chez les souris KO PMI par l'injection d’isoprotérénol en intra-
péritonéal.

b) IN VITRO

Afin d'expliquer les données obtenues ci-dessus en matiére de variation de la durée de
I'intervalle QT+cM et la survenue d'arythmies cardiaques chez les KO PMI, nous nous
sommes intéressés au remodelage électrophysiologique des principaux canaux ioniques.

Dans I'étude du remodelage électrophysiologique par patch-clamp de la zone non
infarcie, nous n’observons pas de modifications des canaux potassiques (données non
présentées).

Les courants potassiques dominent et forment le PA (Nerbonne and Kass (2005)). Ainsi, il
est normal de ne voir que tres peu de modifications de ses propriétés dans nos modeles.
Mais on observe quand méme un prolongement de la durée du PA des WT et KO PMI
comparées a leur Sham (*p<0.01, *¥p<0.001 WT PMI versus WT. ¥p<0.05, ¥¥p<0.01 KO PMI
versus KO., Figure 23.A). Ce prolongement est plus important chez les WT que chez les KO
(APDS50 : +70% *p<0.05, APDIO0 : +74% *°p<0.01 WT PMI vs KO PMI, Figure 23.A). Ainsi, si une

dysfonction cardiaque apparait dans le modele KO PMI, on ne peut pas dire que cela
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reposerait uniqguement sur l'allongement de la durée du PA car celui-ci est plus long chez les
WT PMI. Le prolongement du PA pourrait étre le résultat d’une dysfonction du courants Ica,
étudiée ci-dessous (Figures 23 B et C) ou du cycle calcique intracellulaire.

Seuls les KO PMI possedent un potentiel de membrane au repos plus élevé que les 3
autres groupes (Figure 23.A). Ce potentiel de membrane plus élevé peut favoriser la
survenue d’arythmies, observées ci-dessus (Figures 21.B et 22). Cette différence de potentiel
de membrane pourrait étre provoquée par la survenue de sparks. En effet, ils peuvent
influencer le potentiel de membrane au repos d’environ 5 mV (Crocini et al. (2014)). Nous
observons une différence de potentiel au repos de cet ordre. Nous étudierons la
contribution des sparks dans cette différence de potentiel au repos et leur survenue dans
cette partie un peu plus tard (Figure 24).

On peut également émettre une autre hypotheése pour cette différence de potentiel de
membrane au repos : elle peut étre la conséquence d’une plus grande quantité de Ca®'
entrant et restant dans la cellule des KO PMI (Figure 23.C). Il est vrai que la quantité de Ca**
entrant par les LTTC dans la cellule est plus importante chez les KO de base par rapport aux
WT. Cette différence disparait post-IM entre les deux génotypes sauf dans les potentiels de
membrane inférieure a —40 mV (spS0.0S KO PMI versus WT PMI, Figure 23.C). La différence
de potentiel de membrane au repos entre les WT PMI et KO PMI pourrait s’expliquer ainsi
mais cela n’explique pas la différence de potentiel de membrane au repos entre les KO et les
KO PMI. Pour ce faire, il serait opportun d’étudier I'activité de SERCA2a (Noble, Borysova,
Wray, and Burdyga (2014)) ou de NCX (Bahlouli, Hamdache, and Riane (2008)). En effet, leur
contribution a la régulation du calcium peut faire varier ce potentiel de membrane au repos

et expliquer les différences entre les KO et KO PMI.

Si nous n"avons pas observé de changements dans les courants potassiques, il n’en est
pas de méme pour les courants calciques. On observe peu de différences pour ce courant
entre les WT PMI et leur Sham a I’exception d’une amplitude diminuée, contrairement a ce
qui est observé dans la littérature (Aimond et al (1999)) (Figure 23.B). Par contre, les KO
Sham et PMI ont une amplitude plus faible pour le courant Ic, par rapport a leurs contréles
respectifs (Figure 23.B). Par ailleurs, ce méme courant s’inactive plus lentement chez les KO
Sham et PMI comparativement aux WT Sham et WT PMI (Figure 23.B). Les KO PMI ont le

méme profil de courant Ic,. que leur Sham excepté 'amplitude qui diminue (Figure 23.B). Si
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cette amplitude diminue avec I'lM, elle est srement le résultat d’'une diminution de la

densité des LTTC (Aggarwal and Boyden (1996)).
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Figure 23 : La triadine et le remodelage électrophysiologique. A. Propriétés du potentiel
d’action (AP) : potentiel de membrane au repos (resting potential), amplitude du potentiel de repos
(Amp), durée du potentiel d’action (APD) 20(%), 50(%) et 90(%). *p<0.05 KO versus WT. #p<0.01,
##3<0.001 WT PMI versus WT. ¥p<0.05, *¥p<0.01 KO PMI versus KO. * p<0.05, ** p<0.01 KO PMI
versus WT PMI. B. Courbe représentative de la densité du courant Ic,. au cours du temps pour les 4
groupes WT (Sham/PMlI, KO (Sham/PMI). C. Aire sous la courbe du courant I, pour les 4 groupes WT
(Sham/PMI), KO (Sham/PMI). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 KO versus WT. *p<0.05, **p<0.001 WT
PMI versus WT. #%%p<0.001 KO PMI versus KO. *p<0.05 KO PMI versus WT PMI. A & C : Moyenne +/-
sem n= 14 a 23 cellules par groupe. Analyse statistique par un t-test.
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Ainsi la délétion de CT1 altere le courant Ic,. dans son amplitude et son inactivation. Ce
mécanisme favorise la transition vers I'IC car il provoque un courant lcy. similaire a celui
rencontré dans des modéles d’IC (Rossner (1991); Aggarwal and Boyden (1996)) ; Aimond et
al (1999)). On retrouve des résultats similaires dans des modeles transgéniques touchant des
protéines partenaires de RyR2, la sorcine (Fowler, Colotti, Chiancone, Smith, and Fearon
(2008)) et la CSQ2 (Sato et al. (1998)) comme dans le modele KO Trd de Pérez (Chopra et al
(2009)).

Etant donnée la relation physique existant entre CT1 et RyR2 au sein du RS, cette étude
électrophysiologique sur cardiomyocytes isolés a été complétée par la réalisation
d'expériences ayant pour but d'étudier le réle de triadine sur la fuite de calcium en diastole
au cours de l'ischémie cardiaque (Figure 24).

En diastole, la survenue ou la fréquence des sparks est le reflet des propriétés
d'ouverture de RyR2 (C. Zhang et al. (2014)). Nos résultats préliminaires démontrent que
cette fréguence diminue chez les KO Sham et KO PMI comparativement aux WT,
caractérisant une dysfonction de RyR2 par I'absence d'une de ces protéines partenaires (
*p<0,05 versus WT, ***p<0,001 versus WT, Figure 24.B). En ce qui concerne les WT PMI, leur
fréquence de sparks augmente tandis que leur amplitude de sparks diminue par I'altération
de RyR2 et la diminution de I'amplitude du RS dans le remodelage aprés I'l[M comme décrit
dans la littérature (Figures 24.B et C) (Gomez et al. (1997); Fauconnier et al. (2010)).
L'altération de RyR2 chez les KO PMI est plus accentuée avec des sparks qui durent plus
longtemps (Figure 24.D) et possédant des amplitudes plus importantes (Figure 24.C). Ce

phénoméne pourrait favoriser un potentiel de membrane au repos plus élevé (Figure 23.A).
Ces altérations pourraient étre a I'origine du déclenchement de vagues calciques au sein

du cardiomyocyte (Figure 24.A) et in vivo des arythmies déclenchées avec l'isoprotérénol

consécutivement a la surcharge du RS induite (Figures 21.B et 22).
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Figure 24 : La délétion de la triadine influe sur la survenue des sparks. A. Représentation
graphique du pourcentage de déclenchement de vagues calciques (Ca** waves triggered) dans les
génotypes légendés apres 4 semaines de Sham ou IM. B. Représentation graphique de la fréquence
de survenue des sparks (spark frequency) dans les génotypes légendés aprés 4 semaines de Sham ou
IM. *p<0,05 versus WT, ***p<0,001 versus WT, *p<0,05 versus Sham. C. Représentation graphique
de I'amplitude des sparks (spark amplitude) dans les génotypes légendés apres 4 semaines de Sham
ou IM. *p<0,05 versus WT. D. Représentation graphique de la durée des sparks (spark duration) dans
les génotypes légendés apres 4 semaines de Sham ou IM. *p<0,05 versus WT. A a D : Moyenne. N=
23-34 cardiomyocytes par groupe. Analyse statistique par un two-way ANOVA avec analyse
d’interaction et un post-test Bonferroni.

En conclusion, les travaux effectués durant ma thése démontrent :

1 - que I'expression de la triadine diminue dans I'insuffisance cardiaque murine et humaine,
2 - que l'absence de triadine favorise la transition vers 'insuffisance cardiaque, de 'HVG a la
dysfonction contractile, dans trois modeéles pathologiques (TAC, Iso, IM),

3 - que lI'absence de triadine favorise la survenue d’arythmies cardiaques post-ischémiques,
4 - que la réexpression de la triadine est suffisante pour prévenir I'insuffisance cardiaque

dans le modele TAC.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Lors de mon projet de thése, nous avons essayé de définir I'implication de la triadine
dans I'adaptation du cceur face a un stress.

Pour ce faire, trois modeles de pathologies cardiaques ont été réalisés sur un modele
murin dans lequel le géne de la triadine a été délété dans la totalité de I'organisme (modele
KO Trd du Dr. Isabelle Marty). Le premier modele pathologique utilisé, la surcharge de
pression (TAC) va permettre d’initier un processus d’hypertrophie et potentiellement a long
terme une insuffisance cardiaque. Le deuxieme modele pathologique utilisé a été induit par
la diffusion d’isoprotérénol et conduit a une hypertrophie. Avec la ligature de la coronaire
gauche du ceeur, nous obtenions un modele d’ischémie cardiaque, I'infarctus du myocarde
(IM), provoquant une insuffisance cardiaque chronique.

Les résultats présentés dans ce mémoire ont permis d’apporter de nouvelles
connaissances concernant I'expression et le rbéle de la triadine, en particulier dans le
processus hypertrophique. Nous démontrons pour la premiere fois 1-un role anti-trophique
de la triadine en réponse a des stimuli hypertrophiques différents (TAC et Iso), 2-un réle
préventif de la triadine sur la survenue de I'IC dans un contexte de surcharge mécanique
mais également sur la survenue d’arythmies dans le cas d’une insuffisance cardiaque
chronique comme I'IM et 3-un rdle thérapeutique de la triadine dans le traitement de I'IC.
Nous confirmons que comme d’autres protéines du RS I'expression de la triadine est

modifiée lors de I'IC. Ce dernier point va étre discuté en premier.

Importance de la triadine dans le remodelage cardiaque

Le niveau d’expression de CT1 dans I'IC est controversé. En effet, il peut diminuer (Gergs
et al. (2007) ; Valle et al. (2014) ; Jones et al. (1998)) comme augmenter (Fan et al. (2004) ;
Kirchhefer et al. (2004)), voire étre stable (Sato et al. (1998)).

Les résultats obtenus au cours de ma thése montrent que chez I’'Homme comme la souris
le niveau d’expression de CT1 (ARNm et protéine) diminue dans I'HVG et I'IC. Ainsi nous
retrouvons dans nos résultats le méme changement d’expression-une diminution- de
I'expression d’une protéine du RS, comme pour la CSQ2 et SERCA2a (Zarain-Herzberg,

Estrada-Aviles, and Fragoso-Medina (2012)). La diminution du niveau d’expression de CT1



peut étre la conséquence d'une augmentation de sa dégradation par I'activation du
protéasome (Roux-Buisson et al. (2012)) ou par un défaut de glycosylation (Milstein et al.
(2008)). Ce mécanisme peut étre envisagé comme une réponse adaptative du coeur face a
un stress et la triadine pourrait devenir une cible potentielle pour prévenir le syndrome de

IIC (Scimia, Gumpert, and Koch (2014). Ce point sera discuté plus tard dans la discussion.

Chez ’'Homme, deux mutations sur le gene TRDN affectent la stabilité de la protéine,
faisant de ces personnes des cas naturels de KO. Ces patients souffrent d’arythmies
cardiaques responsables de morts subites, les TVPC (Roux-Buisson et al. (2012)).

Il était donc indispensable de disposer d’'un modele murin KO pour étudier les
conséquences de ces mutations dans le cceur et savoir s’il présentait le phénotype TVPC.
Pour notre étude, le modeéle KO Trd, donné par Dr. Isabelle Marty est utilisé entre 2 a 4 mois.
Les souris KO Trd de Pérez utilisées dans I'étude de Chopra sont agées de 4 a 7 mois et
présentent le phénotype CPVT contrairement aux notres (Chopra et al. (2009)). Ainsi, peut-
étre que le phénotype de cet autre modele KO Trd est apparu au cours du vieillissement et
gue de notre c6té nous n’avons pas attendu assez longtemps pour qu’il se manifeste. Nous
avons pu étudier 3 souris KO dgées de 8 mois. Nous n’avons pas pu observer le phénotype
CPVT. Mais nous n’avons pas utilisé le méme protocole pour observer la survenue
d’arythmies sous l'effet des catécholamines (isoprotérénol). Il serait donc intéressant de
pouvoir vérifier si le modele KO du Dr. Isabelle Marty présente les mémes caractéristiques
que dans l'article de Chopra en utilisant des souris plus agées et également en utilisant
I’exercice, une des conditions associées aux morts subites chez les patients souffrants de

CPVT, avec I'élévation des catécholamines circulantes.

L'adaptation fonctionnelle du cceur face a une surcharge de travail repose sur
I'augmentation de sa masse, I'hypertrophie. La surcharge de pression (TAC) comme
I'infusion de catécholamines par MP sont des modeles capables d’entrainer cette
adaptation. Les protéines du RS sont impliquées a la fois dans I'homéostasie calciqgue comme
dans le développement de I’hypertrophie avec les deux modeles pathologiques que nous

avons utilisés (Zou et al. (2011) ; Jaehnig et al. (2006) ; Mitsuyama et al (2013)).
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Grace aux données anatomiques, échographiques et cellulaires, nous avons confirmé
pour la premiére fois dans la littérature qu’in vivo la délétion de la CT1 a des effets
trophiques dans le cceur et dans deux modeles d’HVG différents.

Les deux modeles pathologiques que nous avons utilisés activent des voies
pathologiques hypertrophiques principalement Ca**-dépendantes, CaN/NFAT et CaMKII
(zarain-Herzberg, Fragoso-Medina, and Estrada-Aviles (2011)). Si les protéines du RS et leur
implication dans le développement d’une hypertrophie sont tres documentées, les voies
hypertrophiques activées qu’elles activent sont peu étudiées et diverses. En effet, si RyR2
active les voies CaN/NFAT et ERK1/2 (Zou et al (2010)), de son c6té HRC active les voies
MAPK avec la voie de la CaMKII (Park et al. (2013)) tandis que le PLB activerait uniguement la
voie CaN (Louch et al. (2012)). On peut voir que les voies hypertrophiques activées par les
protéines du RS sont variées et pas uniquement Caz+—dépendantes comme nous pouvions le
supposer au départ. Pour stopper I'hypertrophie développée par les altérations de
I’expression de ces protéines du RS, il serait peut-étre plus efficace et simple de les cibler
plutdt que d’inhiber les voies gu’elles activent. Notre étude n’a pas permis d’identifier les
voies hypertrophiques activées par la délétion de la triadine. En effet, les résultats sur les
voies hypertrophiques activées par la délétion de la triadine ne sont pas concluants et sont
incomplets (GSK-3, CaN). L’expression de la CaN est la méme entre les WT+TAC et KO+TAC.
Mais I'expression de la CaN ne reflete pas son activité, responsable de I’hypertrophie
(Molkentin et al. (1998)) tout comme |'expression de ses protéines régulatrices comme
MCIP-1 (Aramburu et al. (2004) ; Roehrl et al. (2004)). Les effecteurs de la CaN, comme
NFATc, sont également impliqués dans son action (Wilkins et al. (2002)). Ce facteur a la
particularité d’étre régulé avec la CSQ2 par un méme facteur de transcription, Egr-1 (Kasneci
et al. (2009)). Egr-1 est activé durant I'lIC (Saadane et al. (1993)) et provoque l'inhibition du
promoteur de la CSQ2 tout en activant NFAT (Kasneci et al. (2009)). La diminution de
I’expression de la CSQ2 comme le développement de I'hypertrophie dans notre modele KO-
TAC pourrait étre liés a deux facteurs de transcription Egr-1 et NFAT.

Le rapport de Gsk-3[3 phosphorylée sur Gsk-3(3 non phosphorylée est le meilleur
indicateur pour déterminer I'activité inhibitrice d’hypertrophie de Gsk-3[, il nous reste donc
a déterminer ce rapport pour voir si elle se trouve diminuée chez les KO-TAC. Nous n’avons
pas non plus regardé toutes les autres voies hypertrophiques que peuvent activer les

protéines du RS: ERK1/2 (Zou et al (2010)), CaMKIl (Park et al (2012)). Les voies
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hypertrophiques activées dans notre modele de mini-pompe restent a étudier et aucune
voie n’est a privilégier. En effet, aucun projet avec un modele d’hypertrophie développée
par une mini-pompe d’isoprotérénol (Jaehning et al. (2006)) n’a identifié la voie

hypertrophique activée par les protéines du RS.

Un autre modele d’HVG pourrait étre envisagé : I'entrainement physigue. Avec notre
étude nous avons montré que la présence de la triadine prévient I'hypertrophie déclenchée
par les catécholamines. Dans ce contexte, la délétion de la triadine pourrait avoir un role
dans la transition de I’hypertrophie physiologique, provoquée par |'exercice a I’hypertrophie

pathologique.

Si nous avons démontré les effets trophiques de la triadine in vivo, il reste a identifier ses
effets in vitro. En effet, si nous observons de base et en réponse aux stimuli hypertrophiques
une hypertrophie des cardiomyocytes chez les KO, il ne faut pas oublier que ce ne sont pas
les seules cellules du cceur et que des signaux paracrines des autres cellules du coeur
peuvent influer sur cette hypertrophie (Barth et al. (2000) ; Sadoshima and Izumo (1993)).
Pour s’affranchir de ces signaux et identifier que la triadine a bien un rdle dans
I’hypertrophie des cardiomyocytes, nous pourrions utiliser des cardiomyocytes de rats
nouveau-nés infectés par un adénovirus Trd ou un adénovirus anti-sens Trd en réponse a la
PE. L'utilisation de la lignée H9c2 sera plus relevante car elle présente un phénotype adulte

tout en étant capable d’étre transfectée.

L’expression des geénes foetaux et marqueurs d’hypertrophie augmente avec le temps et
avec la transition vers I'IC (X. M. Li et al. (2009)) tout comme I'accumulation de collagene, de
fibrose interstitielle (Sabbah, Sharov, Lesch, and Goldstein (1995)). La souris KO Trd en
réponse a la TAC exprime 4 fois plus d’ANF et 2 fois de B-MHC que le modele WT sous TAC .
Son VG est également composé de plus de fibrose interstitielle avec TAC ou MP Iso. Ainsi
avec notre étude, nous montrons que la triadine comme d’autres protéines du RS, SERCA2a
et la CSQ2 participe a la transition vers I'IC par une augmentation de I'expression des
marqueurs d’hypertrophie et la présence d’une fibrose interstitielle plus importante
(Takahashi, Allen, and lzumo (1992) ; Linck et al. (2000)). L'animal KO possede de base une
raréfaction capillaire qui n’impacte pas sur sa fonction cardiaque. Il y aurait donc des

mécanismes de compensation de base mais qui ne seraient plus suffisants sous |’effet de nos
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modeles pathologiques. A ce jour, aucune étude n’avait montré un lien entre une protéine
du RS et une raréfaction capillaire. Il conviendrait d’identifier la cause de ce défaut en
nombre de capillaires. Une altération de la voie pro-angiogénique du VEGF en est souvent a
I'origine (pour revue : T. Oka, Akazawa, Naito, and Komuro (2014)). De plus, il existe une
corrélation entre la diminution de I'expression de SERCA2a et du PLB et l'altération de la
voie angiogénique VEGF (Huang et al. (2004) ; H. He et al. (2008)). Ainsi, si le lien entre les
protéines du RS, le Ca** et I'angiogeneése n’est pas évident, le modeéle KO Trd pourrait aider a
établir ce mécanisme.

Dans notre étude, sous I'effet d’'une surcharge de pression (TAC), le cceur de la souris KO
Trd va s’hypertrophier pour s’adapter a ses nouvelles contraintes de charge d’apreés la loi de
Laplace. Selon cette loi, la charge en tout point du coeur se rapporte a la valeur suivante :
(pression x rayon) (2 x épaisseur de la paroi). Or la dilatation du VG développée par les souris
KO en addition de I'hypertrophie ne permet pas de normaliser les contraintes, comme nous
I'indiquent les données échocardiographiques et celles obtenues a I'aide des expériences de
cathétérisme intraventriculaire gauche. Ainsi la délétion de la triadine conduit a un
remodelage cardiague ne permettant pas le maintien de la fonction cardiaque. Ce
remodelage conduit a une dysfonction cardiaque aussi bien en diastole qu’en systole. En
comparaison, les souris WT développent une hypertrophie concentrique du VG capable de
maintenir leur fonction cardiaque.

La diminution de I'expression de la CSQ2, constatée dans notre étude, peut étre un
élément délétére dans I'adaptation de le modeéle KO Trd du Dr. Isabelle Marty en réponse a
la TAC. En effet, par son rdle de sensibilisateur au Ca®* pour RyR2, son absence pourrait
entrainer un défaut du CEC par I'altération des propriétés intrinseques de RyR2 et impacter
sur la fonction cardiaque. Par ailleurs, la triadine et la calséquestrine sont importantes dans
I’établissement de |'ultrastructure du RS. Leur absence ou la diminution de leur expression
peuvent entrainer une détérioration de [l'ultrastructure participant également a la
dysfonction cardiaque (Chopra et al. (2009) ; Knollmann et al. (2006)).

Notre étude est incompléte et nécessite d’étudier par exemple d’autres facteurs pouvant
participer au défaut d’adaptation du modele KO Trd du Dr. Isabelle Marty a la pathologie
gu’on lui a imposée comme les phosphorylations de RyR2 (Reiken et al. (2003)) et la liaison
de RyR2 a FKBP12.6. Cette liaison est absente dans le KO de la triadine au niveau du muscle

squelettique (Eltit et al. (2010)).
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Depuis plusieurs années, I'implication de SERCA2a dans le défaut de recaptage de
calcium au niveau du RS est établie dans les modeles d’IC (Arai et al. (1996) ; (Yano et al.
(2005)). Le maintien de son activité est indispensable premiérement a la relaxation
cardiaque par le recaptage du Ca** dans le RS mais également a la contraction cardiaque en
permettant le maintien d’une quantité de Ca** suffisante dans le RS a cet effet. Une
approche thérapeutique a été envisagée pour augmenter son expression et sa fonction pour
pallier la perte de contractilité associée a I'IC. Des molécules pharmacologiques ont prouvé
leurs effets bénéfiques en augmentant la transcription ou I'expression de SERCA2a (Y. L. Sun,
Hu, Wang, Hu, and Zhou (2005) ; Kubo, Margulies, Piacentino, Gaughan, and Houser (2001)).
L'utilisation d’une thérapie pharmacologique ayant ses limites (effets pléiotropes), I'option
de la thérapie génique s’est peu a peu imposée et a démontré son efficacité sur les
performances cardiaques par la mise en place d’un essai clinique chez I’'Homme : CUPID trial.
Ainsi SERCA2a est maintenant considérée comme une cible essentielle dans le traitement de
I'IC (Hajjar et al. (2008) ; Jaski et al. (2009)). Cette année, des résultats montrent que la
réexpression de la CSQ2 dans un modele de CPVT a un effet curatif a long terme sur
I’ensemble des dysfonctions présentes dans le modéle CPVT (Denegri et al. (2014). Grace a
nos travaux, nous montrons que la réexpression de la triadine par un AAV9 (don du Dr.
Isabelle Marty), peut étre envisagée comme une nouvelle cible utilisée en thérapie génique
pour prévenir le développement de I'lC. Notre étude montre que sa réexpression a des
effets préventifs sur I'IC induite par la TAC. Ainsi par les résultats de notre étude et
I'implication de la triadine dans les CPVT (Roux-Buisson et al. (2012)), il pourrait étre
envisagé également d’utiliser le géne de la triadine en thérapie génique dans le cadre d’'un
essai clinique pour traiter I'IC par I'IM. Il serait intéressant de savoir si la réexpression de la
triadine présente les mémes effets que celle de la CSQ2 sur un modele de CPVT dans la
prévention de la survenue d’arythmies dans notre modele d’infarctus du myocarde. En
outre, la réexpression de la triadine dans le modéle KO Trd du Dr. Isabelle Marty par
I'adénovirus est effectuée avant I'imposition de la pathologie. Il serait pertinent d’effectuer
cette thérapie génique apres l'instauration de la pathologie cardiaque pour voir si cette
réexpression a des effets curatifs, comme dans les cas de la CSQ2 et SERCA2a (Byrne et al.
(2008) ; Denegri et al. (2014)).

Notre étude réalisée a I'aide de cet AAV9 reste a compléter afin d’étudier si cette

réexpression est capable de ralentir le développement des éléments d’'un remodelage
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délétére (marqueurs d’hypertrophie, fibrose, raréfaction capillaire,...) et de maintenir la
fonction cardiaque. Nous remarquons dans nos résultats que la réexpression de la triadine
est capable de restaurer en partie de I'expression de la CSQ2. Dans le cas de la réexpression
de la CSQ2, il y a restauration de I'expression de ces protéines partenaires, la triadine et la
JNC, ainsi qu’une normalisation de la structure du RSj (Denegri et al. (2014)).

Ces résultats sont encourageants au vu du faible nombre d’animaux utilisés pour cette
étude (n = 6) et I'idée d’une thérapie génique par la triadine pour lutter contre I'IC est trés

envisageable.

Méme si le versant in vitro est absent de notre étude, in vivo la présence de la triadine
ralentit le processus hypertrophique en réponse a un stress mécanique ou humoral.
Comme d’autres protéines du RS, RyR2, CSQ2 et SERCA2a3, elle participe a ces étapes de
transition dans I'IC (Zou et al (2010) ; Haghighi et al. (2001) ; Linck et al. (2000)). Nos
travaux montrent pour la premiére fois I'implication de la triadine dans le ralentissement
de la transition vers I'IC en agissant a la fois sur le remodelage et la dysfonction cardiaque.
Pour compléter notre étude sur I'implication de la triadine dans la transition vers I'IC, il
conviendrait d’étudier les conséquences de la triadine sur I’état du métabolisme, de
I’apoptose et des voies de survie dans nos différents modéles pathologiques (X. M. Li et al.

(2009)).

Importance de la triadine dans la survenue des arythmies

Lorsque I'IM est effectué, la ligature n’est pas aussi haute qu’habituellement — sous
I'oreillette gauche — mais plus basse pour éviter une morbidité précoce chez les KO. Dans ce
contexte, il est trés difficile d’identifier si la triadine intervient dans le remodelage trophique
post-IM au vu de la variabilité de la taille de la zone infarcie. Nous n’avons pas encore pu
mesurer les tailles des zones infarcies des IM chez les WT et les KO ou I’hypertrophie de
leurs cardiomyocytes car cela demande une série entiere d’'IM et que nous nous sommes

penchés en priorité sur 'impact de la triadine sur la fonction aprés I'I|M.

172 |Page



La raréfaction capillaire pourrait étre une des causes de la morbidité précoce chez les KO.
En effet, il est important de maintenir un compartiment microvasculaire pour assurer la
fonction cardiaque aprés un infarctus du myocarde (Besnier et al. (2014)).

Sous l'effet d’une insuffisance cardiaque chronique (IM), nous démontrons pour la
premiere fois que la délétion de la triadine conduit a un remodelage cardiaque ne
permettant pas le maintien de la fonction cardiaque. Il nous reste a ajouter quelques
animaux pour que nos résultats soient concluants et significatifs.

Le modele KO Trd ne présente pas de base une dysfonction cardiaque lors de
I'enregistrement de son activité par ECG. L'utilisation de catécholamines, I'isoprotérénol,
entraine une augmentation de la repolarisation ventriculaire, par l'augmentation de
I'intervalle QT mais également un défaut de conduction de la dépolarisation ventriculaire. En
réponse a la stimulation B-adrénergique, le rythme cardiaque des KO est moins augmenté
qgue chez les WT. L'inactivation plus lente des canaux Ic,. dans le modéle KO Trd du Dr.
Isabelle Marty pourrait étre a |'origine de ce défaut de réponse B-adrénergique (nceud
sinusal, conduction) (Vinogradova et al. (2006)).

Nous établissons pour la premiére fois grace a nos travaux la survenue d’arythmies
cardiaques dans I'IM lors de la stimulation B-adrénergique en |'absence de la triadine.
L'allongement de l'intervalle QT, présent également chez KO PMI, favorise la survenue
d’arythmies, comme les torsades de pointe présentes dans les syndromes du QT long
(Trinkley, Page, Lien, Yamanouye, and Tisdale (2013)). Dans les myocytes ventriculaires, la
stimulation des récepteurs B-AR avec I'lso accroit la libération du Ca** du RS et de sa charge.
Il est intéressant que seule la stimulation B-adrénergique altere les intervalles d’ECG des
modeles KO et KO PMI. Il est possible que les LTTC situés en dehors des dyades possedent
des propriétés d’ouverture différentes et /ou que ces canaux participent au PA que sous
I'effet de I'lso et que leur inactivation plus lente participe au prolongement du PA (Chopra et
al. (2009)).

Par son interaction avec RyR2 et la HRC, la triadine participe a ’'homéostasie calcique au
sein du cardiomyocyte lors du CEC. Cette homéostasie calcique participe également a la
régulation du potentiel d’action et son altération va favoriser un PA plus long donc pro-
arythmogéne, comme dans I'IC cardiaque (Sipido, Stankovicova, Flameng, Vanhaecke, and
Verdonck (1998)). L’accroissement de l'activité d’lca, par I'inactivation plus lente de ce

courant, peut étre a I'origine de la survenue d’arythmies dans notre modele KO PMI par
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I'allongement du PA. C'est un mécanisme retrouvé dans le syndrome du QT long (Sims et al.
(2008)).

Nos résultats montrent que la délétion de la triadine altére I'inactivation du courant Ic,,.
Deux mécanismes pourraient y participer : la structure des dyades et 'homéostasie calcique.

En premier lieu, les membranes des dyades des cardiomyocytes des KO auraient une
architecture altérée comme dans le modéle KO de Pérez (Chopra et al (2009)). Celle-ci
entraine une réduction de la colocalisation des LTTC avec RyR2. Cela réduirait I'inactivation
des LTCC par le Ca** libéré par le RS (Adachi-Akahane, Cleemann, and Morad (1996)). Ce
défaut de colocalisation pourrait également apparaitre dans le modele KO du Dr. Isabelle
Marty par le développement d’une hypertrophie. Cette délocalisation peut étre aussi
présente si la structure des tubules-T est altérée dans les cardiomyocytes de le modele KO
du Dr. Isabelle Marty (Brette, Salle, and Orchard (2004)) . Pour confirmer cette hypothese, il
serait intéressant d’utiliser la technique présente dans I'article de Crocini paru cette année
qui permet de détecter le couplage entre les tubules-T et RyR2 (Crocini et al (2014)). On ne
peut pas oublier que cette inactivation lente du courant Ic,. est la méme chez les KO avant et
apres IM. Donc I'hypothese de I'hypertrophie comme cause de la délocalisation des LTTC et

RyR2 ne peut étre retenue mais les autres possibilités restent possibles.

L’inactivation du canal LTCC dans le temps dépend principalement du Ca*'lui-méme et
donc de ’lhoméostasie calcique intracellulaire au sein du cardiomyocyte. Il est vrai que le
Ca®" sortant du RS est le mécanisme le plus effectif pour l'inactivation d’lc,. (Kubalova
(2003). Ainsi l'inactivation plus lente du courant e, présente dans le modele KO du Dr.
Isabelle Marty pourrait avoir les mémes mécanismes que le modéle KO Trd de Pérez : une
fraction de Ca®'libérée du RS plus faible (Chopra et al (2009)). Elle pourrait étre le résultat
d’une charge du RS plus faible par une inhibition de SERCA2a (Masaki et al. (1998)). D’autres
possibilités existent pour expliquer ce phénomeéne : une augmentation du mode 2 de
facilitation du courant Ic, (Hess, Lansman, and Tsien (1984)), un changement dans la
composition des sous-unités du canal favorisant la facilitation du courant Ic,. (Dai, Klugbauer,
Zong, Seisenberger, and Hofmann (1999)) ou encore une facilitation médiée par la CaMKI|
(Wu, Dzhura, Colbran, and Anderson (2001)) ou la PKA (pour revue : Weiss, Oz, Benmocha,
and Dascal (2013)). Si les cardiomyocytes des KO présentent de base des altérations sur son

courant I, elle n’influence en aucun cas son PA de base. Des mécanismes de compensation
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ont pu étre mis en place pour pallier cette dysfonction et surtout |’'absence de modifications
des courants potassiques permet de masquer cette altération.

Les modifications de PA observés sur les modeles PMI peuvent étre imputées aux
modifications de leurs courants calciques mais ne sont pas l'origine du déclenchement
d’arythmies. Seuls les KO ont une altération de leur courant Ic,.. L'augmentation du PA chez
les WT PMI ne peut étre due ni au courant lc; ni aux courants potassiques. D’autres
mécanismes peuvent intervenir dans le prolongement du PA: I'activité de SERCA2a. Son
inhibition par des molécules pharmacologiques prolonge le PA (Noble et al (2014)).
L'inhibition de NCX par des agents pharmacologiques a les mémes effets (Bourgonje et al.
(2013). Dans notre cas, cette augmentation de la durée du PA, par la diminution de I'activité
de SERCA2a et/ou NCX est insuffisante pour observer le déclenchement chez les WT PIM. Les
KO PMI doivent avoir d’autres dysfonctions additionnées au prolongement du PA pour
déclencher des arythmies. En effet, ce modéle posséde un potentiel de membrane au repos
plus élevée. Ce potentiel de membrane au repos dépend de la composition ionique
intracellulaire. Nous observons une plus grande quantité de Ca*" entrant dans la cellule des
KO PMI a des potentiels de membrane inférieurs a 40mV. Cette augmentation de la
concentration calcique intracellulaire pourrait contribuer a I'augmentation de notre
potentiel de membrane (Crocini et al (2014) ; Noble et al (2013)). Il est également admis
dans la littérature que la survenue de sparks intervient dans le controle de ce potentiel de
membrane au repos comme dans la survenue d’arythmies (Crocini et al. (2014); Bers
(2014)).

Nous avons donc étudié dans le modele KO du Dr. Isabelle Marty la survenue des sparks
(Chang et al. (1993)). Nos résultats caractérisent un défaut d’activité de RyR2 par un défaut
de survenue des sparks. Des modifications des propriétés intrinseques de RyR2 peuvent en
étre a l'origine. En effet, une mauvaise orientation du complexe (Oddoux et al. (2012))
comme un défaut de sensibilité au Ca** par I'absence d’une de ses protéines régulatrices
(Kucerova et al. (2012)) peut affecter la probabilité d’ouverture de RyR2. Le mécanisme peut
étre amplifié chez les KO PIM avec la détubulation des cardiomyocytes caractéristique des
modeéles insuffisants (C. Zhang et al. (2014)). Cette altération de la structure des tubules-T
comme le défaut d’activité de RyR2 peut également contribuer a l'allongement de
I'inactivation du courant Ic;. du modele KO du Dr. Isabelle Marty. Les propriétés de RyR2

sont fortement affectées par le ca* présent dans le RS. La mesure de cette charge par le
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systeme lonoptix va nous permettre de préciser ’lhoméostasie calcique dans nos modeles
pour identifier les origines de la dysfonction de RyR2, canal clé du CEC et du maintien de la
fonction cardiaque.

Toutes les particularités découvertes dans nos modeles KO PMI durant nos travaux
pourraient les rendre plus sensibles a la genese des arythmies.

Si les KO PMI déclenchent des arythmies au contraire des KO d’autres éléments peuvent
intervenir indépendamment du Ca®*: la fibrose (Burstein et al. (2099). Une modification de
la connexine 43, caractéristique du remodelage post-IM, est également un facteur de
survenue d’arythmies (O’Quinn et al. (2011)). Ces éléments restent a étudier pour
déterminer pourquoi les KO PMI déclenchent des arythmies au contraire des KO et ainsi on
établira que la présence de la triadine a un réle bénéfique dans le remodelage post-IM.

L'observation du remodelage électrophysiologique des courants ioniques, nous a permis
de mettre en évidence une absence de modifications des courants potassiques dans les
cardiomyocytes d’un coeur post- IM. Ce n’est pas habituel car il est établi que I'lM a des
conséquences sur ces courants (Kaprielian et al., 2002 ; Huang et al., 2000 ; Aimond et al.,
1999) ou I'IC (Beuckelmann et al.,, 1993 ; Pogwizd et al., 2001). Ces modifications sont
absentes car I'IM est fait assez bas et serait donc trop petit pour provoquer une altération
des canaux potassiques. Il peut étre également envisagée que notre modele n’est pas assez
avancé vers I'lIC pour voir des modifications de ce type. Cette absence de modifications de
ces canaux nous indiquent qu’ils nont aucun réle dans nos modeles PMI dans I'allongement
du PA et dans le modéle KO PMI pour la survenue d’arythmies (Salama, Baker, Wolk,

Barhanin, and London (2009) ; Sims et al. (2008)).

Nous ne pouvons pas a I’heure actuelle trancher sur le role de la triadine dans le
remodelage post-IM, méme si nos résultats le laissent présager ainsi que les données
bibliographiques. En effet, RyR2 a un rdle dans le remodelage hypertrophique post-IM par
les fuites du calcium du RS en diastole (Fauconnier et al. (2010)). Il ne faut pas occulter le
réle du Ca®* des LTCC, dont I’activité est altérée dans le modéle KO du Dr. Isabelle Marty,
qui active des voies hypertrophiques comme la voie CaN/NFAT (Makarewich et al. (2012)).
Grace a nos travaux nous établissons pour la premiere fois la survenue d’arythmies

cardiaques dans I'lM lors de la stimulation B-adrénergique en I’absence de la triadine.
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Perspectives

Les résultats présentés dans ce mémoire indiquent que la triadine est une protéine
essentielle a la réponse adaptative du coeur a un stress. En effet, lors d’une surcharge de
pression (TAC) ou d’une diffusion de catécholamines en mini-pompes en sous-cutanée
comme une insuffisance cardiaque chronique (IM), sa présence prévient un remodelage
délétere du ceeur.

Ainsi, on peut envisager au vu de nos résultats, I'utilisation de I'adénovirus AAV9 CT1 du
Dr. Isabelle Marty, comme dans le cas de SERCA2a, en thérapie génique pour rétablir
I’expression de la protéine lors de I'IC pour améliorer le remodelage et la fonction cardiaque.

Pour confirmer totalement le rdle anti- trophique de la triadine, il conviendrait d’utiliser
des cultures primaires de cardiomyocytes de rats nouveau-nés ou des cardiomyocytes
adultes infectés par un adénovirus triadine exprimant ou inhibant la triadine. Afin
d’identifier plus précisément son influence dans la réponse cardiaque a un facteur
mécanique comme dans nos modeéles de TAC et IM, on pourrait utiliser le systeme Flexcell
avec les mémes modeles cellulaires cités précédemment.

L’équipe de Knollmann, qui a étudié également le modele de KO Trd de Pérez, remarque
gu’avec le vieillissement le modele développe une cardiomyopathie dilatée caractérisée par
une bradycardie, le déclenchement d’arythmies sous catécholamines,... Il serait intéressant
de savoir si comme dans le cas de I'lC, I'expression de la triadine diminue avec I'dge. Notre
modele pourrait alors étre étudié pour déterminer les mécanismes de détérioration de la
fonction cardiaque au cours du vieillissement.

La délétion du géne TRDN étant présente dans I'ensemble du modele KO Trd du Dr.
Isabelle Marty, il pourrait étre utilisé dans d’autres domaines que le cardio-vasculaire et le
musculaire. En effet, elle se trouverait également exprimée dans |I'"hippocampe du cerveau
murin (Li C. et al. (2011)). En étant une protéine partenaire du récepteur de la ryanodine,
canal ubiquitaire, il est envisageable de I'identifier dans d’autres tissus.

Aussi, d’apres des études préliminaires réalisées au sein de notre laboratoire ainsi que
d’apres des observations rapportées par le Docteur Isabelle Marty, la triadine pourrait
également intervenir dans la réponse métabolique de I'organisme. Cela montrerait pour la

premiere fois I'implication d’une autre protéine du cycle calcique dans cette réponse méme
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si la junctine, sa protéine homologue, est évoquée pour son intervention dans le

développement de la cardiomyopathie diabétique (Yildirim SS. et al. (2013)).
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Ephrin-B1 Is a Novel Specific Component of the Lateral
Membrane of the Cardiomyocyte and Is Essential for the
Stability of Cardiac Tissue Architecture Cohesion

Gaél Genet,* Céline Guilbeau-Frugier,* Benjamin Honton, Etienne Dague, Michael D. Schneider,
Christelle Coatrieux, Denis Calise, Christelle Cardin, Cécile Nieto, Bruno Payré, Caroline Dubroca,
Pauline Marck, Christophe Heymes, Alexandre Dubrac, Dina Arvanitis, Fabien Despas,
Marie-Frangoise Altié, Marie-Hélene Seguelas, Marie-Bernadette Delisle, Alice Davy,
Jean-Michel Sénard, Atul Pathak, Céline Galés

Rationale: Cardiac tissue cohesion relying on highly ordered cardiomyocytes (CM) interactions is critical because
most cardiomyopathies are associated with tissue remodeling and architecture alterations.

Objective: Eph/ephrin system constitutes a ubiquitous system coordinating cellular communications which
recently emerged as a major regulator in adult organs. We examined if eph/ephrin could participate in cardiac
tissue cyto-organization.

Methods and Results: We reported the expression of cardiac ephrin-B1 in both endothelial cells and for the first
time in CMs where ephrin-B1 localized specifically at the lateral membrane. Ephrin-B1 knock-out (KO) mice
progressively developed cardiac tissue disorganization with loss of adult CM rod-shape and sarcomeric and
intercalated disk structural disorganization confirmed in CM-specific ephrin-B1 KO mice. CMs lateral
membrane exhibited abnormal structure by electron microscopy and notably increased stiffness by atomic force
microscopy. In wild-type CMs, ephrin-B1 interacted with claudin-5/Z0-1 complex at the lateral membrane,
whereas the complex disappeared in KO/CM-specific ephrin-B1 KO mice. Ephrin-B1 deficiency resulted in
decreased mRNA expression of CM basement membrane components and disorganized fibrillar collagen matrix,
independently of classical integrin/dystroglycan system. KO/CM-specific ephrin-B1 KO mice exhibited increased
left ventricle diameter and delayed atrioventricular conduction. Under pressure overload stress, KO mice were
prone to death and exhibited striking tissue disorganization. Finally, failing CMs displayed downregulated
ephrin-B1/claudin-5 gene expression linearly related to the ejection fraction.

Conclusions: Ephrin-B1 is necessary for cardiac tissue architecture cohesion by stabilizing the adult CM
morphology through regulation of its lateral membrane. Because decreased ephrin-B1 is associated with
molecular/functional cardiac defects, it could represent a new actor in the transition toward heart failure. (Circ
Res. 2012;110:688-700.)

Key Words: cardiomyocyte m extracellular matrix m lateral membrane m cardiac tissue m architecture m heart failure

he heart constitutes a particular compact organ relying on
strong tissue architecture cohesion and tight cellular
interactions that ensure both mechanical and electrochemical
coupling. Thus, most cardiopathies are associated with car-
diac tissue remodeling and with alterations in architecture
involved in disease progression toward heart failure (HF).

Despite considerable advances in the field and development
of effective drugs, HF still remains a prevalent condition
associated with high morbidity and mortality rates. This could
be in part explained by still imperfect knowledge of molec-
ular basis at the origin of HF. In fact, to date, most research
has focused on cardiomyocyte (CM) contractile dysfunction
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but has essentially ignored the importance of modifications in
CM interactions with their environment in the cardiac tissue.
Thus, a thorough analysis of CM interactions involved in the
stability of cardiac tissue architecture may help in the
identification of new potential therapeutic targets for preven-
tion and treatment of cardiac remodeling leading to HF.

Functional adult CMs are organized within the tissue
through both cell-cell interactions involving end-to-end con-
tacts via the intercalated disk (ID) and cell-matrix interac-
tions through receptors localized along the sarcolemma.
Together, these structures control connections of contractile
myofilaments to the plasma membrane of the CM and have
garnered attention due to their involvement in cardiac dis-
eases.!? Despite numerous junctions present at the ID have
been well characterized,? little is known regarding the mo-
lecular nature of lateral membrane components. To date, only
integrin and sarcoglycan systems specifically connecting
contractile apparatus of the CM to the extracellular matrix
(ECM) have been described.*>

Eph receptor tyrosine kinases and their membrane-bound
ligands ephrins form an essential intercellular communication
system associated with cytoskeleton regulations.® In the last
few years, the role of Eph/ephrin system has been extensively
investigated mainly in developing tissues, including the
central nervous and vascular systems. Eph/ephrins have been
implicated in various processes including neuronal network
formation, guidance of migrating cells, and axonal pathfind-
ing but also in the regulation of angiogenesis.”®# More
recently, Eph/ephrins have been shown to be major actors in
the pathophysiology of cancer.® So far, little is known
regarding their putative roles in adult tissue but they have
been reported to participate in modulation of bone remodel-
ing!® and insulin secretion.!! Finally, their role in the control
of cell-cell interactions has been underlined in kidney'? and
crystalline lens'* emphasizing the importance of ephrin sys-
tem in maintaining tissue architecture.

A role for EphA3 receptor has been identified in heart
development and morphogenesis at the embryonic stage.!'4
Only a descriptive study reported the Eph/ephrin system
expression in adult mouse heart ventricles and investigated
the role of EphB4 on the contraction synchronization in fetal
CMs. !5 Mutations in the ephrin-B1 gene in humans have been
associated with cranio frontonasal syndrome, which is char-
acterized by craniofacial dysmorphies with some of the
mutations associated also with cardiomyopathy.'® Moreover,
several studies have reported specific ephrin-B1 regulation of
cellular junctions such as gap junctions,!” tight junctions,'s
and also ECM receptors.!”2° All of these junctions are
important regulators for cell and tissue cohesion and are
altered in different models of cardiomyopathy. Thus, we
decided to explore the potential cardiac role of ephrin-B1.

In the present study, using an ephrin-B1 knock-out (KO)
mouse model (efub! ’"), we identified ephrin-B1 as a new
structural protein specific for the lateral membrane of the CM
involved in adult cardiac tissue architecture stabilization.
Using a wide array of approaches from light and electron
microscopy, atomic force microscopy, and biochemical mea-
surements to in vivo functional assays, we show that the lack
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Non-standard Abbreviations and Acronyms
AAB  ascendant aortic banding

CM cardiomyocyte

EC endothelial cell

ECM  extracellular matrix

HF heart failure

I-B4  isolectine-B4

ID intercalated disk

KO knock-out

WGA wheat germ agglutinin

WT  wild-type

of ephrin-B1 leads to cardiac tissue alterations that may
predispose to pathological responses under cardiac stress.

Methods

An expanded Methods section is provided in the Online Supplement.

Statistical Analysis

All data represent the mean=SEM of 3 to 10 independent experi-
ments as indicated. Statistical significance of the data were assessed
using unpaired 2-tailed Student r-test (¥*P<<0.05, **P<0.01,
*##%P<(0.001, nonsignificant). In some cases, Chi square test was
used instead (Kaplan-Meier curves).

Results

Ephrin-B1 Is Largely Expressed in Cardiac
Muscle and Is Specific of the Endothelial Cell and
the Lateral Membrane of the Mature Adult CM
We first assessed the expression of ephrin-B1 in adult heart
from wild-type (WT) mice. Western blot analysis revealed
abundant and specific expression of ephrin-B1 in whole
cardiac tissue extracts (Figure 1A). Fluorescence imaging of
heart cryosections revealed that ephrin-B1 was expressed in
all heart compartments (left and right ventricles, septum; not
shown). Cell membrane wheat germ agglutinin (WGA)
costaining showed that the protein was specifically expressed
at the lateral membrane of CMs with no expression in the ID
(Figure 1B and 1C). Similar pattern of ephrin-B1 expression
was obtained in CMs from adult rat cardiac tissue (Online
Figure TA). Beside CM staining, ephrin-B1 was also detected
in endothelial cells (ECs) as previously described,'> from
both micro and macrovasculature as demonstrated by colo-
calization with isolectin-B4, a specific EC marker (Figure 1
B-C). Both CM and EC staining were completely lost in KO
mice demonstrating the specificity for ephrin-B1 cardiac
expression and localization (Figure 1B). Compartmentaliza-
tions of ephrin-B1 at both lateral membrane of CMs and ECs
were further confirmed by immunogold electron microscopy
(Figure 1D). Interestingly, ephrin-B1 localization in the CM
was regulated during postnatal myocardial maturation period
(3 weeks). Indeed, ephrin-B1 was totally absent from the
lateral membrane of the CM the first postnatal days when it
was only expressed in the nucleus (Online Figure IA),
whereas its expression at the lateral membrane correlated
with the final adult CM maturation step, most likely indicat-
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ing a specific role of this protein after birth in the lateral
membrane of the mature CM. By opposition, ephrin-Bl
expression/localization in adult ECs was already detected in
ECs immediately after birth (Online Figure IB).

Ephrin-B1 Knockdown Disrupts Cardiac Tissue
Architecture Cohesion and CM Morphology

To understand the role of ephrin-B1 in the mature CM, we
analyzed the cardiac phenotype of the general ephrin-B1 KO
mice that were previously described.?! We first undertook a
histological analysis using H&E staining of cardiac tissue
from WT and KO mice at different development stages (3
weeks and 2 months). Three weeks after birth, there was no
evidence for cardiac tissue modification in KO mice com-
pared with WT (Figure 2A, upper). However, at 2 months of
age, in contrast to WT hearts characterized by a tight and
strong cohesion between CMs, disorganization of CMs with a
“wavy” aspect could be visualized randomly in all heart
compartments (septum, right and left ventricle) from KO
mice (Figure 2A, middle) with some CMs exhibiting whorled
appearance (Figure 2A, lower). These changes were detected
in all KO mice but presented focal distribution within the
tissue. Thus, ephrin-B1 KO mice developed progressive
alteration of the cardiac tissue architecture that correlated
with the timing of ephrin-B1 lateral membrane expression in
the mature adult CM from WT animals. Morphometric
analysis of cell membranes by WGA-staining further con-
firmed modification of CMs morphology that lost their
hallmark rod-shape (Figure 2B). Quantification studies dem-
onstrated significant decrease in cross-sectional area of CMs
from KO mice in fixated cardiac tissue (Figure 2C) with no
difference in cell density (WT: 10.6+0.7 CMs per mm?; KO:
11.3+1.1 CMs cells per mm?). In agreement with tissue
observations, isolated adult KO CMs displayed a significantly
reduced short axis while increasing their long axis compared
with WT (Figure 2D). Even though KO mice displayed CMs

Figure 1. Localization of ephrin-B1 in
the wild-type (WT) mouse heart. A,
Western blot analysis of ephrin-B1 pro-
tein levels in cardiac tissue from
2-month-old WT mice. Ephrin-B1 cannot
be detected in ephrin-B1 knock-out (KO)
mice. GAPDH expression was used as
reference. B, Immunofluorescence (IF)
localization of ephrin-B1 in hearts from
2-month-old WT and KO mice at the
plasma membrane of (1) cardiomyocytes
(CMs) and (2) micro- and (3) macrovas-
culature. Specific ephrin-B1 staining is
lost in KO mice. C, IF colocalization of
ephrin-B1 with CMs lateral membrane
and with endothelial cells (ECs) as shown
by wheat germ agglutinin (WGA) (C,
upper) and Isolectin-B4 (I-B4) (C, lower)
staining respectively in WT mice.
Ephrin-B1 is absent from the intercalated
disk (C, upper, inset). D, Ephrin-B1
immunogold labeling confirmed its local-
ization all along the CM lateral mem-
brane (left) and in EC (right). Bars:

20 pm (B and C), 5 um (C, upper,
inset), 1 um (D).

morphology abnormalities, this was not correlated with de-
velopment of cardiac fibrosis (Online Figure IIA). Aberrant
cell differentiation during heart development could not ac-
count for morphological CM changes in KO mice, because all
3-week-old mice exhibited mature rod-shape CMs and tissue
alterations were evident only 2 months after birth. It is
noteworthy that despite broad expression of ephrin-B1 in the
cardiac capillary network, 2-month-old KO mice showed no
changes in capillary density as quantified by isolectin-B4
ECs-staining (Online Figure IIB) nor evidence for myocardial
necrosis or inflammation as visualized on H&E staining, thus
demonstrating integrity and functionality of the cardiac vas-
culature. Altogether, these results supported a role for
ephrin-B1 in the maintenance of adult cardiac tissue archi-
tecture essentially by controlling CMs morphology.

Ephrin-B1 Regulates Lateral Membrane
Structure, Nanomechanical Properties, and
Molecular Composition of the Cardiomyocyte
Given the specific expression of ephrin-B1 at the lateral
membrane of the CM, we questioned whether disturbance of
the lateral membrane accounted for the abnormal CM mor-
phology in KO mice. Electron microscopy revealed signifi-
cant structural alterations of the lateral junction characterized
by an abnormal nonlinear appearance compared with WT
mice (Figure 3A). To rule out contribution of other cardiac
cell types in the CM phenotype, we generated a CM-specific
ephrin-B1 KO mice (cKO) (Online Figure III). In cKO mice,
we confirmed lateral membrane disorganization of the CM
(Online Figure IVA). In correlation with the alteration of the
CM lateral membrane structure, atomic force microscopy
study revealed a significant 3-fold increase of young modulus
(elasticity) in CMs from KO mice ranging from 35.5+6.4
kPa to 62.4%13.1 kPa compared with 12.5+1.3 kPa to
21.3%3.6 kPa in WT mice (Figure 3B), thus indicating that
the lack of ephrin-B1 in the CM increased the stiffness of the
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Figure 2. Progressive cardiac tissue architecture disarray and adult cardiomyocyte (CM) morphology alteration in ephrin-B1
knock-out (KO) mice. A, H&E staining of cardiac tissue from 3-week- and 2-month—old mice showed cardiac tissue disarray in KO
mice starting at 2 months of age. B, Wheat germ agglutinin (WGA)-immunofluorescence (IF) staining highlighted loss of rod-shape mor-
phology of CMs in KO mice at 2 months of age. C, CMs area from 2-month-old mice were measured on WGA-stained heart sections
and showed significant decrease of cross-sectional area of CMs from KO mice (n=3-5 per mice lineage group, 50-60 CMs per
mouse). D, CMs isolated from 2-month-old KO mice displayed a long axis increase and short axis decrease. (n=2 mice per lineage
group, 150-180 CMs per mouse.) Scale bars: 50 um (A and B), 15 um (B, insets), 100 um (D). LV indicates left ventricular; WT,

wild-type.

lateral membrane. It must be noticed that the repartition of
young modulus was very homogeneous throughout the lateral
membrane of WT CMs, although it showed high heterogene-
ity in KO CMs as represented by the larger distribution of
young modulus frequency (Figure 3B, lower panels), most
probably reflecting different levels of morphology modifica-
tions at the lateral membrane surface.

To understand the molecular basis accounting for this
phenotype and given the interaction of the lateral membrane
of the CM with the ECM, CM-matrix interactions predomi-
nantly regulated by integrin- and dystroglycan-based com-
plexes were first analyzed. We found that localization (Online
Figure VA) and expression (Online Figure VB) of both
Bl-integrin and [-sarcoglycan/a-dystroglycan (glycosyla-
tion) complex along the plasma membrane were unchanged
in hearts from KO mice compared to WT as shown by
immunofluorescence and immunoblot staining respectively,
thus demonstrating regular and functional CM-matrix junc-
tion complexes in the absence of ephrin-B1. We looked then
at the tight junction transmembrane protein claudin-5, a

specific endothelial cell tight junction component, which was
previously localized at the lateral membrane of the CM and
whose downregulation correlated with similar modification
of lateral membrane structure in mice models of cardiomy-
opathy to that observed in ephrin-B1 KO mice.?> We con-
firmed the presence of claudin-5 in the microcirculation and
along the lateral membrane of CMs in control hearts (Figure
3C; Online Figure IVB) and did not detect any labeling in the
ID. Specific expression of claudin-5 at the lateral membrane
of the CM was more readily detectable in rat heart (Online
Figure VC). By contrast, claudin-5 was completely absent
from the lateral membrane in both general and conditional
ephrin-B1 KO mice (Figure 3C and Online Figure IVB) and
showed specific downregulation as revealed by the signifi-
cant decrease in protein (Figure 3D), and gene expression
level (Figure 3E), thus suggesting specific regulation of
claudin-5 by ephrin-B1. Similarly, the intracellular scaffold-
ing claudin-associated—protein ZO-1, which was detected at
both lateral membrane and ID in CMs from control hearts
(Figure 3C, left panel, and Online Figure IVC), disappeared
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Figure 3. Ephrin-B1 stabilizes the lateral membrane structure, stiffness and molecular composition of the cardiomyocyte (CM). A,
Electron microscopy shows high disorganization of the lateral membrane in CMs from knock-out (KO) mice. B, (Upper panel) Representative
single indentation curve (plain line) from atomic force microscopy (AFM) studies performed on wild-type (WT) (blue, n=3 mice, 4 CMs per
mouse, 470 total curves) or KO (red, n=3 mice, 4 CMs per mouse, 528 total curves) living CMs. In both cases, the Hertz model (dotted line)
fitted quite well with experiment. (Lower panel) Distribution of the young modulus (elasticity) was homogeneous in WT CMs whereas KO
mice exhibited a high standard deviation (larger E distribution). C, Immunofluorescence analysis revealed that ephrin-B1 KO mice lost
claudin-5 and ZO-1 proteins localization at the lateral membrane of CMs while delocalizing in the ID and showed (D) specific downregulation
of claudin-5 protein expression (n=6-7 per mice lineage group) and (E) gene expression (n=6 per mice lineage group; ns) as assessed by
Western blot and gPCR analysis respectively. F, Ephrin-B1 immunoprecipitation experiments (IP+) followed by Western blot analysis on iso-
lated CMs demonstrated the existence of complexes between ephrin-B1, claudin-5, and ZO-1 in WT mice as indicated. Note the lack of
ephrin-B1, ZO-1, or claudin-5 immunodetection in KO mice. (IP—), control IP experiments performed in the absence of ephrin-B1 antibody.
G, BRET experiments in HEK-293T cells showed specific direct interaction between ephrin-B1 and claudin-5 compared with controls (soluble
GFP2 or a2A-adrenergic transmembrane receptor) (n=3). Scale bars: 1 um (A), 50 um (C), 25 um (C, insets).

from the lateral junction in KO and cKO mice (Figure 3C and
Online Figure IVC). However, ZO-1 further accumulated in
the ID as evidenced by the significant increase in ZO-1
fluorescent staining (Figure 3C, WT: 112.0£6.2 fluores-
cence/pixel> KO: 138.3+8.2 fluorescence/pixel®, means+
SEM, P<<0.05). Relocalization of ZO-1 was further supported
by the lack of modification of ZO-1 protein (Figure 3D) and
gene expression (Figure 3E). Altogether, these results sup-
ported a role for ephrin-B1 in the stabilization of claudin-5/

Z0-1 junctional complex at the lateral membrane of the CM.
The regulation of claudin-5 by ephrin-B1 at the lateral
membrane most likely relates to a direct mechanism because
both claudin-5 and its ZO-1 partner were found associated
with ephrin-B1 in isolated CMs as shown by coimmunopre-
cipitation (Figure 3F) and claudin-5 could directly interact
with ephrin-B1 in BRET experiments (Figure 3G). Specific
destabilization of claudin-5/Z0O-1 complex in ephrin-B1 KO
mice most likely preceded and initiated the lateral membrane
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Figure 4. Extracellular matrix defects in
ephrin-B1 2-month-old knock-out (KO) mice. A,
Electron micrographs of interstitial space between
lateral membrane of 2 cardiomyocytes (CMs) from
wild-type (WT) and KO mice. Note high basement
membrane disarray (left, arrowheads) and fibrillar
collagens (right, arrows) and nonfibrillar protein
deposit (asterisks) disorganization in KO mice. B,
Comparative qPCR analysis revealed significant
decrease of MRNA expression levels of proteins
from basement membrane, interstitial extracellular
matrix (ECM; fibrillar collagens), and ECM degra-
dation system (matrix metalloproteinases [MMPs]),
tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) in
total RNA extracts from isolated CMs from KO
mice. (h=6-10 per mice lineage group). Scale
bars: 0.2 um (A).

Basement membrane

Fibrillar
collagens

ECM degradation

disorganization of the CM. Indeed, lack of claudin-5 at the
lateral membrane was evident in all CMs from 2-month-old
KO mice, whereas modification of their lateral membrane
structure was only focal at same age. It follows that ephrin-B1
may regulate the morphology of the CM by controlling lateral
membrane structure, probably through its interaction with the
specific adhesion protein claudin-5.

Ephrin-B1 Knockdown Impairs Basement
Membrane of the CM and Fibrillar

Collagens Organization

Because CMs are anchored to the ECM through their lateral
membrane and ephrin-B1 KO mice exhibited structural alter-
ation of the lateral membrane, we examined the morphology
of cardiac ECM from KO and WT mice by electron micros-
copy. In contrast to the well-organized pattern in WT, the
basement membrane and the fibrillar collagen bundles were
highly disorganized in the KO mice (Figure 4A) as well as in
cKO mice (Online Figure IVD), most likely indicating
destabilization of the overall ECM structure. Interstitial space
separating 2 adjacent CMs was irregular in all ephrin-B1
KO/cKO mice (Figure 4A, Online Figure IVD). These
modifications correlated well with those of the lateral mem-
brane as they are detectable only in CMs showing high levels
of lateral membrane defects. Abnormalities of the ECM
structure observed in KO mice most likely related to an
impairment of expression of all ECM components/regulators
by the CM because their expression levels were all dramati-

cally reduced as measured by quantitative qPCR (Figure 4B).
However, the reduced expression of interstitial fibrillar col-
lagens and degradation ECM system by the CM did not
impact their expression in the whole cardiac tissue (Online
Figure VI). This most probably related to the contribution of
the other cardiac cells in the synthesis of the ECM compo-
nents. In agreement with these observations, we didn’t notice
any modifications of cardiac collagen I and III levels between
WT and KO mice as previously indicated (Online Figure
ITA). By contrast, basement membrane components of the
CM are specific for the myocyte cell only. Given the
importance of the basement membrane in controlling cell
morphology, these results suggest that ephrin-B1 maintains
lateral membrane morphology of the adult CM by a new
mechanism involving regulation of its interaction with the
basement membrane. This specific CM—matrix interaction
underlies a novel role in the stabilization and organization of
the cardiac ECM.

Ephrin-B1 Knockdown Results in Abnormal

Intercalated Disk and Sarcomeric Structure

Because lateral membrane of the CM is directly connected at
both end to the ID that anchors myofilaments, we next
examined whether modifications of the lateral membrane in
these mice impacted on the different cell-cell junctions of the
ID and the sarcomeric apparatus. In opposition to WT mice
characterized by ID-components from adherent junction (N-
cadherin), desmosomes (desmoplakin 1/2), and gap junctions
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Figure 5. Ephrin-B1 knock-out (KO) mice exhibited disorganized intercalated disk (ID) and sarcomeres. A, Inmunofluorescence
localization of adherent junction (N-cadherin, upper), desmosomes (desmoplakin 1/2, middle), and gap junction (connexin 43, lower) in
heart sections from 2-month-old mice revealed an irregular dot-spot localization of the proteins along the ID in KO mice. B, Distortion
of ID ultrastructure could be observed in KO mice (inset highlights simplistic representation of ID morphology). C, Immunofluorescence
staining of myofilaments (Rhodamine-phalloidin) or Z-lines (a-actinin) in heart cryosections from 2-month-old mice indicated myofibrils
and Z-lines misalignment in KO mice correlating (D) with downregulation of a-actinin protein expression as shown by Western blot
analysis in whole cardiac tissue extracts. No modification of total actin levels was detected (n=6-7 per mice lineage group). E, Ultra-
structure of sarcomeres showed loss of | band (wild-type [WT], arrowheads), misalignment of both myofibrils and sarcomeres in KO
mice (inset highlights simplistic representation of Z-lines organization). Scale bars: 30 um (A), 5 um (A, insets) 0.5 um (B), 10 um (C),
3 um (C, inset), 2 um (E), 0.75 um (E inset). WGA indicates wheat germ agglutinin.

(connexin-43) regularly organized along the ID (Figure 5A),
these proteins demonstrated a significant spatial disorganiza-
tion in the KO mice showing irregular spread dots labeling
along a wider ID with no modification of their expression
levels (Online Figure VIIA-VIIC). These modifications most
likely emanated from ultrastructural alterations of the ID as
shown by the higher degree of circumvolution of the ID in
electron micrographs from KO hearts (Figure 5B). Beside
abnormal ID structure, there was not clear modification of the
ID space between CMs from WT and KO mice (Online
Figure VIID) nor apparent disorganization in the electron-
dense structures associated with the ID or in the myofila-

ments attachments at these locations. Generally, alteration of
proteins directly participating in ID structure influences
expression of other ID components.?*> Thus, modification of
ID morphology without any modulation of associated junc-
tional components most likely indicates an indirect conse-
quence of ephrin-B1 deletion linked to the lateral membrane
destructuration.

Ephrin-B1 deficient CMs displayed misalignment of both
their myofibrils as indicated by rhodamine-phalloidin stain-
ing (Figure 5C, upper panels) despite no change in the total
amount of Pan-actin (Figure 5D). In correlation with myofi-
brils structure defects, a-actinin staining also revealed Z-lines
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misalignment (Figure 5C, lower panels) associated with
significant loss of a-actinin expression (Figure 5D). These
changes were detected in all 2-month-old KO mice but still
exhibited focal localization within the heart tissue most likely
reflecting an indirect consequence of ephrin-B1 deletion at
the lateral membrane. Similar Z-lines misalignment was
reported in mice models with deletion of intermediate fila-
ment desmin or desmin-associated proteins.>*>> However
ephrin-B1 KO phenotype is unlikely to be related to desmin
deregulation because desmin expression and attachment to
Z-lines was preserved (Online Figure VIIIA and VIIIB).
Finally, despite structural changes in the myofilaments in KO
mice, we did not observe any modification of microtubule
networks as indicated by similar expression and distribution
of tubulin in CMs from WT and KO mice (Online Figure
VIIC and VIIID). Electron microscopy confirmed structural
sarcomeric disorganization that could account for disruption
of myofibrillar organization (Figure 5E). Indeed, KO mice
exhibited high heterogeneity of their sarcomeres morphology
(Online Figure VIIIE-VIIIG) together with a lack of actin-
enriched I-bands in all sarcomeres (Figure 5E) despite no
modification of total actin expression (Figure 5D), most
likely indicated relaxed aspect of the sarcomere. Similar
ultrastructural abnormalities of sarcomeric apparatus have
been observed in the cKO mice (Online Figure IVE). Again,
modification of sarcomeric structure of CMs from KO mice
without major modification of its integrity more probably
related to indirect consequences of the deletion of ephrin-B1
rather than a direct role of this protein in the contractile
apparatus per se.

Ephrin-B1 Knockdown Results in Left Ventricle
Chamber Dilation and Cardiac Electric
Conduction Impairment

To test whether ephrin-B1 played a role in cardiac physiol-
ogy, we analyzed the cardiac phenotype of efnbl '~ mice. At
2 months of age, ephrin-B1 deficient mice (KO, cKO)
displayed no difference in heart-to-body weight ratio com-
pared with respective controls (Table, upper). Interestingly,
echocardiography analysis revealed significant intraventricu-
lar dilation in ephrin-B1 KO mice as shown by significant
enlargement of the left ventricle at end diastole with no
change in left ventricular wall dimensions or gross alterations
in systolic contractile performance compared with WT (Ta-
ble, middle). Enlargement of left ventricle at end diastole was
confirmed in cKO mice but with further significant decrease
of interventricular septum thickness in diastole and left
ventricular wall dimensions (Table, middle). Beside cardiac
morphology and contractile function, electric properties of
the heart were investigated by electrocardiography. Al-
though depolarization and repolarization of the KO ven-
tricle were normal (QRS complex and QT interval), both
efnbl KO and cKO mice exhibited significant bradycardia
associated with a decrease of the atrioventricular conduc-
tion as evidenced by a prolonged PR interval compared
with WT mice (Table, lower). Taken together, these data
indicated that the specific absence of ephrin-B1 in the CM
promoted defects in both heart morphology and
conduction.
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Table. Morphometry and Cardiac Function of 2-Month-0ld
Ephrin-B1 WT and KO Mice and of 2-Month-0Ild Control and
cKO Mice

WT KO Control cKO
Mice morphometry (n=13) (n=18) (n=6) (n=6)
BW (g) 30.5+4.7 30.0+39 255+0.2 25.1+0.6
HW (mg) 149+2 152+2 153+4 146+3
HW/BW (mg/qg) 49+1.0 5.0+0.4 6.0+0.2 5.9+0.2
LW (mg) 188+2 183+2 151+4 143+3
LW/BW (mg/qg) 6.2+0.7 6.2+1.2 5.9+0.1 5.7+0.1
Echocardiography (n=13) (n=18) (n=6) (n=6)
IVSTd (mm) 0.83+0.06 0.85+0.07 0.86+0.02 0.80+0.01*
DPWT (mm) 0.86+0.07 0.84+0.08 0.90+0.02 0.80*0.01**
LVEDD (mm) 3.01+0.29 3.41+0.38** 3.17+0.05 3.48+0.05*
LVESD (mm) 2.01+0.25 2.25+0.37 2.13+0.06 2.28+0.07
FS (%) 33.3+39 34453 339+12 342+17
EF (%) 68.7+55 69.7+7.1 69.7+1.3  70.0+2.2
Electrocardiography ~ (n=20) (n=17) (n=8) (n=9)
RRi (ms) 172+4 191 £6*** 132+2 144 +3*
PR (ms) 354+13 394x11** 37.3+05 424+1.3*
QRS (ms) 11.7+04 11.9%+0.8 124*+11  12.8+0.6
QTc (ms) 51.6+3.2 48.5+21 51.0+1.7 54.7+23

WT indicates wild-type; KO, knock-out; cKO, CM-specific ephrin-B1 KO; W,
body weight; HW, heart weight; LW, lung weight; IVSTd, interventricular septum
thickness in diastole; LVEDD, left ventricle end of diastole diameter; DPWT,
diastolic posterior wall thickness; LVESD, left ventricle end-systole diameter;
FS, fractional shortening; EF, ejection fraction; RRi, RR interval duration; PR,
atrio-ventricular conduction time; QRS, complex duration; QTc, duration of QT
corrected using Bazett formula. *P<0.05, **P<<0.01, **P<0.001.

Ephrin-B1 Knockdown Confers Mice

Hypersensitivity to Pressure Overload

Given high modifications of cardiac tissue cohesion detected
in efnbl /" mice, we assessed its adaptive response to
biomechanical stress imposed to the left ventricle under
conditions of high blood pressure after ascendant aortic
banding (AAB) as previously described.?® Remarkably, 59%
of the ephrin-B1 KO mice died 24 hours following AAB,
compared with no death in the WT group (Figure 6A).
Although we are uncertain why ephrin-B1 KO mice perished,
banded mice that survived 30 days of AAB exhibited higher
variation of cross-sectional area of myocytes from KO
banded (Figure 6B) and higher variations in interventricular
septum or left ventricular posterior wall thickness (Online
Figure IXA, Online Tables I-III) measured before and after
AAB. However, we measured similar fetal reprogramming,
development of reparative fibrosis, and heart weight/body
weight ratio in KO and WT mice (Online Figure IXB and
IXC), thus indicating that increased myocyte size in KO mice
most likely related to morphological defect of the CM and not
to an increased cardiac hypertrophy. Interestingly, although
systolic function was not significantly different 30 days after
AAB between WT and KO mice, high ejection fraction
variability was noticed exclusively in KO, with some animals
showing high ejection fraction reduction (Figure 6C) corre-
lating with left ventricle at end diastole dilatation (Figure
6D). More striking feature of cardiac tissue from KO banded
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Figure 6. Ephrin-B1 is essential for the cardiac adaptation to pressure overload. Two-month-old wild-type (WT) or ephrin-B1
knockout (KO) mice were subjected to ascendant aortic banding (AAB). A, Kaplan-Meier survival analysis of WT (n=27) and KO (n=23)
mice. B, Cardiomyocytes (CMs) area were measured on wheat germ agglutinin (WGA)-stained heart sections and showed significant
higher cross-sectional area in KO mice 30 days after AAB (mean=SEM, n=6-12 mice per lineage group; ***P<0.001 vs sham control
of the same genotype, ##P<0.01, ###P<0.001 vs WT of the same group, unpaired 2-tailed Student t test). C, Echocardiographic mea-
surements of ejection fraction (EF) or (D) left ventricle at end diastole (LVEDD) 30 days after AAB showed high hetererogenity in KO
mice compared with WT with some mice developing heart failure (mean and experimental points, n=23 WT, n=18 KO). E, H&E staining
of heart sections from WT or KO banded mice identified high disorganization of cardiac tissue architecture in KO mice. Note inter-
sected and whorled CMs (left, middle) as well as CMs necrosis (right, dot-lines, arrowheads). Cell membranes WGA-staining of heart
sections confirmed CMs disarray in the myocardium of KO mice. Endothelial cells isolectin-B4 (I-B4) staining of heart sections also
identified microcirculation disorganization with some capillaries crossing the myocardium in KO mice (arrowheads). F, Cardiomyocyte
efnb1 and claudin5 gene expression (QPCR) in WT mice submitted to transverse aortic banding (TAC) for 15 days (n=6) or in controls
(n=5). G, Linear regression analysis showing the existence of a relationship between CM efnb1 gene expression level (QPCR) and EF
(echocardiography) in WT mice submitted or not to TAC. Scale bars: 100 um (E).

animals came from histomorphologic analysis that revealed
fundamental tissue disarray with loss of CM integrity that
reminisces that of human patients with end-stage HF.?’
Myocytes intersect at various angle and showed whorled
appearance, thus indicating a lack of CMs stability within the
tissue (Figure 6E, H&E). Modifications in interstitial colla-
gens I and III could not account for the instability of CMs
because their gene expression levels were similar in both WT
and KO cardiac tissue (Online Figure IXD). Myofibrils can

be seen running in different directions (Figure 6E, H&E,
left-middle). Cardiac tissue demonstrated signs of CMs ne-
crosis characterized by cellular swelling, disruption of myo-
fibrils, loss of nuclei and cytoplasmic details and inflamma-
tory cells in close contact to cell debris (Figure 6E, H&E,
right). Modifications of CMs were largely evident on WGA-
heart sections staining (Figure 6E, WGA). Phenotypic
changes of cardiac tissue from KO banded mice also included
high dilatation and disorganization of the vessels from the
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Figure 7. A proposed model for ephrin-
B1-mediated stabilization of the adult
CM lateral membrane. A, In normal adult
cardiomyocyte (CM), ephrin-B1 interacts
with claudin-5/Z0-1 complex and stabi-
lizes its localization at the lateral mem-
brane and the interaction of the lateral
membrane with the extracellular matrix,
thus exerting mechanical tension and
stretching both the ID and Z-lines (red
arrows). This interaction maintains extra-
cellular matrix (ECM) structural integrity.
B, In the absence of ephrin-B1, claudin-5

disappeared from the lateral membrane while ZO-1 delocalized to the ID and the lateral membrane loses anchorage at the ECM. This
leads to morphological modifications of the CM characterized by a long axis increase and short axis decrease (red arrows) which
probably accounts for the increased stiffness of the lateral membrane. Altogether, these lateral membrane alterations indirectly impact
on ID, Z-lines, basement membrane and interstitial matrix constitution/organization.

microcirculation which were crossing and interrupting orien-
tation of CMs in the myocardium (Figure 6E, isolectin-B4)
despite no change in the capillary network density (Online
Figure IXE). We found high heterogeneity of these features in
all KO mice. Interestingly, morphological cardiac tissue
disorganization correlated perfectly with loss of cardiac
performance because KO banded mice demonstrating worst
shortening fraction exhibited the more dramatic cardiac tissue
architecture disarray. In correlation with a putative role of
ephrin-B1 in transition toward HF, we found that encoding
genes for ephrin-B1 and its cognate claudin-5 partner were
significantly reduced in CMs from a mouse model of trans-
verse aortic constriction-induced HF (Figure 6F, Online
Table IV) and that ephrin-B1 gene expression positively
correlated with ejection fraction (Figure 6G). Thus, cardiac
expression of ephrin-B1 is essential for early survival after
severe pressure overload and represents a negative regu-
lator of associated cardiac architecture disorganization.
Altogether, these results highlighted the importance of
ephrin-B1 in the adaptative response to pressure overload.

Discussion

In this study, we identify ephrin-B1 as a novel component of
the lateral membrane of the adult CM. General loss of
ephrin-B1 leads to a progressive disorganization of cardiac
tissue architecture associated with adult CM morphology
defects directly related to the absence of ephrin-B1 at CM lateral
membrane as demonstrated in the conditional CM-specific
ephrin-B1 KO mouse model. Ephrin-B1 controls CM mor-
phology through stabilization of the lateral membrane by a
novel mechanism most likely involving its interaction with
the ECM independently of the mechanotransduction systems.
Cardiac architecture abnormalities are associated with an
increased left ventricle diameter and delayed atrio-ventricular
conduction. Finally, although the absence of ephrin-B1 did
not modify compensatory adaptation to pressure overload
stress, it precipitates cardiac tissue disorganization classically
observed in human HF. These data clearly indicate that
ephrin-B1 is an important regulator of cardiac tissue archi-
tecture that could be involved in cardiac pathologies.

Ephrin-B1 deficiency leads to specific morphological and
molecular modifications of the lateral membrane of the CM
associated with subsequent alterations of the ID and sarco-
meric apparatus structure and loss of ECM integrity. We

propose a model whereby ephrin-B1 stabilizes rod-shape
adult CM morphology by regulating specific interactions
between the lateral membrane and the ECM and thus the
tension force distribution at the cell surface (Figure 7).
Accordingly, in the absence of ephrin-B1, the CM shrinks
and lengthens as a consequence of lateral membrane desta-
bilization thus increasing membrane stiffness as demon-
strated by atomic force microscopy studies. In WT mice, the
lateral tension generated by the cell-matrix interaction within
the CM could play an indirect role in stretching both
sarcomeric apparatus and the ID (Figure 7). To date, only
ECM receptors localized all along the sarcolemma of the CM
acting were identified as direct lateral tensors for sarco-
meres.!?8-30 Thus, the lack of ephrin-B1 induces detachment
of the lateral membrane from the ECM and compresses the
ID. As a consequence of ID compaction and because ID
structure is known to anchor and stretch myofibrils, CMs
exhibit myofibrils misalignment, irregular sarcomere size,
and loss of visible actin thin strand I-band. Similar modifi-
cations have been observed in transgenic mouse models with
modifications of ID structure.?* Finally, misalignment of
Z-lines in CMs from efnbl '~ mice despite the lack of
modification in desmin filaments also most likely related to
the loss of lateral tension at the cell membrane. Thus, the
decrease of CM width may probably indirectly relax the
desmin network attached to the lateral membrane thus mim-
icking CM features observed in the absence of desmin.?*2>
Previous studies have already suggested a role for
ephrin-B1 in the maintenance of cytomorphology of epithe-
lial cells in the adult kidney,'? as well as for other members
from eph/ephrin family in different tissues.!*'* However, our
data provide first evidence for its importance in stabilization
of cardiac tissue architecture independently of cell-cell
interaction given the absence of CMs connection through the
lateral membrane where it is specifically expressed. Several
studies have proposed a role for ephrin-B1 independently of
its trans interaction with its cognate Eph receptor,?' for
instance by directly interacting in cis with claudin proteins
core component of the tight junction. Similarly, ephrin-B1
was found to directly interact with claudin-5 in adult CMs to
stabilize its localization at the lateral membrane. Unexpect-
edly, the presence of claudin-5 in the absence of tight
junctions at the lateral membrane suggests a new role for
claudin-5. The unusual presence of claudin proteins in non-
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junctional cell membranes was already reported with some
isoforms interacting with unrelated transmembrane recep-
tor.3233 However, the functional significance of claudin
proteins apart from the intercellular tight junction is currently
unknown. Similar observations have already been described
for gap junction core components connexins, another class of
adhesion molecules, outside the gap junction, where they
exhibit new function.?* The fact that the ephrin-B1/claudin-5
complex was localized all along the plasma membrane could
argue for its specific role in directly connecting lateral
membrane of the CM to the ECM. However, whether
ephrin-B1 or claudin-5 could act as a direct receptor for ECM
components has never been shown. Nevertheless, our obser-
vations argue for a new role for ephrin-B1 in stabilization of
claudin adhesion molecules at the plasma membrane inde-
pendently of tight junctions.

Ephrin-B1 expression at the lateral membrane of the CM
occurs only following the first postnatal days and only during
the CM terminal differentiation process (postnatal days 1-20)
when it acquires its characteristic rod-shape morphology.
Because the lateral membrane of the adult CM is required for
maintenance of its characteristic rod-like shape, its modifica-
tion in the ephrin-B1 KO mice could alter the paving shape of
the CM as readily observed. Nevertheless, if ephrin-Bl
actively participates in the establishment of the lateral mem-
brane and thus the adult CM morphology, one would have
expected that in its absence, CMs would never achieve their
characteristic rod shape. This is however unlikely because
CMs still achieve their mature rod shape in KO mice as
evidenced in 3-week-old animals and show progressive mor-
phological transformation only after 2 months of age, thus
highlighting a role for ephrin-B1 independently of CM
maturation initiation process. Therefore, ephrin-B1 more
likely plays a role in stabilizing the lateral membrane of the
CM subsequently to lateral membrane set up. In line with this
assumption, alteration of the adult CMs morphology in the
absence of ephrin-B1 appears progressively only after 2
months of age correlating with ephrin-B1 late timing set up at
the lateral membrane of the adult CM. Thus, adult CMs
morphology defects detected in ephrin-B1 KO mice strik-
ingly referred to the role of ephrin-B1 at the lateral membrane
of the mature CM.

Our study highlights a new mechanism involved in CM—
ECM interaction specific to the lateral membrane but inde-
pendent from the classical integrin and dystroglycan systems
establishing physical connections between the ECM and the
intracellular contractile machinery. Accordingly, mice exhib-
iting defects in one of these 2 systems clearly demonstrate
specific cardiac contractility defects.?>-3% By opposition and
in agreement with integrin or dystroglycan independent
pathways, contractile function was preserved in ephrin-B1
KO mice, thus correlating with the lack of dramatic changes
in sarcomeric apparatus core components. Moreover, integri-
ty/functionality of the integrin system in ephrin-B1 KO mice
is further supported by the expected classical adaptation to
pressure overload known to be directly sensed by integrins.
Finally, the lack of integrin or dystroglycan components did
not lead to structural abnormalities of the lateral membrane as
observed in ephrin-B1 KO mice.

Also, it appears that this specific CM lateral membrane—
ECM interaction supports a new structural role for the cardiac
tissue architecture in maintaining overall integrity of both
CMs and the ECM. Similar pattern of ECM disorganization
has been already described in hearts from mice lacking
collagen XV expression, which connects basement membrane
of the CM to the fibrillar matrix.3® The fact that efubl /"
mice exhibited considerable downregulation of all the com-
ponents of the basement membrane of the CM most probably
arised from a consequence of the disruption of lateral mem-
brane—ECM interaction rather than a direct role on basement
membrane synthesis per se. In agreement with this hypothe-
sis, 3-week-old KO mice show preserved rod-shaped polar-
ized CMs, thus demonstrating the integrity of matrix synthe-
sis at this stage. Similar feedback regulation of laminin
synthesis has been already described after disruption of
integrin—-ECM interaction.*® Because cellular basement mem-
brane dictates cell morphology, the progressive defects in
basement membrane production in ephrin-B1-deficient CMs
most probably drives the progressive modification of their
rod shape. The lack of basement membrane components
could explain the CMs slippage and thus the tissue architec-
ture disorganization observed following biomechanical stress.
Finally, disruption of CM-ECM integrity at the lateral
membrane leading to a general lack of cardiac tissue cohesion
could account for the increase of the left ventricle diameter
measured in KO mice.

One striking feature of efnbl '~ mice is their high suscep-
tibility to dazzling death following pressure overload despite
higher hypertrophic response, thus suggesting some sort of
inadaptation. Although we are not able to determine the exact
defect, the observation that KO mice exhibit a delayed
atrioventricular conduction together with the morphological
modification of the intercalated disk in CMs with abnormal
distribution of connexin 43 could indicate increased arryth-
mogenic susceptibility in these mice following pressure
overload stress. In line with this assumption, a recent study
showed the importance of heterogeneous connexin 43 distri-
bution in the development of ventricular arrhythmias.#! The
observation that efnbl '~ mice exhibit high heterogeneous
responses to pressure overload is also quite intriguing. How-
ever, this could be easily explained by the fact that these mice
exhibited only focal disorganization of the cardiac tissue at 2
months of age. This is further supported by the histological
examination of cardiac tissue from banded KO mice that
showed high variations in the degree of cardiac tissue
disarray, even if all mice presented these modifications while
they were absent in WT mice. Finally, we cannot exclude that
disorganization of cardiac vessels detected in KO banded
mice is also a contributing factor to death. Further studies
using targeted ephrin-B1 deletion will be necessary to explore
this hypothesis.

Of interest, our study provided evidence that lack of
ephrin-B1 at the CM lateral membrane clearly influences the
morphology of the adult CM and its elastic properties. It
follows that ephrin-B1 most probably enforces a physical
constraint to stabilize the lateral membrane and, in its
absence, the CM is more susceptible to external/internal
pressures that will directly impact on the CM morphology.
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This is perfectly illustrated by morphological changes ob-
served in KO and cKO mice exhibiting ventricle dilatation
without any modification of heart weight/body weight ratio,
nor reduction in CMs numbers or interstitial ECM. Similarly,
this could explain peculiar adaptation of the KO mice during
aortic banding with exacerbated increase of CMs area while
fetal gene reprogramming and changes in heart weight/body
weight are similar to those observed in WT mice.

In summary, we described a previously uncharacterized
specific component of the CM lateral membrane, ephrin-B1,
which acts as a stabilizer of the CM morphology and the
overall cardiac tissue cohesion. Interestingly, ephrin-B1 in-
teracts specifically with claudin-5, which was found to be
downregulated in dystrophic mice models or in human
end-stage cardiomyopathy.?>#> Given our results showing
interactions between ephrin-B1 and claudin-5, one might
expect similar dysregulation of ephrin-B1 in human cardio-
myopathies. In line with this hypothesis, mouse model of
DCM associated with claudin-5 downregulation demon-
strated similar structural alterations of the lateral membrane
as seen in the ephrin-B1 KO mice.?> Moreover, efnbl gene is
subjected to large number of mutations in patients with
craniofrontonasal syndrome with some patients exhibiting
cardiomyopathy.!® However, because the role of ephrin-B1 at
the adult stage is still new, no study correlating human efnbl
mutations and the development of cardiomyopathies have
been yet performed. To date, HF candidate genes concen-
trated on proteins involved in regulation/composition of CM
contractile apparatus. Our KO model is characterized by an
unusual disorganization of the overall cardiac contractile
apparatus without classical features observed in models of
contractile dysfunction (ie, loss of contractile components,
calcium pathway contractile regulators). Lack of contractile
dysfunction in young KO mice suggests the need for future
studies in older animal to clarify whether ephrin-Bl is
involved in the pathogenesis of cardiomyopathy.

We propose that ephrin-B1 and, more generally, structural
components of the CM lateral membrane, could directly be
involved in occurrence of HF, thus suggesting a novel
pathway that needs to be explored beside the classical
hypertrophic/fibrotic one.
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Novelty and Significance

What Is Known?

The heart relies on strong tissue architectural cohesion and tight
cellular interactions.

Most cardiomyopathies are characterized by high cardiac tissue
disorganization contributing to the progression toward heart failure.
Ephrin-B1 is a key transmembrane molecule that governs cell-cell
and cell-matrix interactions and it participates in tissue organi-
zation. However its role in cardiac tissue remains unknown.

What New Information Does This Article Contribute?

Ephrin-B1 is a new and specific component of the lateral membrane
of the cardiac myocyte where it constitutively interacts with claudin-5.
Ephrin-B1 is essential for cardiac tissue architecture cohesion by
stabilizing the rod-shape morphology of cardiac myocytes.
Ephrin-B1 regulates structure, elastic properties, and composition of
the lateral membrane of cardiac myocytes.

Ephrin-B1 regulates adult cardiac myocyte morphology through a
new cell-matrix interaction independent of the classical integrin/
dystroglycan systems.

Ephrin-B1 is not directly connected to the contractile machinery. The
absence of ephrin-B1 confers hypersensitivity to mechanical
stress because efnb7 KO mice demonstrate early death following
pressure overload and striking cardiac tissue disorganization
mimicking those observed in end-stage heart failure human patients.
Cardiac myocytes from mice failing hearts exhibit a significant
decrease of ephrin-B1 and claudin-5 gene expression.

Cardiac tissue disorganization with disruption of cell-cell and
cell-matrix interactions contributes to heart failure. In the search
of new proteins that stabilize cardiac architecture, we identified
ephrin-B1 as a new cardiac myocyte component specifically
expressed at the lateral membrane. Young adult mice deficient for
ephrin-B1 or with specific CM deletion exhibit focal tissue disorga-
nization and loss of CM rod-shape morphology. Ephrin-B1 defi-
ciency directly modifies cardiac myocyte lateral membrane struc-
ture, molecular composition (lack of claudin-5 interacting partner),
and increases its stiffness. KO mice show loss of basement
membrane components together with poorly organized fibrillar
collagen matrix without modification in integrin/dystroglycan cell-
matrix system. KO mice do not present contractile defects but
decreased atrioventricular conduction and bradycardia. Moreover,
they develop hypersensitivity to pressure overload with early death
and striking cardiac tissue disorganization. Interestingly, following
mechanical stress KO mice present abnormal increase in myocyte
size, but fetal gene reprogramming, fibrosis development, and heart
weight/body weight increase similar to wild-type mice. Finally,
ephrin-B1 is specifically downregulated in failing cardiac myocytes.
Our findings demonstrate ephrin-B1 as a potent cardiac tissue
architecture stabilizer whose disruption could play an atypi-
cal role in transition toward heart failure. Overall, this work
highlights the potential role of lateral membrane structure
alteration in heart failure.
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Abstract

Background—Cardiac hypertrophy is an early hallmark during the clinical course of heart
failure (HF) and is regulated by various signaling pathways. However, the molecular
mechanisms that negatively regulate these signal transduction pathways remain poorly
understood.

Methods and Results—Here, we characterized Carabin, a protein expressed in cardiomyocytes
that was downregulated in cardiac hypertrophy and human HF. Four weeks after transverse
aortic constriction (TAC), Carabin deficient (Carabin”") mice developed exaggerated cardiac
hypertrophy and displayed a strong decrease in fractional shortening (FS) (14.6 £ 1.6 % versus
27.6 £ 1.4% in wild type + TAC mice, P <0.0001). Conversely, compensation of Carabin loss
through a cardiotropic adeno-associated viral vector encoding Carabin prevented TAC-induced
cardiac hypertrophy with preserved FS (39.9 + 1.2 % versus 25.9 + 2.6% in control + TAC mice,
P <0.0001). Carabin also conferred protection against adrenergic receptor-induced hypertrophy
in isolated cardiomyocytes. Mechanistically, Carabin carries out a tripartite suppressive function.
Indeed, Carabin through its calcineurin (CaN) interacting site and Ras/Rab GTPase activating
protein (GAP) domain functions as an endogenous inhibitor of CaN and Ras/extracellular signal-
regulated kinase prohypertrophic signaling. Moreover, Carabin reduced Ca**/calmodulin-
dependent protein kinase II (CaMKII) activation and prevented nuclear export of histone
deacetylase 4 following adrenergic stimulation or myocardial pressure overload. Finally, we
showed that Carabin Ras-GAP domain and CaN interacting domain were both involved in the
anti-hypertrophic action of Carabin.

Conclusions—Our study identifies Carabin as a negative regulator of key prohypertrophic
signaling molecules, CaN, Ras, and CaMKII and implicates Carabin in the development of

cardiac hypertrophy and failure.

Key words: hypertrophy/remodeling, signal transduction, calcineurin, pressure overload
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Introduction

Cardiac hypertrophy is the compensatory response of the heart to stress and is characterized by
non-mitotic growth, addition of new sarcomeres and fetal gene expression'. However, prolonged
hypertrophy of the myocardium can progress to heart failure (HF), a leading cause of morbidity
and mortality, often associated with sudden cardiac death®*. Thus, understanding the signaling
mechanisms that regulate pathological cardiac hypertrophy may lead to a better treatment for
patients with HF.

The hypertrophic growth of the myocardium is typically initiated by signal transduction
pathways in response to either increased mechanical load on the heart or through the action of
neurohumoral mediators °. Numerous signaling pathways coordinate the cardiac hypertrophic
response. Among them, the Ca**/calmodulin-dependent phosphatase calcineurin (CaN) is
considered as a central prohypertrophic signaling effector in the myocardium®’. Activated CaN
directly binds to and dephosphorylates the Nuclear Factor of Activated T cells (NFAT) in the
cytoplasm, permitting its translocation to the nucleus where it participates in hypertrophic gene
expression®. However, no single pathway seems to regulate cardiac hypertrophy alone. Rather, it
appears more likely that each pathway operates as a component of an orchestrated hypertrophic
network. For instance, the small G protein Ras, stress-responsive MAP kinases and the
Ca”"calmodulin-dependent protein kinase IT (CaMKII) can cross-talk with the CaN signaling
pathway to regulate hypertrophic processes’ ''. CaMKII is known to activate the myocyte
enhancer factor 2 (MEF2) upon Class II histone deacetylases (HDAC) phosphorylation, thereby
allowing this transcription factor to induce hypertrophic gene expression'*".

In contrast to these growth-promoting pathways, several endogenous molecules in the

14-18

heart have been shown to negatively regulate cardiac hypertrophy ™ . Increasing these negative
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signaling pathways may be of significant therapeutic value. In this context, Carabin (alias
TBC/RabGAP), a protein mainly expressed in the immune system and the heart raised our
interest'’. Carabin has 446 amino acid residues and contains two important regions, a putative
Ras GAP domain (GTPase Activating Protein) at its amino terminus and a carboxy-terminal

domain that bears a CaN interacting domain'®*°

. Here, we provide the first evidence for an anti-
hypertrophic role of Carabin in the heart. Using knock-out mice for Carabin (Carabin™), we
showed a severely impaired cardiac function in response to pressure overload induced cardiac
hypertrophy compared to control wild type animals (WT). Carabin was decreased in cardiac
hypertrophy and failure. Compensation of its loss of expression using adeno-associated virus
serotype 9 (AAV9) mediated gene transfer In VIvo protected the heart against hypertrophy and
dysfunction. At the molecular level, Carabin repressed the pro-hypertrophic signaling of CaN,
Ras/extracellular signal-regulated kinase (ERK) and CaMKII following cardiac pressure
overload or adrenergic stimulation. Thereby, this work sets Carabin as a negative regulator of

cardiomyocyte hypertrophy through the inhibition of various components of the intracellular

signal-transduction network that coordinates hypertrophic responses.

Methods

The detailed and expanded methodology is provided in the online-only Data Supplement.
Animals

Mice carrying a global heterozygous knock-out of Carabin were generated by targeted gene
deletion as previously described by Schickel et al. and were kindly provided by Dr. Soulas-
Sprauel *'. 8-week-old male Carabin™ mice and littermate controls (WT) used in this study were

obtained by breeding Carabin*'~ males and Carabin*"~ females, both from a C57BL/6 genetic
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background. Mice were genotyped by PCR using the following 2 sets of primers as previously
described*': 5>-GCAGCACAGCAGCTACAGGTCCC-3°/5’-
CCCTCTGCAGACCTCATCCGCC-3’ ; and 5’-GCGCCACCATTGCCCAGCTCTA-3’/5’-
GCAGACCTCATCCGCCAGCGA G-3’. All mice used in this study were pathogen free and
housed at constant (22°C) temperature, on 12-hour light/12-hour dark cycles, with ad libitum
access to food and water.

AAV9 production and administration

AAV9-Carabin and AAV9-green fluorescent protein (GFP) were constructed and generated by
Penn Vector Core (School of Medicine Gene Therapy Program at the University of
Pennsylvania). 100 uL of physiological serum solution containing 3.10'' genome copies/mL of
the AAV9 were injected in the retro-orbital sinus of 4-week-old male C57BL/6 genetic
background mice (Janvier, France).

Adenoviral infection

Bicistronic adenoviruses bearing human Carabin under the control of a cytomegalovirus (CMV)
promoter and GFP under internal ribosomal entry site (IRES) were constructed and amplified by
Genecust company (Evry, France). One day after plating, cardiomyocytes were incubated for 2 h
with recombinant adenoviruses. After removal of the virus suspension, cells were replaced in
maintenance medium for 2 days and then stimulated with the different drugs. Viruses were used
at a multiplicity of infection (MOI) of 10.

Statistical Analysis

Results are expressed as means = SEM. Differences between groups have been analyzed by
unpaired Sudent t test, 2-way ANOVA followed by Bonferroni post-test or Tukey post-test.

Differences were considered significant at *P<0.05, **P<(0.01, ***P<0.001 and ****P<0.0001.
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All statistical analyses were performed using GraphPad Prism (version 6.01).

Study approval

All animal experiments were performed under European laws on the protection of animals of the
University of Toulouse outlined in Council Directive 86/609/EEC. Mouse and Rat experiments
were approved and performed according to the guidelines of the Ethics and Animal Safety

Committee of INSERM Toulouse/ENVT (agreement number: C3155507).

Results

Carabin deficiency potentiates the progression of heart failure under hemodynamic stress
To study the role of Carabin in the development of cardiac hypertrophy and HF, we first
analyzed cardiac Carabin expression in mouse and rat subjected to pressure overload induced by
thoracic aortic constriction (TAC), and in failing human heart samples. In both rodent and human
hearts, Carabin mRNA and protein amounts were markedly reduced compared to control hearts
suggesting that Carabin deficiency is associated with the development of cardiac hypertrophy
and failure (Figure 1A).

Next, to test whether Carabin contributes to heart disease, we analysed the hearts of
Carabin” mice. This mouse line developed and reproduced normally as previously described*’.
We found that Carabin was expressed in cardiac myocytes and not in cardiac fibroblasts isolated
from the heart of wild type animals (WT) (Supplemental Figure 1A). Western-Blot analysis
failed to detect any cardiac expression of Carabin in Carabin” mice (Supplemental Figure 1B).
Cardiac function (Table 1) and the ratios of heart weight (HW) or left ventricular weight (LVW)
to tibia length (TL) (Figure 1B), were not different between WT and Carabin deficient mice. In

addition, hearts from Carabin-deficient mice were macroscopically indistinguishable from WT



DOI : 10.1161/CIRCULATIONAHA.114.010686

animals (Figure 1C). However, 4 weeks after TAC, Carabin” mice showed a decline in cardiac
contractility as indicated by the reduced fractional shortening (FS) (Table 1). Left ventricular
end-diastolic internal diameter (LVIDd) and left ventricular end-systolic internal diameter
(LVIDs) were largely increased in Carabin” mice after TAC (Table 1), indicating LV dilatation.
Notably, Carabin-deficiency aggravated TAC induced hypertrophic response compared with WT
mice as shown by increased HW/TL and LVW/TL ratios, and hematoxylin and eosin-stained
heart sections (Figure 1, B and C). These changes were accompanied by an increased
cardiomyocyte cross-sectional area and induction of interstitial fibrosis (Figure 1C). In addition,
the development of pulmonary congestion (ratio of lung weight to tibia length) as an indirect
indicator of HF was also significantly increased in Carabin” mice (Supplemental Figure 2).
Consistently, the expression of cardiac fetal genes (atrial natriuretic factor (ANF), brain
natriuretic peptide (BNP), B myosin heavy chain (B-MHC)) and fibrotic markers (pro-collagen,
type I, alpha 1 (Coll) and collagen type III (Col3)) was significantly augmented in Carabin-
deficient mice after TAC (Figure 1D). Thus, Carabin deficiency does not cause baseline cardiac
abnormalities but remarkably renders the heart more susceptible to stress induced pathological
cardiac remodeling.

Cardiotropic expression of Carabin prevents cardiac myocyte hypertrophy and preserves
cardiac function after pressure overload

We first examined the effect of Carabin overexpression in isolated cardiac myocytes. We
infected or transfected neonatal rat ventricular myocytes (NRVMs) with either a control vector
or a vector encoding Carabin (Figure 2, A and B). Carabin overexpressing cells had a dampened
hypertrophic response to phenylephrine (PE) (10 umol/L) treatment based on analysis of cell

surface area, sarcomeric organization or the expression of the ANF, which are hallmarks of
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cardiomyocyte hypertrophy (Figure 2, A and B). Conversely, knock-down of Carabin with
specific siRNA (Si-Carabin) further amplified the effect of PE on the expression of ANF and
cardiomyocyte surface area (Supplemental Figure 3). These results indicate an anti-
hypertrophic effect of Carabin in cardiomyocytes.

Because Carabin was decreased in cardiac remodeling and HF, we tested whether its
cardiac overexpression would prevent hypertrophy. For that, we chose a gene transfer approach
using adeno-associated virus of serotype 9 which shows strong tropism for cardiac myocytes **.
An AAV9 encoding Carabin or its control (GFP) was injected into retro-orbital sinus of mice and
5 weeks later, TAC was performed (Supplemental Figure 4). Mice treated with AAV9-Carabin
and subjected to TAC showed a similar level of cardiac Carabin observed in basal condition
(Figure 2C). Remarkably, restoration of Carabin expression with AAV9-Carabin, significantly
prevented cardiac hypertrophy as judged by the ratio of HW/TL and LVW/TL (Figure 2D).
Importantly, histological analysis showed a reduction in cardiomyocyte size as well as fibrosis in
the TAC group treated with AAV9-Carabin (Figure 2E). In addition, up-regulation of the
hypertrophic gene markers as well as fibrotic markers was also compromised in AAV9-Carabin
(Figure 2F). This effect of Carabin was associated with a preserved cardiac function as
demonstrated by the echocardiographic data on LVIDs, LVIDd and FS (Table 2). None of these
effects occurred in the AAV9-GFP control group. These data strongly suggest that Carabin
overexpression protects from the development of pathologic cardiac hypertrophy.

Carabin suppresses the CaN/NFAT signaling pathway in a Ras-GAP independent fashion
Next, we sought to determine the signaling mechanisms by which Carabin represses
hypertrophy. Since Carabin contains a CaN interacting domain '°, we analysed its ability to

regulate CaN activity in NRVMs (Figure 3A). Cyclosporine A (CsA), a well-known inhibitor of
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CaN, was used as a positive control. PE- induced CaN activation was significantly decreased in
NRVMs infected with an adenovirus encoding Carabin (Ad.Carabin) compared to control cells
(Ad.GFP) (Figure 3A), indicating that the phosphatase is a target of Carabin. Conversely, Si-
Carabin potentiated PE- induced CaN activation and NFAT nuclear translocation (Supplemental
Figure 5, A and B). In line with this result, PE as well as the calcium ionophore, ionomycin
failed to induce NFAT nuclear translocation in NRVMs transfected with Carabin (Figure 3B,
Supplemental Figure 6). Accordingly, the expression of the 1.4 isoform of the calcineurin-

23,24

interacting protein (MCIP 1.4), a downstream effector for CaN-dependent activity that can

serve as a highly sensitive readout for CaN activity in vivo '*+*°

, was prevented in left ventricular
lysates of AAV9-Carabin treated mice after TAC compared to control animals. In contrast,
cardiac MCIP 1.4 expression was potentiated in Carabin” mice subjected to pressure overload
(Figure 3C).

The interaction of Carabin with CaN/NFAT signaling was further confirmed by
cotransfecting Si-Carabin and NFAT response elements coupled to the luciferase gene (NFAT-
Luc) in NRVMs (Figure 3D). As expected, we observed a significant increase in PE-induced
NFAT-Luc transcriptional activity in Si-Carabin transfected cells compared to control siRNA
(Si-CT) stimulated with PE. A similar inhibitory effect of Si-Carabin on NFAT-Luc activity was
observed under stimulation of a non-selective B-adrenergic receptor (-AR) agonist, isoprenaline
indicating that Carabin inhibited NFAT activation not only in response to a-AR but also to f-AR
activation (Supplemental Figure 7). The presence of the C-terminal CaN interacting domain in
Carabin "’ raised the possibility that this domain might be involved in the regulation of

CaN/NFAT signaling. Transient transfection experiments showed that indeed the inhibitory

effect of Carabin on NFAT activity was dependent on its CaN binding domain but independent
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on Ras-GAP domain since mutations in the CaN binding domain of Carabin (Carabin®*¥*

mutant) or inactivation of Carabin RasGAP domain (Carabin®™'*'#

mutant) (Figure 3E),
abolished or mimicked Carabin effect, respectively (Figure 3F). Altogether these data show that
Carabin specifically inhibits CaN/NFAT signaling pathway through its CaN interacting domain
and independently of its Ras-GAP activity.

Carabin blocks Ras and ERK activation via its Ras-GAP domain

The fact that Carabin presents a Ras-GAP domain '**° led us to investigate a potential interaction
Ras/Carabin. Co-immunoprecipitation experiments followed by immunoblot showed that
Carabin interacted with Ras in NRVMs (Figure 4A). Knockdown of Carabin confirmed the
specificity of this association (Figure 4A). The interaction Ras—Carabin was constitutive and
was not influenced by adrenergic stimulation (Figure 4A). Consistent with its anti-hypertrophic
action, Carabin decreased the amount of the active form of Ras, Ras-GTP produced under PE
treatment whereas Carabin®'*'* failed to inhibit Ras activation (Figure 4B). To further
substantiate the inhibitory action of Carabin on Ras signaling, we analysed its effect on the
activation of a downstream target of Ras, the mitogen activated protein kinase ERK 2?7, Si-
Carabin enhanced by ~70% PE-induced ERK activation (Supplemental Figure 8), whereas
transfected Carabin decreased p-ERK in cardiac myocytes stimulated with PE compared to
control cells (Figure 4C). Similarly, loss or gain of function of Carabin potentiated or prevented
TAC-induced ERK activation in left ventricular homogenates, respectively (Figure 4, D and E).
Of particular interest, PE-induced ERK was still observed in the presence of Carabin®'*'*
confirming the involvement of Carabin Ras-GAP domain on the inhibition of Ras/ERK pathway

(Figure 4F). These data demonstrate that Carabin via its interaction with Ras and its Ras/GAP

domain inhibits Ras and ERK hypertrophic signaling.
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Carabin regulates HDAC4 nucleo-cytoplasmic shuttling
We previously showed that the small GTPase Ras regulates cardiac myocyte hypertrophy in

coordination with CaMKII *2®

. Hence, to further analyze Carabin anti-hypertrophic signaling, we
investigated its effect on CaMKII. Carabin prevented PE- or TAC-induced CaMKII auto-
phosphorylation state (indicative of CaMKII activation) whereas CaMKII was more activated in
hearts samples of Carabin” mice subjected to TAC compared with WT animals (Figures 5, A-
C). In contrast to Carabin and Carabin™*V*, Carabin®'*'* failed to inhibit CaMKII activation,
indicating that Carabin effect on CaMKII was Ras-dependent (Figure 5A).

Once phosphorylated by CaMKII, HDAC proteins are translocated out of the nucleus
thereby allowing MEF2 to activate its target genes . Therefore, to ensure the relationship
between Carabin and CaMKII hypertrophic signaling, we tested whether Carabin could influence
HDAC4 nucleo-cytoplasmic shuttling and subsequent MEF2 transcriptional activation (Figure 5,
D-G). Firstly, we examined HDAC4 nuclear export after TAC in Carabin” and AAV9-Carabin
treated mice. While the myocardium of Carabin”™ mice showed an increase in the
cytosolic/nuclear ratio of HDAC4 protein expression after TAC compared with WT mice
(Figure 5D), cardiac overexpression of Carabin prevented the nucleo-cytoplasmic shuttling of
HDAC4 (Figure 5E). Secondly, we determined the expression level of cytoplasmic HDAC4 and
MEF?2 transcriptional activity in NRVMs transfected with Carabin and treated with PE. The
results show that Carabin inhibited PE-induced HDAC4 nuclear export and MEF2 activation
(Figures 5, F and G). Inversely, Si-Carabin potentiated the up regulation of MEF2

transcriptional activity induced by PE (Supplemental Figure 9).

Next, to find out which domain of Carabin is important for its effect on HDAC4 and

RI141A AAVGA

MEF2, we performed transient transfection in NRVMs using Carabin and Carabin
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mutants. KN93 a pharmacological inhibitor of CaMKII was used as positive control. Both
mutants failed to block HDAC4 translocation suggesting that Carabin CaN interacting and Ras-
GAP domains are involved in HDAC4 nucleocytoplasmic shuttling (Figure 5F). In agreement
with its effect on HDAC4, Carabin™'*'* did not prevent MEF2 activation in cells stimulated with

PE (Figure 5G). We obtained an intermediate effect with Carabin®*V5*

suggesting that the CaN
domain of Carabin is partially involved in the regulation of MEF2 transcriptional activity
(Figure 5G). Taken together, these data show that in response to adrenergic stimulation Carabin,
mainly through its Ras-GAP domain prevents the activation of the prohypertrophic transcription
factor MEF?2 via the inhibition of CaMKII and HDAC nuclear export.

Carabin Ras-GAP domain and CaN interacting domain are both involved in the anti-
hypertrophic action of Carabin

Since Carabin regulates both CaN and Ras/CaMKII pathways, we assessed their relative

RI141A

contributions to Carabin's regulation of cardiac myocyte hypertrophy. Carabin and

AAVGA mutants were significantly less potent than the wild type form of Carabin to inhibit

Carabin
cell surface area, sarcomeric organization or the ANF promoter transcriptional activity

(Supplemental Figures 10 and 11). The two Carabin mutants had a similar effect on

RI141A AAVGA -

cardiomyocyte hypertrophy markers. Transfection of Carabin or Carabin in the
presence of either a pharmacological inhibitor of CaMKII, KN93 or CaN, CsA mimicked the
effect of Carabin on PE-induced myocyte hypertrophy (Supplemental Figures 10 and 11).

These data demonstrate that Carabin Ras-GAP domain and CaN interacting domain are both

involved in the anti-hypertrophic action of Carabin.

Discussion

This study is the first to show that Carabin is a negative regulator of cardiac hypertrophy under
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pathological conditions. This is supported by both gain-of- and loss-of-function studies. Because
Carabin was downregulated in cardiac remodeling and failure, we sought to compensate for its
loss through in vivo gene transfer approach using AAV9-Carabin. Restoration of Carabin
expression prevented the hypertrophic response to TAC and improved cardiac function as
evidenced by gravimetric, echocardiographic, fetal program and cell size analysis. Consistent
with the in vivo data, transfected Carabin inhibited PE-induced hypertrophy in NRVMs.
Conversely, Si-Carabin potentiated cardiac hypertrophic markers. Importantly, Carabin-deficient
mice developed a severe cardiac dysfunction in response to pressure overload, associated with
altered contractile function, increased LV dilation and cardiac fibrosis. Furthermore, we
observed severe HF with lung oedema developed in Carabin-deficient mice after TAC.
Altogether, these data suggest that Carabin plays a key role in the regulation of the transition
from hypertrophy to HF in response to pathological stress.

Several endogenous repressors of cardiac hypertrophy have been previously identified'®.
Among them, Cabin 1 %, Calsarcin-1 '* and PICOT (Protein kinase C-interacting cousing of
thioredoxin)'® have been shown to prevent pathological cardiac hypertrophy mainly through
modulation of CaN activity. Although Carabin is another negative regulator of cardiac
hypertrophy, this protein takes a special place among the others since 1) Carabin represents a
promising target to prevent maladaptive cardiac hypertrophy. In contrast to other hypertrophic
signaling molecules, Carabin does not seem to be required for normal development. Rather,
Carabin gain functional importance during the cardiac stress response resulting from
hypertrophic signaling and mechanical overload. This is supported by the absence of myocardial
atrophy in Carabin overexpressing mice and also by data from Carabin-deficient mice, which

show no overt cardiac phenotype under basal conditions; 2) mechanistically, Carabin carries out
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a remarkable tripartite suppressive function. Indeed, Carabin exhibits inhibitory activity not only
on CaN/NFAT (by its carboxy-terminal domain of interaction with calcineurin) and Ras/ERK
(by its amino-terminus Ras-GAP domain) pathways but also on CaMKII and HDAC4 nuclear
export.

Importantly, we noticed that Carabin is expressed both in the cytoplasm and nucleus of
cardiac myocytes and induces the inhibition of these prohypertrophic signaling proteins whatever
the stimuli. Indeed, Carabin prevents NFAT transcriptional activity under al- AR or f-AR
stimulation. Expression of the gene encoding MCIP1.4, which is under tight control by
calcineurin activity’, was further augmented or decreased in hearts of Carabin” or AAV9-
Carabin injected mice upon pressure overload, respectively. Likewise, the effect of Carabin on
CaMKII activity was observed In Vivo in the TAC model and in NRVMs treated with either PE
or 8-pCPT (Supplemental Figure 12A), an Epac (exchange protein directly activated by cAMP)
selective agonist which is a potent activator of cAMP-dependent cardiomyocyte hypertrophy”*>".
Phosphorylation of the sarcoplasmic ryanodine receptor which is another effector of CaMKII,
was inhibited by Carabin following activation of the prohypertrophic factor Epac (Supplemental
Figure 12B). Altogether, these data suggest that Carabin does not belong to a protein complex
specifically associated with a subcellular compartment and/or a signaling pathway but most
probably, exerts its functions in concert with various proteins localized in distinct intra-cellular
compartments.

Since Carabin expression was decreased in human failing heart and in TAC-induced
hypertrophy in rodents, we speculate that this downregulation of Carabin may play an active role
in promoting cardiac hypertrophy under stress condition. In support of this hypothesis, Carabin

overexpression attenuated hypertrophic signaling and protected the heart against hypertrophic
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remodeling. Cardiac gene therapy has emerged as a promising approach for treating HF,
supported by a growing number of positive preclinical studies ** and a recent successful result in
Phase 2 study (CUPID trial) targeting the cardiac sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+
ATPase pump **. Our findings that restoration of Carabin expression with AAV9-Carabin
improves cardiac function in mice with HF suggest that Carabin gene transfer may provide a
novel therapeutic strategy for the treatment of HF. As a next step, it will be important to test the
beneficial impact of Carabin gene transfer in a preclinical study using a large animal model of
HF.

Although our data obtained both in vitro and in vivo support for a cardioprotective role of
Carabin, we found a 50% increase in the expression of Carabin in response to one day of
treatment with PE 1n vitro (Supplemental Figure 3B). Accordingly, the proximal promoter
region of Carabin revealed the presence of multiple consensus NFAT-binding sites,” suggesting
that the expression of Carabin might be regulated by the CaN signaling pathway. Therefore, one
can imagine a scenario in which the upregulation of Carabin at the early phase of hypertrophy
development may counteract the progression of pathological cardiac growth and, when the stress
persists as observed 4 weeks after TAC, Carabin may be degraded thereby contributing to
disease progression. However, to validate this hypothesis further experiments are required to
show the upregulation of Carabin at the early phase of pressure overload-induced cardiac
hypertrophy. Interestingly, bioinformatic analysis of Carabin sequence showed many potential
phosphorylation sites, mainly for PKA and PKC (analysis with NetPhosK, Expasy softare) which
are implicated in cardiac hypertrophy signaling’, suggesting that Carabin may be tightly
regulated by phosphorylation and dephosphorylation which can then influence its proteolytic

degradation.

15



DOI : 10.1161/CIRCULATIONAHA.114.010686

CaN, CaMKII and Ras signaling pathways may converge to the same downstream
effectors such as the transcriptional factors NFAT and MEF?2 to regulate cardiac growth. For
instance, studies in transgenic mice showed that inhibition of MEF2 abrogated the effects of CaN
on cardiac dilation and dysfunction suggesting that this transcription factor was a target of
CaN**. Yet, Li and collaborators® reported that CaN regulates MEF2 transcriptional activity in
C2C12 myoblasts. In contrast, CaMKII is also known to negatively regulate CaN-NFAT
signaling by phosphorylation''. These different signaling pathways are therefore tightly linked
and our finding on Carabin adds complexity to this crosstalk.

AAVGA

As expected, mutations in the CaN binding domain of Carabin (Carabin ) prevent

NFAT activation. This data combined with the observation that NFAT transcriptional activity

was unaffected by the Carabin®'*'*

mutant, indicates that Carabin inhibits CaN/NFAT signaling
pathways only via its CaN binding domain and in a Ras-independent fashion. On the contrary,
Carabin inhibitory effect on CaMKII involves its Ras-GAP function since Carabin®'*'* fails to
prevent HDAC4 nuclear translocation and subsequent MEF2 transcriptional activation. This
finding is in agreement with a previous report showing that increased MEF2 activity in response
to hypertrophic stimuli was dependent on Ras'’. Additionally, the CaN binding domain of
Carabin is also involved in Carabin inhibitory effect on CaMKII pathway since the mutant
Carabin™*V* behaves as the vector control on HDAC4 nucleocytoplasmic shuttling. The fact
that Carabin™*V%* had a slight tendency to inhibit MEF2 activation could be explained by a
differential interaction between CaN/HDAC4 and CaN/MEF2. This hypothesis is strengthened
by the study of Grégoire and collaborators®® who showed that CaN interacted with HDAC4 more

strongly than MEF2.

Finally, we found that Carabin anti-hypertrophic action was dependent of its Ras-GAP
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domain and CaN interacting domain. This makes sense since 1) the Ras-GAP domain of Carabin
prevents the activation of Ras/CaMKII and the CaN interacting domain of Carabin specifically
inhibits CaN/NFAT signaling; 2) Ras/CaMKII and CaN signaling are both involved in cardiac
hypertrophy’. Our finding that the CaN binding domain of Carabin is implicated in Carabin

inhibitory effect on HDAC translocation and MEF2 activation may justify why Carabin®*Y* i

S
less potent than KN93 to inhibit PE-induced cardiomyocyte hypertrophy. This cooperation
between Carabin Ras-GAP domain and CaN interacting domain to exert their inhibitory action
on hypertrophy may explain why Carabin™'*'* is less effective than CsA to prevent
cardiomyocyte hypertrophy.

In conclusion, our study has revealed Carabin as a novel and negative regulatory point for
modulating CaN-NFAT, Ras/ERK and CaMKII signaling. Hypertrophic remodeling of the heart
under chronic stress appears to result, at least in part, from downregulation of Carabin and thus
from insufficient control by this protein. Our finding that Carabin has a protective function in the

heart in response to hemodynamic stress suggests that Carabin may be a potential diagnostic and

therapeutic target for heart disease.
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Table 1. Echocardiographic analysis of WT and Carabin”™ mice after sham and TAC operations.

Groups WT-Sham WT-TAC Carabin™ -Sham Carabin”-TAC
n=10 n=12 n=10 n=12

LVIDs (mm) 1.860 + 0.069 2.716 + 0.140%** 1.912 + 0.042 4.194 + (0.198 *wkx"H

LVIDd (mm) 3.230+0.102 3.748 +£0.156%*** 3.305 + 0.068 4.768 + (0.162 * ks

ESV (mL) 0.018 + 0.002 0.053 £ 0.007* 0.02 + 0.001 0.187 + 0.023 %k

EDV (mL) 0.088 + 0.008 0.157+0.011* 0.092 + 0.006 0.271 + 0.024***

FS (%) 42.43 + 0.685 27.63 + 1.463%#*x* 42.00 + 0.674 14.67 + 1.683 "

Left ventricular end-systolic internal diameter (LVIDs), LV end-diastolic internal diameter (LVIDd), end-systolic (ESV) and end-diastolic (EDV) volumes,
fractional shortening (FS). Statistical significance was determined by 2-way ANOVA with interaction analysis and Tukey post-test. *p<0.05, ***P<0.001,

**%%P<(0.0001, compared with their respective control group, ###P<0.001, ###P<0.0001 compared with WT-TAC animal group.

Table 2. Echocardiographic analysis of AAV9-GFP or AAV9-Carabin treated mice after sham and TAC operations.

Groups GFP-Sham GFP-TAC Carabin -Sham Carabin -TAC
n=10 n=12 n=10 n=12
LVIDs (mm) 2.00 + 0.063 3.05 4 0.24] *#** 1.94 +0.039 2.00 + 0.088"
LVIDd (mm) 3.48 £ 0.091 4.07 +0.176%* 3.41 £ 0.056 3.33 + 0.098"
ESV (mL) 0.02 +0.002 0.08 + 0.020%** 0.02 + 0.001 0.02 + 0.004™
EDV (mL) 0.11 £0.008 0.17 + 0.022%* 0.10 + 0.004 0.10 + 0.008"
FS (%) 42.46 + 0.836 25.90 + 2.68]1 **k* 43.08 + 0.468 39.91 + 1.232%#

Left ventricular end-systolic internal diameter (LVIDs), LV end-diastolic internal diameter (LVIDd), end-systolic (ESV) and end-diastolic (EDV) volumes,
fractional shortening (FS). Statistical significance was determined by 2-way ANOVA with interaction analysis and Tukey post-test. **¥P<0.01, ****P<0.0001,

compared with WT control group, ###P<0.001, ####P<0.0001 compared with WT-TAC animal group.
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Figure Legends:

Figure 1. Carabin deficiency accelerates pressure overload-induced heart failure (HF). (A)
Analysis of myocardial Carabin expression by quantitative polymerase chain reaction (qQPCR)
and Wblot. Left and middle, quantification of Carabin in mouse or rat left ventricular
myocardium from TAC (mouse n=6; rat n=10) or sham-operated controls (mouse n=7; rat n=10).
Right, quantification of Carabin in left ventricular myocardium from patients with dilated
cardiomyopathy (DCM) (n=4) or non-failing control biopsies (n=4). Representative
immunoblots are shown. (B) Heart weight (HW)/ tibia length (TL) and left ventricular weight
(LVW)/TL ratios of control and Carabin” mice after sham and TAC operation (n=10-12 per
group). (C) Upper panel, representative hematoxylin- and eosin-stained heart sections of WT or
Carabin” mice subjected or not to TAC (scale bar: 2mm). Vinculin staining (scale bar: 50 pm)
and histological characterization of fibrosis (scale bar: 100 um) in cardiac sections of WT and
Carabin”"mice. The graph represents quantification of cardiomyocytes cross-sectional area
(right) and the collagen content (left) (n=6 to 8 per group). (D) Levels of cardiac hypertrophy-
related transcripts (ANF, BNP, B-MHC) and fibrosis markers (Coll, Col3) were quantified by
qPCR (n=6 to 8 per group). Statistical significance was determined by the Student t test (A) or
by 2-way ANOVA with interaction analysis and Tukey post-test (B-D). *P<0.05, **P<0.01,

*#%p<(0.001, ****P<(0.0001 compared with indicated value. RQ: relative quantity.

Figure 2. Increased Carabin expression blocks the cardiac hypertrophic response. (A) Left,
sarcomere organization, as determined by immunostaining cells for sarcomeric a-actinin (red) in
neonatal rat ventricular myocytes (NRVMs) infected with the indicated adenoviruses(Ad.) and

stimulated or not with phenylephrine (PE). Scale bar represents 10 um. Right, quantification of
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cell surface area. (B) Relative luciferase activity of the ANF promoter in NRVMs co-transfected
with the indicated plasmids. Bar graphs show results from 8 independent experiments performed
in triplicate. The immunoblot shows the expression of recombinant cMyc-Carabin. (C)
Immunoblot analysis of Carabin was performed on left ventricular (LV) homogenates from mice
injected with AAV9-GFP (GFP) and AAV9-Carabin (Carabin) and subjected or not to TAC (n=5
per group). GAPDH expression was used as loading control. The graph represents quantification
of Carabin levels. (D) Heart weight (HW)/tibia length (TL) and LV weight (LVW)/TL ratios of
AAV9-GFP (GFP) and AAV9-Carabin (Carabin) treated mice after sham and TAC operations
(n=10-12 per group). (E) Heart sections of AAV9-GFP (GFP) and AAV9-Carabin (Carabin)
mice were stained with either vinculin to demarcate cell boundaries (green; scale bar: 50 pm) or
Masson’s trichrome to detect fibrosis (blue; scale bar: 100 um). The bar graphs show the
quantification of cardiomyocytes cross-sectional areas and fibrosis (n=8-12 per group). (F)
Relative expression of cardiac hypertrophic (ANF, BNP, B-MHC) and fibrosis (Coll, Col3)
markers genes of hearts samples from AAV9-GFP (GFP) and AAV9-Carabin (Carabin) after
sham and TAC (n=6-8 per group). All data were evaluated by 2-way ANOVA/Tukey post-test.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 compared with indicated value. RQ: relative

quantity.

Figure 3. Carabin inhibits CaN-NFAT signaling pathway in a Ras independent fashion. (A) CaN
activity was determined on neonatal rat ventricular myocytes (NRVMs) infected with either
Ad.GFP or Ad.Carabin and stimulated with phenylephrine (PE, 10 umol/L, 30 min).
Cyclosporine A (CsA, 1 pmol/L), was used as a positive control (n=3 per condition). Data are

means + S.E.M from 3 independent experiments. *p<0.05, ***p<0.001, versus Ad.GFP cells,
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paired t test. (B) NRVMs transfected with the indicated plasmids were preincubated or not with
CsA and stimulated or not with PE (10 pmol/L) for 10 min. Endogenous nuclear factor of
activated T-cells ¢3 (NFATc3) and Carabin were visualized by immunostaining using an anti-
NFATc3 and an anti-cMyc antibody, respectively. At least 100 cells were analyzed in each
condition. DAPI stain marks the position of nuclei. Scale bar represents 10 pm. (C) Quantitative
PCR analysis of MCIP 1.4 in mouse hearts subjected or not to TAC (n=8-10 mice per group).
(D) Relative NFAT luciferase activity in NRVMs cotransfected with either siRNA control (Si-
CT) or siRNA Carabin (Si-Carabin). Results are means + S.E.M from 3 independent experiments
performed in triplicate. (E) Schematic representation of Carabin mutants. (F) Relative NFAT

luciferase activity in NRVMs transfected with the indicated plasmids. The expression of Carabin

R141A AAVGA

and Carabin mutants (Carabin and Carabin ) were revealed by immunoblot (D,
F).*p<0.05, ***p<0.001, ****P<(0.0001, compared to the control or indicated value, 2-way

ANOVA/Tukey comparison test. RQ: relative quantity.

Figure 4. Carabin prevents Ras and ERK activation. (A) Representative Western blots depicting
the interaction of Carabin with Ras. Neonatal rat ventricular myocytes (NRVMs) transfected
with either siRNA-Carabin (Si-Carabin) or its control (Si-CT) were treated or not with PE (10
umol/L) for 10 min before immunoprecipitation experiments (IP). Representative of 3
experiments is shown. (B) Amounts of Ras-GTP determined by pull-down assays in NRVMs
transfected with the indicated constructs. The bar graph represents the mean + S.E.M. of 5
independent experiments. (C) NRVMs were transfected with the indicated plasmids and then
were stimulated or not with PE (10 umol/L) for the indicated period of time. Phosphorylated

ERK (p-ERK) and total-ERK (t-ERK) were analysed by Western blot. Values are means +
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S.E.M of 4 independent experiments. Representative immunoblots are shown. (D, E)
Quantification of the ratio p-ERK/t-ERK as determined by Western blot of heart lysates from
Carabin knock-out (Carabin™) mice (D) or AAV9-Carabin (Carabin) treated mice (E) and their
respective control 4 weeks after sham and TAC operation (n=6—8 per group). Representative
immunoblots are shown. (F) Effects of Carabin mutant on ERK activation. After transfection
with Carabin, NRVMs were stimulated or not with PE (10 umol/L, 10 min). The bar graph
represents the mean + S.E.M. of 4 independent experiments. Representative immunblots are
shown. Of note, the ERK antibody (from Santa Cruz Biotechnology) used in C and F recognizes
1 band, and the ERK antibody (from Cell Signaling Technology) used in D and E, revealed 2
specific bands for ERK. Data were evaluated by 2-way ANOV A/Bonferroni or Tukey post-test.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<(0.0001, compared with control group or vs. indicated

value. “p<0.05, "p<0.01, compared with control cells at the corresponding time.

Figure 5. Carabin inhibits CaMKII activation and HDAC4 nucleocytoplasmic shuttling. (A)
Neonatal rat ventricular myocytes (NRVMs) were transfected with the indicated constructs and
treated or not with PE (10 pmol/L, 10 min). Phospho-CaMKII (p-CaMKII), total CaMKII (t-
CaMKII) and cMyc-Carabin were revealed by Western blot. The graph represents means +
S.E.M of 8 independent experiments. (B-E) Quantification of the ratios p-CaMKII/t-CaMKII (B,
C) or Cytosolic (C)/Nuclear (N) HDAC4 (D, E) of heart lysates from Carabin”™ mice or AAV9-
Carabin (Carabin) treated mice and their respective control 4 weeks after sham and TAC
operation (n=6-8 per group). Representative immunoblots are shown. (F, G) Effect of Carabin
and Carabin mutants on HDAC4 cytoplasmic accumulation (F) and MEF?2 transcriptional

activity (G) in NRVMs. A control condition was performed by pre-treating control pSV2-
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transfected cells with a CaMKII pharmacological inhibitor , KN93 (1 pmol/L). Results were
normalized to control for each experiment and were expressed as means + S.E.M of 6
independent experiments performed in triplicates. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 versus the
corresponding non stimulated condition or indicated values, 2-way ANOVA, Bonferroni

comparison test.
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Résumé :

L'insuffisance cardiaque (IC) est une cause majeure de mortalité dans les pays industrialisés. Ce
syndrome est le résultat de nombreuses maladies cardiaques qui induisent dans un premier temps
un remodelage adaptatif du myocarde : I’hypertrophie du ventricule gauche (HVG).

Dans le cceur, le calcium libéré a partir du réticulum sarcoplasmique (RS) est a l'origine de la
contractilité. Ce mécanisme est contr6lé par un macro-complexe moléculaire, composé du récepteur
de la ryanodine (RyR2), et de protéines stabilisatrices associées dont la junctine (JCN), la
calséquestrine (CSQ2), et la triadine (Trd). Ces dernieres années, des dysfonctionnements de ce
complexe, par des reldchements aberrants de Ca** du RS (vu comme des fuites de Ca2+ hors du RS)
ont été remarqué au cours de I'IC, conduisant a une HVG associée a une dysfonction contractile et a
la survenue d’arythmies cardiaques létales. De trés nombreuses études se sont intéressées aux
protéines principales du RS, telles que RyR2 et CSQ2, mais peu de données sont disponibles sur le
role de Trd, protéine considérée comme mineure en physiopathologie cardiaque. Afin d’étudier son
role dans le coeur, notre travail s’est articulé autour de trois modeles de pathologie cardiaque : 1-une
surcharge de pression par une sténose de I'aorte transverse (TAC), 2-une diffusion de catécholamines
(isoprotérénol, Iso) par mini-pompe osmotique et 3-une IC chronique par un infarctus du myocarde
(IM), chez des souris dont le géne de la triadine a été invalidé (KO Trd). En réponse a une TAC ou a
I'ISO, les animaux développent une HVG plus importante que les souris WT. Suite a une TAC, cette
HVG est supérieure et excentrique et s’"accompagne d’une dysfonction cardiague comparativement
aux animaux sauvages. Suite a un IM, les souris KO Trd présentent une mortalité accrue post-
chirurgie. L’accroissement de cette mortalité accrue résiderait dans I'augmentation significative
d’arythmies ventriculaires séveéres (tachycardies ventriculaires, TV) chez ces souris suite a une
stimulation catécholaminergique, pouvant étre la conséquence d’'une augmentation des fuites de
Ca®* hors du RS. Nous avons également observé qu’en réponse a la TAC la réexpression du géne
TRDN avec un adénovirus AAV9 dans notre modéle KO Trd permet le maintien de la fonction
cardiaque et de prévenir le développement de I'HVG.

Au final, ces travaux montrent que I'absence de la triadine accélére la transition vers I'IC en modulant
a la fois I'HVG et la dysfonction contractile associée mais également la survenue d’arythmies
ventriculaires létales.

Mots clés : Triadine, insuffisance cardiaque, hypertrophie cardiaque, arythmies, calcium.

Abstract :

Heart failure (HF) is a serious public health issue with a growing prevalence in industrialized
countries. This syndrome results from several cardiac diseases which begin with an adaptative
myocardial remodeling: left ventricular hypertrophy (LVH).

In heart, contractility depends on calcium release from sarcoplasmic reticulum (SR). This release is
controlled by a macro-molecular complex, composed by ryanodine receptor (RyR2) and its associated
regulatory protein junctin (JCN), calsequestrin (CSQ2) and triadin (Trd). During the past years,
alterations of this complex by disturbed calcium release outside SR (as « sparks ») was often
observed during the development of HF, being associated with LVH, dysfunction and fatal ventricular
arrhythmias. Most studies were focused on RyR2 and CSQ2 function but few data are available
regarding the role of Trd, considered until now having minor role in cardiac physiopathology. To
elucidate its role, we realized 3 cardiac pathological experimental models on mice with triadin gene
invalidation (KO Trd): 1- a pressure overload with transversal aorta constriction (TAC) 2-a chronic
infusion of catecholamines (Isoproterenol, Iso) with osmotic minipumps and 3- a chronic HF with
myocardial infarction (Ml). In response to TAC or Iso, KO mice developed a greater LVH compared to
wild-type mice. Also, with TAC, KO mice show an eccentric LVH associated with a severe cardiac
dysfunction, as compared to wild-type mice. After MI, we observed a greater mortality post-surgery
in KO Trd mice. This prevalence may be due to increasing of severe ventricular arrhythmias
(ventricular tachycardia, VT) after catecholaminergic stimulation. This observation could be a
consequence of increasing number of « sparks », and thus an increased calcium release during
diastole. More interestingly, delivery of TRDN gene using AAV9 in KO mice, prevent adverse
remodeling and the associated cardiac dysfunction following 28 days TAC surgery.

To conclude, this work shows that the lack of triadin accelerate the transition towards heart failure,
acting on LVH, contractile dysfunction, and the occurrence of lethal ventricular arrhythmias.
Keywords : Triadin, Heart failure, Cardiac Hypertrophy, Arrhythmia, Calcium.



