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GMPc : guanosine monophosphate cyclique
HiF-1a : hypoxia inducible factor

HK : hexokinase

HP : hypertension pulmonaire

HPPE : hypertension pulmonaire post-embolique
HTAP : hypertension artérielle pulmonaire
IC : index cardiaque

LVAD : left ventricular assist device

MVO, : consommation en oxygéne

NADH : nicotinamide adénine dinucléotide
NRF :nuclear respiratory factor

NYHA : New York Heart Association

OXPHO : oxidative phosphorylations

PAP : pression artérielle pulmonaire
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PAPm : pression artérielle pulmonaire moyenne

PAPs : pression artérielle pulmonaire systolique

PAPd : pression artérielle pulmonaire diastolique

PDE : phosphodiéstérase

Pes : pression télésystolique

PDH : pyruvate déshydrogénase

PDK : pyruvate déshydrogénase kinase

PG2 : prostaglandine 2

PGC-1a : peroxysome proliferator activator receptor coactivator 1a
POD : pression oreillette droite

PP : pression pulsatile

PPARYy : peroxisome proliferator-activated receptor gamma
ROS : reactive oxygen species

RVFAC : right ventricular fractional area change

RVP : résistances vasculaires pulmonaires

SCC : second champ cardiaque

SE : syndrome d’Eisenmenger

SIV : septum interventriculaire

SOD?2 : superoxyde dismutase type 2

SW : stroke work

TAPSE : tricuspid annular plane systolic excursion

Tfam: transcription factor A mitochondrial

VCS : veine cave supérieure

VD : ventricule droit

VEGF-A : vascular endothelium growth factor type A
VEGF R1 : vascular endothelium growth factor receptor 1
VES : volume d’éjection systolique

VHL: Von Hippel-Lindau

VG : ventricule gauche

VTD : volume télédiastolique

VTS : volume télésystolique
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Résumeé de la these

La survenue d’une défaillance ventriculaire droite est associée a une augmentation de
mortalité dans de nombreuses situations cliniques, particulierement chez les patients atteints
d’hypertension pulmonaire. Les mécanismes conduisant a la dysfonction et la défaillance du
ventricule droit lorsqu’il est soumis a une surcharge chronique de pression sont complexes et
demeurent mal connus. Si une bonne adéquation entre les apports et les besoins accrus en
oxygene est essentielle au maintien d’'une fonction ventriculaire droite adaptée, il semblerait
gue la raréfaction capillaire myocardique pourrait étre responsable de la présence d’ischémie
myocardique et pourrait contribuer a la transition de la phase adaptée a la phase non adaptée
de I'hypertrophie ventriculaire droite. La mitochondrie étant I'organelle oxygéno-dépendante
responsable de la production d’énergie, I'intégrité de ses capacités oxydatives est également
essentielle au bon fonctionnement du ventricule droit. Il semblerait que le métabolisme
mitochondrial soit altéré dans le ventricule droit défaillant, mais il existe peu de données au
stade précoce de la dysfonction ventriculaire droite. Afin de mieux comprendre I'importance
de ces mécanismes, nous avons modélisé I’hypertension artérielle pulmonaire chez un modéle
porcin.

La premiere partie de ce travail a consisté a mettre en évidence |'association entre
I'altération de la microvascularisation et I'adaptation ventriculaire droite a une surcharge de
pression. Pour cela, nous avons modélisé I'hypertension pulmonaire chez deux modéles
porcins différents. L'un était un modeéle de shunt entre la crosse aortique et le tronc de I'artere
pulmonaire (modéle SHUNT), I'autre était un modele d’hypertension artérielle pulmonaire
post-embolique (modéle CTEPH). Un remodelage structurel et fonctionnel du ventricule droit
était observé dans ces 2 modeéles. Dans cette étude, nous avons mis en évidence que la
dysfonction ventriculaire droite précoce était associée a (1) un mismatch entre la
microvascularisation et I’hypertrophie ventriculaire droite, traduit par une baisse de la densité
capillaire, (2) a une baisse du ratio entre la densité capillaire et la charge de travail du ventricule
droit (StrokeWork) et (3) a une augmentation de la fibrose myocardique.

Dans la deuxiéme partie de cette thése, nous avons étudié et comparé la densité
capillaire et la fibrose myocardique ventriculaire droite chez 14 patients atteints de syndrome

d’Eisenmenger et 14 patients atteints d’hypertension artérielle pulmonaire chronique. Ces 28
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patients présentaient une défaillance ventriculaire droite symptomatique et avaient été traités
par une transplantation cceur-poumon. La densité capillaire ventriculaire droite était identique
dans les deux groupes et environ 1,5 fois plus basse que dans un ventricule droit normal,
confirmant I'atteinte microvasculaire chez ces patients.

La troisieme partie de ce travail a consisté a étudier les capacités respiratoires
mitochondriales au cours du remodelage ventriculaire droit lorsqu’il est soumis a une
surcharge chronique de pression. Il a ainsi été montré que, dans notre modeéle porcin
d’hypertension artérielle pulmonaire postembolique, les capacités respiratoires
mitochondriales mesurées selon la méthode des fibres myocardiques perméabilisées étaient
globalement diminuées, précocement dans I'évolution et sans diminution de la masse
mitochondriale en microscopie électronique. Nous n’avons pas mis en évidence de
modification d’utilisation préférentielle de substrat par la mitochondrie au cours du temps
dans cette étude.

De maniere générale, ces résultats démontrent le réle de I'atteinte microvasculaire et de la
dysfonction mitochondriale dans la dysfonction ventriculaire droite. Les voies moléculaires
communes a ces deux mécanismes (PGC-1a, HiF-1a entre autres) font I'objet d’étude afin

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.
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Abstract

Right ventricular failure is associated with an increased mortality in several clinical
features, especially in patients with pulmonary hypertension. Underlying mechanisms of right
ventricular dysfunction and failure in chronic pressure overload are complex and still subject
to debate. The balance between the supply and the increased need in oxygen is crucial to
maintain an adapted right ventricular function. However, impairment of the myocardial
microvascularisation could lead to myocardial ischemia and could contribute to the transition
between adapted and non-adapted right ventricular hypertrophy. As mitochondrion are
involved in the entire oxygen-dependent energy production in cardiomyocytes, their integrity
is also essential for a good right ventricular function. It is suggested that mitochondrial
metabolism is impaired in right ventricular failure. However, only few data exist at the early
stage of right ventricular dysfunction. To better understand the importance of such
mechanisms, we used a model of chronic pulmonary hypertension in piglets.

The first aim of this thesis was to study the association between microvascularisation
impairment and right ventricular adaptation to chronic pressure overload. We compared two
different piglet models of pulmonary hypertension. The first model was a systemic-to-
pulmonary shunt (SHUNT) between the aortic arch and the pulmonary trunk. The second
model reproduced thromboembolic pulmonary hypertension (CTEPH). In this work, we
showed that early right ventricular dysfunction was associated with (1) a mismatch between
microvascularisation and right ventricular hypertrophy as showed by a decreased capillary
density, (2) an importance of the capillary density to right ventricular stroke work ratio and (3)
an increased of myocardial fibrosis.

In the second part of this thesis, we studied and compared the capillary density and
myocardial fibrosis in right ventricles of 14 Eisenmenger Syndrome patients and 14 patients
with chronic pulmonary arterial hypertension. All 28 patients had symptomatic right
ventricular failure and underwent heart-lung transplantation in our institution. Capillary
density was not different between the two groups and was almost 1.5-fold lower than in
normal right ventricle, confirming the impairment of microvascularisation in these patients.

In the third part of this work, we studied the mitochondrial respiratory capacity in the

setting of right ventricular remodeling under chronic pressure overload. Thus, we showed that,
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in our swine CTEPH model, the mitochondrial respiratory capacities were globally and early
impaired. The mitochondrial mass assessed by transmission electronic microscopy was not
decreased. We didn’t observe any modification of energetic substrate use over time.

Taking together, these results show that microvascular impairment and mitochondrial
dysfunction had an important role in the early right ventricular dysfunction. Molecular
pathways involved in both mechanisms are currently being studied to find new targeted

therapeutics (PGC-1a, HIF-1a).
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PREAMBULE

“1- If Nature does nothing in vain, she would not have added the
right ventricle for the sole purpose of nourishing the lungs.
2- But Nature did add a right ventricle.

3- Therefore, Nature added the right ventricle for another purpose.”

Sir William Harvey (1578-1657)
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Préambule

L’histoire de la découverte de la circulation pulmonaire a commencé vers 300 avant
Jésus Christ avec Hippocrate (460-377 avant JC), et se termine avec Marcello Malpighi (1628 —
1698) au 17&éme siécle’. Selon Galien (129-200 avant JC), le ventricule droit était un appendice
de la veine cave inférieure et avait une fonction limitée a I’lapport de nutriments aux poumons?.
La premiére description moderne de la circulation pulmonaire fut réalisée par lbn Nafis
Damishgi (1210-1288), dans un manuscrit intitulé « Commentary on anatomy of the Canon of
Avicenna » découvert en 1924 dans une bibliothéque de Berlin. Dans cet écrit, Ibn Nafis réfutait
I’existence des pores entre le ventricule droit et le ventricule gauche décrits par Galien et
décrivait la double circulation systémique et pulmonaire. Deux siécles plus tard, Leonardo da
Vinci (1452-1512) fut le premier européen a décrire le coeur comme un muscle, avec 4 cavités
et 4 valves. La représentation des pores entre les deux ventricules sur les schémas de Da Vinci
témoignait de la persistance de l'influence de Galien. La découverte de la circulation
pulmonaire telle que nous la connaissons actuellement a longtemps été attribuée a I'anglais
Sir William Harvey (1578-1657), « le pére de la circulation moderne ». Dans son célebre traité
« Exercitatio Anatomica de Motu Cordis et Sanguinis in Animalibus » paru en 1628, Harvey
décrit la continuité entre les arteres et les veines, prouvant ainsi le concept de la conservation
du sang et de la circulation sanguine grace a sa célébre manoeuvre du tourniquet (garrot
progressivement occlusif). Il est le premier a s’interroger et a mettre en avant la fonction du
ventricule droit dans la circulation. Le dernier maillon de la chaine fut apporté par Marcello
Malpighi (1628-1694) qui décrit pour la premiere fois les alvéoles et les capillaires pulmonaires
grace a I'avenement de la microscopie optique. L’étude du ventricule droit a, par la suite, été
longtemps reléguée au second plan par rapport a celle du ventricule gauche. Des travaux

eme

expérimentaux réalisés au début du 20°™ siécle®* montrant que la destruction de la paroi
ventriculaire droite par cautérisation n’entrainait pas de signe congestif de défaillance
cardiaque chez le chien ont probablement contribué a ce phénomeéne. Quelques années plus
tard, les Drs. Francis Fontan et Guillermo Kreutzer démontraient que la vie sans ventricule droit
était possible comme Vlillustraient les patients atteints de cardiopathies congénitales

(ventricule unique, atrésie de la valve tricuspide) traitées par shunt cavo-pulmonaire ou

opération de Fontan®. Cependant, I'absence de fonction pulsatile ventriculaire droite était
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associée a court terme a une intolérance a I'effort liée a I'incapacité d’augmentation du débit,
et a long terme a des signes congestifs (anasarque, entéropathie exsudative, cirrhose) pouvant

conduire au décés de certains patients’.

La valeur pronostigue de la fonction ventriculaire droite, longtemps sous-estimée, fut
ensuite mise en évidence dans I'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) et I'infarctus du
myocarde®® dans les années 1990-2000. Dés lors, le nombre de travaux publiés sur le VD
augmenta de maniere exponentielle, soulevant de nombreuses questions et ouvrant de
nouveaux axes de recherche. L'un des premiers papiers séminaux sur la défaillance
ventriculaire droite dans I'HTAP est paru en 1998 suite a la 40°™ conférence Aspen sur la
biologie et la physiopathologie de la circulation pulmonaire®. En 2005, un groupe de travail sur
le ventricule droit fut créé au sein de la section pulmonaire du National Institutes of Health
(NIH) et publia un rapport synthétisant I'ensemble des connaissances de |'époque sur la
défaillance ventriculaire droite'®. Depuis, presque 100 000 publications reliées au VD ont été
indexées dans PubMed et plusieurs ouvrages se sont attelés a accroitre les connaissances sur
ce vaste et passionnant sujet. Malgré I'avancée importante des connaissances, de nombreuses
guestions restent sans réponse et justifient la poursuite des travaux de recherche: pourquoi
certains patients atteints d’"HTAP développent une insuffisance cardiaque droite et d’autres
pas ? Quels sont les mécanismes impliqués dans la survenue de la défaillance ventriculaire
droite ? Quels sont les facteurs protecteurs ? Quels sont les moyens de détecter précocement
la dysfonction ventriculaire droite ? Comment prédire le passage de la phase compensée a la
phase décompensée de la dysfonction ventriculaire droite ? Quelles thérapeutiques
spécifiques ciblées sur le ventricule droit pourraient améliorer la survie de ces patients ? Il est
évident que pour répondre a ces nombreuses questions, le recours a I'utilisation de modeles

animaux reproduisant la physiopathologie de I'HP et de la défaillance ventriculaire droite est

indispensable.

L'hypertension pulmonaire (HP) est la cause la plus fréguente d’augmentation de la
postcharge du VD et est définie par une augmentation de la pression artérielle pulmonaire
moyenne supérieure a 25 mm Hg au repos ou supérieur 3 30 mm Hg a 'effort™. L’HP fait I’objet
d’une classification en 5 catégories dans laquelle 'HTAP (classe 1 de la classification Dana Point)

fait référence a une atteinte intrinseque du lit vasculaire pulmonaire en I'absence
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d’augmentation des pressions capillaires (<15 mm Hg)'2. L’hypertension artérielle pulmonaire
post-embolique (HPPE) est une maladie vasculaire pulmonaire rare et grave, parfois secondaire
a une embolie pulmonaire aiglie (classe 4). Elle se développe suite a l'organisation et la
persistance de caillots fibreux au sein des arteres pulmonaires, créant une obstruction et une
élévation progressive des résistances vasculaires pulmonaires. Son diagnostic nécessite la mise
en évidence de défects dans le lit artériel pulmonaire aprées un traitement anticoagulant de 3
mois. L’augmentation progressive de sa postcharge entraine un remodelage du ventricule droit
(hypertrophie puis dilatation). Dans un premier temps, ce remodelage est dit adaptatif ou
compensé. Lorsque la surcharge de pression persiste, I'évolution se fait vers un remodelage
maladaptatif ou une dysfonction ventriculaire droite et enfin vers la défaillance ventriculaire

droite.

La défaillance ventriculaire droite (DVD) est communément définie par I'incapacité du
ventricule droit a assurer un débit sanguin dans la vascularisation pulmonaire de maniere
adaptée aux besoins®. Elle peut étre de type systolique, diastolique ou mixte et elle se
manifeste par un syndrome cliniqgue dont les manifestations principales sont la rétention
hydro-sodée avec cedéme, ascite, anasarque, un bas débit cardiaque, responsable d’une
intolérance a l'effort, et enfin des troubles du rythme auriculaire ou ventriculaire pouvant
conduire a la mort. La qualité de vie des patients atteints d’insuffisance cardiaque droite
symptomatique est tres altérée. Les causes de défaillance chronique ventriculaire droite sont
nombreuses, les plus fréquentes étant secondaires a l'insuffisance cardiaque gauche et a
I'ischémie myocardique puis a I'HP. Malgré les avancées thérapeutiques, la défaillance
cardiaque droite reste I'un des facteurs principaux de morbidité et mortalité chez les patients
atteints d’HP**. De facon intéressante, il a été montré que le pronostic des patients atteints
d’HPPE était moins bon que celui des patients ayant une HP associée a une cardiopathie
congénitale comme le syndrome d’Eisenmenger. En effet, McLaughlin and coll. ont montré une
survie a 3 ans de 77% chez ces derniers, contre 35% chez les patients atteints d’"HPPE en
I'absence de traitement®. Il semblerait que leur meilleure survie soit associée a une meilleure
adaptation du ventricule droit mais les mécanismes expliquant ce phénoméne restent

inconnus®®’

. Ces observations nous ont conduit a réaliser le premier axe de travail de cette
thése qui a consisté a comprendre quels pouvaient étre les mécanismes expliquant ces

différences d’adaptation de la fonction ventriculaire droite en comparant deux modeéles d’HP
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porcins différents.

Si traiter la cause de la défaillance ventriculaire droite est essentiel, il est également
primordial de traiter l'insuffisance ventriculaire droite per se lorsqu’elle est installée. Or
I’ensemble des thérapeutiques actuelles a une action dirigée sur le lit vasculaire pulmonaire
avec peu ou pas d’effets sur le ventricule droit'®. La majorité des traitements destinés au
ventricule droit tels que les inotropes positifs ont un effet symptomatique bénéfique immédiat
mais sont probablement délétéres au long court du fait de I'augmentation de la consommation
en oxygeéne qu’ils entrainent. De plus, les avancées thérapeutiques significatives (analogues
des prostaglandines ; inhibiteurs du récepteur a I'angiotensine 1 ; et inhibiteurs de la
Phosphodiesterase-5) ne permettent pas d’inverser le cours de la maladie lorsque la DVD est
installée’®. Dans ces conditions I'étude des mécanismes de défaillance et I'identification de
nouvelles cibles thérapeutiques spécifiques du ventricule droit sont des enjeux majeurs pour
les patients atteints de dysfonction ventriculaire droite. Des données récentes issues de
travaux expérimentaux chez les rongeurs suggerent qu’une atteinte du métabolisme

20, 21 .
° . Ces observations nous

mitochondrial serait associée a la défaillance ventriculaire droite
ont conduit a réaliser le deuxieme axe de recherche de ce travail de these. Aprés avoir
modélisé 'HPPE et induit une dysfonction ventriculaire droite chez le porc, nous avons étudié
les capacités respiratoires mitochondriales dans le ventricule droit soumis a une surcharge

chronique de pression.

32



33



INTRODUCTION

34



Introduction

Apres avoir abordé les particularités embryologiques, anatomiques et physiologiques
du ventricule droit dans un premier chapitre, nous tenterons de définir la fonction ventriculaire
droite et de décrire son importance dans différents contextes cliniques. Dans le troisieme
chapitre de cette introduction, nous tenterons de faire une synthése des mécanismes impliqués
dans le développement de la défaillance ventriculaire droite, spécifiquement les réles de
I'ischémie myocardique, de I'angiogenese et du métabolisme mitochondrial. Enfin, nous
aborderons dans un quatriéme chapitre, la prise en charge de la défaillance cardiaque droite

et les thérapeutiques actuellement disponibles.

Chapitre 1 : Particularités anatomiques, physiologiques et métaboliques
du ventricule droit

1) Embryologie du VD et circulation feetale.

La connaissance de I'embryologie du coeur et du développement du VD est utile pour
mieux comprendre ses particularités phénotypiques et physiopathologiques (morphologiques,
structurelles, expression génique et métabolique, réponse a la surcharge de volume, a la

surcharge de pression et a I'ischémie).

a) Origine des cellules cardiaques

L'utilisation de modeéles animaux modifiés génétiquement a permis un accroissement
majeur des connaissances du développement cardiaque ces 20 derniéres années. Si la majeure
partie du cceur dérive du mésoderme splanchnique, il a été découvert dans les années 2000
gue I'ensemble des cellules cardiaques provenait de quatre populations cellulaires différentes

a I'origine des différentes parties du massif cardiaque? (Tableau 1 et Figure 1) :
- Le champ cardiaque primaire, issu des cellules du mésoderme splanchnique antérieur

(aire cardiaque primitive), forme le tube cardiaque primaire. Il sert de charpente pour

la construction finale du cceur et il forme I'oreillette gauche et le ventricule gauche.
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- Le champ cardiaque secondaire (CCS) découvert en 2001°3, provenant des cellules de
la partie interne du mésoderme splanchnique et qui forme la partie postérieure du tube
cardiaque primaire®®. Il apparait dés la formation de la plaque cardiaque. De ce champ
cardiaque secondaire dérivent le mésocarde dorsal qui développera le pble veineux du
tube cardiaque, et 'aire cardiaque antérieure qui développera le péle artériel du tube
cardiaque primitif puis le ventricule droit et I'outflow tract (conotroncus)®.

- Les cellules de la créte neurale migrent vers les pOles artériel et veineux et participent
a la formation des gros vaisseaux.

- L’organe pro-épicardique contribue a la formation des coronaires

Tableau 1 : Origine des cellules myocardiques et leur devenir®® (Tiré de L. Houyel, EMC
Cardiologie — Embryologie du cceur normal — 11-001-C-10, Elsevier Masson SAS. 2009)

Aire cardiaque primitive Ventricule gauche
Oreillette gauche
Canal atrioventriculaire

Aire cardiaque antérieure Ventricule droit
Conotroncus
Cellules musculaires lisses des gros vaisseaux

Cellules de la créte neurale Arcs aortiques

Mésocarde dorsal Septum atrioventriculaire
Veines pulmonaires

Organe pro-épicardique Coronaires

Figure 1 : (A) Contribution des différentes populations cellulaires au développement du cceur.
La plague cardiaque primitive est formée par le premier champ cardiaque (rouge), le champ
cardiaque secondaire (CCS) (jaune) et les cellules de la créte neurale (bleu). Le champ
cardiaque primaire donne le tube cardiaque primitif qui contribue a la formation du ventricule
gauche, d’une partie des oreillettes et le canal atrioventriculaire. Pendant la croissance du tube
cardiaque, le CCS contribue au développement des poéles artériels et veineux de celui-ci. Au
niveau du pole artériel, le CCS se divise et donne la partie distale ou des voies d’éjections et le
champ cardiaque antérieur. Le champ cardiaque antérieur donne la partie proximale des voies
d’éjection, le ventricule droit et I'organe pro-épicardial. Au niveau du poéle veineux, le champ
postérieur cardiague donne une partie des oreillettes, le septum inter auriculaire, le tissu de
conduction, le myocarde supportant I'artére pulmonaire et les veines caves, et les veines
coronaires. PAA : pharyngeal arch arteries ; OFT : outflow tract ; DOF : distal outflow tract;
POT: proximal outflow tract; aPEO: arterial pro epicardial organ; RV: right ventricle; LV: left
ventricle; AVC: atrioventricular canal; IFT: inflow tract; SAN: sinoatrial node; CCS: cardiac
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conduction system; SV: sinus venosus;, PV: pulmonary veins; CV: caval vein; DMP: dorsal
mesenchymal protrusion; vPEO: venous pro epicardial organ. (Tiré du livre The Right Ventricule
in Health and Disease?’)

(B) Représentation schématique du coeur en cours de développement, aprés la formation de
la boucle cardiaque et avant la septation. Partie du ventricule droit (RV) issue du second champ
cardiaque est représentée en jaune (tiré de Gittenberger-de Groot A et al.”®)

3

second heart field IFT
SAN

ccs

sV
PV&CV
DMP
vPEO

posterior heart field

b) Les étapes du développement du cceur et du ventricule droit

Les 4 grandes étapes de la formation du coeur correspondent schématiquement a (1)
la formation du tube cardiaque primitif, (2) la formation de la boucle cardiaque, (3) le
phénomeéne de convergence et la (4) septation cardiaque.

Le tube cardiaque primitif comporte 2 segments distincts : I'un postérieur (oreillette
primitive) et I'autre antérieur (ventricule primitif). En apparence symétrique, le tube cardiaque
est une structure régionalisée, organisée selon les axes ou podles antéropostérieur,
craniocaudal et droite-gauche influencés par des groupes de genes différents. Cette polarité
est le prérequis pour la formation de la boucle (loop) cardiaque. Le tube cardiaque est formé
de deux couches cellulaires séparées par une matrice extracellulaire appelée gelée
myocardique.

La formation de la boucle cardiaque est un mouvement a la fois d’incurvation et de
rotation : le tube cardiaque est génétiquement programmé pour s’infléchir selon une courbe
a convexité droite (D-loop), initialement en forme de C puis, en forme de S, amenant le futur
ventricule droit en position ventrale et droite, le futur ventricule gauche en position dorsal et

gauche. Le déterminisme droit-gauche intervient avant le développement du cceur et est

37



contrélé par un ensemble de genes. Cette double rotation du tube cardiaque explique en
partie I'étroite relation entre I'infundibulum du VD, situé en antérieur et la chambre de chasse
du VG, centrale au niveau du massif cardiaque. Une fois la boucle cardiaque constituée,
I’ébauche cardiaque continue de croitre a ses deux extrémités, veineuse et artérielle, par
addition de myocarde provenant des sources extracardiaques. Le pole veineux devient le
confluent des veines cardinales et du sinus veinosus, apportant le sang oxygéné (provenant du
placenta via la veine ombilicale) au coeur. Le sang est ensuite expulsé via le pdle artériel
connecté au sac aortique et aux arteres pharyngées. Immédiatement aprés la boucle, le
segment d’admission est entierement relié au futur ventricule gauche et le segment d’éjection
est entierement relié au futur ventricule droit.

Le phénoméne de convergence correspond a une série de déplacements dont
I’'aboutissement est un alignement du conotroncus, du canal atrioventriculaire et du septum
interventriculaire primitif dans un méme plan sagittal®®. Cette étape entraine un remodelage
de la courbure interne (septum interentriculaire primitif) qui est essentiel pour la derniere
étape de la septation appelée le wedging.

Le wedging se définit comme I'encastrement de la valve aortique qui, par une rotation
dans le sens antihoraire en arriere de I'origine du tronc pulmonaire, vient se nicher entre la
valve tricuspide et la valve mitrale. Ainsi, la valve pulmonaire prend sa place définitive,
antérieure et a gauche de la valve aortique. Ce mouvement serait expliqué par une croissance
asymétrique du myocarde sous la valve pulmonaire provenant du second champ cardiaque.

h"*. Le wedging se produit en méme temps que la

Ce concept est appelé “pulmonary pus
formation des septa conal et aortopulmonaire et constitue le dernier stade de la septation
cardiaque.

Une fois développé, le ventricule droit peut étre scindé en plusieurs régions
anatomiques dont les origines embryologiques different (Tableau 2). Au-dela des
malformations cardiaques, ceci pourrait expliquer que ces différentes régions ventriculaires

droites aient une susceptibilité et une réponse différentes pour un méme stimulus (surcharge

de pression, réponse aux cathécolamines par exemple).
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Tableau 2 : origines embryologiques des différents segments du ventricule droit.

Valve tricuspide

Paroi latérale

Apex (zone trabéculée)

Septum interventriculaire

Septum membraneux

Créte supraventriculaire

Conus ou infundibulum

Valve pulmonaire

Artére pulmonaire

Coussins endocardiques
Partie postérieure du replis primaire

Aire cardiaque antérieure
Outflow tract

Tube cardiaque primitif

Formé par la fusion de :

-Repli primaire ou anneau primitif (issu du tube cardiaque
primitif)

-Inlet septum entre les valves tricuspides et mitrale
-Myocarde de 'outflow tract (aire cardiaque antérieure)

Fusion des coussins endocardiques et du foramen
interventriculaire

Second champ cardiaque ou aire cardiaque antérieure.

Outflow septum (fusion de I'outflow proximal + coussins
endocardiques)

Bulbus cordis qui est une partie distincte du ventricule primitif
et qui persiste uniquement pour le VD

Cellules de la créte neurale
Coussins endocardiques

Cellules de la créte neurale

c) Caractéristiques du VD foetal et de la circulation fcetale

Avant la naissance, les ventricules droit et gauche sont fonctionnellement couplés de
par la présence de shunt ou communications entre la circulation pulmonaire et systémique a
travers le foramen ovale et le canal artériel. In utéro, le ventricule droit a une fonction
guasiment systémique car la plus grosse partie du sang qu’il éjecte passe dans |'aorte via le
canal artériel perméable et contribue pour environ 2/3 du débit cardiaque total (Figure 2A).
De ce fait, la paroi ventriculaire droite est plus épaisse que celle du ventricule gauche. Compte
tenu des résistances pulmonaires extrémement élevées comparées aux résistances vasculaires
systémiques trés basses de la circulation placentaire, le flux pulmonaire représente seulement
8 a 10% du débit cardiaque. La présence du foramen ovale perméable et du canal artériel
entraine une égalité des pressions dans les oreillettes gauche et droite et dans l'artere

pulmonaire et I'aorte. Le sang oxygéné et enrichi en nutriments par le placenta arrive dans
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I'oreillette droite par la veine cave inférieure (qui représente environ 2/3 du retour sanguin
dans les cavités droites) et se mélange au sang non oxygéné provenant du cerveau via la veine
cave supérieure. Environ 20% va passer directement dans 'oreillette gauche via le foramen
ovale perméable (dirigé par la valvule d’Eustachi) et 80% passe dans le tronc de l'artere
pulmonaire. Seulement 10% environ du débit passera dans la circulation pulmonaire. Le reste
du débit passera dans I'aorte via le canal artériel perméable (Figure 2A et B).

Lors de la naissance, la circulation pulmonaire doit assurer la totalité de I'oxygénation
du sang. Le début de la ventilation, le remplacement du liquide amniotique dans les poumons
par de I'air, I'interface air-sang, 'augmentation de la tension en oxygene dans la circulation
pulmonaire, la production de substances vasodilatatrices (NO, prostaglandines) et I'inhibition
de la production de substances vasoconstrictrices (endothéline) ont pour conséquence une
dilatation de la vascularisation pulmonaire et une baisse drastique et rapide des résistances
vasculaires pulmonaires. Le débit sanguin transpulmonaire augmente ainsi de 10 fois environ.
Les pressions dans les cavités droites vont diminuer et le foramen ovale et le canal artériel vont
se fermer (Figure 2 C et D). La régulation de la circulation pulmonaire chez le fcetus et le

nouveau-né fait I'objet d’une excellente revue trés détaillée par Gao Y. et al en 2010>".

Figure 2 : Schématisation de la circulation foetale et changements apreés la naissance. (Tirés
de31, 32)

B Ductus

arteriosus

PAWT ~6% ~3% Umbilical cord
attaches to

(%) baby's circulation

PAP 55 20

(mmHg)

PBF 138 245

(ml/min/kg)

PVR 04 0.08
(mmk i

La survie des nouveaux nés est conditionnée par I'adaptation de la circulation pulmonaire
foetal au moment de la naissance. En effet, en I'absence de la chute des résistances entraine

un syndrome appelé persistance de I’hypertension artérielle pulmonaire du nouveau-né qui
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est associée a une hypoxémie sévere réfractaire liée a la persistance des shunts, un bas débit
et une mortalité élevée (Jusqu’a 50%). Parallelement aux changements physiologiques de la
circulation pulmonaire, le VD va également se remodeler et étre 'objet de changements qui
sont résumés dans le Tableau 3.

In utéro, le myocarde se développe dans un environnement pauvre en oxygeéne. Le
métabolisme énergétique myocardique doit donc étre adapté a ces conditions de relative
hypoxémie. Ainsi, la production d’énergie (Adénosine Triphosphate ou ATP) par les myocytes
implique I'utilisation préférentielle des voies de la glycolyse (utilisation préférentielle du
glucose, lactate et pyruvate comme substrats énergétiques) au détriment des voies

d’oxydation des acides gras>> **

. Ce phénomeéne confére au coeur feetal une meilleure
résistance a I'ischémie que le coeur adulte. L'expression de facteurs de transcription induits
par I’hypoxie, comme I"Hypoxia Inducible Factor de type 1(HiF-1a) et du Vascular Endothelium
Growth Factor (VEGF) joue un réle central dans le développement myocardique chez le foetus.
L'augmentation de I'apport en oxygéne immédiatement apres la naissance induit un switch
meétabolique, vers l'utilisation préférentielle des voies oxydatives des acides gras, ce qui
augmente |'efficience de la production d’ATP par les mitochondries. De maniéere intéressante,
lorsque le ventricule droit est soumis a une augmentation chronique de pression chez I'adulte,
il semble que le métabolisme myocardique retourne vers un phénotype foetale et une
utilisation préférentielle des carbohydrates et de la voie glycolytique. Nous reviendrons plus

en détail sur le métabolisme énergétique du ventricule droit dans des conditions

pathologiques dans le chapitre 3 de cette thése.
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Tableau 3 : Changements physiologiques du VD lors des transitions entre le stade de fcetus,
nouveau-né et enfant ou adulte (D’aprés Di Maria MV, chapitre 3- The Right Ventricle in Health

and Disease).

Structure myocardique

Précharge

Postcharge

Contractilité

Débit cardiaque (DC)

Utilisation de substrat

Orientation aléatoire des
fibres myocardiques
Large, peu contractile,
épais

Tension myocardique
élevée et faible compliance

Postcharge systémique
Ejection dans I'aorte via le
canal artériel

Faible contractilité due a
I'immaturité structurelle et
métabolique

DCduVDest1,2a1,5x
plus grand que celui du G

Perfusion myocardique
plus grande que celle du
VG

Utilisation des
carbohydrates

Persistance de la masse
myocardique

Persistance de la faible
compliance du VD

Baisse de la postcharge
avec la fermeture du canal
artériel et I'inflation des
poumons

Elevée due au tonus
adrénergique élevé au
moment de la naissance

Baisse de 30% du DC du VD
di a la fermeture des
shunts

Baisse de la consommation
en oxygene et de la
perfusion coronarienne

Augmentation de la cavité
du VD
Amincissement de la paroi

Augmentation de la
compliance, baisse des
pressions de remplissage

Poursuite de la baisse des
résistances pulmonaires
pendant les 6 premieres
semaines

Baisse du tonus
adrénergique,
augmentation de la réserve
contractile

Idem que celui du VG

Transition vers I'utilisation
préférentiel des acides gras
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2) Caractéristiques anatomiques et fonctionnelles du ventricule droit

a) Anatomie descriptive

Dans un coeur normal, le ventricule droit est la structure la plus antérieure, juste en arriere

du sternum. Trois parties distinctes sont habituellement décrites : (1) Finlet ou chambre
d’admission qui est composé de la valve tricuspide et de son appareil sous valvulaire (cordages
et piliers) ; (2) le corps du VD ou sinus, qui est |la partie trabéculée et apicale du VD ; (3)
loutflow tract ou chambre de chasse du VD encore appelée infundibulum ou conus, qui
correspond au myocarde sous la valve pulmonaire. Le VD peut également étre divisé en 3
parois : antérieure, latérale et inférieure avec pour chacune une section basale, médiale et
apicale. Cette description est surtout utile en imagerie pour situer les potentielles anomalies.
Le VD normal a une forme complexe, en croissant ou triangulaire, enroulé autour du ventricule
gauche qui est sphérique. Dans des conditions de charge normale, le septum interventriculaire
est concave vers le ventricule gauche en systole et diastole et I'apex du cceur est formé par le
VG. La masse ventriculaire droite est environ 6 fois inférieure a celle du VG mais le volume
intra cavitaire du VD est plus grand (Tableau 4).
Y compris en cas de cardiopathie congénitale, le ventricule droit possede des caractéristiques
anatomiques bien spécifiques qui le distingue du ventricule gauche et qui sont des repéres
utiles en cas de chirurgie correctrice de malformation cardiaque complexe. Si le VD normal est
situé a la droite du VG et est connecté aux vaisseaux pulmonaires, il est plutot défini par sa
structure que par sa position et ses connections®. Les structures et les caractéristiques propres
au VD sont essentiellement formées de bandes musculaires (Figure 3) :

- La bande septale qui s’étend en inférieur et se prolonge en continuité avec la bande
modeératrice qui s’attache au muscle papillaire antérieur de la valve tricuspide. Elle a
souvent une forme de Y avec une branche antérieur et postérieure.

- La créte supraventriculaire formée par la fusion entre la bande pariétale et le septum
infundibulaire.

- Le repli ventriculo-infundibulaire qui sépare la valve tricuspide de la valve pulmonaire.
A la différence du VG ou il existe une continuité fibreuse entre la valve aortique et la
valve mitrale, les valves tricuspides et pulmonaires ne sont pas en continuité et

I’'anneau de la valve pulmonaire est uniguement formé de myocarde infundibulaire.
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- Le septum interventriculaire (SIV) peut étre divisé en 3 portions distinctes : (1) portion
de la chambre d’admission (inlet), (2) portion trabéculaire et (3) portion de la chambre
de chasse (outlet).

- La face ventriculaire droite du septum interventriculaire et les parois antérieure et
inférieure possedent de nombreuses trabéculations.

- Linsertion plus apicale du feuillet septal de la valve tricuspide comparée a l'insertion
du feuillet antérieur de la valve mitral.

- La présence de plusieurs groupes de muscles papillaires, septaux et inférieurs (leur
nombre peut varier de 3 a 15).

- Les trois feuillets de la valve tricuspide et la présence d’un pilier septal.

Figure 3 : (A) Forme du ventricule droit en CT scanner (Tiré de ). Dissection du massif
cardiaque montrant les particularités anatomiques du ventricule droit®’. (A) La ligne en
pointillés marque le septum interventriculaire. (B) Vue de le face droite du septum
interventriculaire montrant la bande septale (SMT) et sa bande antérieure (a) et postérieure
(p) et sa continuité avec le repli ventriculo-infundibulaire (VIF) qui sépare la valve tricuspide et
la valve pulmonaire. La bande modératrice (MB), est également observée. (D) Visualisation du
myocarde du conus ou infundibulum sous la valve pulmonaire.

Pulmonic
Sinus

Right Ventricular
Infundibulum

Left Anterior
Descending
Coronary Artery

Right Atrium

Right Coronary Artery

Right
Ventricle

Tricuspid Annulus
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Tableau 4 : Caractéristiques morphologiques et fonctionnelles du VD et comparaison avec le
VG chez I'adulte (Inspiré de Haddad F et al.*).

Structure
- Chambre d’admission, - Chambre
- Corps trabéculé, d’admission,
- Infundibulum ou conus - Corps,
- Pasde conus
Forme
- Section coronale Triangulaire Elliptique
- Section axiale Croissant Circulaire
Volume télé diastolique, m//m2 75+13 (49-101) 66+12 (44-89)
Fraction d’éjection normale 45-55% >60%
Mass myocardique, g/mz 26+5 (17-34) 87+12 (64-109)
Epaisseur paroi ventriculaire, mm 2a5 7all
Orientation des fibres myocardiques Superficielles : circulaire Superficielles : obliques
Profondes : longitudinale Médiales : circulaires
Profondes :
longitudinales
Mécanique de la contraction Raccourcissement longitudinal > Torsion et rotation
circonférentiel majoritairement
Compliance en fin de diastole, m//mm Hg Plus élevée que le VG 5.0+0.52x10”
Profil de remplissage ventriculaire Remplissage a basse vélocité Remplissage a haute
Commence plus tot et se termine vélocité
plus tard Commence plus tard et
se termine plus tot
Résistance a I'ischémie Plus grande résistance Susceptibilité élevée

b) Anatomie fonctionnelle et physiologie du ventricule droit

I n"est pas possible de dissocier les caractéristiques structurelles du VD de ses
caractéristiques fonctionnelles. La fonction primaire du ventricule droit est bien sir d’éjecter
le sang systémique veineux dans la circulation pulmonaire a basse pression. Connecté en série,
le VD doit fournir le méme débit que le VG.

Les ventricules sont constitués par plusieurs couches de fibres myocardiques dont
I'orientation varie avec la profondeur dans le myocarde. L’'organisation complexe
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tridimensionnelle de ces fibres a bien été décrite par Ho SY et al”’ (Figures 4 et 5). Au niveau
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du VD, les fibres superficielles (sous-épicardiques) ont une orientation quasi circulaire,
paralléles au sillon auriculo-ventriculaire et vont jusqu’a linfundibulum sous la valve
pulmonaire. Ces fibres sont en continuité avec le ventricule gauche, ce qui lie les deux
ventricules ensemble pour former une unité contractile unique a la base de I'interdépendance
ventriculaire. Au niveau de l'apex, les fibres s’invaginent en spirale et forment les fibres
profondes ou sous-endocardiques. L'orientation de ces fibres est longitudinale. Au niveau du
ventricule gauche |'épaisseur du myocarde est beaucoup plus importante et les fibres sont
organisées de maniére oblique en superficie, longitudinale en profondeur et circonférentielle
entre les 2.

Outre sa singularité, le conus du VD est une partie anatomiguement distincte du reste
du coeur. Contrairement au corps du VD, les fibres myocardiques du conus sont paralleles sur
toute I'épaisseur de sa paroi. Son diametre est plus étroit, ce qui réduit sa tension pariétale
(Loi de Laplace), d’autant plus que I'épaisseur du conus est identique a celle du corps du VD.
La vascularisation du conus est assurée par I'artere conale qui naft soit d’'un ostium propre,
soit sur la partie proximale de la coronaire droite. Selon certains auteurs, cette artere n’est
que trés rarement le siége d’une occlusion®®. Pris ensemble, ces éléments suggérent que le
conus est probablement la zone la moins vulnérable du VD, tant pour I'ischémie myocardique,

qu’a la surcharge de pression®.

Figure 4 : Organisation des fibres myocardiques du VD et du VG (Tiré de *’).
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L’éjection ventriculaire droite est séquentielle, de I'inlet vers I'outlet (25 a 30 ms de
délai), facilitant ainsi le passage du sang de la zone d’admission du VD a l'artére pulmonaire

39,40 |3 contraction ventriculaire droite résulte de 3

par un mouvement de reptation
mécanismes ou mouvements distincts : (1) mouvement vers le septum de la paroi libre du VD
(contraction des fibres superficielles) ; (2) contraction longitudinale avec raccourcissement du
VD et mouvement de I'anneau tricuspidien vers I'apex (contraction des fibres longitudinales
profondes) ; (3) traction des points d’attachement de la paroi libre sur le SIV lors de la
contraction du ventricule gauche (fibres communes VD et VG)*. Contrairement au ventricule
gauche ou la contraction résulte d’'un mouvement de torsade, la contraction ventriculaire
droite est caractérisée principalement par un raccourcissement longitudinal du VD (80%
longitudinal et 20% radiaire)*".

Du fait de sa plus petite épaisseur, la compliance ventriculaire droite est plus grande que celle
du VD et le volume télédiastolique est Iégérement supérieur (Tableau 4). Dans des conditions
normales, le ventricule droit ne génére pas de pression élevée. Les courbes de pression intra
VD montrent une ascension rapide avec un pic précoce, suivi d’'une décroissance rapide. Cet
aspect contraste avec I'aspect des courbes ventriculaires gauches qui ont une forme plus
arrondie. Ceci est expliqué par un temps de contraction isovolumétrique plus court (la pression
d’éjection systolique est plus basse et donc atteinte plus rapidement). En fin de systole, la
faible impédance de la circulation pulmonaire permet une éjection passive, malgré un gradient
ventriculo-artériel négatif documenté sur les courbes de pression. Nous verrons dans un
paragraphe ultérieur que ce phénomene impacte la forme des boucles pression-volume

ventriculaire droite.

c) Interaction VD — VG, réle du péricarde et du septum interventriculaire

L'interdépendance ventriculaire renvoie au concept que la forme, la taille et la compliance
d’un ventricule peut affecter la relation pression-volume et pression-dimension de l'autre
ventricule. La transmission des contraintes peut impliquer le myocarde, le péricarde, I'effet de
régulation neuro-hormonale ou la variation des conditions de charge des ventricules. La
relation anatomique étroite entre les 2 ventricules, I'entrelacement des fibres myocardiques,
le septum interventriculaire et la contention dans le sac péricardique sont autant d’éléments

expliquant I'interdépendance ventriculaire et les interactions qui lient le ventricule droit au
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ventricule gauche (Figure 5). La compréhension de ces mécanismes est essentielle pour mieux
appréhender les changements induits par des conditions pathologiques comme une surcharge
chronique de pression, de volume ou aprés insertion d’'une assistance circulatoire. Il faut
distinguer les interactions systoliques et diastoliques, provenant de mécanismes
physiologiques différents.

Les interactions systoliques font référence a |'effet positif réciproque des contractions
ventriculaires sur chacun des ventricules*?. Elles sont médiées par le SIV et les attaches du VD
sur le VG. De nombreux travaux sur des modeles chirurgicaux animaux ou sur coeurs isolés ont
mis en évidence cette interdépendance. L'augmentation de la contractilité du ventricule
gauche augmente la performance du ventricule droit. La réciproque est également vraie,
I'altération aigue de la fonction ventriculaire droite (augmentation de la postcharge) entraine

39, 40, 43

une altération de la fonction du VG . La mise en évidence de la contribution de la

contraction du VG a la fonction systolique ventriculaire droite a été facilité par I'avenement de

M%) a été estimé que la

I'assistance circulatoire et la décharge ventriculaire gauche
contraction du VG et du SIV contribuerait pour environ 20 a 40 % de la fonction systolique du
vD®,

Les interactions diastoliques sont médiées par le SIV et par le péricarde, enveloppe
inextensible a I'intérieur de laquelle le VG et le VD rentrent en compétition pour I'espace. La
dilation du VD dans le sac péricardique entraine une baisse du remplissage ventriculaire
gauche et une baisse du débit cardiaque. Le péricarde est une enveloppe inextensible
constituée principalement de 3 couches de fibres de collagene avec des angulations
différentes. La pression normale intra péricardique est difficile a mesurer mais est proche de
zéro et peut varier avec les pressions intra thoraciques ou le remplissage ventriculaire®® *’.
Barriere naturelle, ses principales fonctions sont la lubrification de I'épicarde, le maintien du
cceur en position et d’éviter une distension aigue des cavités cardiaques. Plusieurs auteurs ont
montré que I'administration de volume dans les cavités droites entraine une déviation des
courbes pression-volume télédiastoliques et des courbes pression-dimension du ventricule

48, 49
. Les

gauche et que ces modifications disparaissent lorsque I’'on ouvre ou retire le péricarde
exemples les plus flagrants d’interaction entre les 2 ventricules et le péricarde sont I'embolie
pulmonaire aiglie massive, I'infarctus aigu du VD, I'implantation d’une assistance ventriculaire
gauche, ou la distension ventriculaire droite qui entrainent une déviation septale vers la

gauche en diastole et/ou en systole et une compression des cavités gauches en diastole
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transmise par le péricarde rigide, ce qui empéche le VG de se remplir et donc de fournir un
débit adéquat. Il a d’ailleurs été montré par Belenkie et al. que I'ouverture seule du péricarde
dans un modele canin de constriction aigue de I'artére pulmonaire entraine une augmentation
du débit cardiaque de 35%°. Des travaux réalisés chez le rat (modéle de monocrotaline) et sur
des patients atteints d’HTAP ont montré que I’hypertrophie ventriculaire droite entraine une
dysfonction diastolique du ventricule gauche’. Les anomalies de relaxation observées au

niveau du VG pourraient également étre dues a un remplissage sous optimal du VG.

Figure 5 : Représentation de l'interaction VD-VG par imagerie de diffusion de tension en
résonnance magnétique (Tiré de*?). Les fibres myocardiques traversent la paroi ventriculaire
gauche (jaune et rouge) vers le VD et s’initient de |'épicarde vers I’'endocarde.

3) Caractéristiques hémodynamiques et biomécaniques du ventricule droit

Le VD et la vascularisation pulmonaire normale forment un circuit a basse pression et basse
impédance et haut débit (Tableau 5). Comme démontré par les travaux de Starr, la destruction
de la paroi libre ventriculaire droite n’a que peu d’impact sur la pression veineuse centrale
chez le chien au repos et en présence de résistances pulmonaires basses. Ces données,
suggéraient que la fonction contractile du VD n’a qu’un role limité dans la propulsion du sang
a travers les poumons au repos>. Une augmentation modérée de la pression veineuse centrale
permettrait de maintenir un gradient de pression entre I'oreillette droite et I'oreillette gauche
et serait suffisante pour maintenir un débit a travers la circulation pulmonaire®. En revanche,
lors de I'effort (augmentation des besoins de débit cardiaque) ou en cas d’augmentation des

résistances pulmonaires, ou d’augmentation des pressions de remplissage gauches, la fonction
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systolique du VD devient primordiale pour la qualité de vie et la survie des patients. L’évolution

péjorative des patients avec une « circulation de type Fontan » ayant des résistances
. , P 7. - 5,35

pulmonaires élevées en est l'illustration™ .

La performance ventriculaire droite est influencée par le rythme cardiaque, la synchronisation

des contractions ventriculaires, I'interdépendance ventriculaire et la relation force-intervalle

du ventricule droit® > >*

. La performance du VD est également dépendante de la fonction
systolique ventriculaire droite, elle-méme déterminée par 3 éléments qui nous détaillerons
dans les paragraphes suivants : (1) la précharge, (2) la postcharge, (3) la contractilité. Le
ventricule droit étant indissociable de la circulation pulmonaire, leur interaction est également
un déterminant majeur de la performance myocardique du VD (notion de couplage ventriculo-
artériel).

Tableau 5 : Valeurs normales hémodynamiques du VD et du VG (Inspiré de **>?)

Pressions, (mm Hg)

Auriculaires 2-7 2-12
Ventriculaires systoliques 15-28 90-140
Ventriculaires diastoliques 0-8 4-12
Artérielles 10-16 65-105

Résistances vasculaires
(dynes.sec.cm™) 70 (20-130) 1100 (700-1600)

Elastance ventriculaire (Eqay)
(mm Hg/ml) 1.30+0.84 5.48+1.23

Stroke Work index (g/m°) 8+2 50£20

a) Déterminants de la fonction systolique du ventricule droit

i) Précharge ventriculaire droite et retour veineux

La précharge correspond a la charge présente dans le ventricule avant sa contraction.
De nombreux parametres peuvent l'influencer comme les changements de volémie, les
changements de position, les variations respiratoires, les modifications de la relaxation

ventriculaire et de la compliance ventriculaire, la fréquence cardiaque, et les modifications de
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pression intrapéricardique. Dans les conditions physiologiques, le VD est capable d’absorber
ces variations et de maintenir un débit cardiaque adapté™. La volémie est 'un des
déterminants majeurs de la précharge ventriculaire droite. Une surcharge de volume
ventriculaire droite peut entrainer une compression des cavités gauches en diastole par les
biais de [linterdépendance ventriculaire (SIV) et du péricarde. Les caractéristiques
anatomiques et structurelles du VD (forme, faible épaisseur, grande cavité, tension pariétale
faible, sarcomeéres) lui conferent une compliance élevée et une capacité accrue de tolérer une
surcharge de volume comparé au VG. Le temps de remplissage du VD est plus long que celui
du VG, et les vélocités de remplissage a travers la valve tricuspide sont basses. Dans des
conditions physiologiques, une augmentation de précharge entraine une augmentation de la
contractilité myocardique selon la loi de Frank-Starling. Cependant, il a été montré que pour
le VD, la relation entre la surface du VD et son volume est faible, suggérant qu’un changement
de volume important est nécessaire avant d’induire une augmentation de contractilité.
Lorsque le VD est dilaté ou soumis a une surcharge de pression, ses propriétés changent et ce
mécanisme de recrutement de force contractile devient plus prépondérant®.

Lorsque la fonction ventriculaire droite est normale, les pressions veineuses centrales sont
basses (Tableau 5). L’augmentation des pressions veineuses peut étre le signe d’une altération
de la compliance (dysfonction diastolique) ou d’une dysfonction systolique ventriculaire
droite. Ceci peut étre objectivé de maniére précoce par I'analyse des courbes de pression de
remplissage ventriculaire droit avec un cathéter de Swan-Ganz>°. On peut alors observer (1)
une égalisation des pressions télédiastoliques du VD et de AP (normalement la pression
télédiastolique du VD est plus basse que celle de I’AP), (2) la survenue d’une pente oblique
puis une évolution en forme de racine carrée de la courbe de pression diastolique du VD, (3)
associée a une augmentation des ondes V auriculaires droites. Cette augmentation de pression
veineuse a des répercussions sur de nombreux organes cibles dont le rein, le foie et le cerveau.
Dans ces conditions, la perfusion myocardique peut également étre altérée par de multiples
mécanismes (cedeme myocardique, perte de la réserve vasodilatatrice, hypotension par
compression des cavités gauches). L'augmentation des pressions dans |'oreillette droite est

d’ailleurs un facteur de mortalité important chez les patients atteints d’HP.
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i) Post charge ventriculaire droite : propriétés de la vascularisation pulmonaire

La postcharge représente la charge que le ventricule doit vaincre lors de I'éjection. La
circulation pulmonaire est caractérisée par de faibles résistances, une compliance
(distensibilité) élevée et un débit élevé. Comparé au VG, le VD est beaucoup plus sensible a
une augmentation de postcharge. Les forces qui s'opposent a I'éjection ventriculaire droite
correspondent a la charge hydraulique du ventricule droit. Ces forces sont complexes et
résultent de I'intégration des résistances pulmonaires, des ondes de réflexion et de I'élastance
artérielle pulmonaire®” *® dont les caractéristiques dépendent grandement des propriétés
viscoélastiques du lit vasculaire pulmonaire.

Le calcul des résistances vasculaires pulmonaires (RVP) est la méthode la plus simple
pour évaluer la post charge du VD. Exprimées en unité Wood, les RVP correspondent au ratio
du gradient transpulmonaire (pression pulmonaire moyenne (PAPm) — pression oreillette
gauche (POG)) sur le débit cardiaque. La PAPm peut étre calculée a partir des valeurs de
pression systolique(PAPs) seules ou en combinaison avec la pression diastolique (PAPd)*°. Bien
gue tres utiles en clinique, les RVP n’intégrent pas la composante pulsatile de la circulation et
I'impact du changement des ondes de réflexion liées aux modifications de la rigidité vasculaire
pulmonaire. Elles ne sont donc qu’un reflet partiel de la postcharge ventriculaire droite.
L'augmentation des résistances est directement corrélée au degré d’obstruction et au
remodelage (hypertrophie de la média) du lit vasculaire pulmonaire®. Le remodelage
concerne aussi bien les artérioles que les veines pulmonaires.

La part pulsatile de la charge ventriculaire représente un tiers a la moitié de la charge
hydraulique ventriculaire droite®. Elle est matérialisée par I'étude de la pression pulsatile et
des ondes de pouls®. La mesure de la pression pulmonaire systolique mesurée en échographie
ou en cathétérisme droit, chez les patients avec des valves tricuspide et pulmonaire normales,
permet de calculer la pression pulmonaire moyenne (PAPm=0,36 x PAPs) et la pression
pulsatile (PP= 0,6 x PAPs). Lorsque la vascularisation pulmonaire est normale, la vélocité des
ondes de pouls est basse, (1/3 de celles générées par le VG), et elles se réfléchissent lorsque
la valve pulmonaire est fermée. Leur impact sur la charge hydraulique du VD est donc
négligeable. Lors du remodelage vasculaire observé dans I’'HTAP, le lit vasculaire pulmonaire
devient plus rigide ce qui induit une augmentation de la vélocité des ondes de pouls qui vont
se refléter plus rapidement et augmenter ainsi la charge hydraulique du VD. Une modification

de la rigidité des vaisseaux pulmonaires peut donc avoir un effet négatif sur la postcharge du
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VD, avec une augmentation de I'impédance, sans changement apparent sur les valeurs des

39,62 castelain et al. ont montré que chez les patients atteints d’HPPE

résistances pulmonaires
et d’HTAP idiopathique, la pression pulsée (PAPs-PAPd) était augmentée, avec une
augmentation des ondes de réflexion dans les deux groupes mais plus marqués chez les
patients HPPE.

L’élastance est le rapport de la variation de pression AP a la variation de volume AV
dans une enceinte a la paroi plus ou moins élastique. L’élastance est donc l'inverse de la
compliance. Le concept d’élastance artérielle effective (Ea), introduit par Sunagawa dans les
années 1980, permet de caractériser la charge effective que le ventricule doit vaincre pendant

6365 Ea peut étre déterminée par I'analyse des boucles pression-volume (BPV) et

I’éjection
correspond a la pente de la relation télésystolique pression artérielle et volume d’éjection
systolique (Figure 5). Ea peut également étre estimée par le ratio de la pression télésystolique
(Pes) du VD sur le volume d’éjection systolique (VES) : Ea = Pes / VES. Ce ratio est fortement
corrélé 3 la mesure de Ea dans différentes conditions de charge du VD®®. Il est cependant
important de tenir compte de la pression d’aval du circuit pulmonaire, c’est-a-dire de la
pression dans I'oreillette gauche.

L'impédance vasculaire est probablement I'indice le plus précis et le plus complet de
I’évaluation de la charge hydraulique a laquelle le ventricule doit faire face. En effet, elle prend
en compte les composantes statiques et dynamiques de la vascularisation pulmonaire®’.
L'impédance représente la charge hydraulique en intégrant les résistances vasculaires,
I’élastance et les ondes de réflexion. Huez et al. ont montré la faisabilité de la mesure de
I'impédance pulmonaire par l'analyse des pressions et du flux pulmonaires mesurés

. s s e . . , . 57
respectivement par cathétérisme cardiaque droit et écho-doppler transthoracique’. Les
courbes de pression et de flux pulmonaires sont numérisées puis une transformation de
Fourier est appliquée pour calculer la valeur de I'impédance dont la valeur normale chez des
sujets sains est 3844 dynes.sec.cm™. Ce processus complexe limite son application de routine
en clinique.

La mesure du stress transmural ventriculaire est également un reflet de la postcharge
et peut étre approximé selon la transposition de la loi de Laplace par la formule suivante :

Pression systolique x Volume télésystolique / épaisseur du ventricule.

53



iii) Contractilité

Le développement de I'acquisition des boucles pression-volume (BPV) dans les années
1970 a été un apport majeur pour la compréhension et I'évaluation des interactions ventriculo-
artérielles du VG et du VD. Les BPV décrivent la relation instantanée entre la pression et le

6869 Maughan et al. ont été

volume intra-ventriculaire sous différentes conditions de charge
parmiles premiers a montrer que la performance myocardique du ventricule droit pouvait étre
mesurée par I'élastance ventriculaire grace a I'acquisition des BPV chez le chien’.

Du fait de son indépendance vis-a-vis des conditions de charge, I'élastance ventriculaire est
considérée comme |'étalon d’or de la mesure de la contractilité myocardique in vivo.
L’élastance ventriculaire est variable au cours du cycle cardiaque et correspond aux variations
de pression en réponse aux variations de volume. L’élastance ventriculaire maximale (Enax)
correspond a la valeur maximale du ratio entre la pression ventriculaire P(t) et le volume
ventriculaire (Vt) mesurés continuellement au cours du cycle cardiaque®. L’élastance
ventriculaire instantanée E(t) peut ainsi étre définie selon I'équation : E(t) = P(t ) / [V(t)-Vo].
Dans cette équation V, représente le volume d’intersection ou unstressed volume. Au niveau
ventriculaire gauche, E,.x coincide avec la fin de la systole (télésystole). L’élastance
télésystolique (Ees) est donc égale au ratio entre la pression (Pes) et le volume (Ves)
télésystolique. Le point situé a l'angle supérieur gauche de la courbe pression-volume
rectangulaire correspond au point télésystolique. La pente de la droite de la relation pression-
volume télésystolique a des niveaux de précharge différents détermine Ees (Figure 6). La pente
de cette droite varie selon la contractilité et augmente en réponse a une augmentation de
I'inotropisme myocardique.

Du fait de la basse impédance de la vascularisation pulmonaire, la courbe pression-
volume du VD normal a une forme triangulaire et En.x survient avant la fin de I’éjection
systolique. Ceci provient du fait que le sang continue d’étre éjecté en télésystole alors que la
pression ventriculaire droite a commencé a diminuer. De plus, la phase de contraction
isovolumique est plus courte dans le ventricule droit comparé au VG. Lorsque la postcharge
est basse, le VD et le VG ont donc une géométrie des courbes pression-volume différente, avec
une forme plus triangulaire pour le ventricule droit’*. Par conséquent, I’élastance maximale
(Emax) refléete mieux la contractilité ventriculaire droite que I'élastance télésystolique (Ees)
habituellement utilisée pour le VG. E.x peut étre déterminé par I'obtention d’une succession

de boucles pression-volume lors de la diminution de la précharge (retour veineux)’. Lorsque
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I'impédance pulmonaire augmente, la courbe pression-volume du VD devient rectangulaire,
avec une phase de contraction isovolumétrique plus marquée. Comme dans le VG, la
télésystole coincide avec l'arrét de I'éjection du sang. En d’autres termes, le pic de Enax
« fusionne » avec celui de I'Ees, comme observé dans les BPV du VG. De plus, la pente de

I’élastance est plus faible dans le ventricule droit et le volume Vg est plus élevé.

Figure 6 : Représentation schématique des boucles pression-volume. (A) Les 4 phases du cycle
cardiaque sont matérialisées par une boucle pression-volume. (B) a contractilité et postcharge
égales, la réduction progressive de la précharge par obstruction du retour veineux entraine
une déviation des boucles vers le bas et vers la gauche en systole et en diastole. La relation
linéaire pression-volume télésystolique peut ainsi étre représentée par une droite. La pente
de cette droite correspond a la valeur de I'élastance télésystolique (Ees). L’élastance artérielle
correspond a la pente de la droite perpendiculaire a la droite de Ees. (C) Cette pente varie
selon les changements de contractilité sous l'influence de variations inotropiques. Elle
augmente avec I'augmentation de I'inotropisme et diminue avec une baisse de I'inotropie ou
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Les différentes méthodes de mesure de Ees dans le VD et ses valeurs chez des modeles
animaux d’HP ont fait I'objet d’une revue récente par Guihaire J et al.”®. La complexité de la
mesure du volume ventriculaire droit en temps réel rend I'utilisation des BPV et la mesure de
I’élastance ventriculaire difficilement applicables a la pratique courante chez I'homme.
Cependant de nombreux efforts sont faits pour rendre cette mesure moins invasive et plus

.”* ont utilisé la mesure simultanée de la pression par un cathéter

accessible. Dell’ltalia et a
haute-fidélité et la mesure cinéventriculographigue du volume ventriculaire droit
(fluoroscopie) au cours de variations de conditions de charge chez des individus sains. La
mesure de I'Enax ventriculaire droite par un cathéter de conductance et I'occlusion de la veine

41,74

cave inférieure a été également rapportée chez des volontaires sains mais cette technique

n’est plus utilisée en clinique. Tedfort et al. ont décrit une mesure de Ees en utilisant un
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cathéter de conductance et en faisant varier les variations de précharge par des manceuvres
de Valsalva”. La méthode du « single beat elastance », initialement appliquée au VG, est une
technique actuellement validée pour I'étude du VD®> ’® 77, Cette méthode consiste a ajuster
une sinusoide sur I'onde de pression ventriculaire tel que le point maximal de cette sinusoide
corresponde a la pression maximale qui serait développée par un cycle non éjectant. La mesure
des pressions ventriculaires est ainsi réalisée avec des cathéter type fluid-filed ou Millar placés
dans le VD. Les mesures du volume ventriculaire et du flux pulmonaire peuvent étre réalisées

de maniére non invasive par résonnance magnétique ou échocardiographie’® ’® ”°.

b) Le couplage ventriculo-artériel : indice d’adaptation et de performance myocardique du

ventricule droit

L'interaction entre le ventricule droit et le réseau vasculaire pulmonaire est un
déterminant majeur de la performance myocardique du VD. L'évaluation du couplage
ventriculo-artériel permet de quantifier cette interaction grace a la mesure de I'élastance
ventriculaire et de I'élastance artérielle efficace. Le concept de couplage ventriculo-artériel,
développé par Sunagawa et al. dans les années 1980, réuni les propriétés contractiles du VD
et les propriétés du lit vasculaire pulmonaire dans une équation algébrique simple : Ees / Ea =
Pes x VES / [(VTD — Vo— VES) x Pes] = VES / (VTD — Vo— VES)®* ®°. La performance du VD peut
ainsi étre décrite par les deux droites d’élastance Ees et Ea définies précédemment. Le point
de fonctionnement, appelé couplage, correspond a I'intersection de ces deux droites®® (Figure

7).
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Figure 7 : Représentation schématique du couplage ventriculo-artériel et des aspects

énergétiques ventriculaires.
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Le ventricule est effectivement couplé a sa charge lorsque la valeur de Ees/Ea tend vers 2.
Le découplage est défini par une valeur du ratio < 1, ce qui traduit I'inefficacité du transfert
d’énergie depuis le myocarde vers la circulation pulmonaire. Sa valeur peut également varier
selon les espéces méme dans des conditions normales’®. Ainsi, lorsque I'élastance artérielle
augmente, la contractilité ventriculaire (Ees) doit augmenter de maniere proportionnelle afin
de rester adaptée. Si Ea augmente plus que Ees, alors le couplage diminue, ce qui est un indice
précoce de dysfonction myocardique®® 2.
Dans les conditions physiologiques normales, la dépense énergétique du ventricule droit
correspond a I'énergie suffisante pour faire circuler une masse sanguine dans la circulation
pulmonaire. La quantité d’énergie dépensée par le ventricule doit étre la quantité minimale
nécessaire pour éjecter le sang dans la circulation pulmonaire. En d’autres termes, le systéme
pompe — circulation d’aval fonctionne de maniere optimale lorsqu’une partie maximale de
I’énergie mécanique générée par le ventricule est transmise a sa charge sanguine de la
premiére a la derniére seconde de contraction®®. Dans ces conditions, la perte d’énergie est
minimale et la contractilité myocardique est adaptée aux conditions de postcharge définie
dans le paragraphe précédent. Bien qu’utilisée dans de nombreux travaux sur des modeles
animaux, I'application du couplage ventriculo-artériel en pratique clinique reste marginale du
fait de la difficulté de mesurer de maniére précise le volume ventriculaire droit de maniére
instantanée. Quelques études chez des patients atteints d’'HTAP ont rapporté les valeurs de
Ees/Ea et des efforts sont faits pour simplifier sa mesure ou pour trouver des mesures

alternatives”™ %,
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Le ratio des élastances peut étre simplifié a un ratio de volumes. Sanz et al. ont montré que le
ratio volume d’éjection (VES) sur le volume télésystolique (VTS) mesurés en imagerie par
résonnance magnétique (IRM) était corrélé a la sévérité de I'hypertension pulmonaire®* ®. ||
doit étre validé plus extensivement.

Plusieurs indices d’adaptation a la postcharge du VD ont été étudiés ces dernieres
années et revoient au concept de couplage ventriculo-artériel, de ratio simple de la fonction
et de la charge ventriculaire ou des indices de proportionnalité évaluant si le remodelage ou
la fonction ventriculaire est bien adapté a sa charge. lls sont résumés dans le tableau 6.
Amsellem et al. ont récemment montré que la modélisation allométrique (fonction VD ou taille
du VD=a x chargeb (a et b étant constants) corrélait avec des indices de proportionnalité mais
n’avait pas de valeur pronostique pour les patients atteints d’"HTAP.

Tableau 6 : Indices d’adaptation ventriculaire droite a sa postcharge (D’aprés®® ®’).

Couplage ventriculo-artériel Contractilité combinée a la Ees/Ea
postcharge SV/RVESV
RVAC/RVESA
Indices combinés Combine des indices métriques TAPSE/PTD
(modeles ratiométriques) sans référence a leur relation PAPs/Index cardiaque
physiologique Index de pulsatilité artérielle

pulmonaire (PP/RAP)
Capacitance : VES/PP

PAPm/POD
Indices de proportionalité Evalue le remodelage ou la Dandel’s index
(modeles allométriques) fonction selon la charge du VD et  (VTI de la régurgitation
sa relation physiologique tricuspidienne X RVED/RVEDA)

SV : Stroke volume ; RVESV : right ventricular end-systolique volume ; RVFAC : right ventricular
fractional area change ; RVESA : right ventricular end-systolic area change ; TAPSE : tricuspide
annular plane systolic excursion ; RVSP : right ventricular systolic pressure ; RAP : right atrial
pressure ; PP= pulsatility pressure (PAPs-PAPd) ; VTI : velocity-time integral.

Le travail mécanique externe appelé Stroke Work (SW) correspond a I'aire sous la courbe
de la boucle pression-volume (Figure 7). L’aire délimitée par le segment systolique de la BPV,
la droite de la relation pression-volume télésystolique et la droite de la relation pression-

volume télédiastolique représente la somme du travail mécanique externe généré par le
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ventricule et d’'une énergie potentielle, emmagasinée a la fin de la systole. Il peut étre calculé

selon la formule : SW du VD (en ml.mm Hg) = (1.25 PAPm-POD) x VES®.

4) Métabolisme énergétique du ventricule droit

a. Généralités sur le métabolisme énergétique cardiaque

Le coeur est I'organe qui consomme le plus d’énergie par gramme de tissu. |l utilise
environ 11% de la consommation totale en oxygéne de I'organisme alors qu’il ne représente

8, 90 ’énergie nécessaire au fonctionnement des

que 0,4% de la masse corporelle
cardiomyocytes est stockée sous la forme d’adénosine triphosphate (ATP) et de
phosphocréatine. La production d’énergie est oxygéno-dépendante et dépend pour I'essentiel
(90%) du métabolisme oxydatif provenant de la respiration mitochondriale.

Les réserves du myocarde sont quasi nulles, ce qui le rend tres vulnérable a un défaut de
production énergétique. Dans les conditions normales de charge, le myocarde consomme
environ 1 mM d’ATP par seconde alors que les cardiomyocytes ne disposent que de 8 mM
d’ATP en réserve®. Au repos, le coeur bat environ 95 000 fois par jour et consomme environ
30 kg d’ATP alors qu’il ne possede que 1g en réserve. Ainsi, les processus de contraction et de
relaxation myocardiques nécessitent un apport continu en oxygéne et en énergie, comme le
montre la corrélation étroite entre la consommation myocardique et oxygéne et le travail
myocardique®’. La perte de I'équilibre entre production et consommation énergétique est un
des aspects principaux de l'insuffisance cardiaque. L'énergie nécessaire au fonctionnent des
cardiomyocytes est issue de I’hydrolyse de I’ATP par des enzyme a activité ATPasique (ATP —
ADP + Phosphate inorganique (Pi)) (Figure 8). Environ 60-70% de I’ATP produit est utilisé pour
la contraction des myofilaments et 30-40% est utilisé par la calcium-ATPase du réticulum

68 93 La quantité d’ATP est constante dans les

sarcoplasmique ou d’autres pompes ioniques
cardiomyocytes normaux et le taux de phosphorylation oxydative est étroitement lié au taux
d’hydrolyse de I’ATP. Ceci est montré par I'absence de relation entre le travail cardiaque et le
contenu en ATP et phosphocréatine. En d’autres termes, le coeur ajuste en permanence la
production d’énergie en fonction de ses besoins® .

En conditions normales, la production d’ATP est effectuée majoritairement a partir des acides
gras et du glucose via les voies oxydatives (Cycle de I'acide citrique et B-oxydation)94. Ces voies

oxydatives permettent de générer des équivalents réduits (NADH et FADH,) qui alimenteront
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les réactions de transport d’électrons de la chaine respiratoire mitochondriale. Il existe donc
une corrélation étroite entre le taux d’oxydation carbonique, la réduction du NADH et du
FADH,, le flux d’électrons dans la chaine respiratoire, la consommation en oxygéne, le niveau
d’hydrolyse de I'ATP et la force contractile générée par le myocarde (Figure 8). Nous
détaillerons ces différentes voies métaboliques apreés avoir abordé les principaux substrats

énergétiques des cardiomyocytes.

Figure 8 : Production de I'énergie nécessaire au fonctionnement myocardique et lien entre
hydrolyse de I’ATP, phosphorylation oxydative et génération de NADH par les
déshydrogénases (Tiré de”).
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b. Les substrats énergétiques

Le coeur est généralement considéré comme un omnivore ayant la capacité d’utiliser les
acides gras, les carbohydrates, les corps cétoniques, le lactate et méme les acides aminés
comme source de nutriments>® (voir pour revue®). Nous aborderons ici les deux principaux

substrats énergétiques utilisés par le myocarde, a savoir le glucose et les acides gras.

i. Leglucose

Le glucose est le substrat principal chez le foetus. Aprés la naissance, il devient la deuxieme
source d’énergie derriére les acides gras. Du fait de sa nature hydrophile, il doit franchir le
sarcolemme via des transporteurs qui sont composés de deux grandes familles : les protéines
GLUT (GLUT 1 et GLUT 4, qui assurent le transport facilité) et les SGLT (protéine de transport
sodium-glucose). GLUT 1 est le transporteur du glucose par défaut et compte pour environ
30% de tous les transporteurs. |l est majoritaire chez le foetus et possede une tres forte affinité
pour le glucose. Chez I'adulte, les récepteurs GLUT 4 sont majoritaires et sont insulino-

dépendants. L'expression et la translocation membranaire de GLUT 4 augmentent en réponse
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a I'insuline, a 'augmentation de la charge de travail du cceur et a 'ischémie®® *’. Les SGLTs
transportent une variété de substrats dont le glucose dans la cellule en utilisant le gradient
électrochimique de sodium.

Une fois entré dans la cellule, le glucose est soit dégradé par la glycolyse, soit entre dans la
synthese du glycogéne (glycogénogénese), soit entre dans la voie des pentoses phosphates
pour former des riboses. En période prénatale, le glucose est le substrat préférentiel car il est
le nutriment majoritaire dans la circulation sanguine fcetale. De plus, la f-oxydation des acides

gras est inhibée par la faible concentration en acides gras.

ii.  Lesacides gras

Les acides gras (AG) sont la source principale d’énergie dans le myocarde adulte normal.
Le taux d’utilisation des AG par le coeur est principalement déterminé par leur concentration
plasmatique qui peut varier grandement au cours du temps et sous linfluence de la
lipoprotéine lipase. La lipoprotéine lipase est une enzyme extra cellulaire présente a la surface
de I’endothélium capillaire du myocarde, des muscles striés squelettiques et du tissu adipeux.
Son réle est d’hydrolyser les triglycérides circulants des chylomicrons et des VLDL en acide gras
et glycérol. Dans le plasma, les AG libres circulent liés a I'albumine. La concentration
plasmatique d’AG est donc régulée par leur libération depuis les triglycérides dans les
adipocytes, sous lI'influence de la lipoprotéine lipase. La lipoprotéine lipase est activée par les
catécholamines et inhibée par I'insuline. Par conséquent, lorsque le taux de catécholamines
est élevé et le taux d’insuline bas, la concentration plasmatique d’AG est élevée, favorisant
I’entrée des AG dans la cellule, puis leur oxydation. La vitesse d’entrée des AG dans la cellule
est donc déterminée par leur concentration plasmatique.
Les AG a longue chaine entrent dans la cellule, soit par diffusion passive, soit par des
transporteurs protéiques (FATP) et des translocases FAT/DC36. Ces transporteurs sont
responsables de plus de la moitié du transport des AG. Une fois internalisés dans la cellule, les
AG a longue chaine se lient a une protéine FABP (fatty acid banding protein) et sont
transformés (estérification) en acyl-CoA par I'acyl-CoA synthase. L’acyl-CoA a longue chaine
peut étre internalisé dans la mitochondrie (75%) ou étre transformé en triglycérol acide gras
(TAG). Parce que la membrane interne mitochondriale est imperméable a I'acyl-CoA a longue

chaine, il doit étre transporté dans la matrice mitochondriale par un systéme de transport
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carnitine-dépendant appelé systéme CPT1-CACT-CPT2 (Figure 9). Les acides gras de moins de
10 carbones sont oxydés indépendamment de ce systeme et passent librement a travers la
membrane mitochondriale. La carnitine palmtoyltransferase 1 (CPT 1) catalyse la formation de
I'acylcarnitine a longue chaine dans le compartiment intermembranaire de la mitochondrie.
L’acyltranslocase transporte I’acylcarnitine a longue chaine au niveau de la membrane interne
mitochondriale en échange d’une carnitine. Enfin, la CPT 2 régénére I'acyl-CoA dans la matrice

mitochondriale, ou il est le premier substrat de la B-oxydation des acides gras.

Figure 9 : Entrée des AG dans la cellule et dans la mitochondrie afin d’étre métabolisés par les
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iii.  Régulation de 'utilisation des substrats

Le coeur est doté d’une flexibilité métabolique qui lui permet d’adapter |'utilisation des
substrats selon leur disponibilité. Nous avons évoqué ce phénoméne avec la survenue d’un
switch métabolique apres la naissance. Le myocarde fcetal consomme préférentiellement des
carbohydrates dans un environnement pauvre en oxygene tandis le myocarde de I'enfant et
de I'adulte utilise principalement I'oxydation des acides gras comme source énergétique (shift
oxydatif). Nous verrons dans une section suivante que dans la défaillance cardiaque, ce switch
métabolique s’inverse, pour revenir a un phénotype de type feetal (shift glycolytique) (Figure

10).
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Figure 10 : Substrats énergétiques en période périnatale et au cours de la défaillance
cardiaque.
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La régulation du métabolisme myocardique est liée a la concentration sanguine de
substrats, a la concentration d’hormones régulatrices (catécholamines) et a I'inotropisme.
Cette régulation de l'utilisation des substrats et des voies métaboliques implique la régulation
de I'expression de protéines clé (enzymes, transporteurs), et la régulation des relations entre
substrats et produits. Lors d’une charge maximale de travail myocardique, la machinerie
métabolique utilise 90% des capacités maximales de transfert d’électrons dans la chaine
respiratoire, versus 15 a 25% au repos. L'activité métabolique des enzymes clé peut donc étre
augmentée ou abaissée rapidement sans affecter la concentration d’ATP intracellulaire.

Pour un taux de consommation en oxygene donnée (MVO,), la performance contractile du
cceur est plus grande lorsque le coeur oxyde majoritairement du glucose et du lactate et moins
d’acides gras™. Des études réalisées chez des sujets sains ont démontré une diminution de
efficience myocardique lorsque la concentration sanguine en acides gras libres était élevée®.
Les mécanismes expliquant ce phénomeéne ne sont pas clairs. D’'un point de vue théorique,
I’oxydation des acides gras requiére un taux de consommation en oxygéne plus élevé pour la
synthése de I’ATP que I'oxydation des carbohydrates. En effet, le ratio ATP/oxygene pour le
glucose et le lactate est de 3,17 et 3,0 respectivement alors gu’il est de 2,80 et 2,86 pour le
palmitate et I'oléate. Ceci est expliqué par le fait que la glycolyse entraine la formation de

NADH qui donnera 3 protons H" au complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale, tandis
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que la B-oxydation des acides gras entraine la formation de FADH, qui donnera 2 protons H*
au complexe Il. En d’autres termes, le maintien du gradient de protons nécessaire a I'ATP
synthase est donc plus efficient avec I'utilisation du glucose et I'utilisation des acides gras
requiére une plus grande quantité d’oxygéne pour la production d’'une quantité donnée d’ATP.
La quantité d’énergie générée et le rendement de chaque type de substrat sont représentés

dans le tableau 7.

Tableau 7 : Bilan énergétique et consommation en oxygene selon le substrat utilisé.

Palmitate  AG saturé (16C) 129 ATP 2.6 50
Oléate AG mono insaturé (18C) 144 ATP 2.6 50
Glucose Glucide 32 ATP en aérobie 3.0 12
libre 2 ATP en anaérobie

Lactate Produit de la glycolyse 18 3.0 6

c. Synthese énergétique du myocyte

Dans des conditions de normoxie, plus de 95% de la formation d’ATP provient du
métabolisme oxydatif de la chaine respiratoire mitochondriale (phosphorylations oxydatives)
dont I'oxydation des acides gras représente la source préférentielle. Le reste provient de la
glycolyse et de la formation de guanosine triphosphate (GTP) via le cycle de I'acide citrique
(Cycle de Krebs). Les réactions de phosphorylations oxydatives sont alimentées par I'énergie
provenant des électrons issus du NADH et du FADH,. Ces équivalents réduits sont produits
principalement par la B-oxydation des acides gras, le cycle de Krebs, la glycolyse et la pyruvate
déshydrogénase. La figure 11 schématise les voies métaboliques impliquées dans la
production énergétique du cardiomyocyte. Le cycle de I'acide citrique (cycle de Krebs) est
alimenté par I’Acetyl-CoA provenant de la décarboxylation du pyruvate et de la B-oxydation
des acides gras. Les équivalents réducteurs (NADH et FADH,) sont les produits de plusieurs
voies métaboliques : glycolyse, I'oxydation du lactate, I’oxydation du pyruvate, la -oxydation
des acides gras et le cycle de Krebs. L’acetyl-CoA constitue donc une molécule « carrefour ».
Suite a des cascades de réactions de phosphorylation oxydative, le NADH et FADH, délivrent

des électrons a la chaine respiratoire mitochondriale aboutissant a la formation d’ATP.

64



Figure 11 : Voies métaboliques de la production énergétique dans les cardiomyocytes (Tiré
de®).
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i. Laglycolyse

La glycolyse correspond a une série de réactions chimiques se produisant dans le
cytoplasme du cardiomyocyte (Figure 12). La glycolyse est caractérisée par 10 étapes séparées
en 2 phases : la phase d’investissement (5 réactions ; consommation de 2 ATP) et |la phase de
libération de I’énergie (5 réactions ; production de 4 ATP). A partir d’'une molécule de glucose,
il y a donc utilisation de 2 ATP, génération de 4 ATP, production de 2 pyruvates, 2 NADH et
reliche de 2 cations H'. Les étapes de la glycolyse font I'objet de nombreuses régulations
complexes hormonales (insuline, glucagon) et nerveuses (adrénaline). Globalement, la
glycolyse est régulée par ses produits de réaction de sorte que la production énergétique soit
en adéquation avec la demande et la consommation.
L’hexokinase (HK) qui catalyse la premiére étape irréversible de la glycolyse est une enzyme
clé de la régulation. Elle permet de « piéger » le glucose a l'intérieur de la cellule par la
phosphorylation du glucose en glucose-6-phosphate (G6P) en utilisant un ATP, maintenant un
gradient de concentration du glucose entre les compartiments intra- et extra-cellulaire. Il
existe deux isoformes d’hexokinase : HK1 et HK2. HK1 serait impliquée dans le catabolisme,
associée a GLUT1, particulierement dans le coeur foetal. HK2 serait impliquée dans
I’'anabolisme et associée a GLUT4 et principalement présente chez I'adulte.
La phosphofructokinase-1 (PFK-1) catalyse le fructose-6-phosphate en fructose-1,6-
diphosphate en consommant une molécule d’ATP et est une enzyme clé de la régulation de la

glycolyse (réaction 3). Elle est activée par ’ADP, '’AMP et le phosphate inorganique (Pi). Elle
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est inhibée par I’ATP et la baisse de pH. Ainsi, lorsque les phosphorylations diminuent, la PKF-
1 active la glycolyse.

La derniere étape de la glycolyse est catalysée par la pyruvate kinase (PK) qui entraine la
production d’un ATP par déphosphorylation irréversible du phosphoénolpyruvate en pyruvate.
La localisation des complexes glycolytiques a proximité des ATPases permet de coupler la
production d’énergie a sa consommation ainsi que la régulation de la glycolyse par ses propres
produits. En effet, ’ATP produit par la glycolyse alimente prioritairement les pompes
membranaires a activité ATPase. Ces pompes entretiennent les gradients de sodium,
potassium et calcium a travers la membrane cellulaire® *°.

Une fois le pyruvate formé par la glycolyse, il peut soit entrer dans la mitochondrie pour
générer du CO, et du NADH afin de compléter le processus oxydatif de la glycolyse (glycolyse
aérobie), soit étre converti en lactate dans le cytosol (glycolyse non oxydative). Les derniéres
étapes de l'oxydation du glucose se produisent dans la mitochondrie et permettent la
production d’'une grande quantité d’énergie en présence d’oxygene. Une fois dans la
mitochondrie, le pyruvate est décarboxylé par la pyruvate déshydrogénase (PDH) en NADH, et
acétyl-CoA. Ce dernier est utilisé par le cycle de I'acide citrique afin d’alimenter la chaine
respiratoire mitochondriale.

Bien qu’ayant un faible rendement énergétique (production de 2 ATP), la glycolyse anaérobie
est essentielle pour le fonctionnement cardiaque car elle permet une production d’ATP méme
en l'absence d’oxygéne. Cependant, cette compensation n’est pas durable car le rendement
glycolytique n’est pas suffisant pour assurer une fonction normale a long terme et entraine
I'accumulation de lactate. Dans les conditions normales, le cceur consomme plus de lactate
gu’il n’en produit, tandis qu’en condition ischémique, la glycolyse étant principale source

, . . ~ . .1
d’énergie, le lactate s’accumule dans les cardiomyocytes entrainant une acidose cellulaire®.
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Figure 12 : Les 10 étapes de la glycolyse.
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ii.  Le catabolisme du pyruvate

La glycolyse aboutit a la formation de 2 molécules de pyruvate qui sont importées dans
la mitochondrie par un transporteur pyruvate-proton H*. Le pyruvate peut alors étre utilisé de
3 manieres (Figure 13) : (1) conversion en lactate par la lactate déshydrogénase, (2)
carboxylation en malate, (3) ou décarboxylation en acétyl-CoA par la pyruvate déshydrogénase
(PDH).
La décarboxylation du pyruvate par la PDH est une étape irréversible clé dans le métabolisme
énergétique des cardiomyocytes. La PDH est un complexe enzymatique localisé dans la matrice
mitochondriale qui est sujette a de multiples régulations. Lorsque la PDH est inactivée, le
pyruvate n’est plus transformé en acétyl-CoA et est dévié vers la transformation en lactate.
L'inhibition de la PDH réduit donc l'oxydation du glucose. La PDH est inactivée par

phosphorylation par la pyruvate déshydrogénase kinase (PDK) et est activée par
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déphosphorylation de la PDH phosphatase (Figure 13). L'isoforme PDK4 est la forme
prépondérante de la PDK dans les cardiomyocytes adultes. Son activité est inhibée par le
pyruvate et la baisse des ratios acétyl-coA/CoA et NADH/NAD®. L’expression de la PDK est
rapidement induite par le jeune, le diabéte et les PPAR-o.. Une concentration sanguine élevée
en acides gras et I'accumulation d’acides gras a longue chaine dans la cellule augmentent
également 'expression de PDK4 par I'intermédiaire des PPAR-a, ce qui induit une plus grande
phosphorylation de PDH et par conséquent une réduction de l'oxydation du pyruvate.
L'inhibition de la glycolyse sous I'effet de I'augmentation de I'oxydation des acides gras est
médiée par le citrate et 'augmentation des ratio (acetyl-CoA/CoA) et (NADH/NAD") qui inhibe

la PDH. Cette interaction est appelée cycle de Randle™®*

. A l'opposé, I'activité de la PDH est
augmentée par une stimulation adrénergique via une augmentation de la concentration de

calcium intracellulaire.

Figure 13 : Régulation de I'oxydation du glucose et du lactate par la pyruvate déshydrogénase
(Tiré de®).
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iii.  La p-oxydation
La B-oxydation, ou hélice de Lynen, se produit dans la matrice mitochondriale et
correspond a une succession de réactions enzymatiques en spirale qui produisent a chaque
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tour un AG avec 2 carbones en moins, un NADH, un FADH, et un acétyl-CoA™“ (Pour revue,

voir!®?

). Cette spirale est composée de 4 étapes principales correspondant chacune a une
enzyme : (1) une étape d’oxydation via I’acyl-CoA déshydrogénase, (2) une étape d’hydratation
par I'enoyl-CoA hydratase, (3) une seconde étape d’oxydation via la L-3-hydroxyacyl-CoA
déshydrogénase (4) et une étape de thiolyse via la 3-kétoacyl-CoA thiolase (Figure 14).

Chacune de ces enzymes est inhibée par son produit de réaction et par le NADH et le FADH,.
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Les AG a longue chaine sont dégradés complétement aprés un nombre de tours qui dépend de

la longueur de la chaine.

Figure 14 : Les étapes de la B-oxydation.
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iv.  Le cycle de I'acide citrique ou cycle de Krebs
Le cycle de I'acide citrique ou cycle de Krebs est I'étape commune des voies oxydatives
du glucose et des acides gras. Il correspond au catabolisme oxydatif aérobie du groupement
acétyle sous forme active d’acétyl-CoA. L'acétyl CoA est le point de convergence du
catabolisme des glucides (glycolyse, oxydation du pyruvate), et des lipides (B-oxydation des
acides gras). Nous venons de voir que |'acétyl-CoA provenait majoritairement de la -
oxydation (60-90%) et de I'oxydation du pyruvate (10-40%) provenant lui-méme de la glycolyse

103-1 , . . .
03105 | e cycle de Krebs se déroule dans la matrice mitochondriale

et de I'oxydation du lactate
et correspond a une succession de 8 réactions dont la derniére régéneére le substrat de la
premiére : I'oxaloacétate. Le cycle de Krebs permet la production d’une molécule de GTP et de
guatre équivalents réduits (3 NADH et 1 FADH,) qui alimentent la chaine respiratoire
mitochondriale. Ce cycle est controlé majoritairement par la disponibilité des substrats. Les

étapes du cycle de Krebs sont représentées dans la figure 15.
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Figure 15 : Les étapes du cycle de Krebs.
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V. Les mitochondries

Généralités - Structure

Le terme mitochondrie, introduit par Benda en 1902, correspond a des organelles
indispensables au bon fonctionnement et a la survie cellulaire. Les mitochondries sont
impliquées dans de nombreux aspects de I’'homéostasie. Elles jouent un réle central dans
I’'homéostasie calcique, la thermogénése, la régulation du pH intracellulaire, le processus
d’apoptose et bien siir dans la production énergétique’®®. L'immense spectre des maladies
mitochondriales est le reflet de leur réle essentiel dans la cellule®’.

Les mitochondries proviennent de la fusion d’une a-probactérie symbiotique et d’'un
progéniteur eucaryote'® dont il ne reste qu’un faible pourcentage dans les mitochondries
humaines. Bien que possédant leur propre génome, les mitochondries sont dépendantes du
génome nucléaire. La biogénése mitochondriale et le maintien de I'intégrité structurelle des
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mitochondries nécessitent I'apport de protéines codées dans le noyau™ . En effet, environ

70



1500 protéines mitochondriales ont été recensées tandis que le génome mitochondrial,
transmis par la mére, ne contient que 37 genes dont 13 codent pour des sous-unités de la
chaine respiratoire mitochondriale*'®. Deux facteurs de transcription jouent un réle majeur
dans la communication noyau-mitochondrie. Le nuclear repiratory factor (NRF) se lie et active
les promoteurs de plusieurs génes codant pour OXPHO et le mitochondrial transcription factor
A (mtTFA) régule la réplication et la transcription de ’ADN mitochondrial. En aval de ces
facteurs de transcription, le transcriptional coactivator of peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPARY) de type 1 (PGC-1a) peut coactiver la biogénése mitochondriale via
son interaction avec NRF.

Les mitochondries sont des structures dynamiques, sujettes en permanence a des

, \ . . . 111
phénoménes de fusion et de fission .

Leur forme, leur disposition, leur taille et leur
abondance varient selon le type cellulaire et I'espece. Malgré leur petite taille (diameétre 0.7 a
3 um) les mitochondries occupent environ 30% de I'espace intra cardiomyocytes et sont
organisée en rangs serrés le long des myofilaments, autour du noyau et au niveau
subsarcolemmal. Elles ont d’ailleurs des propriétés biochimiques différentes selon la région
qu’elles occupent dans la cellule'?. Les mitochondries réparties le long des myofibrilles ont
une activité succinate deshydrogenase et citrate synthase plus élevée que celles réparties sous
le sarcoleme.

Les mitochondries sont constituées d’'une membrane externe et d’'une membrane interne
ayant chacune leurs particularités. La membrane externe est perméable aux ions et aux
molécules de poids moléculaire inférieur a 6 kDa, tandis que la membrane interne est
imperméable a la plupart des ions et des molécules polaires. Ces deux membranes délimitent
deux compartiments essentiels a la fonction mitochondriale : la matrice mitochondriale et
I'espace intermembranaire™*®. La membrane interne contient les différents complexes de la
chaine respiratoire mitochondriale et I’ATP synthase qui sont les principaux acteurs des
phosphorylations oxydatives. La trés faible perméabilité de la membrane interne impose la
nécessité d’utilisation de transporteurs transmembranaires pour les échanges ioniques et
métaboliques. Un des exemples de transporteurs dans la cellule cardiaque est la navette
malate-aspartate permettant au NADH produit dans le cytoplasme par la glycolyse de passer

dans la matrice mitochondriale pour servir de substrat a la chaine respiratoire mitochondriale.
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Nous avons évoqué précédemment le systéme des carnitines palmitoyl transférases (CPT1-
CAT-CPT2) pour le transfert de I'acyl-CoA qui sert de substrat a la f-oxydation des acides gras.
Lorsque I’'on observe les mitochondries en microscopie électronique, nous pouvons visualiser
de nombreuses crétes qui semblent correspondre a des invaginations de la membrane interne.
L'ensemble de ces crétes est appelé cristae mitochondriale. Ces crétes sont en fait des

11
* Elles

structures a part, reliées a la membrane interne par des jonctions tubulaires
pourraient jouer un réle dans la compartimentalisation des protons ou de protéines comme le
cytochrome C. La membrane mitochondriale est également le siege du pore de transition de
perméabilité (PTP) qui est formé transitoirement au moment de I'entrée de la mitochondrie
dans le processus d’apoptose. Il correspond a un complexe multi protéique dont la structure

précise reste mal connue. L'ouverture de ce pore conduit au gonflement de la mitochondrie et

a la rupture de la membrane externe.

Les phosphorylations oxydatives et la chaine respiratoire mitochondriale

Présentes dans toutes les cellules eucaryotes aérobies, les mitochondries sont le siége des
mécanismes oxydatifs aboutissant a la production d’'une grande quantité d’ATP a partir de
substrats variés. Les capacités maximales des mitochondries a utiliser I'oxygéne sont
déterminées par la masse mitochondriale et par leur activité intrinséque et peuvent étre
mesurées par |'activité d’enzymes clé comme la citrate synthase, ou la cytochrome oxydase.
Les réactions d’oxydation du catabolisme (glycolyse, cycle de I’acide citrique, B-oxydation des
acides gras) enlévent aux substrats des atomes d’hydrogeéne qui sont pris en charge par les
coenzymes NAD et FAD. La réoxydation de ces coenzymes réduits ou équivalents réduits est
indispensable a I'entretien de ce catabolisme oxydatif. De plus, le pouvoir réducteur de ces
coenzymes (NADH et FADH,) est utilisé pour la synthese d’ATP. Le processus qui couple la
réoxydation des équivalents réduits a la synthese d’ATP par phosphorylation de I’ADP s’appelle
oxydation phosphorylante. Il est réalisé a travers une succession de réactions au sein d’un
groupement de complexes enzymatiques appelé chaine respiratoire mitochondriale. Le NADH
et le FADH, sont transférés de couple redox en couple redox dans le sens du gradient de
potentiel redox et transférent soit un ion hydrure (NAD), soit 2 atomes d’hydrogene (FAD,
coenzyme Q), soit un électron (cytochromes). La chaine respiratoire est localisée dans la

membrane interne mitochondriale et comprend 4 complexes fixes (I, II, Il et IV) et 2
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transporteurs mobiles d’électrons (I'ubiquinone ou Coenzyme Q (CoQ) entre les complexes |
et Il) et le cytochrome C (entre les complexes Il et 1V) (Figure 16).

Le complexe | (NADH-coenzyme Q réductase) recoit les équivalents réduits NADH, H*
provenant de voies oxydatives mitochondriales (cycle de Krebs et 3-oxydation des acides gras)
et de la glycolyse. Le complexe | transmet alors les équivalents réduits au CoQ. Le complexe Il
(succinate-coenzyme Q réductase) regoit le FADH, et les transmet également au CoQ. Ainsi,
tous les équivalents réduits issus du catabolisme oxydatif transitent par le CoQ. Le complexe
lll (coenzyme QH,-cytochrome c réductase) recoit les équivalents réduits du CoQH, et les
transmet au cytochrome c. Le complexe IV (cytochrome c oxydase) recoit les équivalents
réduits du cytochrome c et les passe a I'oxygéne moléculaire pour former de I’'H,0. L'énergie
chimique (oxydation) est convertie en énergie électrochimique. L'énergie perdue le long de la
chaine respiratoire est utilisée a la formation d’un gradient transmembranaire de protons au
sein de I'espace intermembranaire. Les complexes |, Il et IV sont en effet des pompes a
protons, capables de générer une différence de potentiel de part et d’autre de la membrane
interne mitochondriale. Cette énergie créée par le gradient de protons est appelée force
protomotrice. Cette énergie est libérée lors du retour des protons dans la matrice via le canal
de I'ATPase-ATP synthase et permet la production d’ATP a partir de I'ADP. L’énergie
électrochimique est alors convertie en énergie chimique. Le passage de 3 protons est

nécessaire a la synthese d’'une molécule d’ATP.

Figure 16 : La chaine respiratoire mitochondriale.
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I _— —_— —_— —_— —_— —_— —_— _— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— _— _— —_— —_— —_— —_—
Espace intermembranaire et crétes
ATP synthase
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+ +
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I —_— _—
Matrice

NADH +H*  NaD- FADH,

% 0, + 2e" +2H* H,0

Cycle de Krebs et B-oxydation des AG
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Chapitre 2 : la défaillance ventriculaire droite en pratique clinique

1) Comment définir la défaillance ventriculaire droite ?

Malgré I'avancée significative des connaissances ces derniéres années, la configuration
tridimensionnelle complexe du VD, ses interactions étroites avec le ventricule gauche et le
péricarde restent des obstacles pour I'établissement d’une définition unique et simple de la
dysfonction et de la défaillance ventriculaires droites. Il est important de noter que
remodelage, dysfonction et défaillance du ventricule droit ne sont pas des stricts synonymes.
lIs représentent en effet un continuum dans I'évolution des anomalies de fonctionnement du

3554 (Figure 17 et Tableau 8). Ce continuum physiopathologique va de I’état de

ventricule droit
prédisposition a I'insuffisance ventriculaire droite, a la « défaillance terminale » du ventricule

droit. Nous nous attacherons a définir chacun de ces termes.

Figure 17 : Les 4 phases du continuum des anomalies de la fonction ventriculaire droite.

Remodelage mal adaptatif ~ Phase décompensée

X I. Prédisposition  Il. Remodelage adaptatif lIl. Dysfonction IV. Défaillance I
Phase compensée

Stade C Stade D et E

L 4

Réversibilité probable

Facteur déclenchant

Fonction ventriculaire droite =—
Remodelage fonctionnel et structurel =—

Temps
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Tableau 8. Terminologie et continuum de la défaillance ventriculaire droite (Inspiré de3*).

Terminologie

Définition

Symptomes

Signes
cliniques

Anomalies
structurelles
visibles en
imagerie

Anomalies
fonctionnelles
visibles en
imagerie

Anomalies
métaboliques

Risque de développer
une insuffisance
cardiaque droite

Présence de
précurseurs (liste
non exhaustive) :

-Génétique

-HTAP

-Cardiopathie gauche
-Coronaropathie
-Cardiopathie
congénitale

Non

Non

Non

Non

Possibles

Remodelage
ventriculaire
adaptatif

Phase
d’adaptation
aux
nouvelles
conditions de
charge du VD

Non

Non

Oui

Oui

Possibles

Dysfonction VD
Défaillance VD
asymptomatique

Mal adaptation
du VD aux
nouvelles
conditions de
charge.

Anomalie
structurelle ou
fonctionnelle
systolique ou
diastolique
Non

(Possible a
I'effort)

Non

Oui

Oui

Oui

Défaillance VD
symptomatique

Insuffisance
myocardique
avec incapacité
d’éjection ou de
remplissage
adéquat du VD.

Signes cliniques
et symptémes
de rétention
hydro-sodée

Oui

Oui

Oui

Oui

Oui

Défaillance VD
terminale ou
réfractaire

Persistance des
symptomes et des
signes cliniques
malgré un
traitement
médical optimal
maximal

Oui, invalidants

Oui

Oui

Oui

Oui

Le remodelage ventriculaire droit peut étre défini par les modifications structurelles

et / ou fonctionnelles du ventricule droit soumis a un stimulus. Les stimuli peuvent étre une

surcharge de pression (augmentation de la post charge), une surcharge de volume

(augmentation de la pré charge), de I'exercice, ou une anomalie génétique (altération

intrinseéque du myocarde, baisse de la contractilité). Par analogie avec le ventricule gauche, ce

remodelage peut étre physiologique (adaptatif) ou délétere (mal adaptatif).
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Dans le remodelage physiologique, la fonction ventriculaire droite reste adaptée a
I'augmentation de la charge du ventricule. Le couplage ventriculo-artériel est normal.
L'archétype du remodelage physiologique est I’hypertrophie myocardique observée chez les
sportifs de haut niveau. Une dilatation des cavités droites, une amélioration de la fonction
diastolique ventriculaire droite et une diminution de la fonction systolique du VD ont été

P N 115-11
observées chez des athletes!*>?*8

. La signification sur le long terme de ces modifications
adaptatives reste a définir. Dans le remodelage maladaptatif, la fonction ventriculaire n’est
plus adaptée a la charge ventriculaire et il se produit un découplage ventriculo-artériel. Il
survient lorsque le stimuli persiste dans le temps, comme dans I’hypertension pulmonaire
chronique. Lorsque la charge ventriculaire est d’emblée trop importante, ou survient
rapidement, le ventricule droit n’a pas le temps de se remodeler et devient d’emblée défaillant

(embolie pulmonaire aiglie massive par exemple). Nous reviendrons sur les mécanismes du

remodelage maladaptatif dans le prochain chapitre de cette thése.

La dysfonction ventriculaire droite peut étre définie comme une anomalie de la
fonction ventriculaire droite détectée par un test diagnostic, avant ou aprés la survenue de
symptomes. Généralement, la dysfonction est associée a un substratum histologique et
moléculaire, avec hypertrophie des cardiomyocytes, dilatation des cavités ventriculaire et

auriculaire en réponse a I'augmentation de la post charge et des contraintes pariétales.

L’insuffisance ou défaillance ventriculaire est un concept défini par I'incapacité du
ventricule droit a assurer un débit sanguin adéquat dans la circulation, soit par défaut de
remplissage, soit par défaut d’éjection®®. Selon les lignes directrices européennes, la
défaillance cardiaque est définie de maniére strictement clinique, par la présence de signes
cliniques de rétention liquidienne. En effet, la défaillance cardiaque est définie comme un
syndrome caractérisé par des symptomes typiques mais non spécifiques. Ces symptomes
peuvent étre accompagnés par des signes cliniques (augmentation de la pression veineuse
jugulaire, crépitements pulmonaires, cedemes périphériques, ascite). Ces symptémes et ces
signes cliniques sont causés par une anomalie cardiaque structurelle ou fonctionnelle, avec
pour conséquence une réduction du débit cardiaque, et / ou une élévation des pressions dans

ey s . N 1
les cavités cardiaques au repos et a I'effort>.
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Le diagnostic de défaillance ventriculaire droite repose donc sur un faisceau d’arguments
cliniques, biologiques et d’imagerie. Les principales définitions de la défaillance droites
utilisées dans la littérature sont résumées dans le Tableau 9. Selon les études, les circonstances
cliniques, et I'avancement des connaissances, la définition de la défaillance du VD varie
significativement. Il n’existe d’ailleurs pas de définition consensuelle universelle. En effet, elle
peut étre définie par la nécessité d’une assistance circulatoire mécanique, par la présence de
signes cliniques peu spécifiqgues comme des cedémes périphériques ou de I'asthénie, ou
encore par son retentissement sur les organes cibles : le foie et le rein. D’un point de vue
hémodynamique, la défaillance cardiaque est définie par la baisse du débit cardiaque associée
ou non a une augmentation des pressions de remplissage (pression veineuse centrale). Les
signes cliniques sont peu spécifiques et peuvent étre aigus ou chroniques. Le diagnostic de
défaillance ventriculaire droite requiert un degré de suspicion clinique élevé. Son diagnostic
précoce, avant la survenue des symptomes et du retentissement sur les organes cibles est un
enjeu important pour I'amélioration du pronostic de ces patients. Il est également essentiel de
reconnaitre la cause de la dysfonction ventriculaire droite afin d’envisager un traitement

efficace et d’établir un pronostic.
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Tableau 9 : Définitions de la défaillance ventriculaire droite utilisées dans la littérature (par
ordre chronologique).

1982
Goldstein J et
al®

2004
Morgan J et
GI 119

2006
Dang NC et
GI 120

(INTERMACS)
2008

Haddad F et
al®

2011

Kukucka M et
GI 121

2013

Yancy C et al.’?
(ACCF/AHA
guidelines)

2016
http://www.uab
.edu/medicine/i
ntermacs/inter
macs-
documents

Infarctus du VD
expérimental
chez le chien

Post assistance
ventriculaire
gauche

Post assistance
ventriculaire
gauche

Tout contexte

Post assistance
ventriculaire
gauche

Insuffisance
cardiaque
gauche (pas de
spécificité pour
la défaillance
droite)

Post assistance
ventriculaire
gauche

La défaillance droite était définie comme une baisse du débit cardiaque associée
a une augmentation des pressions de remplissage et une dilatation des cavités
droites.

Support inotrope maximal :

- Dobutamine > 7.5-15ug/kg/min

- Milrinone > 0.75ug/kg/min
Utilisation de NO ou prostaglandine
Criteres hémodynamiques :

- TVCélevée

- PAP basse

- Débit LVAD diminué <2.4
Criteres échographiques :

- Taille et fonction du VD
Critere de défaillance multi organe

Présence d’un des éléments suivants :
- Besoin d’un inotrope intraveineux pour une durée de plus de 14 jours.
- Besoin de NO inhalé pour une durée de plus de 48h.
- Besoin d’une assistance mécanique ventriculaire droite

Sortie de I’h6pital avec inotropes

Syndrome clinique complexe résultant d’une altération structurelle ou
fonctionnelle du remplissage ou de I'éjection ventriculaire. Les manifestations
cardinales de la défaillance ventriculaire (1) rétention hydrique, avec cedemes
périphériques, ascite et anasarque (2) diminution de la réserve systolique ou bas
débit cardiaque avec limitation a I'effort ou fatigue, (3) ou arythmies auriculaire
ou ventriculaire.

La présence de 2 ou plus des éléments suivants dans les 48h suivant
I'implantation d’une assistance ventriculaire gauche:

- Pression arterielle moyenne < 55 mm Hg,

- TVvC>16 mm Hg

- SVO,<55%

- Index Cardiaque < 2.0L/min/m2
Support inotrope > 20 Ul selon le score inotropique

Syndrome clinique complexe résultant d’une altération structurelle ou
fonctionnelle du remplissage ou de I'éjection ventriculaire. Les manifestations
cardinales sont dyspnée, fatigue, limitation a I'effort, rétention hydro-sodée,
congestion splanchnique et cedémes périphériques.

Présence des 2 caractéristiques suivantes :

1. Documentation d’'une augmentation de la pression veineuse centrale par :
- Mesure directe > 16 mm Hg.
ou
- Veine cave inférieure dilatée et absence de variation respiratoire en
échographie
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(INTERMACS)

2016
Ponikowski P et
Gl 13

(ESC guidelines)

2016
Harjola et al.’?

2017

Hrymak C et
124
al.

Insuffisance
cardiaque
gauche (pas de
spécificité pour
la défaillance
droite)

Défaillance
ventriculaire
droite aiglie

Défaillance
ventriculaire
droite aigue aux
soins intensifs

ou
- Augmentation de la tension veineuse jugulaire au moins a mi-hauteur
du cou.

2. Manifestations d’une pression veineuse centrale augmentée :
- (Edeme périphérique >2+
ou
- Présence d’ascite, d’"hépatomégalie palpable a I'examen physique ou
sur l'imagerie,
ou
- Dysfonction hépatique biologique (total bilirubine > 2.0 mg/dl) ou
rénale (créatinine > 2.0 mg/dl).

Syndrome clinique caractérisé par des symptomes typiques (dyspnée, asthénie,
cedéme des membres inférieurs) qui peuvent étre accompagnés par des signes
cliniques (augmentation de la pression veineuse jugulaire, crépitements
pulmonaires, cedéemes périphériques, ascite) qui sont causés par une anomalie
cardiaque structurelle ou fonctionnelle, avec pour conséquence une réduction
du débit cardiaque, et / ou une élévation des pressions dans les cavités
cardiaques au repos et a I'effort

Syndrome rapidement progressif de congestion systémique résultant de
I'altération de remplissage et / ou de la réduction de I'éjection du ventricule
droit. Il est le plus souvent associé a une augmentation de la post charge du VD,
avec pour conséquence une dilatation et une régurgitation tricuspidienne.

Syndrome clinique associant :

- Hypotension artérielle systémique

- Pression pulmonaire pulsée basse

- Pression veineuse centrale élevée
Insuffisance d’organe abdominal (rein, foie, ascite)

2) Comment évaluer la fonction ventriculaire droite ?

L'imagerie est la pierre angulaire de |'évaluation de la fonction ventriculaire droite. Tel que

discuté dans le précédent chapitre, fonction ventriculaire n’est pas synonyme de contractilité.
Afin de considérer tous les aspects de la fonction ventriculaire droite, son évaluation doit
prendre en compte des indices géométriques, des indices de fonction systolique, des indices
de fonction diastolique, des indices de contractilité régionale et globale, des indices
métaboliques et enfin des indices de couplage de la fonction du VD a sa charge de travail.
Plusieurs articles et revues de la littérature publiées récemment couvrent I'ensemble de ces

35, 84, 86, 125, 126

aspects . Les principales innovations concernant I’évaluation du VD en imagerie

concernent probablement I'imagerie de la déformation myocardique, I'imagerie de 3D et 4D

35, 84, 86, 125, 126

en échographie et IRM et I'imagerie moléculaire . Le tableau 10 regroupe les

différents indices cliniques et radiologiques, associés a une dysfonction ventriculaire droite.
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Tableau 10 : Formules utilisées pour I'évaluation hémodynamique de la fonction ventriculaire

droite (Tiré de'?’)

Pressions de remplissage

Index de pulsatilité de la PA

Résistances vasculaires

pulmonaires

Gradient transpulmonaire

Gradient pulmonaire diastolique
RV Stroke Work

RV Stroke Work Index
Compliance de I'AP

Elastance de I’AP (Ea)

POD/PCAPB

(PAPs-PAPd)/POD

PAPm-PCAPB/DC

PAPM-PCAPB

PAPd-PACPB
(PAPM-POD) x VES x 0,0136

(PAPmM-POD) x VES indéxé a la SC
SV/(PAPs-PAPd)
PAPs/VES

Ees/Ea

>0,63 (aprés LVAD)™*®

> 0,83 (défaillance aig[ie)129

<1,85 (aprés LVAD)**°

< 1,0 (défaillance aig[]e)131

> 3,6 (aprés LVAD)"?

; . ,133
Indéterminé

Indéterminé

<15 (aprés LVAD)
<10 (défaillance aigle
< 0,3-0,6 (aprés LVAD)

132
)134
128, 131

< 2,5 (dans la défaillance
cardiaque)
Indéterminé

<1

Couplage ventriculo-artériel

POD : pression dans l'oreillette droite ; PCAPB : pression capillaire dans I'artére pulmonaire
bloquée ; PAPs : pression artérielle pulmonaire systolique ; PAPd : pression artérielle
pulmonaire diastolique ; PAPm : pression artérielle pulmonaire moyenne ; DC : débit cardiaque ;
VES : volume d’éjection systolique ; SC : surface corporelle ; AP : artére pulmonaire

a. Evaluation hémodynamique

L’évaluation hémodynamique du VD réalisée au chevet du patient est un aspect
essentiel du management des patients avec dysfonction ventriculaire droite, notamment aux

35, 56, 124, 135
.1l faut

soins intensifs, en post chirurgie cardiaque ou chez les patients avec une HP
cependant garder en téte que I'analyse isolée des pressions dans |'artére pulmonaire et dans
I’oreillette droite ainsi que la mesure du débit cardiaque par thermodilution sont souvent pris
en défaut, particulierement aprés une chirurgie cardiague. Trois indices hémodynamiques,
ayant une meilleure corrélation avec la fonction ventriculaire droite ou la survenue de
complications, peuvent étre utilisés.

La diminution du ratio pression artérielle moyenne systémique sur pression pulmonaire
moyenne est un indice hémodynamique simple associé a la survenue de complications
hémodynamiques dans le contexte de chirurgie cardiaque®®.

Le monitoring continu et I'analyse de la forme de la courbe de pression du VD et de |'artére

pulmonaire mesurés par un cathéter de Swan-Ganz avec Paceport est un outil simple et tres
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utile. Il permet le diagnostic de dysfonction systolique et diastolique ventriculaire droite. Une
pente diastolique ou en forme de racine carrée (égalisation des pressions télédiastoliques du
VD et de I’AP) signe I'atteinte de la fonction ventriculaire droite.

Le troisieme indice hémodynamique est I'index fonctionnel ventriculaire droit qui correspond
au ratio de la pression systolique sur I'index cardiaque. Il permettrait d’évaluer I'adaptation du
VD a sa charge de travail. L'augmentation de cet index serait le reflet d’'une dysfonction
ventriculaire droite. Il est associé a un excés de mortalité chez les patients avec une HP sévére
aux soins intensifs ou aprés une chirurgie cardiaque™® *’.

Enfin, I'analyse en échographie de surface des flux doppler de la veine cave inférieure, des
veines sus-hépatiques et de la veine porte sont également utiles pour évaluer la volémie du
patient et la précharge du VD. Un apport liquidien excessif jumelé a la dysfonction ventriculaire
droite est associé a un excés de mortalité. Il se traduit par une atténuation puis une inversion
du signal diastolique doppler dans les vaisseaux intra abdominaux™®.

La réserve contractile déterminée lors d'un effort ou d'un stress pharmacologique
(dobutamine) semble un élément prometteur pour I'évaluation de I'adaptation du VD a ses

139, 140

conditions de postcharge . Son principal inconvénient est qu’elle nécessite une évaluation

invasive de la contractilité.

b. Evaluation échocardiographique

L’évaluation échographique de la structure et de la fonction du VD est bien standardisée.
Elle fait I'objet de recommandations américaines et européennes (American Society of
Echocardiography et I'European Association of Cardiovascular Imaging) publiées en 2015
Nous ne ferons qu’énumérer les parametres habituellement mesurés en échocardiographie
pour I’évaluation du ventricule droit. lls font I'objet d’'un nombre extensif de publications et de
revues de la littérature qui dépassent le cadre de cette these® 8 142144,

- Analyse de la structure : les surfaces et les volumes ventriculaires diastoliques et

systoliques, le diametre télédiastolique base, le diameétre de I'anneau tricuspidien, la
forme du septum interventriculaire, I'épaisseur de la paroi libre du VD en diastole, la

surface de l'oreillette droite, la masse ventriculaire droite, ratio diamétre apex / base.
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- Analyse de la fonction systolique : TAPSE (tricuspid annular plane systolic excursion)**>

198 . RVFAC (right ventricular fractional aera change)**® ; 'onde S’ mesurée en doppler

. . . . L. 1
tissulaire a 'anneau tricuspidien®®.

- Analyse de la contractilité : IVA (isovolumic myocardial acceleration)™°.

- Analyse de la fonction systolo-diastoligue : index de Tei ou RVMPI (right ventricular

. . 151, 152
myocardial performance index)™" **2.

- Analyse de la tricuspide : doppler couleur, continu (gradient pulmonaire) et pulsé

(ondes E et A).

- Analyse de l'interdépendance ventriculaire : index d’eccentricité.

L'impact pronostique de chacun de ces parameétres est variable selon les études et les
pathologies. La figure 18 résume les principaux indices de fonction ventriculaire droite et leur
signification pronostique®>. Il est important de noter qu’ils sont tous dépendants des
conditions de charge du ventricule droit (a des degrés variables). Les indices de fonction
systolique du VD ne sont pas le reflet de la contractilité mais sont le reflet de la fonction globale

du VD%

Figure 18 : Parametres échocardiographiques corrélés a la mortalité dans I’hypertension
pulmonaire®? (Tiré de™3).

Table 2. Echocardiographic right ventricular parameters significantly correlated with mortality in pulmonary hypertension

Parameter indicating

Echocardiographic method Echo view RV dysfunction Prognosis
TAPSE Apial 4-CH < 18 mm TAPSE < 18 mm associated with increased
o M-mode of lateral RV dysfunction, increased 1- and 2-year
tricuspid annulus mortality; HR, 57%
Tei Index (also known Apial 4-CH > 0.40 using pulse Doppler; 5-Year survival (free of death
as RV-MPI) e Pulse Doppler of TR > 0.55 Using tissue Doppler or lung transplantation):
e Tissue Doppler of Tei Index 5-Year survival
lateral tricuspid annulus <083 74%
> 083 4%
HR, 1.3 for every 0.1 unit increase in
Tei Index”’
Peak systolic tricuspid lateral Pulse Doppler tissue imaging < 9.7 cm/s < 9.7 em/s associated with abnormal
annular velodty of the tricuspid annulus RV con(l’:n:til.iry“N
RV fractional area change Apial 4-CH < 35% RVFAC significantly greater in 4-year survivors
(= [end-diastolic area] — vs nonsurvivors (31% = 9 vs 24% + 10)™
[end-systolic area / end-diastolic
area))
Speckle tracking longitudinal Apial 4-CH Less negative than —19% Survival rates (%)
peak systolic strain (RV LPSS) Year > —19% (higherstrain) < —19% (lower strain)
1 93 77
3 90 66
5 90 55

1% decrease (more negative) in )
LPSS = 13% increased risk of death™

4-CH, 4-chamber view; HR, hazard ratio; LPSS, longitudinal peak systolic strain; MPI, myocardial performance index; RV, right ventricle; RVFAC, right
ventricular fractional area change; TAPSE, tricuspid annular plane systolic exaursion; TR, tricuspid regurgitation.
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Du fait de la forme complexe du VD, I'avenement de I'échographie 3D offre une meilleure
évaluation des volumes ventriculaires droits et permet de palier a la limitation de
I’échographie 2D. Les mesures échographiques 3D des volumes ventriculaires et de la fraction

154
.D

d’éjection du VD sont trés bien corrélées avec celles réalisées en IRM (gold standard) e

plus, I'analyse du remodelage et de la déformation pariétale du VD en échographie 3D
semblent corrélée avec I'évolution clinique de patients atteints d’HP>>.

L’étude de la déformation myocardique (strain longitudinal, radial ou circonférentiel et strain
rate) est un autre champ d’investigation prometteur pour I’étude du VD™ .

L’adéquation de la fonction du ventricule droit avec sa charge de travail est matérialisée par le
couplage ventriculo-artériel (cf. chapitre 1). Plusieurs travaux récents mettent I'accent sur
I'importance de valider de nouveaux indices non invasifs échographiques pour quantifier cette

87, 157133 | & premier indice d’adaptation du VD & sa charge correspond au ratio

adéquation
TAPSE/PAPs. Selon Guazzi et al., lorsque ce ratio est inférieur a 0,36 mm/mm Hg, il est associé
3 une augmentation de mortalité cardiovasculaire®®. Le second indice est appelé indice de
Dandel et prend en compte le différentiel de pression entre le VD et I'OD, le volume
télédiastolique et la longueur du ventricule télédiastolique. Cet indice semble étre corrélé avec
la récupération de la fonction ventriculaire droite apreés I'implantation d’une assistance

161, 162 , , .z ,
61182 Dans une étude récemment publiée, Amsallem et al. ont montré que la surface

gauche
télésystolique du VD indexée a la surface corporelle était corrélée a la survenue, soit d’un
déces, soit d’'une transplantation chez des patients atteints d’HP. Ils n’ont pas trouvé de

corrélation clinique avec les indices combinés ou de proportionnalité™’.

c. Imagerie par résonance magnétique

L'imagerie par résonance magnétique (IRM) est devenue le gold standard pour
I’évaluation anatomique et fonctionnelle du VD. La mesure des volumes des cavités cardiaques
est plus fiable que celle réalisée en échocardiographie car moins sujette aux biais de mesure
liés a la géométrie complexe du ventricule droit'®®. De plus, la résonnance magnétique
cardiaque (RMC) est la technique permettant I’évaluation la plus exhaustive de la fonction
ventriculaire droite. Outre les renseignements sur la structure et la géométrie du VD, elle

permet de quantifier sa postcharge, avec |’évaluation de la compliance vasculaire pulmonaire,
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de I'élasticité ou distensibilité et de la capacitance de la vascularisation pulmonaire® ***. Elle

permet également d’étudier la fonction systolique du VD, sa contractilité et son adaptation
aux conditions de charge. Kuehne et al. ont montré la faisabilité de la quantification du
couplage ventriculo-artériel chez le porc et chez ’lhomme’®. Les pressions pulmonaires étaient
mesurées en continu grace a un cathéter IRM-compatible placé dans I'artéere pulmonaire sous
guidance IRM-fluoroscopique. Les flux ventriculaire droits étaient mesurés simultanément en
IRM. Par cette technique, les auteurs ont montré que les patients atteints d’"HTAP avaient une
contractilité (Ees) augmentée, mais un couplage ventriculo-artériel diminué.

Les parameétres mesurés en routine en IRM comme les volumes auriculaire et ventriculaire, la
masse du VD, le Stroke Index, la capacitance de la vascularisation pulmonaire sont associés a
la survie a 1 an chez des patients atteints d’HTAP idiopathique®®. Les variations de mesures
liées au sexe et a I'ethnie des patients ont été bien documentées a partir d’un registre de plus
de 5000 participants®®.

L'un des gros avantages de la RMC est la possibilité d’effectuer une analyse du tissu
myocardique (fibrose, infiltration adipeuse, cedeme myocardique). L'étude du rehaussement
tardif myocardique apres une injection de Gadolinium permet une quantification de la fibrose
myocardique. Plusieurs études ont montré que la présence de rehaussement tardif était
associée a une maladie plus avancée (hypertrophie et dilatation ventriculaire droite, réduction
de la fraction d’éjection du VD) et & un mauvais pronostic chez des patients atteints d’HP*®’.
L’évaluation quantitative de la constante de relaxation longitudinale myocardique en
séquence T1 (T1-mapping) permet de donner des informations sur les cardiomyocytes et
I'interstitium myocardique sans injection de Gadolinium. Des données récentes montrent une
association entre le signal en T1-mapping du ventricule droit et la performance ventriculaire
droite chez des patients atteints d’HP*®.

L’étude des flux sanguins intra artériel et intra cardiaque est un des axes prometteurs de
recherche. L’évaluation des flux en IRM est basée sur les séquences en contraste de phase
appelées (VEC CMR). Récemment, des techniques de 4D IRM qui mesurent les vélocités des
flux sanguins en 3D en ont été développées. La présence de phénoménes de vortex dans
I'artere pulmonaire semble étre associée a I’HP. Si la valeur pronostique de I'IRM 4D reste a
définir, elle ouvre la porte de la possibilité d’obtenir une évaluation des pressions pulmonaires

. . . . . . 169 1
et ventriculaires droites de maniére non invasive®®® 170,
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d. CT scanner cardiague

Le CT scan avec synchronisation sur la fréquence cardiague permet d’obtenir des
images de haute résolution avec des reconstruction 3D. Il permet également une évaluation
de la vascularisation myocardique. Son utilisation reste pour I'instant dans le domaine de la
recherche. Il peut étre utile lorsque I'IRM est contre-indiquée a cause d’un dispositif implanté
comme un défibrillateur, une assistance circulatoire mécanique. La mesure des dimensions,

volume, épaisseur du VD n’est pas encore validée par cette technique.

e. Imagerie moléculaire

Certains changements métaboliques survenant lors du développement de la défaillance
ventriculaire droite peuvent étre étudiés en imagerie. Le shift glycolytique (passage de
I'utilisation des acides gras vers l'utilisation du glucose et de la glycolyse) est probablement le
changement métabolique le plus étudié en imagerie tomographique par émission de positron
(PET scan). Il a été montré que la mesure du métabolisme du glucose dans le VD était faisable
en utilisant le PET - *®F-2-Désoxy-2-Glucose (**FDG)*"**”3. Une hausse du ratio de captation du
glucose entre le VD et le VG serait associée a la sévérité de I'HP et de la dysfonction
ventriculaire droite™. Il n’a pas été démontré que cette hausse du ratio soit liée a une baisse
de la captation du VG ou a une hausse de captation dans le VD. Bien que le concept de switch
glycolytique ait été prouvé dans des études animales sur la défaillance du VD et du VG, les
résultats concernant I'augmentation de la captation du glucose dans le VD défaillant sont
controversés. Si ce phénomene a été bien décrit a partir d’études sur des modeles animaux de
défaillance droite, certaines études réalisées chez I'homme ne retrouvent pas ce

175-1 . , . . . , .
75177 D’autres études sont donc nécessaires afin d’obtenir des réponses claires.

phénoméne
La consommation en oxygéne du myocarde ventriculaire droit peut étre quantifiée en utilisant
un PET et des traceurs spécifiques : 'C-acétate, H,">0, 0, et C**0. Il a été montré chez des
patients atteints d’HP que la fraction d’extraction en O du VD était augmentée au repos. Ceci
suggére que la réserve de la fraction d’extraction en O est limitée et que les possibilités

d’augmenter la consommation en oxygéne reposent uniquement sur l'augmentation de

\ . 1
I'apport en oxygéne par le flux coronaire’®.

Tableau 11. Synthése de principaux indices de fonction et de contractilité associés a la
défaillance ventriculaire droite.
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Hypoxémie

Signes de congestion
systémique

- Distension jugulaire,
- Reflux hépato-jugulaire,

- Hépatomégalie,
splénomégalie

- (Edéme périphérique,
- Ascite, anasarque,

- Epanchement
péricardique,

- Grande onde V jugulaire

Signes cardiagues
- B3,

- Souffle systolique de
régurgitation
tricuspidienne,

- Pouls paradoxal

Signe de bas débit
cardiaque

Hypotension,
tachycardie, extrémités
froides, oligurie, troubles
cognitifs, asterixis,
delirium

Electrocardiogramme :

Bloc de branche droit
Aspect S1 Q3

Tachycardie ventriculaire

Hypotension artérielle

Pression oreillette droite
ou TVC > 15 mm Hg

Index cardiac < 2.0
L/min/m’

Elastance ventriculaire Ees
< 1.3 mm Hg /ml.

Couplage ventriculo-
artériel < 1.5

RVSWI normal entre 7,9 et
9,7

(formule= SV x PAPm x
0.0144)

Structure du VD :

- Hypertrophie de la paroi
latérale du VD >5 mm

- DTDVD basal > 41-43 mm

- Epanchement péricardique >
5 mm en diastole

Indices de contractilité :

-RVFAC < 35%
-TAPSE <17 mm

-Onde S’ a I'anneau tricuspide
<11.5a 9.5cm/s

- Strain longitudinal de la paroi
latérale du VD < 20%

- FEVD < 45% mesuré en 3D

- Indexe de Tei ou RVMPI:
RVMPI > 0.54 en doppler
tissulaire

- Isovolumic myocardial
acceleration IVA = (vélocité
maximale / temps
d’accélération) < 1.4 m/s’

Interdépendance ventriculaire

- déviation gauche du septum
en diastole (surcharge de
volume) ou diastole et systole
(pression)

- Indice d’eccentricité > 1

- Augmentation des variations
inspiratoires de flux
tricuspidien et mitral : vélocité
de l'onde E > 15% et 10%

Diastologie :

- Veine cave inférieure dilatée
> 2 cm, fixe ou avec diminution
de moins de 50% lors de
I'inspiration

- Régurgitation tricuspidienne
- Pic de vélocité de

régurgitation tricupidienne >
2.8m/s

Fraction d’éjection VD < 45%
Volume VD > 101 mL/m’
Surface VD / surface VG > 2/3

Interdépendance VD / VG
Avec conformation en D du SIV

Rehaussement tardif du
Gadolinium suggérant de la

fibrose myocardique

Infiltration graisseuse
myocardique

Masse VD > 35 g/m’

Augmentation des
lactates sériques

Elévation du BNP ou
NT-proBNP

Elévation des
enzymes cardiaques

Cytolyse hépatique,
cholestase

Insuffisance rénale
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3) Importance de la défaillance ventriculaire droite : impact pronostique dans
I’hypertension pulmonaire, la défaillance cardiaque et [I'assistance

mécanique ventriculaire gauche

Les causes de défaillance ventriculaire droite sont tres nombreuses. La dysfonction
ventriculaire droite peut étre secondaire a une atteinte du myocarde (ischémique, toxique,
génétique, immunologique), a une atteinte valvulaire, a une surcharge chronique de pression
(hypertension pulmonaire) ou encore a une surcharge chronique de volume (cardiopathies
congénitales, shunt gauche-droit intra cardiaques). Certaines cardiomyopathies atteignent
spécifiguement le ventricule droit comme la dysplasie arythmogéne du ventricule droit, dans
laguelle le myocarde est remplacé par du tissu fibro-graisseux et entraine des tachycardies
ventriculaires dont le point de départ est I'infundibulum du ventricule droit.

La revue exhaustive des causes de défaillance droite n’étant pas I'objet de cette thése, nous
traiterons donc les situations cliniques les plus fréqguemment associées a une défaillance
ventriculaire droite, a savoir la défaillance cardiaque gauche, I'hypertension artérielle

pulmonaire et I'assistance monoventriculaire gauche.

a. Hypertension artérielle pulmonaire

L’hypertension artérielle pulmonaire (HP) est définie par une augmentation de la
pression artérielle pulmonaire moyenne supérieure a 25 mm Hg au repos. Cet état
hémodynamique et physiopathologique est rencontré dans diverses situations cliniques. Les

1 1 . , .
79,180 gj |3 défaillance

causes d’HP sont regroupées en 6 grandes classes physiopathologiques
cardiaque gauche représente la cause la plus fréquente, I’"hypertension artérielle pulmonaire
(HTAP) est une maladie de I'arbre vasculaire pulmonaire qui peut étre primitive ou secondaire
a une atteinte systémique. L'augmentation chronique de pression pulmonaire, I'augmentation
des résistances, la perte d’élasticité, I'augmentation de I'impédance vasculaire pulmonaire
entrainent une augmentation de la postcharge du ventricule droit qui doit se remodeler.

D’Alonzo et al, en 1991 ont été parmi les premiers a montrer le lien entre la mortalité des
patients atteints d’HTAP et la fonction ventriculaire droite’. Cette étude de 194 patients

atteints d’'HTAP, réalisée avant I'aire des thérapeutiques ciblées de I'HP, estimait que la survie

était de 68%, 48% et 34% a 1, 3 et 5 ans respectivement. Une pression dans 'oreillette droite
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élevée et un débit cardiaque abaissé étaient associés a une diminution de la survie. Le
développement des thérapies ciblées a permis une amélioration de la survie des patients
atteints d’HP. En effet, une étude plus récente portant sur une cohorte de 354 patients atteints
d’HTAP idiopathique, familiale ou secondaire a la prise d’anorexigenes (Registre francais
d’HTAP), Humbert M et al rapportait une survie de 85%, 69% et 54% a 1, 2 et 3 ans
respectivement®®. Un index cardiaque élevé était associé a une meilleure survie.

Sila survie des patients atteints d’"HP dépend grandement de I'étiologie de I'HP et de la réponse
aux traitements, la survenue de la défaillance ventriculaire droite est le dénominateur commun
de la mortalité chez ces patients (Figure 19). Leur survie dépend donc de la « survie » de leur
ventricule droit, ou du maintien de I'adaptation du VD a I'augmentation de sa postcharge. En
effet, McLaughlin and coll. ont montré une survie a 3 ans de 77% chez les patients ayant une
HP associée a une cardiopathie congénitale versus 35% chez les patients atteints
d’hypertension artérielle postembolique (HPPE). L’hypothése expliquant cette différence de
survie serait une meilleure adaptation du VD a la surcharge de pression, particulierement chez

les patients atteints de syndrome d’Eisenmenger™.

Figure 19 : La survie des patients atteints d’'HP dépend de I'étiologie. Les patients avec
syndrome d’Eisenmenger semble avoir une meilleure survie que les patients atteints d’une
HTAP idiopathique ou secondaire. Cette différence semble plus étre liée a I'adaptation du

. . . . . 181
ventricule droit qu’au niveau de pressions pulmonaires'®.
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Dans une étude récente comprenant I'analyse de 205 réhospitalisations chez 90 patients

atteints d’HTAP idiopathique ou secondaire, Campo et al. ont montré que la cause principale
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de ré-hospitalisation était la défaillance droite (56% des cas). La mortalité hospitaliére globale
était de 14%, atteignant 46% chez les patients sous inotropes et la mortalité globale était de
35% a 1 an™. Les auteurs rapportaient également que la défaillance ventriculaire droite était
la cause principale de mortalité chez ces patients (81%). Les autres facteurs de risque de
mortalité étaient une pression artérielle systoligue < 100 mm Hg, une hyponatrémie < 136
mEq.L™" 3 'admission, une insuffisance rénale et la présence de maladie des tissus conjonctifs.
Des résultats similaires ont été rapportés par Haddad et al dans une étude sur 119 patients™*>.
La recherche de nouveaux biomarqueurs dans I’hypertension artérielle pulmonaire représente
un axe de recherche majeur ces dernieéres années. Récemment, plusieurs indices
échographiques géométriques et fonctionnels ont été développés afin de mieux prédire la
survie des patients atteints d’"HTAP. L'index de remodelage télésystolique, défini par le ratio
entre la longueur télésystolique de la paroi libre du VD et la longueur septale (Figure 20), est
associé a la nécessité d’'une hospitalisation pour défaillance droite ou la survenue d’une

transplantation®’. Le tableau 12 résume les principales études pronostiques en HTAP.

Figure 20 : Mesure des dimensions ventriculaires droites en diastole et systole. L'index de
remodelage télésystolique (RVESRI) est un indice simple associé a la survenue d’une
hospitalisation pour défaillance droite ou d’une transplantation (Tiré de®).
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Tableau 12 : Principales études pronostiques dans I’HP (Inspiré de®®).

D’Alonzo et al.” HTAP 194 Décesou PAPm Index cardiaque
1991 transplantation POD
Registre du NIH pendant le suivi
(2.8 ans)

Thenappan et al.'’®  HTAP 578 Déces pendant le PAPm Index cardiaque
2010 suivi (3.9 ans) POD
Registre pulmonary
hypertension
connection
Humbert et al." Idiopathique, 354 Mortalité a 3 ans Index cardiaque
2010 familiale,
Registre national secondaire toxique
francais d’"HTAP
Benza et al.*® Idiopathique, 2716 Mortalité a1 an RVP > 32 UW Epanchement péricardique
2010 familiale, POD > 20 mm Hg
REVEAL registry Cardiopathie

congéntial,

connectivite
Lee et al."™® Idiopathique, 182 Mortalitéalet2 POD
2012 familiale, ans
UK registry Cardiopathie

congénitale,

connectivite
Haddad et al."™®* Idiopathique, 95 + 87 Mortalité ou Dysfonction VD
2015 familiale, transplantation a 5 Dilatation OD

secondaire toxique ans PAS< 110 mm Hg
Mahapatra et al.'® Idiopathique 104 Mortalité a 4 ans Capacitance
2006
Haddad et al."*® HP admise pour 119 Mortalité ou Sévérité de I'insuffisance
2011 défaillance droite transplantation a 3 tricuspide

mois

Fine et al.'® Groupe 1,3et4vs. 406+ Mortalité a 18 mois Strain longitudinal du VD,
2013 Pas d’HTAP 169 Epanchement péricardique
Amsallem et al.””’ Groupe 1 228 Transplantation ou RVESRI
2017 hospitalisation pour

défaillance droite

pendant le suivi (3.9

ans)

b. Défaillance ventriculaire gauche

Il est bien établi que la fonction ventriculaire droite est un prédicteur indépendant du

statut fonctionnel et de la survie des patients atteints de défaillance cardiaque gauche
chronique (Tableau 13). La corrélation étroite entre la fonction du VD et la mortalité par
défaillance cardiaque a été démontrée pour les cardiopathies ischémiques et non ischémiques.
Les mécanismes conduisant a la dysfonction ventriculaire droite en présence d’une

cardiopathie gauche sont complexes. lls associent (1) des modifications de postcharge avec
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une augmentation des pressions de remplissage gauche, un remodelage des capillaires et
artérioles pulmonaires, (2) des modifications de l'interdépendance ventriculaire avec une
perte de la participation du SIV dans la contraction du VD, (3) une diminution de la perfusion
coronarienne du VD par baisse du débit coronaire.

L'hypertension artérielle pulmonaire est une caractéristigue commune de l'insuffisance
cardiaque gauche avec FEVG préservée ou abaissée (groupe 2 de la classification Dana

Point)187—189

. Elle est également associée a une augmentation de la mortalité chez les patients
insuffisants cardiaques, probablement a cause de son retentissement sur la fonction
ventriculaire droite. Les patients insuffisants cardiaques ayant a la fois une dysfonction
ventriculaire droite et une HP ont une survie trés diminuée comparé a ceux présentant I'une
ou 'autre. Au-dela de I'aspect pronostique, I’évaluation de la fonction ventriculaire droite chez

les patients défaillants cardiagues a un impact direct sur le choix du type d’assistance

mécanique circulatoire : uni ou biventriculaire.

Tableau 13 : Principales études pronostiques dans la défaillance cardiaque gauche (Inspiré

de®®).

Ghio et al."™® Insuffisance cardiaque 140 Mortalité ou - TAPSE < 14 mm
2000 chronique FEVG<35% transplantation

cardiaque urgente
Meyer et al.*®® Insuffisance cardiaque 2008 Mortalité a 2 ans - RVEF < 20%
2010 chronique FEVG<35%
Dupont et al. e Insuffisance cardiaque 724  Mortalité ou Capacitance Index cardiaque
2012 aiglie et chronique transplantation Fonction VD évaluée

FEVG= 20% cardiaque pendant visuellement

le suivi (3,2 ans)
Gutali et al."® Cardiomyopahtie 250 - RVEF< 45% en IRM
2013 dilatée non ischémique
Cameli et al.™* Insuffisance cardiaque 98 Endpoint composite Strain longitudinal et global
2013 chronique en pré (mortalité, de la paroi libre

192
Aronson et al.

2013

lacoviello et al.
2016

" 19
Al-Naamani et al.

2015

transplantation

Insufficance cardiaque 326
aigue FEVG préservée

et abaissée

Insuffisance cardiaque 332

chronique FEVG<45%

> FEVG > 50% avec HTAP 73

transplantation,
LVAD) pendant le
suivi (1,5 ans)
Mortalité a 1 an

Mortalité pendant le
suivi (3 ans)

Mortalité pendant le Capacitance
suivi (3,6 ans)

RVFAC

RVFAC < 35%

Strain longitudinal et global
de la paroi libre
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c. Défaillance droite post implantation d’une assistance circulatoire ventriculaire

gauche.

L’évaluation de la fonction du VD et la prise en charge de sa défaillance dans les suites
de I'implantation d’une assistance continue mono gauche (LVAD) sont des enjeux majeurs.
L'incidence de la défaillance droite post LAVD varie entre 4% et 25% selon les études, les types
d’assistance gauche (pulsatile versus flux continu), et la maniere dont la défaillance droite est
définie'®*. La survie et la qualité de vie des patients sous assistance ventriculaire gauche sont
étroitement liées a la fonction du ventricule droit aprés implantation de I'assistance. En effet,
une dysfonction ventriculaire droite entraine une diminution du débit sanguin
transpulmonaire, une diminution du remplissage des cavités gauches et donc une baisse du
débit systémique généré par la pompe.

La survenue d’une défaillance ventriculaire droite chez les patients assistés par une pompe
monoventriculaire gauche augmente la mortalité jusqu’a 43%'%° et est associée a une plus

12 1 , .
& 173 |a défaillance

grande morbidité et des durées d’hospitalisation plus longues
ventriculaire droite survient dans 5% a 15 % apres I'implantation d’une assistance a flux
continu type HeartMate Il (HM 1) ou HeartWare. Elle augmente le risque de défaillance rénale,
hépatique, multiviscérale et a également un retentissement apreés la transplantation cardiaque
des patients'*®. La physiopathologie complexe de la défaillance ventriculaire droite rend sa
prédiction difficile. La majorité des scores prédictifs de défaillance VD post LVAD ont été établis

1 1
%197 cependant,

a partir de séries de patients implantés avec une assistance gauche pulsatile
il a été montré que l'implantation d’'un LVAD a flux continu a des effets bénéfiques sur
I’'hémodynamique cardiaque droite, en diminuant a la fois les résistances pulmonaires, la
régurgitation tricuspide, la pression dans l'oreillette droite, et enfin le Stroke Work index du
ventricule droit. Ces effets bénéfiques sont observés environ 1 mois apres I'implantation de
'assistance gauche'®® et pourraient contribuer a une récupération de la fonction ventriculaire
droite. La prédiction de la survenue d’une défaillance ventriculaire droite dans les suites de
I'implantation d’un LAVD est essentielle dans le management de ces patients. Dans une revue
systématique de la littérature, Bellavia et al. ont identifié les principaux facteurs prédicteurs
de survenue de défaillance droite : sexe féminin, besoin de ventilation mécanique, dialyse ou
épuration extra rénale, INR élevé, NT-proBNP élevé, RVSWI bas, pression veineuse centrale
élevée, dysfonction ventriculaire droite en échographie pré LVAD, ratio surface VD / VG élevé

et le strain longitudinal de la paroi libre du VD**.
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Malgré I'amélioration de la prise en charge et le développement de nouveaux supports
hémodynamiques pour le ventricule droit*® ?°°, le management de la défaillance droite post
implantation d’'une AMVG reste délicat et ne repose sur aucune recommandation claire. Une
assistance temporaire du VD peut étre utilisée pour les patients implantés d’un HMII et dont
la dysfonction ventriculaire droite est prédite comme transitoire. Chez ces patients, plusieurs
types d’assistance du VD ont été décrits. L’assistance du VD peut étre réalisée aprés canulation
centrale entre |'oreillette droite et I'artere pulmonaire en utilisant une pompe centrifuge
externe (ECMO centrale dite « droite-droite ») ou une assistance plus lourde type ventricule
pneumatique para corporel (Thoratec, Corporation, Pleasanton, Calif). Elle peut également
étre réalisée de maniére moins invasive, avec l'utilisation d’'une pompe axiale centrale entre
I'oreillette droite et I'artere pulmonaire (type Impella®), ou [l'utilisation d’une ECLS
périphérique veino-artérielle fémoro-fémorale (ECLS V-A) ou veino-artérielle entre la veine
fémorale et l'artére pulmonaire via un tube en dacron tunnélisé sous la peau, dite

201, 202

« périphérique droite-droite » (ECMO D-D) . Cette derniére possibilité possede I'avantage

de pouvoir étre retirée au lit du malade sans reprise chirurgicale.

4) Evidences du potentiel de réversibilité de la défaillance ventriculaire droite

Le traitement de la dysfonction ventriculaire droite consiste principalement a traiter la
cause de la dysfonction. Ritchie et al. ont été parmi les premiers a décrire une amélioration de
la fonction ventriculaire droite aprés transplantation pulmonaire’®. Ils ont étudié le
remodelage et la fonction ventriculaire droite en échographie avant et aprés transplantation
pulmonaire chez 13 patients atteints d’HP. lls retrouvaient une diminution précoce (dans les 3
mois) et durable (jusqu’a 2 ans) de la dilatation du VD, de I’hypertrophie et de la régurgitation
tricuspidienne ainsi gu’une augmentation du RVFAC et de la fraction d’éjection du VD.

Le traitement de la forme proximale de I’hypertension artérielle postembolique chronique
repose sur la thromboendartériectomie des artéres pulmonaires (TEAP). La réduction de la
postcharge ventriculaire droite secondaire a la désobstruction des artéres pulmonaires est
associée a un remodelage inverse du ventricule droit. Dans une étude incluant 17 patients,
Reesink et al ont montré une restauration du remodelage ventriculaire droit aprées TEAP. La

masse et le volume ventriculaires droits mesurés en IRM diminuaient aprés TEAP sans revenir
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parfaitement a la normale. En revanche, ils notaient une disparition de I'aspect en D shape du
SIV2,

Les patients insuffisants cardiaques amenés a la transplantation cardiaque ont tous un certain
degré d’hypertension artérielle pulmonaire secondaire a leur cardiopathie gauche. Il a été bien
montré que les résistances vasculaires pulmonaires diminuent rapidement dans les 2
premieres semaines post transplantation. Cette diminution est durable. Le ventricule droit du
receveur doit s'adapter dans les premieres heures a une surcharge de pression. Bhatia et al
retrouvaient une dilatation du VD et une fuite tricuspidienne 1 jour aprés la transplantation®®.
Un an apreés, la fuite tricuspidienne diminuait mais le ventricule droit restait dilaté. D’autre cas
de remodelage du ventricule droit post transplantation cardiaque ont été rapportés depuis®®.
Les hypothéses physiopathologiques expliquant le potentiel de récupération de la fonction
ventriculaire sont : (1) la dysfonction contractile du VD correspondrait a une forme
d’hibernation des cardiomyocytes, réversible aprés la réduction de la charge de travail du VD
et aprés le rétablissement de la balance apport/consommation en oxygene ; (2) la baisse de
I’élastance artérielle permettrait de rétablir le couplage ventriculo-artériel et I'efficience

myocardique du VD.
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Chapitre 3 : les mécanismes de défaillance ventriculaire droite

Dans I'hypertension pulmonaire, le VD se remodele en s’hypertrophiant pour s’adapter a
I’'augmentation de sa postcharge. L’hypertrophie ventriculaire droite a plusieurs facettes. Pour
un degré d’hypertrophie identique, le VD de certains patients atteints d’HP va rester adapté
(hypertrophie adaptative) pendant de nombreuses années, tandis que pour d’autres, il va
rapidement évoluer vers la défaillance (hypertrophie maladaptative). Ces deux formes
d’hypertrophie ont un pronostic trés différent, la forme maladaptative étant associée a une
intolérance a I'effort, une réduction du débit cardiaque et 3 une mortalité élevée®”. La
distinction précoce de ces 2 formes est un enjeu majeur dans la prise en charge de ces patients.
Cependant, les mécanismes impliqués dans la transition de la phase adaptée a la phase non
adaptée de la fonction ventriculaire droite sont complexes et restent mal connus. Apres avoir
abordé les aspects physiologiques et apres avoir évoqué les principaux aspects mécanistiques,
nous détaillerons le role de lischémie myocardique et le rbéle des modifications du

métabolisme mitochondrial dans la survenue de la défaillance ventriculaire droite.

1. Duremodelage a la défaillance ventriculaire droite

a. Remodelages adaptatif et maladaptatif : aspects physiologiques

L'augmentation des résistances vasculaires pulmonaires (RVP) est étroitement corrélée
a l'importance de l'obstruction et I'importance du remodelage artériel et veineux de la
circulation pulmonaire®. Dans I’HTAP, les RVP peuvent s’élever jusqu’a 500% de leur valeur de
base, augmentant ainsi dramatiquement le stress pariétal du VD. A la phase adaptative initiale,
en réponse a une augmentation progressive et prolongée de sa postcharge, le VD est capable
de s’adapter et d’augmenter sa contractilité (élastance ventriculaire) jusqu’a 4 a 5 fois sa valeur
de base. Ainsi, il est capable de coupler sa contractilité a une augmentation de sa charge de
travail (élastance artérielle) et donc de maintenir une fonction et une efficience mécanique
adaptée™® (Figure 21). Cette augmentation de contractilité est la conséquence de
I’hypertrophie et de l'augmentation de linotropisme du VD. Dans un premier temps,
I’hypertrophie a un effet bénéfique de par la réduction du stress pariétal qu’elle entraine (Loi
de Laplace)™®. Mais au cours du temps, I’hypertrophie ne suffit plus, le volume d’éjection

ventriculaire droit diminue et le VD doit se dilater pour maintenir un débit adapté (Figure 22).
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La fréquence ventriculaire augmente, avec pour conséguence une augmentation de
I’élastance artérielle pulmonaire et un découplage ventriculo-artériel. Nous avons vu
précédemment que le couplage ventriculo-artériel refléte I'efficience mécanique ventriculaire
droite, qui est définie comme le ratio entre la puissance externe mécanique et la
consommation en oxygéne du VD. L'efficience mécanique ventriculaire droite peut étre
calculée a partir de la mesure isotopique (acétate ou oxygéne marqué) de la consommation

en oxygéne et des valeurs de pressions pulmonaires et de débit cardiaque mesurés en

177, 208

cathétérisme cardiaque Mais du fait de la complexité de sa mesure, I'efficience

mécanique n’est pas utilisée en pratique cliniqgue mais peut étre remplacée par des indices de

couplage ventriculo-artériel.

Figure 21 : lllustration de la fonction ventriculaire droite et de sa charge par les boucles
pression-volume (Tiré de®®). Lorsque la postcharge du VD (Ea) augmente progressivement, il
s’adapte en s’hypertrophiant et en augmentant sa contractilité (Ees). Le couplage ventriculo-
artériel est préservé (jaune), c’est la phase adaptative. Lorsque I’hypertension artérielle
persiste, le VD ne peut plus s’hypertrophié de maniére infinie et il commence a se dilater
entrainant 'augmentation de tension pariétale ventriculaire. Les besoins et la consommation
en oxygene deviennent supérieurs aux apports ce qui induit une baisse de contractilité et le
début de la défaillance. La fonction ventriculaire devient découplée de sa charge (rouge), c’est
la phase maladaptative.
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Les conséguences de [l'adaptation volumétrique du VD (augmentation du volume
télédiastolique, télésystolique, baisse du volume d’éjection) sont déléteres a la fois pour le VD

et le VG. Lorsque le VD se dilate, la tension pariétale augmente a nouveau avec pour
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conséquence une augmentation de la consommation en oxygene du VD et une perte de
I’efficience mécanique. De plus, I'augmentation du volume et de la pression télédiastoliques
va modifier I'interaction interventriculaire en déviant le SIV vers la gauche. Le remplissage du
VG est alors compromis, le volume d’éjection systémique diminue ainsi que le débit cardiaque.
Enfin, I'hypertrophie ventriculaire droite entraine une dysfonction diastolique et une
augmentation des pressions de remplissage. En résumé, la défaillance droite correspond a une
baisse de la performance cardiaque, elle-méme causée par la modification de ses principaux
déterminants : (1) une augmentation de la postcharge, (2) une baisse de la contractilité, (3)
une modification des interactions interventriculaires, (4) une surcharge volémique ou

dilatation et enfin (5) une perte du couplage ventriculo-artériel.

Figure 22 : Aspects physiologiques de la transition entre la phase adaptative et maladaptative

. . . . o . 35,54,159
du remodelage ventriculaire droit dans I’hypertension artérielle pulmonaire .
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b. Remodelages adaptatif et maladaptatif : aspects mécanistiques

La transition de la phase compensée (adaptative) de I’"hypertrophie myocardique a la
phase de dysfonction (maladaptative) implique de nombreux mécanismes dont certains sont
communs avec le ventricule gauche. Les modifications de la matrice extracellulaire (fibrose),
la nécrose et |‘apoptose des cardiomyocytes, les changements d’expression génique des

cardiomyocytes, I'altération du métabolisme mitochondrial, les perturbations du métabolisme
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énergétique (shift métabolique), I'implication des facteurs neuro-hormonaux (systéme
nerveux sympathique et systéme rénine-angiotensine et aldostérone) et Iischémie
myocardique sont autant de mécanismes potentiellement impliqués dans la transition entre

9, 10, 21, 73, 210-213

I‘état compensé et décompensé de I’hypertrophie ventriculaire droite (Figure

. 1 214,21
23) Pour revue, voir Poels et al.** 24215,

Figure 23 : Mécanismes hypothétiques impliqués dans la défaillance ventriculaire droite.
Inspiré de 10, 21, 73, 208-211
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La baisse de perfusion rénale liée a la dysfonction ventriculaire droite entraine une
sécrétion de rénine. Par analogie avec la dysfonction ventriculaire gauche, ce mécanisme
initialement compensateur a un effet délétere sur le remodelage ventriculaire droit. Le degré
d’activation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone semble étre associé a une maladie
évolutive et a un mauvais pronostic chez des patients atteints d’HP secondaire a une

216-218

cardiopathie congénitale . Un taux élevé d’angiotensine Il est associé a une augmentation

de I'hypertrophie et une dysfonction contractile sur des modeles animaux d’HP**.
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L'administration d’inhibiteur de I'enzyme de conversion de l|’angiotensine permet une
amélioration de la contractilité dans un modéle d’hypertrophie ventriculaire droite secondaire

219 Uinhibition du récepteur de type 1 de

a un banding de l'artére pulmonaire chez le lapin
I'angiotensine Il a également un effet bénéfique sur un modele d’HP induite par la
monocrotaline avec une restauration du couplage ventriculo-artériel, une diminution de la
dilatation et de la dysfonction diastolique ventriculaire droite?’°. Si les effets de I'angiotensine
Il sur la vascularisation pulmonaire ont été bien démontrés, il n’est pas démontré clairement
gue celle-ci ait une action directe sur le myocarde.

L'augmentation de I'activité du systeme adrénergique est associée a une réduction de la
réponse chronotropique a I'exercice, et a une augmentation de la mortalité chez les patients

atteints d’HP***

. Aussi bien chez les patients que sur des modeles animaux, I’expression
myocardique des récepteurs adrénergiques 3; et 3, est diminuée dans I"THTAP®. Ceci a pour
conséquence une réduction de phosphorylation des protéines clés de la régulation de calcium
intracellulaire (PKA médiées), une augmentation de la fibrose myocardique et une dysfonction
diastolique. L'administration de bétabloqueurs entraine un bénéfice de survie et une

amélioration de la fonction systolique sur des modéles murins de défaillance droite induite par

. 222
la monocrotaline™”.

Retour vers le phénotype foetal — modification de I'expression génique des cardiomyocytes

L'expression de génes foetaux est un des marqueurs classiques de la défaillance
cardiaque droite et gauche. Le phénotype foetal se manifeste par la réactivation et
I'augmentation de [I'expression de geéenes normalement prédominants pendant le
développement feetal du coeur. La résurgence de I'expression myocardique de Nkx2-5, un
facteur de transcription présent uniquement dans le coeur feetal, a été observée en réponse a

22 . , . .
3. Sl est la preuve de la réactivation du

un banding de l'artére pulmonaire chez le chat
phénotype foetal dans la défaillance cardiaque, le réle de ce facteur de transcription reste a
définir. Rappelons que le cceur feetal fonctionne dans un environnement pauvre en oxygene
et pauvre en acides gras. L'ensemble du métabolisme des cardiomyocytes feetaux doit donc
privilégier des mécanismes peu consommateurs en oxygene et en énergie. Ces mécanismes

sont cependant moins efficients que ceux utilisés a I'dge adulte. Les deux principaux

mécanismes concernés sont le switch o/ des chaines lourdes de la myosine et le shift
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glycolytique. Ce dernier sera détaillé plus loin. La régulation négative de I'expression de la
chaine a de la myoglobine observée au cours de la défaillance cardiaque, entraine I'inversion
de la proportion des sous-types a et 3 des chaines lourdes de la myosine??*. Les chaines B ont
une activité ATPasique plus basse que les chaines o et donc une cinétique contractile plus
lente. Si la prédominance des sous-unités 3 permet au myocarde défaillant d’obtenir une
contraction a bas co(it énergétique, elle a pour conséquence une diminution de la contractilité
myocardique. Ce phénoméne compensatoire maladaptatif a été retrouvé dans plusieurs
modeles animaux de défaillance droite®’. Les mécanismes initiateurs de ce switch des chaines

lourdes de la myosine restent encore mal connus.

Changement de la matrice extracellulaire

Lorsque la surcharge de pression persiste, des changements de la matrice
extracellulaire myocardique sont associés a la survenue d’une dysfonction ventriculaire. La
fibrose myocardique en est I'exemple le plus connu. L'augmentation du taux de fibrose
myocardique est associée a la dysfonction ventriculaire droite chez 'homme et en

;. . . 181, 211, 22
expérimentation animale® 18211220

. L'augmentation de la synthése de collagéne induite par
des facteurs de transcription (TGF- 3), semble survenir précocement en réponse a la surcharge
de pression’”. Linflammation semble également avoir un rdle important dans la
physiopathologie de la défaillance ventriculaire droite’ .

Sila surcharge chronique de pression a un role central dans le déclenchement des mécanismes
conduisant a la dysfonction ventriculaire droite, elle seule ne suffit probablement pas a induire
cette dysfonction. Ceci a été suggéré par Bogaard et al. En comparant un modeéle de banding
de l'artére pulmonaire (hypertrophie adaptée) a un modele d’HTAP induit par la
monocrotaline (hypertrophie maladaptative). Dans le premier, le VD était remodelé et gardait
une fonction adaptée malgré |'élévation de la postcharge, tandis que dans le modéle

. . sy . s 211, 22
monocrotaline, la fonction VD était altérée®® 2%°

. Les auteurs émettaient I’hypothése que
I'ischémie myocardique et 'augmentation du stress oxydatif contribueraient probablement a
la dysfonction ventriculaire droite. lls suggéraient également qu’un médiateur provenant du
poumon pathologique serait impliqué dans la baisse du pouvoir antioxydant des

cardiomyocytes. Des données récentes suggerent que des facteurs circulants (cytokines,
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miARN, cellules inflammatoires, progéniteurs endothéliaux) sécrétés par la vascularisation

. . . s 24 22
pulmonaire, pourraient avoir un effet délétére sur le myocarde??®.

2. L’hypothese de I'ischémie myocardique

Le métabolisme énergétique aérobie du cceur est trés lié a sa consommation en oxygene®.
Il semble que le VD ait des propriétés qui le rendent plus résistant a I'ischémie que le VG.
Premiérement, la vascularisation ventriculaire droite est systolo-diastolique. Elle est
entiérement assurée par la coronaire droite chez environ 80% des patients. Contrairement au
ventricule gauche, en raison de la basse tension pariétale, le flux sanguin coronarien droit est
présent aussi bien en diastole qu’en systole (Figure 24). Deuxiemement, la réserve
coronarienne est plus grande. Au repos, la consommation en oxygene, |'extraction de

35, 54, 208, 227
. Lors de

I’oxygene et le flux coronaire droit sont plus bas dans le VD que dans le VG
I’exercice ou d’un stress, le tonus vasomoteur coronarien droit permet une augmentation du
flux coronaire droit. Enfin, I'extraction ventriculaire droite en oxygéne peut augmenter en cas
de stress®*. Cependant, dans des conditions pathologiques (surcharge de pression,
hypertrophie ventriculaire droite) les propriétés décrites ci-dessus sont mises en défaut,
conduisant a un déséquilibre entre la consommation et les apports en oxygéne. La
consommation d’oxygene est directement proportionnelle a la masse myocardique, a la
tension ou stress pariétal et a la fréquence cardiague. Chez les patients avec une hypertrophie
et une dilatation ventriculaire droite, les besoins et la consommation en oxygéne sont trés
augmentés. Or, I'apport en oxygene dans le VD de ces patients peut étre compromis par
plusieurs facteurs, entrainant de l'ischémie myocardique. Nous détaillerons dans les
paragraphes suivants que l'ischémie ventriculaire droite associée a une élévation de

postcharge du VD serait liée d’une a part I'altération de la perfusion coronarienne, et d’autre

part a une altération de la micro vascularisation.

a. Mise en évidence du déséquilibre entre apport et consommation en O, dans le VD

défaillant de patients atteints d’HTAP.

Il a été bien rapporté que, malgré des coronaires saines, les patients atteints
d’hypertension pulmonaire peuvent présenter des douleurs thoraciques angineuses en

rapport avec de l'ischémie myocardique. Gomez et al ont montré pour la premiére fois
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I'association entre ischémie myocardique et dysfonction du ventricule droit chez des patients
atteints d’HTAP?%. Dans cette étude prospective de 23 patients, 9 ont développé un déficit de
perfusion myocardique ventriculaire droite mesurée par scintigraphie par émission de photo
(SPECT) au *°™Tc-Sestamibi. Les patients avec de Iischémie avaient des pressions
télédiastoliques ventriculaires droites plus élevées, une pression auriculaire droite augmentée
et une capacité fonctionnelle NYHA diminuée. La diminution du débit cardiaque chez les
patients les plus séveres augmente I'ischémie myocardique. Lorsque la pression de perfusion
coronarienne droite devient inférieure a 50 mm Hg, la fonction myocardique est altérée.

Wong et al. ont montré que la dysfonction ventriculaire droite chez 16 patients atteints d’'HTAP
idiopathique était associée a une diminution du rendement de la consommation myocardique
en oxygéne®®®. Aprés avoir mesuré la fraction d’extraction en oxygéne (FEO) du ventricule droit
(PET-scan marqueur °0, et C*°0), les auteurs ont évalué la perfusion ventriculaire droite,
matérialisée par le flux sanguin myocardique (traceur marqué au H, *°0). Ces deux paramétres
permettaient de calculer la consommation en oxygene (MVO0;) du ventricule droit. La puissance
générée par le ventricule droit était calculée selon la formule suivante : FC x PAPmM x VES x
2,22.10°= puissance VD (en J/s). Le VES était mesuré en IRM et la PAPm en cathétérisme droit.
Le rendement mécanique du ventricule droit était alors calculé comme le ratio entre la
puissance mécanique ventriculaire et la consommation en oxygéne. Les auteurs ont ainsi
observé que les patients avec une classe fonctionnelle détériorée (NYHA Ill) avaient un
rendement mécanique plus bas que les patients avec une meilleure classe fonctionnelle (NYHA
I1). Le rendement mécanique de la fonction ventriculaire droite était étroitement corrélé a la

fraction d’éjection ventriculaire droite.

b. Altération de la perfusion ventriculaire droite

Dans les conditions physiologiques le flux sanguin dans la coronaire droite est
guasiment continu, en systole et diastole. Au repos, le pouvoir d’extraction du VD est
seulement de 50% et le débit coronaire droit est plus faible que dans le réseau coronaire
gauche. La perfusion du VD est sensible a 'augmentation de pression pulmonaire. En effet,
I'augmentation de la tension pariétale et I'hypertrophie ventriculaire entrainent une
augmentation des résistances coronaires droites et une diminution du flux coronaire en systole

(Figure 24). La perfusion myocardique du ventricule droit est donc diminuée. Or dans ces
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mémes conditions, les besoins et la consommation en oxygene du VD et le travail du VD ou
Strokework (SW) sont augmentés. |l existe donc un déséquilibre entre la consommation et

I'apport en oxygene, responsable d’'une hypoxie myocardique.

Figure 24 : Flux sanguin dans la coronaire droite (gauche) et I'lVA (droite) mesurés en IRM chez
un patient avec HTAP (A) et chez un sujet sain (B) (Tiré de’%?)
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Ces concepts sont supportés par plusieurs études réalisées chez I'animal. Les capacités de
compensation de la fonction ventriculaire droite semblent limitées par la pression de perfusion

2 231 \ . P .
30,231 pans un modele de coeur isolé chez le chien,

et le flux sanguin dans la coronaire droite
Klima et al. ont montré que le flux sanguin coronarien droit augmentait avec I'augmentation
de pression systémique mais diminuait significativement lorsque la défaillance ventriculaire
droite survenait®*2. Une pression de perfusion coronarienne droite inférieure a3 50 mm Hg
induit une dysfonction ventriculaire droite.

Une des études princeps sur la perfusion du ventricule droit soumise a une augmentation aigiie
de postcharge a été réalisée par Anton Guyton et al. en 1954. Cette étude chez le chien a établi
4 principes fondamentaux toujours d’actualité. L’adaptation du ventricule droit a une
obstruction progressive de I'artere pulmonaire est déterminée par: (1) I'augmentation de la

force de contraction avec la progression de la distension ventriculaire ; (2) I'adéquation de la

perfusion coronaire droite qui détermine fortement le degré d’augmentation de la post charge
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maximale tolérable avant la survenue de la défaillance ; (3) les phénomenes de compensation
réflexe ont un réle dans la compensation de la fonction ventriculaire droite ; (4) plus le volume
ventriculaire est grand, plus la limite de compensation avant la défaillance est grande®*.

Ces observations ont été confirmées en 2008 par Van Wolferen et al chez ’humain®®. Aprés
avoir mesuré et comparé le flux coronarien droit mesuré en IRM chez 14 patients atteints
d’HTAP et 11 sujets controles, les auteurs ont mis en évidence que le ratio flux systolique / flux
diastolique était inversement proportionnel a la masse du VD. De plus, les patients avec une

hypertrophie ventriculaire droite sévére avait un flux sanguin coronarien droit globalement

diminué.

c. Atteinte microvasculaire: le concept de mismatch entre la densité capillaire et

I'hypertrophie myocardique

SilIlischémie ventriculaire droite est en partie expliquée par des anomalies de perfusion
coronarienne, I'atteinte de la microcirculation myocardique (raréfaction capillaire et la perte
de son intégrité) est un élément central dans le développement de la défaillance ventriculaire
droite. La perte de I'adéquation entre I’hypertrophie myocardique et I'angiogenése contribue
3 la transition vers I'insuffisance cardiaque®”. En effet, de nombreux travaux expérimentaux
ont montré que la raréfaction microvasculaire est un des mécanismes clé dans le
développement de la défaillance cardiaque gauche®*?%,

Si la majorité des données sur le VD proviennent d’études animales, une des premieres études
sur la vascularisation ventriculaire droite fut réalisée chez I’humain. Dés les années 1950, le VD
des patients atteints de syndrome d’Eisenmenger était étudié pour ses particularités
structurelles et fonctionnelles. Dans une étude angiographique post-mortem, Zimmerman H
et al. ont montré une augmentation du nombre d’artérioles coronaires dans les VD de patients
atteints de syndrome d’Eisenmenger, comparé a des patients décédés d’autre cause de
défaillance droite. Ils ont observé que la macro vascularisation ventriculaire droite était
presque identique a celle du ventricule gauche chez ces patients, permettant une
vascularisation adaptée a I’hypertrophie, limitant ainsi I'ischémie myocardique®.

Depuis, plusieurs études ont montré que le VD des patients ayant un syndrome d’Eisenmenger

240, 241

possede des capacités exceptionnelles d’adaptation a un régime de haute pression , avec

pour conséquence une meilleure survie comparé a des patients avec une HTAP d’autre
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17, 242 \ / . s , \ .
7242 Une des hypothéses mécanistiques de ce phénoméne serait

étiologie et moins sévere
gue le VD des patients Eisenmenger conserve son phénotype feetal, tres proche de celui du
ventricule gauche, avec une hypertrophie importante et une vascularisation adaptée
d’emblée.

L'altération fonctionnelle de la microcirculation myocardique a également été mise en
évidence dans un modele de cerclage chronique de I'artére pulmonaire chez le chien. Murray
et al ont observé une altération des capacités maximales de vasodilatation traduite par une
diminution du ratio perfusion endocardique / épicardique au repos et aprés vasodilatation
maximale a I'adénosine’®. Dans ce modéle d’hypertrophie ventriculaire droite, la réponse et
la réserve du flux coronarien en réponse a I'occlusion de la coronaire droite et a I'adénosine
étaient abaissées. En conclusion, les auteurs suggéraient que I'augmentation de la masse
ventriculaire droite en réponse a une augmentation de post charge n’était pas compensée par
une augmentation de la micro vascularisation coronarienne, introduisant le concept de
mismatch entre I'angiogenése (densité capillaire) et I'hypertrophie ventriculaire droite.
Lorsque I’hypertrophie est associée a une augmentation de la microcirculation compensatrice,
la distance inter-capillaire est préservée et la diffusion en oxygéne est maintenue entre les
cardiomyocytes et les capillaires. Dans ces conditions, I'apport en oxygene reste adapté aux
besoins. Malheureusement, aucune étude de la densité capillaire n’a été réalisée dans cette
publication.

Quelques années plus tot, Archie JP et al. ont montré une adaptation du flux coronarien dans
le ventricule droit hypertrophié, avec une réserve coronarienne préservée dans un modele de
cerclage de 'artére pulmonaire chez la jeune brebis (2 jours de vie)***. lls concluaient que
I'augmentation de la microvascularisation myocardique était appropriée et que le VD
hypertrophié ne présentait pas d’ischémie. Pris ensemble, les résultats contradictoires de ces
deux études suggerent qu’une méme surcharge de pression sur le ventricule droit (cerclage de
I’artere pulmonaire) entraine des conséquences différentes sur le ventricule droit en fonction
de I'dge des animaux. L’hypertrophie ventriculaire droite chez les animaux nouveau-nés
semble s’accompagner d’'une microvascularisation adaptée a la masse myocardique, tandis
qgue sur des animaux plus agés, I'hypertrophie est associée a un déficit de perfusion
myocardique. Ces données confortent I'hypothése que lorsque la surcharge de pression
survient sur un ventricule droit ayant encore son phénotype fcetal, le développement de

I’hypertrophie est associé a une vascularisation myocardique appropriée.
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L'atteinte microvasculaire par raréfaction capillaire dans le ventricule droit défaillant a
été mise en évidence sur des modeéles murins d’hypertension pulmonaire. Bogaard et al ont
montré en comparant 2 modeéles différents d’"HP que I'élévation de la post charge n’induisait
pas a elle seule une défaillance ventriculaire droite’®. Ils ont observé que la défaillance
ventriculaire droite survenait uniquement dans le modéle maladaptatif d’hypertrophie
ventriculaire droite induite par la combinaison d’un blocage du récepteur du VEGF (SU5416)
et de I'hypoxie. L'augmentation de la post charge par un banding de I'artere pulmonaire
entrainait un remodelage adaptatif du ventricule droit, sans survenue de défaillance droite. lls
ont également montré que la défaillance droite était associée a une augmentation de la fibrose
myocardique et une raréfaction capillaire. La diminution de la densité capillaire était associée
a un dysfonctionnement de la voie de signalisation HIF-1a / VEGF. En effet, I'expression du
VEGF (micro ARN), VEGFR1 et VEGFR2 était diminuée malgré une augmentation de son facteur
HiF-1o. dans le modele SU5416 associé a la défaillance ventriculaire droite.

Enfin, dans une étude sur un modele de souris HTAP induite par la monocrotaline, Sutendra et
al. ont montré que I'altération de I'angiogenése et la baisse de la densité capillaire étaient
associées a la transition de I'état compensé a décompensé de la défaillance ventriculaire
droite’®.

Ces données mettent donc en évidence le réle de I'ischémie causée par un mismatch entre la
densité capillaire et l'augmentation du diametre des cardiomyocytes. De maniere
intéressante, ce phénomeéne semble potentiellement réversible®*. Une étude réalisée chez 15
patients implantés avec une assistance circulatoire de longue durée a montré une
augmentation de 33% de la densité capillaire du ventricule gauche aprés décharge du
ventricule gauche. Cette augmentation était associée a une activation des cellules
endothéliales. Selon nos connaissances, aucune étude n’a rapporté ce phénomeéne de
réversibilité de I'angiogenése sur le ventricule droit. Les mécanismes entrainant I'altération de
I’'angiogenése myocardique sont encore mal connus. Trois mécanismes ont été incriminés : (1)
La baisse du VEGF induirait 'apoptose des cellules endothéliales capillaires®®®, (2) la
transformation mésenchymateuse des cellules endothéliales®®’ et (3) Ialtération de

. \ s e s 22 s . .
I'angiogenése médiée par HIF-1 a**° que nous allons détailler dans le prochain paragraphe.
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d. Altération des voies de I'angiogenese dans l'insuffisance cardiague

La coordination entre la croissance myocardique (hypertrophie) et I'angiogenése est
essentielle pour distinguer I’hypertrophie adaptative ou physiologique de I'hypertrophie
maladaptative ou pathologique. Si la raréfaction capillaire est la signature d’une dysfonction
myocardique, les mécanismes aboutissant a cette observation restent mal connus.
L'angiogenese est définie par la croissance de nouveaux capillaires a partir des veinules post-
capillaires, ayant pour finalité de former des collatérales entres les vaisseaux déja existants.
Les voies moléculaires impliquées dans la formation de néovaisseaux sont nombreuses et
complexes. Plusieurs revues résument les connaissances actuelles sur les mécanismes de

248-252 P . . . , . n
48232 Nous développerons ici la voie moléculaire connue pour étre

I’angiogenése myocardique
potentiellement impliquée dans le développement de la défaillance ventriculaire droite a
savoir celle du facteur Hypoxia Inducible Factor (HIF-1a) et du Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF).

Le facteur de transcription HIF-1ca est un hétérodimere o découvert en 1991, capable
d’induire I'expression de plus de 100 genes impliqués dans la régulation et la délivrance de

253, 254
.1l est

I’oxygene, dans le transport et le métabolisme du glucose, et dans I'angiogenese
une cible thérapeutique importante en cancérologie car il régule de nombreuses voies de
signalisation favorisant I'adaptation et le développement des cellules néoplasiques®”. La
protéine HIF-1a est régulée a plusieurs niveaux (Figure 25). Au niveau transcriptionnel, HIF-1a
est transcrit puis synthétisé continuellement dans la cellule, sous l'influence de nombreux
facteurs de croissance®®. Dans les conditions d’oxygénation physiologiques normales, la
protéine HIF-1o est dégradée continuellement et sa durée de vie est de 5 minutes. Au niveau
post-transcriptionnel, le mécanisme de régulation est oxygéno-dépendant et implique 2 voies
différentes : I'une implique le géne suppresseur de tumeur Von Hippel-Lindau (VHL) et aboutit
a une stabilisation de HIF-1a et I'autre est indépendante de VHL et régule la transactivation de
HIF-1o.. En présence d’oxygeéne, I'enzyme prolyl-hydroxylase modifie la protéine HIF-1a qui
peut alors interagir avec la protéine VHL. Cette interaction a pour conséquence une

ubiquitylation de HIF-1a, qui peut étre reconnu et dégradé par le protéasome®’.
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Figure 25 : (A) Régulation de HIF-1a en présence ou non d’ischémie. (B) Voies moléculaires
impliquant HIF-1o. (Tiré de®®).
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Lorsque la distance entre les capillaires est plus grande que la distance de diffusion tissulaire
de I'oxygene, la concentration en oxygeéne diminue dans les cellules. L’hypoxie cellulaire a pour
conséguence une stabilisation et une accumulation de HIF-1a qui n’est plus reconnu par le
protéasome. Aprés son passage intranucléaire, HIF-1la se dimérise et active les régions
promotrices HRE (Hypoxia Response Element) d’une centaine de génes impliqués dans le
controle de nombreuses voies moléculaires intervenant dans le maintien de ’lhoméostasie
comme le métabolisme du glucose, I'apport en oxygene (angiogenése, érythropoiese) entre
autres. La figure 26 résume I'ensemble des domaines dans lesquels HIF-1a. est impliqué en

cancérogenése®””.

Figure 26 : Représentation schématique des différentes voies impliquant HIF-1low en

cancérogenese (Tiré de®).
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La régulation HIF dépendante de la prolifération des cellules endothéliales et de la formation
de néovaisseaux a été bien étudiée. HIF-1a active de maniére importante la transcription des
génes de la famille du (VEGF) et I'un de ses récepteurs VEGFR-1, de la forme inductible de
I’oxyde nitrique inductible (iNOS), et des angiopoiétines entre autres. VEGF-A est un facteur
angiogénique majeur ayant un role central dans la formation, la maintenance des
néovaisseaux et dans la coordination entre le développement de I'hypertrophie et de
I’'angiogeneése. Deux excellentes revues sur la biologie du VEGF ont été publiées ces dernieres

années>® 2

. La famille du VEGF comprend 5 genes codant pour des protéines proches VEGF-
A, -B, -C, -D et P1GF (placental growth factor). Il existe également de nombreuses isoformes
de chaque protéine. La régulation de I'expression des genes du VEGF est médiée par plusieurs
facteurs autres que HIF-1la, comme VHL, TGF-a, TGF-B, insulin-like growth factor (IGFR),
platelet-derived growth factor (PDGF), les interleukines, Akt, 1 et la protéine en doigt de zinc
GATAA4. l’altération de I'expression du VEGF est associée a la transition de la phase compensée
a décompensée de |'hypertrophie ventriculaire gauche induite par une surcharge de
pression®*®. Choi et al. ont montré sur un modele de constriction aortique chez le lapin
nouveau-né que la réponse angiogénique physiologique secondaire a I’hypoxie était absente

2 261 . . . / , ,
60. 261 Au niveau moléculaire, la réponse découplée de

dans un ventricule hypertrophié
I’hypertrophie et de I'angiogenése semblerait provenir d’un découplage de la voie HIF et
VEGF?,

Mais le role de HIF-1ow dans la transition de la phase compensée a décompensée de
I’hypertrophie ventriculaire droite dans I’'HTAP reste débattu et il n’est pas prouvé que HIF ait
un effet protecteur ou délétere. Dans un modeéle d’hypertrophie ventriculaire droite chez des
rats ayant une HTAP monocrotaline-induit, Suntendra et al. montraient une activation de
'activité de HIF et de ses voies moléculaires d’aval a la phase compensée'’®. L’augmentation
de HIF a pour conséquences (1) une activation des voies de I'angiogenése avec augmentation
du VEGF, (2) une activation de la PDK qui inhibe la PDH ce qui contribue au switch glycolytique
et (3) une augmentation de |'utilisation du glucose avec I'augmentation de la transcription de
GLUT 1. La transition vers la phase décompensée était marquée par une diminution de HIF-1q..
Ces résultats sont contradictoires avec ceux de Drake et al. et Bogaard et al. qui retrouvaient
une expression de HIF préservée dans le VD défaillants de modeles murins d’"HTAP induit par

un blocage du récepteur au VEGF (Tableau 14)% >,
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3. Altération du métabolisme énergétique et mitochondrial

L’étude de la bioénergétique et du métabolisme du VD dans I'HTAP a connu un essor
important ces 10 derniéres années. L'équipe de Stephen Archer (Université de Kingston,
Ontario, Canada) a été I'une des premiéres a mettre en avant le métabolisme « cancer-like »

. . 1L . . .0 20,21,111,1 1 212,21
dans la physiopathologie de 'HTAP et la défaillance ventriculaire droite®® 2% 111 153 175, 212, 214,

215, 263

a. La théorie du shift métabolique : de I'oxydation du glucose vers la glycolyse

Décrit initialement dans des cellules cancéreuses dans les années 1950, le phénomene
de Warburg, encore appelé shift glycolytique, correspond a I'augmentation de I'utilisation du
glucose vers la glycolyse au détriment des voies oxydatives®®*. Il survient lorsque les cellules
sont privées d’oxygene. Dans ces conditions d’hypoxie, les cellules reprennent un phénotype
foetal, avec une augmentation de |'expression des transporteurs du glucose (GLUT 1) et des
enzymes de la voie de la glycolyse. En présence d’hypoxie, HIF-1a est stabilisé et va stimuler |a
pyruvate déshydrogénase kinase (PDK). La PDK a un réle central dans le shift glycolytique car
elle inhibe la pyruvate déshydrogénase qui ne peut plus transformer le pyruvate en acétyl-CoA
pour alimenter le cycle de Krebs. Le pyruvate, en excés dans la cellule, est transformé en
lactate dont I'accumulation entraine une acidose cellulaire (Figure 27). La glycolyse produit
seulement 2 ATP par molécule de glucose. Ainsi, la cellule doit en consommer une trés grande
guantité afin de maintenir une production énergétique adaptée. Ceci se traduit par une
augmentation de la captation du *®FDG au PET scan.

Dans les conditions aérobies normales, la PDH n’est pas inhibée par la PDK et peut
assurer la transformation du pyruvate en Acétyl-CoA qui est le substrat principal du cycle de
Krebs. Les donneurs d’électrons produits par ce cycle vont passer dans la chaine respiratoire
mitochondriale et entrainer la formation d’ion H" qui vont s’accumuler dans I'espace
intermembranaire de la mitochondrie. Ces ions H* néoformés vont étre a I'origine d’un
gradient transmembranaire de H®, véritable moteur de I'ATP synthétase. Les anions
superoxyde formés par la chaine respiratoire mitochondriale vont étre transformés par la
superoxyde dismutase (SOD) en H202. Celui-ci a le réle de redox-Messenger témoin de la

normoxie et empéche la stabilisation du HIF-1a qui sera dégradé par le protéasome.
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Figure 27 : Schématisation du shift glycolytique. En réponse a I’hypoxie, I'activation de la PDK
par HIF entraine l'inhibition de la PDH qui ne métabolise plus le pyruvate. L'oxydation du
glucose est diminuée au profit de la glycolyse. La diminution de la production de l'ion
superoxyde (H,0,) par la superoxyde dismutase 2 (SOD2) entraine a son tour I'activation de
HIF (Tiré de*™).
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Le shift métabolique a été mis en évidence dans de nombreuses études sur la défaillance
ventriculaire gauche, les cardiopathies ischémiques et chez les patients diabétiques®>.
L'augmentation de l'activité de PDK4 et de GLUT1 dans un ventricule droit défaillant de
patients atteints d’HTAP a également était décrite, suggérant le réle du shift glycolytique dans
la dysfonction ventriculaire droite®”’.

Il semble que l'ischémie myocardique dans le VD soit le facteur déclenchant des
mécanismes impliqués dans le shift glycolytique. lls ont fait I'objet de plusieurs études
expérimentales récentes dont les principaux résultats sont résumés dans le tableau 14.

La famille des PDK comporte 4 isoformes ayant chacune leur particularité. Elles sont réparties
différemment selon les espéces et les tissus. L'activité de la PDK est induite par plusieurs

21, 263, 265 .
. Une fois

facteurs de transcription comme HIF et Forkead Box protein 1 (FOX01)
activée, elle peut phosphoryler la sous-unité E1 de la PDH qui devient inactive. L’acidose
cellulaire induite par I'accumulation de lactate produit par la glycolyse et la diminution de

I’efficience énergétique induisent une dysfonction contractile des cardiomyocytes.
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Une baisse de l'oxydation du glucose entraine également I'augmentation de la
glycolyse (Figure 28). Il n’a cependant pas été clairement démontré que la réduction ou
I'augmentation de I'oxydation des acides a un role bénéfique ou délétére dans la défaillance
droite. Piao et al. ont montré les changements de proportion d’utilisation des substrats dans
des conditions normales, dans I'hypertrophie ventriculaire droite décompensée et aprés

administration de dichloroacétate®”.

Figure 28 : Variation de I'utilisation de la glycolyse, I'oxydation du glucose et des acides gras
sur des rats témoins (CTR), rats atteints d’HTAP (FHR) avec et sans dichloroactetate (DCA)*®
(Tiré de Piao 2013 FOXO). Le DCA inhibe la PDK et rétablit I'utilisation des voies oxydatives du
glucose, ce qui entraine une amélioration de la fonction ventriculaire droite.
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Le métabolisme d’un acide aminé, la glutamine, semble également étre impliqué dans les
changements métaboliques du VD hypertrophié. La glutaminolyse consiste a transformer la
glutamine en a-Kétoglutarate qui servira de substrat pour le cycle de Krebs. Elle serait activée
par les facteurs de transcription cMyc et Max en réponse a I'ischémie myocardique. Le malate
produit du cycle de Krebs est alors transformé en pyruvate puis lactate. L'augmentation de la
glutaminolyse entraine également une réduction de I'oxydation du glucose. Les facteurs de

transcription HIF, cMyc/Max augmentent la transcription des acteurs de la glycolyse : GLUT1,

et I’'hexokinase. (Figure 29)
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Figure 29 : Implication de la glutaminolyse dans la réduction de 'oxydation du glucose™® ?*°.
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b. Altération des voies oxydatives mitochondriales

L'altération des réactions de phosphorylations oxydatives (cycle de Krebs, oxydation
des acides gras, chaine respiratoire mitochondriale) a été bien décrite dans la défaillance
ventriculaire gauche expérimentale et humaine®™. Dans le myocarde défaillant, les
mitochondries sont caractérisées par des anomalies membranaires, une déplétion de leur
matrice, par une baisse de leur capacité respiratoire en réponse a différents substrats, par des
altérations des complexes de la chaine respiratoire et par une diminution des capacités

95,266 | o5 capacités maximales oxydatives mitochondriales sont déterminées par la

oxydatives
masse mitochondriale et leur activité intrinseque. S’il a été bien démontré qu’elles sont
altérées dans l'insuffisance cardiaque gauche, seulement quelques études animales montrent
une diminution globale des capacités oxydatives mitochondriales dans la défaillance

. . o1 2
ventriculaire droite”® 2%’

. Leur implication dans la transition de la phase adaptée a la phase
maladaptée de I’hypertrophie du VD est donc mal connue.

Daicho T et al. ont montré que la défaillance droite dans un modele murin d’HTAP
monocrotaline-induite était associée a une diminution du taux de consommation en oxygene
mesuré par la technique des fibres perméabilisées®®’. Les capacités respiratoires maximales

étaient corrélées a la fonction ventriculaire droite. Les auteurs montraient également une

altération de la fonction des complexes | et IV de la chaine respiratoire mitochondriale au cours
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du temps, suggérant que ce mécanisme pourrait étre incriminé dans la transition vers la
défaillance ventriculaire.

Dans le VG, la réduction des capacités oxydatives et des activités enzymatiques
mitochondriales était associée a une diminution de I'expression des sous-unités du complexe
IV sans altération de la réplication de I’ADN mitochondrial. Ces observations étaient associées
a une régulation négative de |'expression des facteurs de transcription mitochondriaux PGC-

1o, Nrf2 et Tfam. Ce lien ne semble pas avoir été exploré dans la défaillance droite jusqu’a

présent.

Tableau 14

Caractéristiques de l'angiogenese et du métabolisme énergétique dans
I’hypertrophie adaptative et maladaptive. Données expérimentales.

Piao L at Hypertrophie (non spécifiée) : Effets métaboliques :
a|'212, 263
2010 -Rat +Monocrotaline T glycolyse et | oxydation du glucose
J Mol Med -Rat + banding de I’AP 1 activité PDK
T PDH phosphorylation (=4 activité)
NB : Etude de I'effet du DCA T GLUTY, T captation *FDG
1 mvo,
dca pacités oxydatives
Remodelage électrique (anomalies de fonction des canaux ioniques Kv1.2,
Kv1.5, Kv4.2)
Effets sur I’'angiogenése :
Non étudié
Piao L et Hypertrophie (non spécifiée) : Effets métaboliques :
al.ZL 263
2013 -Fawn-Hooded rats T Glycolyse
J Mol Med -VD patients HTAP T PDK2, 4, aldolase B, Acyl CoA oxydase
TForkhead box protein 01 (FOXO1)
NB : Etude de I'effet du DCA J activité PDH
d Oxydation du glucose
J Oxydation des acides gras
{ Cycle de Krebs
Effets sur I’angiogenése :
HIF-1a inchangé
Sutendra G Hypertrophie : Effets métaboliques : Effets métaboliques :
etal.’’® Rat + Monocrotaline Faible production de mROS T Production de mROS
2013 -Stade adapté Hyperpolarisation Hyperpolarisation mitochondriale
J Mol Med -Stade maladapté mitochondriale J Activité PDK

T GLuT1
0 Captation ¥EDG

J Captation ¥EDG

Effets sur 'angiogeneése :
Activation de HIF-1a

Effets sur 'angiogenése :
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Drake J et al.
2011°%
Am J Respir
Cell Mol Biol

Rich S et al.
2010*”
CHEST

Bogaard H et
aI'ZZO

2009
Circ

Hypertrophie adaptée :
-Rat + PAB + hypoxie

Hypertrophie maladaptée :
-Rat + Sugen + hypoxie

-Rat + PAB + diéte pauvre en
cu’

NB : Etude de I’effet du
carvedilol

Case report : patient avec
HTAP traité pendant 18 ans
par epoprostenol avec
fonction VD préservée
Hypertrophie adaptée :
-Rats + PAB

Hypertrophie maladaptée :
-Rats + SU5416 + hypoxie
-Rat + PAB + diéte pauvre en
cu’

T Angiogenése
T VEGF
T SDF-1

Effets métaboliques :
TGLuT1

T PDK 4

(Comparaison avec le VG)
Effets sur 'angiogenese :

Inhibition de HIF-1a.
d Angiogenése

T Activation de p53
I VEGF

{ SDF-1

Effets métaboliques :

T Glycolyse

Effets sur 'angiogenese :

Raréfaction capillaire
Fibrose
d Angiogenése

4 VEFG, IGFR, apelin, angiopoiétine-likel

4 Akt

Effets métaboligues :
™ GLuma
™ PDK 4

Effets sur 'angiogenese :

Densité capillaire = témoin
= VEGF, VEGFR1, VEGFR2
= HIF-1a

Défences anti-oxydantes =
~T Fribrose
T Ostéopontine-1

Raréfaction capillaire
d Angiogenése
{ VEGF, VEGFR1, VEGFR2

= HIF-1a (découplage HIF / VEGF)

I Défences anti-oxydantes
™ Fibrose
T Ostéopontine-1

T Nrf2, Heme-oxygenase-1 (OH-1)
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4. Co-régulation de la biogenese mitochondriale et de I'angiogenese : role
central du PGC

Le peroxisome proliferator-activated receptor y (PPAR-y) coactivator-1 (PGC-1) est un
facteur de transcription essentiel dans la régulation de la biogénése mitochondriale, qui suscite
un intérét croissant depuis sa découverte en 1998 et qui fait I'objet de plusieurs revues

268-270

récentes trés complétes . Nous résumerons dans les paragraphes suivants quelques-unes

de ses principales caractéristiques.

a. PGC-la

Les coactivateurs sont des protéines capables de se lier a des récepteurs nucléaires ou
d’autres facteurs d’activation nucléaires. La liaison a leur cible entraine une augmentation des
capacités transcriptionnelles de celles-ci. PGC-1a est le plus connu et le plus étudié de la famille
de coactivateurs PGC composée également de PGC-1f3 et PGC-1 related coactivator (PRC). La
protéine PGC-1a est ubiquitaire, a une demi-vie d’environ 20 min, et est dégradée par le
protéasome. PGC-1a module I'expression de centaines de geénes via le facteur respiratoire
nucléaire (NRF-1 et NRF-2) et les récepteurs apparentés aux cestrogenes (ERR) (Figure 30).
L'expression du géne PGC-la est trés sensible a de nombreux signaux extracellulaires et
physiologiques intégrant des états métaboliques et neuro-hormonaux variés. Plusieurs études
sur des modeles murins d’hypertrophie ventriculaire (constriction de I'aorte ascendante) ou
de défaillance cardiague ont mis en évidence une diminution de PGC-1a, suggérant que son

altération est une signature commune de cardiopathie.

Figure 30 : Réseau transcriptionnel et régulation de PGC-1a (Tiré de?’°).
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b. Rb6le de PGC-la dans la biogenese mitochondriale et le métabolisme
énergétique

Environ 98% des 1500 genes qui codent pour des protéines mitochondriales sont codés

dans le noyau. Le génome mitochondrial ne contient que 37 genes dont 13 codent pour des
protéines des sous-unités des complexes | et lll, IV et V de la chaine respiratoire. PGC-1a
module de maniére indirecte le génome mitochondrial et stimule I'expression des sous-unités
de la chaine respiratoire mitochondriale (CoX IV, ATP synthétase) via I'induction de nuclear
transcription factors (NFTs) et TFAM. TFAM transloque du noyau vers les mitochondries et
active indirectement la transcription et la réplication de ’ADN mitochondrial®®® %! (Figure 31).
Il a été montré que l'altération ciblée de TFAM dans le muscle cardiaque entraine une
diminution des capacités de transport d’électrons et une défaillance cardiaque. A I'opposé, la

surexpression de TFAM induit une protection des cardiomyocytes contre I'ischémie.

Figure 31 : Représentation schématique de la biogenése mitochondriale. PGC-1a active les
NFTs qui vont induire la transcription de TFAM. TFAM va induire la réplication de I"ADN
mitochondrial (Tiré de?’?).
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La surexpression de PGC-1a dans les cardiomyocytes induit des centaines de génes d’enzymes

clés impliquées dans toutes les voies métaboliques nécessaires a la production d’ATP. Plus de

119



70% des sous-unités de la chaine respiratoire mitochondriale et du complexe ATPase sont
induites par PGC-1a, tout comme les 8 enzymes du cycle de Krebs. Les enzymes impliquées
dans la B-oxydation des acides gras et dans leur transport sont également induites par PGC-
la. In fine, la surexpression de PGC1l- a augmente de maniere significative les capacités
oxydatives mitochondriales, particulierement celles des acides gras. L’oxydation du glucose
diminue suite a l'inhibition des acides gras et des cétones sur la pyruvate déshydrogénase

272
2 Dans

(PDH) et suite a I'induction de I’activité de la pyruvate déshydrogénase kinase 4 (PDK4)
un coeur normal, la surexpression de PGC1- a induit la biogénése mitochondriale de maniere
extréme, voire délétére, avec remplacement des myofibrilles myocardiques par des
mitochondries. Dans des conditions de stress, cette surexpression a un role bénéfique,

permettant de maintenir une masse mitochondriale appropriée.

c. Role de PGC-1a dans I'angiogenése.

L’hypoxie tissulaire stimule la formation de néo-vaisseaux via I'expression de nombreux
facteurs angiogéniques. En général, 'angiogenése est dépendante de I'accumulation de HIF
qui active I'expression de nombreux genes, dont celui du VEFG. En 2008, Arany et al. ont mis
en évidence une nouvelle voie de régulation du VEGF indépendante du facteur de transcription
HIF?”3. A partir de cultures de cellules musculaires de souris, les auteurs ont montré que PGC-
la et ERR-a étaient induits par I’'hypoxémie et régulaient I’expression de VEGF et I'angiogenese
indépendamment de HIF.

L'implication de PGC-1a dans I'angiogenése myocardique a été confirmée dans une étude sur

274 ’absence d’expression de PGC-1a chez des

la cardiopathie du post partum chez la souris
souris femelles KO entrainait une dilatation et une insuffisance ventriculaire gauche apres une
ou deux gestations. Les auteurs ont observé chez ces souris une diminution de 50% de
I’expression des genes de facteurs angiogéniques (vegfa, Pdgfd), une diminution de 30% de la
protéine VEGFA et une baisse de 15% de la densité capillaire myocardique. L'administration de
VEGF ne renversait que partiellement les effets de |'absence de PGC-la, suggérant
I'implication d’autres voies importantes pour l'angiogenése myocardique. De maniere
intéressante, I'expression élevée d’un inhibiteur soluble du VEGF (FLT1) induisait une

altération de I'angiogenése myocardique conduisant a une dilatation ventriculaire et a une

cardiomyopathie sévere. PGC-1a semble également avoir un role important dans la paroi
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vasculaire elle-méme. Il régule directement les voies anti oxydantes, contrebalancant
I'augmentation de production de ROS associée a la biogenése mitochondriale. La
surexpression de PGC-1a dans les cellules endothéliales réduit le taux de ROS et leur toxicité
sur les mitochondries et la cellule elle-méme via I'induction de I'expression de nettoyeurs de

ROS tels que MnSOD, catalase et Prx3.

En conclusion, PGC-1 est un véritable « chef d’orchestre » qui intervient dans la
régulation de nombreuses voies métaboliques majeures comme I'angiogeneése, la biogenése
mitochondriale, I’'oxydation et le transport des acides gras, la transcription et la réplication de
I’ADN mitochondrial et la régulation de la masse mitochondriale. Il se trouve donc au carrefour
des deux axes principaux de recherche de cette thése, la micro vascularisation myocardique et
les capacités respiratoires mitochondriales dans le ventricule droit soumis a une élévation
chronique de pression (Figure 32). Les mécanismes en amont de la régulation de PGC-1 dans
I'ischémie restent cependant mal connus, comme son implication dans la défaillance

ventriculaire droite.

Figure 32 : Corégulation de I'angiogenese et de la mithogenése.
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Chapitre 4 : les thérapeutiques actuelles de la défaillance ventriculaire
droite dans I’"HTAP.

L'augmentation chronique de la postcharge dans I'HTAP induit un exces de stress
pariétal induisant la défaillance droite. Le traitement de la dysfonction ventriculaire droite
consiste donc a réduire ce stress pariétal et a traiter ses conséquences sur le ventricule droit.
La prise en charge de la défaillance ventriculaire droite comprend classiquement 4 volets : (1)
traitement de la cause, (2) optimisation de la précharge, (3) réduction de la postcharge et (4)
augmentation de la contractilité.

Si la cause principale de décés chez les patients atteints d’'HTAP est la défaillance droite, le
développement des thérapies ciblées sur le ventricule droit n’a émergé que ces derniéres
années. En effet, jusqu’a aujourd’hui, le traitement consiste quasi exclusivement a faire baisser
les résistances pulmonaires en ciblant uniquement le lit vasculaire pulmonaire. Le traitement
de I'HTAP sort du cadre de cette these et a fait I'objet de guidelines et de plusieurs revues de

eiy s . , 1 1 1 2
la littérature publiées récemment™>® 180 189,275

. Si les thérapeutiques actuelles ont montré un
certain bénéfice sur la survie, elles ne sont pas suffisantes pour améliorer la prise en charge
des patients présentant une défaillance ventriculaire droite. En effet, une méta-analyse
récente’’® a montré que, malgré la baisse des pressions pulmonaires induite par les thérapies
ciblées sur I'HTAP, les patients avec une défaillance droite gardent un mauvais pronostic du

fait de la progression de la défaillance. Ainsi, la recherche et le développement des

thérapeutiques ciblées sur le ventricule droit est un enjeu majeur pour ces patients.

1) Thérapeutiques actuelles de la défaillance ventriculaire droite

a. Contréle de la précharge

Le contréle de la volémie est un des aspects du management de la défaillance
ventriculaire droite chronique, quel que soit son étiologie. Une surcharge de volume entraine
une élévation de la pression veineuse centrale, une congestion rénale, hépatique, cérébrale et
splanchnique. A I'opposé, I’hypovolémie entraine une insuffisance rénale par hypoperfusion.
L’objectif est donc de garder les patients « euvolémiques », soit en administrant du volume,
soit en donnant des diurétiques (diurétiques de I’'anse ou antagonistes de |'aldostérone). Le
monitoring de la volémie comprend une surveillance clinique (poids, signes congestifs),

biologique (créatininémie, fonction hépatique), et échographique (dilatation veine cave
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inférieure, flux doppler hépatique et rénal). Du fait de sa meilleure biodisponibilité par voie
orale, le bumétanide semble avoir une meilleure efficacité que le furosémide en présence de

. . 2
congestion splanchnique®* ?”’.

b. Réduction de la postcharge : agents pharmacologiques du traitement de I'HTAP

et leurs effets sur le VD

Les inhibiteurs calciques, les analogues des prostacyclines, les antagonistes des récepteurs
de I'angiotensine 1 et les inhibiteurs de la phosphodiestérase ont montré un bénéfice chez les

1 1 1 2 2 2 . , .
>9, 180, 189, 275, 278,279 g |3 réduction de la postcharge

patients atteints d’hypertension artérielle
par vasodilatation pulmonaire est associée a une amélioration de la fonction et du remodelage
ventriculaire droit, la cible de ces thérapeutiques est principalement la vascularisation
pulmonaire. Il semble que I'association de plusieurs molécules soit plus efficace qu’une
monothérapie®®. Leur effet intrinséque sur le ventricule droit est encore controversé (Tableau
15). En effet, I'amélioration du couplage ventriculo-artériel peut étre secondaire soit a une
réduction de la postcharge ventriculaire, soit a une augmentation de la contractilité. Une
molécule ayant un effet inotrope négatif peut quand méme avoir un effet bénéfique si la
réduction de la postcharge qu’elle entraine contrebalance la baisse de contractilité. De plus,

I'augmentation de la contractilité par un effet inotrope positif entraine une augmentation

. . \ . . AP N 281
chronique de la consommation en oxygéne ce qui est possiblement délétére a long terme”™.

i.  Blogueurs des canaux calciques (nifédipine, amlodipine)
L'utilisation des blogueurs des canaux calciques chez les patients atteints d’HTAP a un effet

I . 282
bénéfique sur la survie?®. Leurs effets sur le VD sont encore peu connus.

ii.  Analogue des prostacyclines (epoprostenol)
Pendant de nombreuses années, les prostacyclines de synthése (PG2) ont été le gold
standard pour le traitement de I’"HTAP. Si la vasodilatation qu’elles induisent semble avoir un
effet bénéfique sur la postcharge, il n‘est pas établi qu’elles empéchent le remodelage

2 .. . s
8 _Chez 'homme, I'administration d’epoprostenol est associée a

vasculaire du lit pulmonaire
une augmentation du débit cardiaque et a une baisse des pressions de remplissage chez des

patients insuffisants cardiaques®®*. Une augmentation du Stroke Work du VD a également été
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285 Cependant, le bénéfice de I'epoprostenol a

rapportée chez des patients atteints d’'HTAP
long terme reste controversé. Dans un essai randomisé (étude Beraporst), le bénéfice sur les
capacités fonctionnelles observé aprés 12 semaines de traitement disparaissait apreés 1 an®®.
En effet, I'amélioration de la fonction ventriculaire droite pourrait étre bénéfique a court
terme mais devenir délétere a long terme du fait de 'augmentation de consommation en
oxygéne qu’elle entraine®!. L’étude expérimentale de I'effet myocardique direct des
analogues des prostacyclines a montré un bénéfice potentiel pour le VD avec une réduction

. . . . \ 2 2
de la fibrose myocardique et une augmentation de I'angiogenése®®” 2% |

iii.  Blogueurs des récepteurs de I'endothéline 1

L'expression de endothéline 1 est augmentée chez les patients atteints d’'HTAP et de
défaillance cardiaque. Non seulement I’endothéline 1 augmente le tonus vasculaire
pulmonaire par son action vasoconstrictrice, mais elle entraine également une augmentation
de la contractilité myocardique par un effet inotrope positif sur le VD. L'effet du blocage de
ses récepteurs entraine un effet ambivalent sur le VD. D’une part il entraine une réduction de
la postcharge ventriculaire droite, et d’autre part une diminution de sa contractilité et une
augmentation de I'apoptose des cardiomyocytes. Globalement leur effet semble délétére pour

i i i .4 2892
la fonction ventriculaire droite®®* **° .

iv.  Inhibiteurs de la phosphodiestérase 5

La guanosine monophosphate cyclique (GMPc) est un messager secondaire impliqué dans
la vasodilatation pulmonaire et I'augmentation de la contractilité myocardique. |l est dégradé
par la phosphodiestérase 5 qui s’exprime lorsque le VD s’hypertrophie. Son inhibition
entrainerait donc une augmentation de la contractilité du VD hypertrophié. L'utilisation du
sildénafil semble associée a une réduction de la masse ventriculaire droite, a I'augmentation
de l'index cardiaque et des capacités fonctionnelles et une amélioration de la fonction
diastolique chez des patients insuffisants cardiaques. Les effets a long terme sur le VD dans
I'HTAP restent inconnus. Les études précliniques réalisées chez I'animal semblent
prometteuses. L’administration de sildénafil semble associée a une augmentation de la
contractilité, une amélioration du couplage ventriculo-artériel, une réduction de 'apoptose

myocardique et une amélioration de la fonction mitochondriale.
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Tableau 15 : Récapitulatif de I'effet des traitements pharmacologiques sur le remodelage et la

fonction ventriculaire droite.

Thérapies ciblées dans 'HTAP

Analogues des prostacyclines T Angiogenése Positif Schermuly 2004 (rat
lloprost, epoprostenol, aspirine, J Fibrose MCT)287
tolafentrine Van Albada 2006
(rat)®®®

Bloqueur des récepteurs de Inotrope négatif Négatif  Nagendran 2007
I’endothéline T Apoptose des cardiomyocytes (patients)*™*
Bosentan T Couplage ventriculo-artériel Yuyama 2004 (rat)**
Inhibiteurs PDE5  Apoptose des cardiomyocytes Positif Borgdorff 2012 (rat)*”*
Sildéndfil, tadalafil T Myorelaxation Mouchaers 2009 (rat

{ Dilatation mcT)**

T Contractilité Nagendran 2007

T Couplage ventriculo-artériel (rat)**!

T Fonction mitochondriale Schaf;egrs 2009 (rat

7T Densité capillaire MCT)

4 Consommation en oxygene
Inhibiteur de la Rho-Kinase  Apoptose Positif ~ Mouchaers 2009 (rat
Fusadil { Inflammation mcT)**

{ Contractilité Négatif

Réduction hypertrophie
Thérapies utilisées dans la défaillance gauche
Statines { Production de ROS Positif Jasinska-Stroschein
Rosuvastatine + sildenafil { Inflammation 2014

T Production de NO
Béta bloqueurs T Angiogenése Positif Bogaard 2010 (rat)**®
Carvédilol, bisoprolol { Fibrose 222

d Fréquence cardiaque De Man 2012*"
Inhibiteur de I’'enzyme de conversion N Remodelage de la MEC Positif Rouleau JL, 2001*"°
Ramipril { Fibrose (lapin)
Antioxydants { Fibrose Positif Redout 2010 (rat
Protandim, BH4 1 Apoptose mcT)*’

{ Production de ROS

c. Réduction de la postcharge dans [I'HTAP postembolique thrombo-

endartériectomie et angioplastie des artéres pulmonaires.

Lorsque la forme est opérable, le traitement curatif de I'HPPE est le traitement

. . 298-
chirurgical®®®3%
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dans les années 1980, est réalisée sous circulation extracorporelle et permet de désobstruer
chaque AP (gauche et droite) ainsi que ses branches lobaires, segmentaires et sous-
segmentaires oblitérées par un séquestre. Cette technique permet d’obtenir une diminution
immédiate d’au moins 50% des résistances vasculaires pulmonaires. En rétablissant une
circulation pulmonaire normale, elle permet la normalisation de ’lhémodynamique cardiaque
et la disparition des signes fonctionnels liés 3 Iinsuffisance cardiaque®. Un traitement

6

anticoagulant au long cours est toujours associé®*®. Les deux principales complications

opératoires sont les hémorragies et les oedemes de reperfusion et la mortalité est d’environ

204, 298, 307-311

4% a 10% dans les centres experts . La sélection des patients est cruciale, le

pronostique étant de plus en plus sombre avec la distalité de I'obstruction du lit vasculaire

pulmonaire. Une classification a été établie en 2002 par Jamieson et al. **?

. Quatre types de
séquestres chirurgicaux ont été décrits. Le type 1 correspond a la présence de thrombus frais
dans les artéres lobaires. Le type 2 correspond a un épaississement intimal fibreux proximal.
Le type 3 correspond a une atteinte intimale fibreuse distale. Le type 4 correspond a une
artériolite distale sans séquestre thrombo-embolique visible. Les formes proximales, type 1 et
2, sont corrélées a de meilleurs résultats hémodynamiques post-opératoires en comparaison

des formes distales, types 3 et 4°*2,

Malheureusement seuls 60% de ces patients ont une forme opérable, laissant aux patients

1 1 z . . . , .
313,314 | es équipes japonaises ont proposé une technique

inopérables un pronostic sombre
percutanée de désobstruction par angioplastie au ballon sur les |ésions segmentaires et sous-
segmentaires pour ces patients atteints de formes distales inopérables®**. L’angioplastie
pulmonaire est une technique récente dans le traitement des patients souffrant d’'une HPPE.
Elle est destinée aux patients ne pouvant étre opérés car leurs lésions sont trop distales ou
dues a I'existence de comorbidités, ou alors aux patients ayant une HPPE symptomatique
persistante aprés avoir subi une endartériectomie des artéres pulmonaires®’®. Cette
procédure est réalisée en plusieurs séances sous anesthésie locale par un radiologue
interventionnel spécialisé. Elle cible principalement les artéres pulmonaires segmentaires et
sous-segmentaires qui sont le siége de Iésions sténosantes locales. Selon différentes équipes,

ce traitement permettrait une amélioration de la fonction et de ’'hémodynamique de facon

rapide et prolongée et avec une diminution de 60% des résistances pulmonaires. La principale
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complication de ces procédures est I'cedéme pulmonaire. Cette technique est encore en cours

, . , 1 1
d’évaluation et les résultats sur le long terme sont attendus >4 %%

2) Un nouvel essor : les thérapies ciblées du ventricule droit

Aucune des thérapies suivantes n’est utilisée en pratique clinique courante pour le
traitement de la défaillance ventriculaire droite chronique. Elles font I'objet pour la plupart

d’études précliniques ou d’étude de phase 1 pour d’autres.

a. Modulation du métabolisme neuro-hormonal

i. Lesbétabloqueurs

La défaillance cardiaque est associée a une hyperactivation du systéme adrénergique
et une régulation négative des récepteurs -adrénergique ce qui entraine une augmentation
de la mortalité. Le blocage des récepteurs adrénergiques entraine une vasodilation
périphérique, une baisse de la fréquence et de la contractilité cardiaque et une réduction de
la consommation en oxygéne. Deux molécules, le carvédilol et le bisoprolol, ont montré un
effet bénéfique important sur la fonction ventriculaire droite dans des modeéles murins
d’HTAP?” 222 Dans une étude préclinique chez le rat, 'administration de bisoprolol était
associée a une augmentation de la densité capillaire, une amélioration du couplage ventriculo-
artériel, une augmentation de la tolérance a I'effort et une amélioration de la survie. Il a
également été montré que le blocage des récepteurs B-adrénergiques dans la défaillance
droite induisait une diminution de I'expression de genes impliqués dans le remodelage. Le
traitement au carvédilol de rats HTAP (SuHX et monocrotaline) a montré une régression du
remodelage du VD et une amélioration de la fonction ventriculaire droite. Un essai clinique
randomisé est actuellement en cours (http://www.clinicaltrials.gov NCT01246037) afin

d’évaluer la sécurité et I'efficacité de I'administration de bisoprolol chez les patients HTAP.

ii.  Lesinhibiteurs du systeme rénine-angiotensine-aldostérone
L'effet bénéfigue du blocage du systéme rénine-angiotensine-aldostérone sur le
remodelage ventriculaire gauche a été bien démontré. Le réle des inhibiteurs de I'angiotensine
chez les patients avec une défaillance ventriculaire droite induite par I’'HTAP reste inconnu.

Dans une premiére étude chez 4 patients atteints d’HTAP, un traitement de 4 jours de captopril
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était associé a la baisse des pressions pulmonaires et une augmentation de la fraction

1 , .
318 Une seconde étude sur le captopril ne

d’éjection ventriculaire droite chez 3 patients
retrouvait pas d’amélioration de la tolérance a I'effort aprés 12 semaines de traitement®™. Les
résultats provenant d’études expérimentales sont également controversés. Si I'administration
de ramipril était associée a une amélioration de la fonction systolique dans un modele de

. . sz , . 7 218,21
banding de I’AP chez le lapin, aucun effet n’a été observé dans plusieurs autres études™® 2*°.

b. Modulation du métabolisme énergétique

i.  Réversibilité du shift glycolytique : Le dichloroacétate

Le dichloroacétate (DCA) est une molécule de petite taille analogue du pyruvate. Elle
inhibe les 4 isoformes de la PDK par liaison allostérique sur son site N terminal®’®. Dans les
conditions normales la PDK n’est pas activée et le DCA n’a aucun effet métabolique. Dans les
conditions pathologiques, en présence de shift glycolytique, le DCA va inhiber la PDK qui est
suractivée. Ceci va restaurer I'activité de la PDH et permettre au pyruvate d’étre utilisé par le
cycle de Krebs. Ainsi, le DCA « redirige » le métabolisme du glucose vers les voies oxydatives.
Le DCA était initialement étudié pour son potentiel anti néoplasique (glioblastome) et chez les

enfants atteints d’acidose lactique congénitale secondaire a une maladie mitochondriale®*”

321 Apres la découverte du profil « cancer-like » des cardiomyocytes du VD dans I’'HTAP, le DCA
a logiguement été étudié dans la défaillance ventriculaire droite. De nombreux travaux sur des
modeles HTAP monocrotaline-induite chez le rat ont montré que I’'administration orale de DCA
est associée a une régression de I'HTAP et une amélioration de la fonction ventriculaire

.. 175, 291, 322, 323
droite

. Entre 2010 et 2014, le DCA fait I'objet d’un essai clinique bicentrique de
phase | chez 15 patients atteints d’'HTAP avec une classe fonctionnelle WHO Il et IV
(http://www.clinicaltrials.gov NCT01083524). L’objectif primaire de cet essai est d’évaluer la
tolérance et la sécurité de I'administration orale de DCA pendant 16 semaines DCA chez ces
patients. Les objectifs secondaires consisteront a évaluer I'effet du DCA sur la fonction
ventriculaire droite et les résistances pulmonaires. Les essais sur le DCA en oncologie

rapportaient peu d’effet secondaire du DCA. Quelques cas de neuropathie réversible ont été

rapportés chez les patients recevant des hautes doses de DCA.
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ii.  Inhibition de la B-oxydation des acides gras : Ranozoline et trimétazine
Dans le ventricule gauche et en conditions ischémiques, la B-oxydation des AG semble
la voie privilégiée pour la production d’ATP. Ceci a pour conséquence une augmentation de la
consommation en oxygéne du fait de la moins bonne rentabilité de cette voie. De plus,
I’'augmentation de la B-oxydation des AG entraine une diminution de |'utilisation des voies
oxydatives du glucose ; ce phénomene est appelé cycle de Randle (Figure 33). Certaines
données expérimentales suggerent que ce mécanisme est impliqué dans le développement de

212, 32 . . ., . ,
+328 1 a3 ranolazine et la trimétazine sont des molécules

la défaillance ventriculaire droite
anciennes utilisées dans le traitement de I'angor chez les patients atteints de cardiopathie
ischémique. En inhibant partiellement la B-oxydation des acides gras, elles permettent une
restauration de |'utilisation des voies oxydatives du glucose. Bien que peu de données existent
sur I'oxydation des acides gras dans la défaillance ventriculaire droite chez les patients atteints
d’HTAP, il semble que son inhibition ait un bénéfice potentiel sur des modeéles animaux.
L’administration orale de ranolazine est associée a une augmentation de la production d’ATP,
une amélioration de la tolérance a |'effort, une augmentation de la consommation en oxygene,
une diminution des radicaux oxydatifs et une augmentation du débit cardiaque chez un

212324 5on bénéfice chez les patients atteints d’HTAP reste

modele de rat avec banding de I'AP
a prouver. La ranolazine fait actuellement l'objet d’un essai clinique de phase 1

(http://www.clinicaltrials.gov NCT01757808).
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Figure 33 : Relation entre la 3-oxydation des acides gras et les voies glycolytiques et oxydatives

du glucose. En inhibant partiellement la B-oxydation des AG, la trimetazine et la ranolazine
325

restaurent le métabolisme oxydatif du glucose
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iii.  Dynamique mitochondriale
L'ischémie ventriculaire droite est associée a des lésions mitochondriales dont les
mécanismes sont multiples : dépolarisation membranaire, ouverture du pore de transition
mitochondrial, fission, cedéme mitochondrial et altération de la cristae. Parmi ces
mécanismes, la fission mitochondriale semble jouer un réle important dans la survenue de la
défaillance ventriculaire. La dynamin-related protein 1 (Drp1) est une protéine qui, une fois
activée et liée a la fission protein 1 (Fisl), est capable d’induire le phénomeéne de fission

11711 semble que Drpl soit augmenté dans le ventricule droit ischémique et

mitochondriale
soit associé a une dysfonction diastolique. Tian et al ont montré récemment que l'inhibition
de I'action de Drpl par deux mécanismes différents (inhibition directe par une protéine
Mdivil, et inhibition de l'interaction Drpl et de Fisl par un peptide P110), améliorait la
fonction diastolique ventriculaire droite dans un modeéle d’ischémie-reperfusion ventriculaire

droit sur des rats HTAP (monocrotaline)®?°.
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3) Assistance circulatoire mécanique de longue durée du ventricule droit
défaillant

Lorsque la défaillance cardiaque droite devient trop sévere et que le traitement médical
ne suffit plus, il devient nécessaire de supporter le ventricule droit avec une pompe
mécanique. Lors de la survenue d’une défaillance aiglie, des assistances circulatoires de courte
durée sont en générale utilisées. Elles peuvent étre mise en place chirurgicalement ou de
maniére percutanée. L'ECMO (Extracorporeal membrane oxygénation) veino-artérielle,
I'Impella RD, le TendemHeart sont celles les plus utilisées dans le cadre de l'assistance
circulatoire aiglie. Une revue trés compléte sur 'assistance circulatoire mécanique de la
défaillance ventriculaire droite aigiie a récemment été publiée par Kapur et al*?’. Nous
aborderons brievement quelques particularités de I'assistance circulatoire au long court du VD
défaillant.

L’objectif de I'assistance circulatoire droite est de décharger les cavités droites en prenant du
sang directement dans l'oreillette droite ou le ventricule droit et de le réinjecter dans la
circulation pulmonaire (via I'artere pulmonaire ; assistance droite-droite) ou l|'oreillette
gauche. La mise en place d’une assistance droite est toujours réalisée soit dans I'attente d’une
récupération de la fonction du VD, soit en attente de transplantation. Aucun dispositif n’est
encore disponible pour une assistance définitive du coeur droit. Seuls deux dispositifs sont
approuvés pour une assistance temporaire du VD : (1) la pompe pneumatique pulsatile
Thoratec PVAD (paracorporeal ventricular assist device), utilisée en assistance de moyenne
durée en attente de transplantation et (2) la pompe centrifuge CentriMag (Thoratec), utilisée
pour un support de plus courte durée (30 jours) en attente de récupération, de transplantation
ou d’assistance de plus longue durée (uni ou biventriculaire).

La plupart des dispositifs d’assistance circulatoire de longue durée ont été élaborés pour
supporter le coeur gauche et sont implantés chirurgicalement. Quelques cas ont été rapportés
avec l'utilisation du HVAD (HeartWare Inc), du HeartMate Il (Thoratec Corporation) et du
Jarvik.

Il est important de prendre en considération les particularités physiologiques et techniques de
I'assistance du VD comparé a celle du VG. Le débit ou flux sanguin (Q) généré par une pompe
a flux continu (axiale ou centrifuge) est dépendant de 3 parameétres : la précharge, la

postcharge de la pompe et le nombre de tours par minute. La précharge et la postcharge
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correspondent a la pression dans la cavité dans laquelle la canule d’admission et d’éjection
sont insérées, respectivement. Le gradient de pression postcharge — précharge détermine
I'index H. Le flux sanguin dans la pompe est inversement proportionnel a H : plus H est petit,
plus le flux sera important. Ainsi, a gauche, le flux dans la pompe est maximal en diastole,
lorsque la pression intraventriculaire est basse. A droite, en I'absence d’HTAP, le gradient de
pression entre I'OD et I’AP est faible, I'index H est donc bas ce qui permet a la pompe de
générer un flux élevé. En présence d’'HTAP, la différence de pression augmente réduisant ainsi
le flux dans la pompe a flux continu. En résumé, en présence d’HTAP, les pompes centrifuges
et axiales a débit continu ne fonctionnent pas de maniere optimale. Le fait que les machines
soient élaborées pour I'assistance du VG, avec un régime a haute pression et haute résistance
engendre des complications potentielles lors de leur utilisation pour supporter la circulation
droite (a basse pression et faibles résistances). L'une de ces complications sont les
phénoménes de succion de la canule d’admission. Ils sont limités par I'utilisation de rehausseur
de canule d’admission afin que celle-ci ne fasse pas protrusion dans la cavité droite. La
postcharge de la machine peut étre augmentée en réduisant de 50% le diamétre de la canule

d’éjection, ce qui augmente les résistances a un niveau proche de celui de la circulation gauche.

Tableau 16 : Récapitulatif des différentes thérapeutiques dans la défaillance ventriculaire
droite.

Aspects de la défaillance droite Principes et Traitements

Excés de postcharge (HTAP) Meédical
Bloqueurs des canaux calciques
Inhibiteurs de la PDE 5
Antagonistes de I'endothéline 1
Analogue des prostacyclines
NO

Chirurgical

Endartériectomie des artéres pulmonaires
Angioplastie des artéres pulmonaires
Transplantation pulmonaire

Excées ou défaut de précharge Diurétiques
Optimisation volémique
Septostomie atriale (Rashkind)

Augmentation de la consommation en O, Bétabloquants (Bisoprolol, carvédilol)
Réduction de la tension pariétale
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Baisse de la perfusion coronarienne droite

Raréfaction capillaire

Anomalie mitochondriale
Shift métabolique

Anomalie de la biogénése Fission-fusion

Baisse de contractilité myocardique
Asynchronisme

Fibrose

Défaillance terminale

Activation du systeme neuro-hormonal
Systéme rénine-angiotensine-aldostérone

Hyper adrénergisme

Inflammation
Augmentation des ROS

T INF-o, IL-6

Maintien de pression de perfusion > 50 mm Hg
Vasopresseurs

Réduction de I’hypertrophie ventriculaire droite
Traitement des Iésions athéromateuses
(angioplastie, stents)

Stimulation de I'angiogenése

Micro RNA-126

Apport en fer (diffusion de la myoglobine)
T expression de PGC-1a.

Augmentation de |'oxydation du glucose
-Dichloroacétate

Réduction de la B-oxydation des AG
-Ranolazine, trimétazine

Amélioration de la biogénese mitochondriale
(Ventura clapier, 2008 targeted)

Inhibiteur de Dynamin-related protein 1
Mdivi-1 et P110

T expression de PGC-1a.

Resynchronisation cardiaque

IEC, bétabloquants, analogue des prostacyclines

Assistance mécanique,
Greffe cardiaque ou coceur poumon

Inhibiteur de I'enzyme de conversion

Bétabloquants

Chélateur de radicaux libres (SS31) (Dai 2011
peptide)

Resveratrol (Csiszar 2009, Resveratrol)
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HYPOTHESES ET
OBJECTIFS DE RECHERCHE
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Hypotheses et objectifs de recherche

Obijectifs généraux :

L'objectif général de cette thése était d’étudier les mécanismes de défaillance du
ventricule droit dans I'HTAP, en nous focalisant sur les causes et les conséquences
mitochondriales de I'ischémie myocardique. Nous avons mené une étude translationnelle du
ventricule droit soumis a une surcharge chronique de pression afin de mieux comprendre les
mécanismes de la transition de la phase adaptée a la phase non adaptée. Le premier axe de
recherche concernait le role de la raréfaction capillaire dans la défaillance ventriculaire droite
et sa relation avec la charge ventriculaire. Dans un deuxieme temps, nous avons analysé la
densité capillaire sur le ventricule droit défaillant de patients atteints d’"HTAP et de syndrome
d’Eisenmenger traités par transplantation coeur-poumon. Enfin, nous nous sommes focalisés
sur I'étude des capacités respiratoires mitochondriales au cours de l'installation de la
défaillance ventriculaire droite grace a la technique de mesure in situ des capacités
respiratoires mitochondriales sur fibres perméabilisées. Ainsi, nous avons analysé |'utilisation
de différents substrats énergétiques par les mitochondries.

La premiére partie de ce travail a était effectuée sur deux modeéles porcins d’HP différents. La
deuxieme partie a été réalisée sur des tissus humains de coeur explantés lors des
transplantations coeur-poumon pour HTAP dans le service de chirurgie thoracique de Marie
Lannelongue. Le Laboratoire de Recherche Chirurgicale est situé au sein du Centre Chirurgical
Marie Lannelongue qui est actuellement le seul centre francais et un des plus important au
niveau mondial pour le traitement chirurgical de I’hypertension pulmonaire post-embolique.
L’équipe du laboratoire est composée en grande partie de chirurgiens et travaille en étroite
collaboration avec les cliniciens. Le laboratoire a donc la possibilité de travailler sur des
préléevements tissulaires humains de patients atteints d’"HTAP.

Enfin, dans la troisieme partie de cette thése, nous avons utilisé le modele d’"HPPE mis au point
dans le laboratoire afin d’étudier les capacités respiratoires mitochondriales au cours de
remodelage ventriculaire droit induit par une surcharge chronique de pression.

Les objectifs spécifiques de chaque étude seront rappelés dans la partie résultats.

136



MATERIEL ET METHODES
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Matériel et méthodes

Dans cette section, nous détaillerons les différentes méthodes et techniques utilisées au
cours de ce travail de thése. Le design expérimental de chaque étude sera expliqué

séparément dans chaque article.

I. Modeles porcins d’hypertension pulmonaire chronique étudiés

a. Justification et réglementation sur I'expérimentation

Un des objectifs de cette thése était de reproduire le plus fidelement possible la
physiologie humaine de la dysfonction ventriculaire droite secondaire a une surcharge
chronique de pression afin de pouvoir en étudier tous ses aspects. L'étude avancée de la
fonction ventriculaire droite, de la microvascularisation du VD et du métabolisme
mitochondrial du VD nécessitent de réaliser des examens invasifs et des prélévements
biologiques et tissulaires qui ne sont pas réalisables chez I'humain dans le cadre de la
recherche (exemple : mesures des courbes pression-volume, réalisation de biopsies
myocardiques répétées). L'ensemble des expérimentations rapportées dans cette these a
respecté les régles d’expérimentation décrites dans les recommandations internationales
(Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals » développées par le National Institutes
of Health), ainsi que les principes de soins des animaux de laboratoire (National Society for
Medical Research). Les protocoles de recherche sur I'animal ont été validés par le comité
scientifique de notre institution (Hopital Marie Lannelongue). Tout au long de ces travaux,
nous nous sommes attachés a respecter la regle des 3R (réduire, raffiner, remplacer).

Les animaux utilisés étaient des porcelets de I'espéce Large White agés de 2 mois environ,
sevrés du lait maternel, de sexe masculin exclusivement et pesant en moyenne 20 Kg. Ils ont
été conservés au sein de I'animalerie du laboratoire de recherche pendant toute la durée des

protocoles
b. Généralités sur les modeles animaux d’hypertension pulmonaire et de
remodelage ventriculaire droit

Plusieurs modéles expérimentaux de surcharge de pression du ventricule droit ont été

73, 327

rapportés et ont fait I'objet de revues de la littérature récentes . Brievement, nous
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pouvons distinguer les modeles dont la surcharge de pression est induite
pharmacologiquement, suite a une intervention chirurgicale, ou de maniére transgénique. Les
mécanismes causals du remodelage et de la dysfonction ventriculaire droite varient
grandement selon les modeéles et il est primordial de prendre en compte ces différences dans
I'interprétation et la synthése des données issues de ces modeéles. En effet, I'induction d’une
HP par ischémie ou par des molécules pharmacologiques utilisées chez le petit animal, dont la
monocrotaline en chef de file, induisent également une toxicité myocardique intrinséque,
indépendamment des conditions de charge du ventricule droit. A 'opposé, un cerclage isolé
de I'artere pulmonaire entraine une surcharge de pression « pure » pour le ventricule droit si
I'on fait abstraction du stress chirurgical. Parallelement au mécanisme d’induction
(ischémique, inflammatoire, toxique, hypoxique ou mécanique), il faut également prendre en
compte la vitesse d’installation de la surcharge de pression (aiglie versus chronique), sa

1*2. Globalement, il semble que I'atteinte primitive de la

sévérité, I'age et le sexe de I'anima
vascularisation pulmonaire soit associée a un remodelage plus volontiers maladaptatif et
certaines données suggérent qu’une élévation isolée de la post charge du VD ne suffirait pas a
elle seule a induire sa défaillance®.

Dans ce travail de these, nous nous sommes focalisés sur les mécanismes impliqués
dans le développement de la dysfonction ventriculaire droite lorsqu’il est soumis a une
surcharge chronique de pression. Pour cela, nous avons utilisé deux modéles porcins différents
d’hypertension pulmonaire chronique induite de maniére chirurgicale. Ces deux modéles ont
pour avantage de reproduire fidelement la physiopathologie humaine sans induire de toxicité

myocardique intrinseque. Le premier est un modele d’hypertension artérielle post-embolique

(modele CTEPH), le second est un modele de shunt systémique-pulmonaire (modele SHUNT).

c. Prise en charge anesthésique et soins post opératoires des animaux

Toutes les procédures ont été réalisées sous anesthésie générale balancée (animaux
sédatés, analgésiés et curarisés). La prémédication fut administrée par injection
intramusculaire Kétamine (20 mg/kg, Ketamine® 1000 Vibrac) et Xylazine (2mg/kg Rompun).
L'induction de I'anesthésie générale et la prévention des infections du site opératoire furent
réalisées comme suit : injection intraveineuse de Propofol (3 mg/kg, PROPOVET® 10mg/ml)

Cisatracurium IV (0,3 mg/kg NIMBEX®, 2mg/ml) et de sufentanil (10 microg/kg/h) ; rasage et
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lavage chirurgical des zones chirurgicales ; antibioprophylaxie intramusculaire per opératoire
par une injection de 4000UI/kg de gentamycine (VETRIGEN, SEVA Santé animale). L’entretien
de I'anesthésie a été réalisé avec du Sevoflurtane inhalé 2% (SEVORANE®) et renouvelement
des injections de cisatracurium (0,3 mg/kg) et de sufentanil (0,2mg/kg), toutes les 2 et 4 heures
respectivement. Les conditions d’asepsie chirurgicales-ont été respectées et le matériel utilisé
était stérilisé avant chaque procédure. Pour la surveillance per opératoire, les pertes sanguines
lors de l'intervention ont été compensées par injection d’un volume équivalent de Ringer
lactate. Les animaux étaient placés sur un matelas chauffant durant toute la période
d'anesthésie. La prise en charge de la douleur post opératoire comprenait des antalgiques par
injections intra-musculaires de 0,02 mg/kg de buprenorphine (3 fois par jour pendant 5 jours)
et de ketoprofen 2mg/kg pendant 3 jours et une antibioprophylaxie Gentamycine 4000
Ul/Kg/jour en IM pendant 5 jours. La surveillance post-opératoire était réalisée en salle de
réveil, les animaux étaient isolés pendant 24 a 48 heures aprés chaque procédure, et des
lampes chauffantes étaient mises en ceuvre. Une surveillance biguotidienne était instaurée
par les techniciens animaliers du laboratoire pendant toute la durée de I'expérimentation afin
de détecter la survenue d’'un éventuel point limite. Les animaux ont été pesés de maniere

hebdomadaire et a la moindre suspicion de perte de poids.

d. Modele porcin d’hypertension artérielle post-embolique : le modele CTEPH

L'objectif de ce modele est de reproduire I’'HPPE chronique afin d’obtenir un
remodelage et une dysfonction ventriculaire droite apres 5 semaines environ. Sa réalisation
consiste a réduire progressivement le lit vasculaire pulmonaire, d’abord par une ligature de
I'artere pulmonaire gauche puis par une série d’embolisations de l'artére pulmonaire
inférieure droite (Figure 34).

Ce modele a été élaboré au sein du Laboratoire de Recherche Chirurgicale de I'H6pital
Marie Lannelongue par Mercier O et al. Il reproduit fideélement la physiopathologie de I'HPPE,
en associant sur le méme animal des territoires vasculaires pulmonaires obstrués et des

323330 (Figure 35). Il est &

territoires non obstrués, sieges d’une vasculopathie d’hyperdébit
noter que dans nos études, nous avons modifié I'approche chirurgicale de la ligature de I'artere

pulmonaire gauche, initialement décrite par sternotomie médiane. Nous avons privilégié une
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thoracotomie gauche afin de préserver I'intégrité du sac péricardique et de conserver ainsi
I'interdépendance VD — péricarde.

Le premier temps consistait donc a lier le tronc de I'artére pulmonaire (AP) gauche dans
sa portion extra péricardique a l'aide d’un lac en tissu non résorbable (Surgical Loop, 75cm,
4mm, B-Braun, Tuttlingen, Allemagne). Une thoracotomie gauche dans le 5éme espace inter
costal était réalisée comme voie d’abord. La veine azygos était préservée afin de ne pas créer
de thrombose et d’embolie pulmonaire. Une fois le geste réalisé, le thorax était refermé plan
par plan a l'aide de fils tressés a résorption lente (Vicryl®). Un drain thoracique était laissé en
place jusqu’a I'extubation du cochon. De maniére intéressante, la ligature seule de I'artere
pulmonaire gauche est bien tolérée au niveau hémodynamique et respiratoire et n’induit pas
a elle seule une hypertension artérielle pulmonaire®*, justifiant donc le deuxiéme temps de la
création du modéle.

Dans un second temps, l'induction progressive d'une HP nécessitait I'embolisation des
artéres segmentaires du lobe inférieur droit. Une colle tissulaire a polymérisation rapide fut
employée (Histoacryl®, B-Braun, Tuttlingen, Allemagne). Ce monomere composé de n-butyl-2-
cyanoacrylate polymérise en présence de liquide biologique (plasma) pour former une
substance solide capable d'occlure les lumiéres vasculaires. L'Histoacryl® doit préalablement
étre mélangé a un corps gras, le lipiodol, dont le pouvoir de saponification prévient la
coagulation accidentelle du matériel d'embolisation a chaque injection du produit. Le lipiodol
est une huile iodée qui permet, en plus de sa fonction de vecteur, d'opacifier les territoires
artériels obstrués a chaque injection (Figures 34 et 35). Le controle radioscopique instantané
en salle d'opération permettait d'observer la topographie des territoires ainsi embolisés. Cing
séances d’embolisation furent réalisées a raison d’une séance par semaine. Le cathétérisme
sélectif de I'artere lobaire inférieure droite du cochon était effectué par ponction percutanée
de la veine cave supérieure (VCS) (Figure 34). Celle-ci était ponctionnée a l'aide d'un cathlon
vert de 18 gauges puis cathétérisée selon la technique de Seldinger pour la mise en place d'un
introducteur de 8 French a usage unique (Radiofocus Introducer Il, Terumo®). Nous piquions a
4 cm au-dessus de la fourchette sternale, selon une direction oblique vers la région caudale de
45° par rapport a la verticale. Une sonde type vertébrale 7 Fr. (Angiographic cathéter
Radiofocus®, Terumo, Cottontail Lane) était ensuite placée dans les cavités droites en se
guidant par les variations de pression intra cavitaire. L'extrémité du cathéter était placée dans

I'artére pulmonaire droite sous controle radioscopique. La valeur de 20 mm Hg constituait le
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premier palier de PAPm a atteindre dans notre protocole lors de la premiére embolisation. Les
doses a administrer étaient variables selon |'animal mais le plus souvent 0,2 a 0,4 ml d'un
mélange équimolaire d'Histoacryl® et de lipiodol suffisait pour atteindre ce premier seuil en
fin de procédure. L'effet occlusif résiduel n'était apprécié que la semaine suivante lors de la
prise des mesures hémodynamiques précédant la nouvelle embolisation. Chaque injection doit
se faire en surveillant la tolérance hémodynamique, rythmique et respiratoire de I'animal car
une variation brutale des résistances vasculaires pulmonaires peut étre mal supportée par un
ventricule droit non entrainé. C'est la raison pour laquelle des paliers de pression artérielle
pulmonaire progressivement croissants ont été fixés de facon a laisser le temps au muscle
cardiaque de s'adapter a I'augmentation de sa postcharge puis évoluer en coeur pulmonaire
chronique en quelques semaines. Le protocole détaillé de la création du modeéle et son

évaluation multimodale a fait I'objet d’une publication reliée a cette these (ANNEXE).
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Figure 34 : Modélisation de I’hypertension artérielle post-embolique chez le porcelet. (a) La
réduction du lit vasculaire pulmonaire est réalisée en 2 temps (d) : ligature de l'artére
pulmonaire gauche par thoracotomie (c) : vue intra opératoire) suivie de 5 embolisations de
I'artére pulmonaire inférieure droite (b) : matériel radio opaque composé d’'un mélange de
lipiodol et d’Histoacryl dans I’AP inférieure droite en scopie). L'ensemble des cathéters ont été
insérés de maniére percutanée sous guidance échographique selon la méthode de Seldinger
(e) : Swang-Ganz (étoile) et cathéter de mesure invasive de pression artérielle ; (f) : cathéter
de PiCCO et cathéter du ballon d’occlusion de la veine cave inférieure (étoile)).

a d

LPA .
/j% “ Lgation E E E E E Anaysis
Q\ ‘ ]
RLPA

embolization LPA
N \ Ligation

143



Figure 35 : Reproduction de la physiopathologie de I’'HPPE dans le modele CTEPH. (a et b)
L'obstruction chronique de I'AP gauche entraine une néo vascularisation pleurale et
bronchique bien visible macroscopiquement sur ces vues opératoires. (C) Le séquestre intra
vasculaire est composé d’Histoacryl et de thrombus organisé dans I’AP inférieure droite. Le lit
vasculaire pulmonaire non obstrué est le siege d’une vasculopathie d’hyperdébit avec
épaississement de la média des artérioles (fleche) (d).

e. Le modele de shunt systémique-pulmonaire : le modele SHUNT

L’objectif de ce modele est d’induire un hyperdébit vasculaire pulmonaire qui entraine
un remodelage des artérioles pulmonaires, une augmentation progressive des résistances
pulmonaires et une dysfonction ventriculaire droite. Le shunt gauche-droit ou systémique-
pulmonaire réalisé entre I'aorte thoracique et le tronc de I’AP reproduit la physiologie d’un
canal artériel persistant de gros diametre. Le débit intra shunt doit étre suffisant afin
d’entrainer une HP secondaire au remodelage des vaisseaux pulmonaires. La survenue de la
défaillance droite dans le modele de shunt par réimplantation de I’artéere sous-claviére gauche

332-335

dans l'artere pulmonaire utilisé par Rondelet et collegues est tardive (plus de 3 mois).
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C’est pourquoi nous avons pris le parti de réaliser un shunt gauche-droit en effectuant un
pontage entre I'aorte thoracique et I’AP afin d’accélérer le processus de remodelage vasculaire
(Figure 36). C'est un modele dit adaptatif, avec survenue d’une dysfonction et d’une

défaillance apres plusieurs mois.

Figure 36 :(a) Modélisation de I’'HP par hyperdébit pulmonaire secondaire a un shunt gauche-
droit entre I'aorte thoracique et le tronc de I’AP. (b) Vue intra opératoire apres réalisation du
pontage entre I'aorte thoracique et I’AP (cercle). (c et d) L'augmentation de débit chronique
induit une vasculopathie avec épaississement de la média et réduction de la lumiére des
artérioles pulmonaires.

A

L'intervention chirurgicale consistait a prélever le tronc artériel supra aortique gauche
du cochon et a faire un pontage entre la crosse aortique et le tronc de I’AP en extra
péricardique. La procédure chirurgicale est une variante de la technique décrite par Helen

Taussig et Alfred Blalock décrite dans les années 1940%°

. Aprés une thoracotomie latérale
gauche dans le 5eéme espace intercostal, nous disséquions et controlions la crosse et I'aorte
thoracique descendante. La veine azygos était mise sur lac et conservée. Le tronc artériel supra
aortique gauche était disséqué jusqu’a sa trifurcation en distalité et les nerfs phrénique et
vague gauches étaient respectés. L'artére pulmonaire gauche était disséquée dans sa portion

intra et extra péricardique. Aprés injection d’un bolus intraveineux d’héparine sodique

(0,5mg/Kg), la crosse aortique était clampée latéralement, au pied du TAG qui futlié en distalité

145



au vicryl 2/0 renforcé d’un clip sur le moignon distal. Le tronc artériel supra aortique gauche
était sectionné et prélevé. L’ostium de celui-ci était fermé par un surjet aller-retour au proléne
4/0 aiguille 17mm. Le greffon avait une longueur de 1 cm environ pour un diamétre de 6 a 8
mm selon les animaux. Aprés le repérage du site d’implantation du pontage, 'aorte thoracique
était clampée latéralement 1 cm juste avant I'isthme aortique, en dessous de la naissance du
tronc artériel gauche. Aprés une aortotomie au bistouri lame n=°"11 et complétée a |'Aortic-
punch 4mm, nous obtenions un orifice de 10mm de diametre sur I'aorte. L’anastomose latéro-
terminale était réalisée avec un proléne 7/0.

On se portait ensuite sur I'artere pulmonaire qui était clampée latéralement. Aprés vérification
de la bonne tolérance hémodynamique, une artériotomie identique a celle de 'aorte était
réalisée. L’anastomose termino-latérale était effectuée avec un proléne 7/0. La bréche
péricardique était refermée par un court surjet de vicryl 3/0. La thoracotomie était fermée
plan par plan sur un redon retiré apres extubation. La perméabilité du shunt était confirmée
par la présence d’un thrill palpable et audible au stéthoscope. Son débit était mesuré
directement en per opératoire par une sonde de flux (Transonic® system Inc) et indirectement
par la méthode de Fick. La perméabilité du shunt était également évaluée en fin

d’expérimentation par échographie et par angiographie (Figure 37).

Figure 37 : La perméabilité du shunt pouvait étre évaluée en échographie transthoracique
par la visualisation d’un jet systolo-diastolique dans le tronc de I’AP et dirigé vers la valve
pulmonaire qui est étanche (a). Afin d’éviter le biais de mesure lié a la présence du shunt
gauche droit lors de la mesure des courbes pression-volume et des débits cardiaques, le
pontage était occlus par un ballon d’occlusion percutané (b).
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Il. Etude du remodelage anatomique et fonctionnel du ventricule
droit

a. Etude hémodynamique par cathétérisme cardiaque droit

Lors de chaque procédure, un introducteur de 8 French était mis en place dans la VCS
(Radiofocus Introducer I, Terumo.) selon la technique de Seldinger. Une sonde de Swan-Ganz
de 7,5 French (Edwards Lifesciences., Irvine, USA) était introduite dans les cavités droites et
son extrémité était placée dans l'artere pulmonaire sous contréle radioscopique. La pression
veineuse centrale (PVC) ou pression auriculaire droite (POD), la PAP systolique (PAPs),
diastolique (PAPd) et moyenne (PAPm) étaient relevées en télé-expiration sous FiO2 21%. Le
débit cardiaque (DC) était obtenu par la méthode de thermodilution directe (Vigilance Monitor
VGS2V, Edwards Lifesciences., Irvine, Etats Unis d'Amérique), avec injection de 10 ml de sérum
physiologique glacé a 4°C. La valeur du DC retenue était la moyenne de 3 mesures successives.
Les pressions artérielles systémiques systoliques (PAS), diastolique (PAD) et moyenne (PAM)
étaient monitorées en continu durant chaque intervention par cathétérisme de l'artere
fémorale superficielle installé sous guidance échocardiographique. La PAPm chez un cochon
sain est environ 12 mm Hg. Nous avons gardé la définition utilisée en clinigue humaine pour
diagnostiquer I'HP. La pression artérielle pulmonaire occlusive (PAPO) ou pression capillaire
pulmonaire bloquée était mesurée uniquement a TO (baseline) avant la chirurgie car elle n’est
pas fiable dans notre modele HYPPE. En effet, I’'HTAP est forcément pré capillaire dans nos
modeles et la sonde de Swan-Ganz est difficile a insérer en distalité a cause de I'obstruction
endoluminale. La pression dans l'oreillette gauche (POG) est mesurée directement par
cathéter avant sacrifice de I'animal. La résistance pulmonaire totale (RPT) était calculée selon
la formule présentée dans le tableau 1. Une valeur supérieure a 300 dynes était considérée
comme pathologique. A partir de ces données, nous avons calculé I'index cardiaque (IC) et les
RPT indexées (RPTI). La Sp02, la fréquence cardiaque et la capnie étaient mesurées en continu.

Concernant le groupe SHUNT, la mesure du débit cardiaque par les méthodes de
thermodilution classique n’est pas fiable a cause de la présence d’un shunt systémique-
pulmonaire®*’. La méthode de Fick a été utilisée pour calculer I'importance du shunt : aprés
ventilation du cochon en FiO2 21%, la saturation en oxygéne a été mesurée en simultané dans

I'aorte, le ventricule droit et I'artére pulmonaire en aval du shunt.
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Tableau 17 : Parameétres hémodynamiques mesurés et calculés en cathétérisme cardiaque

droit.
Parameétres Formule

Surface corporelle (SC)
(m?) (Poids)~(2/3)x 0,0009
Index Cardiaque (IC)
(L/min/ mz) DC/ SC
Résistances Pulmonaires Totales (RPT)
(dynes.s.cm™) (PAPm x 80)/ DC

Résistances Pulmonaires Totales

indexées(RPTi) (PAPm x 80)/ IC

Abréviations / unités
Poids : gramme

DC : débit cardiaque (L/min)

PAPm : pression artérielle
pulmonaire moyenne (mm Hg)
DC : débit cardiaque (L/min)

IC : Index cardiaque (L/min/mz)

(dynes.s.cm™.m?)
Sa0,: saturation artérielle en O,
Qp/Qs SvO,: saturation veineuse en O,
= SpO0,: saturation artérielle
(Sa0, — Sv0,) / (Sa0, — pulmonaire en O,
Sp0,) Qp: débit pulmonaire
Qs: débit systémique

Importance du shunt gauche-droit

b. Etude échocardiographique

i.  Acquisition des images

Nous avons réalisé une évaluation échocardiographique transthoracique de tous les
animaux a I'aide d’'un échographe Vivid E9® (General Electric Medical System, Milwaukee, WI).
L’acquisition des boucles échographiques comprenait au moins 5 battements cardiaques et a
été réalisée dans les mémes conditions pour tous les animaux et a tous les temps : sous
anesthésie générale, aprés curarisation et stabilisation hémodynamique, en pose ventilatoire
en télé-expiration. Les modes 2D, et doppler tissulaire ont été utilisés pour les incidences
apicale sous-xyphoidienne (4 ou 5 cavités) et parasternale droite grand et petit axe. Un
enregistrement en mode doppler couleur et pulsé des valves tricuspide et pulmonaire a
également été effectué selon les mémes incidences. L’interprétation des boucles
échographiques a été réalisée avec un logiciel dédié (EchoPAC® clinical software GE), a
distance des acquisitions. Afin de limiter les biais d’interprétation, les images ont été
interprétées 2 fois, un intervalle de 1 mois étant observé entre les 2 interprétations. L’analyse
du ventricule droit, effectuée selon les recommandations utilisées en clinigue humaine
reposait sur I'étude de la morphologie du VD, de l'interaction VD-VG et de |'étude de la

fonction systolique du VD.
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ii.  Evaluation du remodelage morphologique en échocardiographie

L’évaluation du remodelage morphologique du ventricule droit comprenait la mesure
de I'épaisseur de la paroi libre du ventricule droit en télédiastole. Les surfaces télédiastoliques
du VD (STDVD) et du VG (STDVG) ont été mesurées en incidence apicale 4 cavités et le rapport
des deux surfaces était calculé. Le diamétre télésystolique basal du VD a également été utilisé
comme indice de remodelage structurel. Enfin, la déformation du septum interventriculaire a
été évaluée par la mesure de l'indice d’excentricité du ventricule gauche, calculé a partir des
diameétres antéro-postérieur et latéro-médian du VG mesurés en fenétre parasternale court

axe (Figure 38).

Figure 38 : Evaluation du remodelage morphologique du VD en échocardiographie. Mesure
des surfaces télédiastolique (STDVD) et télésystolique du VD (STSVD) (A et B), mesure du
rapport de surface VD et VG (c), mesure des diamétres ventriculaires (d) mesure de la déviation
septale en systole et en diastole par I'index d’excentricité du VG (e et f).

L ——|

Dis 3.7cem[
D2s 4.0 cm|
Els 0.912
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ii. — Evaluation du remodelage fonctionnel en échocardiographie

L’évaluation du remodelage fonctionnel du VD comprenait plusieurs indices utilisés en
pratique cliniqgue humaine comme détaillé dans le chapitre 11.3 de I'introduction de cette thése.
A partir de la mesure des surfaces du VD, nous avons calculé le RVFAC selon la formule : (STDVD
— surface télésystolique) / STDVD. Il s’agit d’un indice de fonction systolique reproductible et

308 | e TAPSE a été mesuré en mode TM au niveau

corrélé a la survie des patients atteints d’"HP
de la paroi latérale de I'anneau tricuspide (Figure 39). C’'est également un indice courant de
dysfonction systolique du VD avec une valeur pronostique démontrée’®. Bien que trés utiles,
ces deux parametres ont I'inconvénient d’étre influencés par la géométrie et les conditions de
charge du ventricule droit. Nous avons mesuré l'indice de performance myocardique du VD
(IPMVD) qui est un indice de fonction ventriculaire droit globale ayant pour avantage d’étre

338 (Figure 39). Des travaux récents sur le modéle

indépendant des conditions de charges du VD
CTEPH réalisés au sein du laboratoire ont d’ailleurs montré une bonne corrélation entre ces
indices (RVFA, RVMPI et TAPSE) avec le couplage ventriculo-artériel®.

Enfin, nous avons estimé la fonction ventriculaire gauche par la mesure de sa fraction
d’éjection (FEVG) selon la méthode de Teicholz. L’'ensemble des parameétres mesurés en

échographie est regroupé dans le tableau 18.

Figure 39 : Etude échocardiographique du remodelage fonctionnel du VD en
échocardiographie.

ks ::— TR dur. = 474 msec
LRI Mo

R Y . S
Pulm. ejection= 279 msec
RVMPI= (474-279)/474 = 0.41
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Tableau 18 : Parametres échographiques mesurés et leurs modalités d’acquisition.

. Incidence et Mode Seuil pathologique (chez
Parametres ’ e ,
coupe d’acquisition I’homme)
diametres basals S<?u§
xyphoidienne 2-D non
du VD L
4 cavités
Sous xiphoidienne
4 cavités
Analyse Surfaces VD Parasternal droit 2-D non
morphologique Incidence
infundibulaire
Parasternal droit
Epalss.eEJr VD . Inc!denc.e 2-D et TM >5mm
paroi libre infundibulaire et
petit axe
Index Parasternal droit
d’eccentricité VG Petit axe 2-D <095
Analyse de Fraction
I'interaction VD- d’éjection VG par .
) Parasternal droit
VG méthode de 2-D < 60%
. grand axe
Teiccholz
(FEVG)
Right ventricular Sous
fractional area xyphoidienne 2-D <46%
change (RVFAC) 4 cavités
Tricuspid Annular Sous
Analyse plane excursion xyphoidienne M-mode <15 mm
fonctionnelle (TAPSE) latéral 4 cavités
systolique Index de parasternal droit Doppler c.ontln.u
performance . sur valve tricuspide
. Petit axe
myocardique du Incidence + >0,32
VD (IPMVD ou . . ] Doppler pulsé sur
. . infundibulaire }
index de Tei) valve pulmonaire

c. Mesure des courbes pression-volume par méthode de conductance

Un cathéter de conductance de 4 Fr ou7 Fr (CD Leycom, Zoetermeer, Pays-Bas) était placé
dans le VD par l'intermédiaire de l'introducteur veineux de la VCS. Apres vérification de son
bon positionnement en scopie, il était connecté a une interface de pression (Sentron pressure
interface) et a un module de transmission du signal électrique pour I'analyse des volumes

(Figure 40).
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Figure 40 : Représentation schématique de la position du cathéter de conductance dans le
ventricule droit pour I'enregistrement des boucles de pression-volume. (a) Un ballonnet
d’occlusion était introduit dans la veine cave inférieure via la veine fémorale afin de stopper le
retour veineux et d’abaisser la précharge ventriculaire droite. (b) La vérification du bon
positionnement des cathéters était réalisée sous controle scopique. (c) Le signal était
enregistré sur une console (Conduct NT, CD Leycom, Zoetermeer, Pays-Bas) puis analysé dans
un second temps.
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Les données étaient recueillies en temps réel grace a un logiciel dédié (Conduct NT, CD
Leycom, Zoetermeer, Pays-Bas). La calibration du cathéter était nécessaire puisque la méthode
est basée sur le concept de proportionnalité entre la conductance électrique sanguine et les
volumes intra cardiaques. Le cathéter permet un enregistrement continu électro-
cardiographique endocavitaire et la pression intra-ventriculaire était mesurée par un capteur
barométrique ultrasensible de type MILLAR®. La conversion de la conductance endocavitaire
en signal de volume tenait compte de la distance entre chaque électrode de la sonde, de la
résistivité du sang, de la conductance des structures extra cardiaques et du facteur de
correction alpha. La résistivité du sang était mesurée a partir d'un échantillon sanguin de 5 ml
non hépariné prélevé au niveau de la veine fémorale. La distance entre chaque électrode est
de 6 ou 10 mm pour les cathéters de 4 Fr, et de 8 ou 10 mm pour les cathéters de 7 Fr. La
mesure du volume de conductance extra cardiaque, appelé volume parallele (VC), était
obtenue apreés injection d'un bolus de 10 ml de sérum salé hypertonique a 5%. Aprés
correction de la conductance paralléle, le volume mesuré par le cathéter de conductance est
proportionnel au volume ventriculaire réel. Cependant la méthode de conductance sous-
estime le volume endocavitaire selon un pourcentage variable. Pour corriger cette
approximation, le volume d'éjection systolique (VES) obtenu par conductance doit étre

comparé au VES obtenu simultanément par une autre méthode. Le rapport des 2 mesures
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définissait le facteur de correction alpha. Nous avons utilisé une méthode de mesure du débit
cardiaque par thermodilution transpulmonaire (PiCCO® system, Pulsion Medical System,
Munich, Allemagne). Les acquisitions ont été effectuées durant 5 cycles cardiaques consécutifs
sur un animal en pause télé-expiratoire de facon a s'affranchir des variations de précharge
induites par la ventilation mécanique. L'interprétation des boucles a été réalisée sur ordinateur
avec un logiciel dédié (Conduct NT, CD Leycom, Zoetermeer, Pays-Bas).

Pour le modele SHUNT, le shunt était occlus par un ballon d’occlusion (ballon dilatation 15mm
TYSHAK 11®) introduit via I'artére fémorale commune avant la mesure des courbes pression-
volume (Figure 37). La bonne occlusion du shunt était vérifiée en échographie avant réalisation

des mesures de débit par thermodilution.

La séquence d’acquisition des BPV se déroulait comme suit :
- 2 acquisitions au repos sans occlusion, lorsque I'état hémodynamique était stable

- 3 acquisitions au repos avec occlusion de la VCI

Les criteres de validité suivants ont été respectés :
- La pression en fin de diastole est proche de la PVC : PEDV =~ PVC
- Lindice d’alighement des points de pression télé systolique est proche de 1 : {Ri~ 1
- Le volume d’intersection de la droite d’élastance est proche de 0: Vo =0

- Laligne de relation pression volume télé diastolique est présente sur les boucles.

L'étude des relations pression-volume télésystoliques permettait d'établir un index de
contractilité ventriculaire : I'élastance ventriculaire télésystolique (Ees). Elle était obtenue par
acquisition des boucles en s'affranchissant de la précharge du ventricule droit par occlusion
transitoire de la veine cave inférieure (VCI). Un cathéter a ballonnet (Tyshak®. 20 mm; NuMED,
Inc, Hopkinton, NY, USA) était ainsi introduit par la veine fémorale droite. L'inflation du ballon
a l'aide de 10 ml de produit de contraste iodé (loméron., 350 mg d’iode/ml) était effectuée a
I'aplomb du diaphragme, en regard de |'abouchement des veines sus-hépatiques, sous
contréle radioscopique. L'occlusion de la veine cave inférieure provoquait le décalage vers la
gauche des boucles pression-volume successives. La pente de la droite joignant chaque point

télésystolique déterminait Ees (Figure 41). Ainsi, la contractilité du myocarde estimée par
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E(max), le volume d’éjection systolique (VES), la pression télésytolique du VD (PTSVD) et le
Stroke Work (SW) ont été analysés. Le SW correspond a l'aire sous la boucle et représente le
travail mécanique généré par le VD. L’élastance artérielle Ea définie selon I'équation : Ea (mm
Hg/ml) = PTSVD / VES a été également calculée. Elle caractérise complétement le réseau
vasculaire et représente la charge hydraulique a laquelle le ventricule est confronté. A partir
de I’élastance ventriculaire (Ees) et artérielle, (Ea), I'index de couplage ventriculo-artériel a été
calculé selon le rapport Ees/Ea. Le couplage ventriculo-artériel est un paramétre important car

il est le reflet de I'efficience du systéme ventricule droit/ AP.

Figure 41 : Exemple de rapport d’interprétation des boucles pression-volume (a). Exemples de
boucle de bonne (b) et de mauvaise qualité ou non interprétable (c).
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lll. Histologie

a. Etude histologique du ventricule droit des modeles porcins d’hypertension
pulmonaire

i.  Meéthode de prélevement du cardiaque apres sacrifice

Lorsque la durée du protocole était atteinte, I'animal était sacrifié par une injection
systémique d’une dose létale de potassium et de Propofol. Apres réalisation d’une sternotomie
médiane et héparinisation générale intraveineuse (héparine sodique 3mg/kg) une canule de
cardioplégie était mise en place dans I'aorte ascendante. Le cceur était prélevé rapidement

dans son ensemble apres injection d’'un litre d’une solution de sérum physiologique de

154



chlorure de sodium a 0,9% a 4°C + 2 g de Kcl injecté a 100 mm Hg de pression et aprés décharge
des cavités droite et gauche. Cette technique permet un arrét quasiment instantané du
myocarde, conditionnant la bonne qualité de I’étude moléculaire. Les prélévements tissulaires
étaient rapidement réalisés, selon une cartographie précise : 3 préléevements sur le VD (apical,
infundibulum et milieu paroi latérale). Les tissus destinés a une analyse protéique, moléculaire
étaient prélevés en premier et congelés directement sur place dans de |'azote liquide a -80°C

puis stockés a température identique jusqu’a utilisation.

fi. Etude morphométrique du ventricule droit chez le porc

Le VD et le VG étaient séparés et pesés afin de définir le poids relatif du VD appelé ratio de
Fulton (poids VD/ poids [VG+septum]). Le cceur était ensuite fixé dans du formaldéhyde 4%
tamponné pendant 24 3 48h puis déshydratés dans I'alcool. Des fragments de 1cm? de la paroi
latérale du VD étaient alors prélevés et inclus en cassette de paraffine. Des coupes de 4um
d’épaisseur ont été effectuées sur ces blocs de paraffine puis colorées en
Hématine/Eosine/Safran (HES). Le remodelage ou hypertrophie ventriculaire droite a été
guantifiée par la mesure du diameétre transverse des cardiomyocytes. Pour cela, I'étude a été
réalisée avec un microscope Nikon Eclipse 80i (grossissement X40 a X600), muni d’'une caméra
Nikon Digital Sight DS-U1 permettant le traitement informatique des données avec un logiciel
de morphométrie dédié (Perfectimage®, Clara Vision). Les lames étaient numérotées puis
mélangées et lues en aveugle par un seul investigateur. Une lame par animal et 10 champs par
lame au grossissement x 40 ont été analysés. Le diamétre transversal minimal de 40
cardiomyocytes par champ en coupe transversale a été mesuré grace a un logiciel dédié (Image

J version 9.6) (Figure 42).

ii.  Etude de la densité capillaire du ventricule droit chez le porc

L’étude de la densité capillaire du ventricule droit a été réalisée en immunohistochimie,
par marquage des vaisseaux par un anticorps anti facteur Willebrand humain (Dako, M 0082,
rabbit anti human) sur coupe en paraffine. Aprés déparaffinage classique dans des bains
successifs de toluéne et d’éthanol, les préléevements ont été trempés 12 minutes a 94°C dans
du tampon citrate pH 9 pour le démasquage des antigénes. Les sites non spécifiques ont été
saturés en PBS additionné de 10% d’lgG normales de chévre pendant 1h a température

ambiante puis rincés une fois en PBS. L'anticorps anti- Willebrand dilué au 1/400°™® (Dako, M
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0082, rabbit anti human) a été laissé incuber pendant 12h a 4°C. L’anticorps secondaire utilisé
était un anticorps de chévre anti lapin conjugué a I’Alexa Fluor 488 (molecular probs, Fisher
Invitrogen, Illkrich, France) dilué au 1/5000éme. Un marquage des noyaux au DAPI (D8417,
Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) était effectué a la concentration finale de
1ng/ml. L'interprétation a été réalisée en aveugle, sur un microscope a fluorescence (Dakon
Eclipse 80i). La densité capillaire a été mesurée sur 1 lame par animal avec 10 champs par lame

au grossissement X400. La densité capillaire est exprimée en capillaires par mm2 (Figure 42).

Figure 42 : Etude histologique du ventricule droit sur les modeles porcins d’HP. (A)
L'hypertrophie myocardique était évaluée par le diametre transverse moyen des
cardiomyocytes en coloration HES. (B) La densité capillaire était mesurée aprés marquage
immunohistochimique des vaisseaux par un anticorps anti facteur Willebrand humain. La
fibrose myocardique a été quantifiée apres coloration par rouge Sirius (C) et selon la méthode
de quantification automatique par application des seuils du logiciel Image J (D).
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iv.  Etude de la fibrose myocardique du ventricule droit chez le porc

L’étude de la fibrose myocardique sur le ventricule droit a été réalisée aprés coloration
des fibres de collagene avec du rouge Sirius. La fibrose a été quantifiée automatiquement avec

le logiciel Image J selon la méthode des seuils. Nous avons utilisé 1 lame par animal avec 10
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champs par lame au grossissement x400. Le ratio entre la surface occupée par la fibrose et la
guantité totale de tissus (cardiomyocytes + collagéne), en excluant les espaces vides et la

fibrose péri vasculaire a été calculé (Figure 42).

b. Etude histologique sur des ventricules droits de patients atteints
d’hypertension pulmonaire terminale et traités par transplantation cceur-
poumon.

Une partie de ce travail de thése a consisté a mesurer la densité capillaire et la fibrose
myocardique de ventricule droit de patients ayant été traités par une transplantation cceur-
poumon. Apres accord du comité scientifique et éthique de notre établissement, nous avons
étudié rétrospectivement 28 patients atteint de syndrome d’Eisenmenger (n=14) ou d’HP
idiopathique (n=14) qui ont eu une transplantation cceur-poumon entre 1986 et 2011 a
I’Hopital Marie Lannelongue. Le cceur natif de ces patients était systématiquement envoyé en
anatomopathologie pour analyse. Les cassettes d’inclusion en paraffine des fragments
myocardiques étaient conservées au sein de la bio banque de I'Hopital. Des coupes de 3um
d’épaisseur ont été réalisées et colorées avec un kit-CD34 VECTASTAIN® ABC-AP
d’'immunoglobuline de souris (VECTOR laboratories, UK). Les capillaires étaient marqués par
immunohistochimie, en utilisant un anticorps monoclonal CD34 (1 :100) détecté par une
réaction avidine / biotine aprés immersion avec un anticorps équin secondaire anti-souris. La
densité capillaire a été mesurée sur 1 lame par patient avec 15 champs par lame au
grossissement X400. La densité capillaire est également exprimée en capillaires par mma2.

La fibrose myocardique a été quantifiée apres coloration au rouge Sirius selon la méthode

décrite précédemment.

IV. Etude de I'expression génique

a. Extraction des ARN totaux selon la méthode trizol-chloroforme

Un morceau de 0.5 cm? de ventricule droit encore congelé 3 -80°C était broyé (Tissue Lyser,
Qiagen®) avec une bille d’acier dans un 1 ml de Trizol lysis buffer (Qiagen®). Les ARN totaux
ont été extraits en utilisant la méthode trizol suivi d’acide guanidinium thiocyanate—phenol—

chloroform. Les ARN furent précipités avec 200 ul d’isopropanol. La qualité et I'intégrité des
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ARN sous-unités 18S et 28S furent contrélées par électrophorése sur gel d’agarose a 1,2% en
tampon Tris/Borate/EDTA 0,5X (Invitrogen, Saint Aubin, France), additionné de bromure
d’éthidium a 0,625 mg/ml (Eurobio, Les Ulis France) et séparés par électrophorése a 80V
pendant 1h. La présence de 2 bandes nettes et distinctes aprés révélation sous ultraviolets
(UV) reflétait la qualité des ARN 18S et 28S et donc des ARN totaux. Les ARN ont été conservés
a -80°C. La quantité d’ARN était déterminée par spectrophotométrie a 260 nm grace a un
NanodropTM 1000 (Thermo Fisher Scientifique, Wilmington, USA). La contamination
protéique est estimée par une lecture a 280 nm : le rapport DO260/D0280 doit étre compris
entre 1,9 et 2. Un rapport inférieur a 1,9 signifiait la présence d’une contamination protéique.
Supérieur a 2, il signifiait une contamination par un composant d’'un réactif. Seuls les

échantillons ayant une concentration supérieure a 85 ng/ul étaient retenus.

b. Transcription inverse (RT)

Les cDNA ont été obtenus par transcription inverse des ARNm grace au kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Ss : 4368814). La réaction est obtenue en
utilisant 1 microgramme d’ARNm et des amorces aléatoires, complété par de I'’eau RNase free
pour obtenir un volume final de 20 pl. Les échantillons étaient incubés dans le thermocycleur
pendant 120 min a 37°C (phase d’hybridation et d’élongation) puis 5 min a 85°C (dénaturation

de I'enzyme). Les ADNc synthétisés étaient stockés a -20°C jusqu’a utilisation.

c. Réaction de polymérisation en chaine quantitative en temps réel (RtqPCR)
Les PCR quantitatives ont été réalisées sur plagues 96 puits sur I'appareil Step one plus®
(Applied Biosystems, Villebon sur Yvette, France) a partir de 10 ng de cDNA. L’expression du
VEGF-A et de ses récepteurs a été normalisée par le 18S. L'expression des géenes VEGF-A,
VEGFR-1 et VEGFR-2 a été évaluée selon la méthode relative du AACt. La quantité relative de
chaque échantillon est donnée par I'équation 2(-AACt). Les résultats sont exprimés en Unité
Arbitraire (UA). Les sondes suivantes ont été utilisées pour I'étude de I'expression du VEGF-A,
VEGFR-1 et VEGFR-2 :
- Sonde TagMan® VEGF-A : Ss03393993 m1
- Sonde TagMan® VEGFR-1 (FLT1) : Ss03375679 ul
- Sonde TagMan® VEGFR-2 (FLk1) : Ss03375683 ul
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V. Quantification de HIF-1a et du VEGF intra myocardique par
Western Blot dans le ventricule droit des modeéles d’HP.

a. Extraction des protéines

Un morceau de 0.5 cm? de ventricule droit était mis dans 800 micro litres de tampon
d’extraction protéique (HB: 10mM HEPES, pH 7,9, 1,5 mM MgCl2, 10 mM KCL, 10mM 2-ME,
mélange d’inhibiteurs de protéases) pendant 15 min a 4°C. Les tissus ont été broyés grace a un
appareil gentleMACS™ Dissociator. Cinquante ml de NP-40 a 10% ont été utilisés pour lyser les
membranes cellulaires. La fraction totale des protéines a été récupérée apres passage dans un
Cell strainer 40 um. Le dosage des protéines totales est réalisé sur les extraits cellulaires par la
méthode colorimétrique a l'acide binchoninique (BCA) a partir de 1 pl de solution. La
concentration protéique est déterminée par la mesure de la DO a 280 nm dans un

spectrophotomeétre (NanodropTM 1000 Thermo Fisher Scientifique, Wilmington, USA).

b. Migration des protéines (Western Blot)

Cent microgrammes de protéines sont mis en solution du Tampon Laemmli 4X (Biorad,
Marnes la Coquette, France). Les protéines totales ont été séparées sur un gel de
polycrylamide SDS 4 a 15% (Biorad, Marnes la Coquette, France). La migration est réalisée a
150 volts pendant 1 heure, dans le tampon de migration. Les protéines ont été transférées sur
une membrane de nitrocellulose hydratée et pendant 60 min dans un tampon de transfert. La
membrane a été saturée par du BSA 5% et un tampon TBS-T (10mM Tris pH 8 ; 150 mM NaCl ;
0,1% Tween-20) pendant 1h30 a température ambiante. La membrane a été mise en présence
de I'anticorps primaire de souris anti Hif-1a (Purified mouse anti-human HiF-1a, NS 610959,
BD Biosciences, dilué au 1/250éme, dans un tampon TBS-T 1% pendant une nuit a 4°C. La
membrane est plongée avec I'anticorps secondaire de cheval anti-souris dilué au 1/5000&éme
dans du TBS-T et du BSA dilué a 1% pendant 1h a température ambiante.

La révélation de HiF-1la et du VEGF-A est réalisée par chimioluminescence a I'aide du kit
Biorad®. La lecture est effectuée dans un appareil Chemidoc® (Biorad). Les images obtenues
sont analysées par le logiciel Image Lab 3.0 (Biorad®). La membrane est lavée avec un

détergent NP-40 dilué a 10% pendant 1h température ambiante puis recouverte avec un
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anticorps primaire de chévre anti actine, dilué au 1/5000éme dans du TBS-T a 1% de BSA
pendant 1h. Apres lavage, la membrane est mise au contact de I'anticorps secondaire de cheval
anti-chevre pendant 1h dans BSA 1%. La membrane est révélée et I'expression de HiF-1a est
reportée a celle de la GAPDH. Les résultats ont été exprimés par le rapport des intensités HiF-
la/actine. Les western blot de VEGF-A ont été réalisés selon les mémes modalités avec un
anticorps primaire polyclonal de lapin anti VEGF humain. (VEGF (147) : sc-507, Santa Cruz
Biothechnology, INC), dilué au 1/250 eme. Des protéines de poumon porcin sain ont été
déposées dans un puits afin de valider la technique de western blot car I'on savait que le VEGF

et le HIF-1a étaient fortement exprimés.

VI. Etude des capacités respiratoires mitochondriales dans le modele

porcin d’HPPE

Cette partie de la thése a été réalisée en collaboration avec les Dr Jérome Piquereau, René
Ventura-Clapier et Vladimir Veksler du laboratoire de signalisation et physiopathologie

cardiovasculaire (unité mixte ISERM — Université Paris Sud ; UMR-51180).

a. Réalisation des biopsies endomyocardiques du VD sur les modeles porcins
d’HP
L’étude de la respiration mitochondriale in situ selon la technique des fibres perméabilisées
impose de travailler sur des tissus myocardiques frais et utilisés sans délai afin d’éviter une
altération iatrogene des mitochondries. Afin d’étudier les capacités respiratoires
mitochondriales par cette technique au cours du développement du remodelage ventriculaire
droit dans le modele porcin d’"HPPE, nous avons réalisé des biopsies ventriculaires droites par

339 Cette méthode

voie percutanée a I'aide d’un biotome tel que décrit par Caves et al en 1973
nous a permis d’obtenir un échantillon ventriculaire droit frais sans avoir a opérer ou sacrifier
I'animal.

L’anatomie du ventricule droit du porc étant légerement différente de celle de I’lhumain,
nous avons mis au point une technique de biopsie endomyocardique sécuritaire, sous guidance

échographique et fluoroscopique. Pour faciliter le trajet du biotome et afin d’éviter de léser |a

valve tricuspide avec le biotome, nous avons utilisé un introducteur long (7Fr — 37 cm, AB
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Medica, Méru sur Cher, France) qui était inséré sur une sonde Swan-Ganz (SG). Une fois dans
le tronc de I’AP, le ballonnet de la sonde SG était gonflé, I'extrémité de I'introducteur poussé
au contact de celui-ci. L’'ensemble était retiré doucement sous contrdle fluoroscopique de
maniére a avoir I'extrémité de l'introducteur au niveau de I'apex du VD. Le ballonnet de la
sonde était alors dégonflé et la SG était retirée. Afin de réaliser les biopsies, nous avons utilisé
des biotomes spécialisés, (AB Medica, Méru sur Cher, France) de 7Fr -110cm, permettant de
prélever des fragments de 6.5 mm®. Afin d’éviter une perforation du VD par la pince a biopsie,
nous réalisions le prélevement sous contréle échographique et fluoroscopique. Trois
fragments endomyocardiques étaient prélevés, en général au niveau de la paroi libre ou a
I'insertion du VD sur le septum. Les prélévements étaient directement plongés dans une

solution relaxante en vue de I’étude de la fonction mitochondriale.
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Figure 43 : Réalisation des biopsies endomyocardiques du ventricule droit chez le porc. (a) Un
introducteur long était inséré dans le ventricule droit grace a une sonde Swan-Ganz. (b) Le
biotome était manipulé sous controle scopique et la biopsie était réalisée sous échographie
(c). (d) Le fragment myocardique (6,5 mm?3) était directement plongé dans une solution
relaxante en vue de I'analyse de la respiration mitochondriale.

b. Dissection et perméabilisation des fibres myocardiques

L’étude de la fonction respiratoire mitochondriale a été réalisée in situ sur des fibres
perméabilisées a la saponine en mesurant leur consommation en oxygene en présence de
différents substrats (électrode Clarke) selon la technique décrite par Kuznetsov et al**°.

Immédiatement apreés la réalisation de la biopsie endomyocardique, I'échantillon de 6.5
mm? a été plongé dans une solution dite relaxante ou solution « S » (composition en (mM) :
EGTA (10), CaCos (2,77), KOH (70), imidazole (20), Mg2+ libre (1), taurine (20), dithiothréitol
(0,5), MgATD (5,7), phosphocreatine (15), potassium-methasulfonate (50) ; pH :7,1). Sous
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microscopie, les fibres ont alors été délicatement disséquées de maniére a obtenir de petits
amas de fibres de 100 a 200 um de diametre avant d’étre mises en présence de saponine (50
ug/ml dans la solution relaxante) pendant 30 minutes a 4°C sous agitation pour une
perméabilisation optimale des membranes plasmiques (Figure 44). Un lavage de 10 minutes a
4°C avec la solution relaxante exempte de saponine a permis |'élimination du détergent. Les
fibres ont alors été conservées, jusqu’au moment de |'expérimentation, dans cette solution
qui, par sa composition, permet le maintien des fonctions cellulaires. Cette technique étant
une étape critique et nécessitant une courbe d’apprentissage longue, I'ensemble des micro

dissections a été réalisée par un expert de la technique (Dr Jérome Piquereau).

c. Mesure de la respiration mitochondriale

Dix minutes avant le protocole de mesure de la respiration mitochondriale, les fibres ont
été lavées dans une solution de respiration (composition en (mM) : EGTA (10), CaCos (2,77),
KOH (110), NaOH (10), K,HPO, (3), imidazole (20), Mg?* libre (1), taurine (20), dithiothréitol
(0,5), glutamate (10), malate (4), phosphocreatine (15), potassium-methasulfonate (100) ;
pH :7,1) supplémentée de 2 mg/ml de BSA (Bovin Serum Albumin) pour éliminer I’ATP présent
dans la solution de relaxation. Les fibres ont ensuite été déposées dans des chambres de
respiration contenant 3 ml de cette méme solution de respiration contenant de la BSA ainsi
gue du glutamate et du malate, constituant une source d’équivalents réduits (NADH) capable
d’initier le transfert d’électrons depuis le complexe | de la chalne respiratoire. La
consommation d’oxygene des fibres contenues dans les chambres a alors été mesurée sous
agitation a 22°C par une électrode a oxygene reliée a une interface appelée Oxygen Interface
Model 928 (Strahtkelvin Instruments) qui transmet I'information a un ordinateur équipé du

logiciel Strahtkelvin 928 System permettant I’enregistrement des données générées.
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Figure 44 : Etapes de I'analyse de la respiration mitochondriale selon la technique des fibres
myocardiques perméabilisées.
Etape 1: micro dissection des fibres

Etape 2: perméabilisation des fibres dans une solution
contenant de la saponine

Etape 3: Mesure de la respiration mitochondriale

| Interface 928, Strathkelvin Instruments

s Chambre thermostatée

Solution de respiration

d. Mesure de l'utilisation des différents substrats par les mitochondries :

protocole substrat

Ce protocole a été élaboré afin d’évaluer |'utilisation de différents substrats par les
mitochondries et pour estimer I'activité des différents complexes (I, Il et IV) de la chaine
respiratoire au moyen d’activateur et d’inhibiteur spécifiqgues de chacun des complexes.
Apres avoir mesuré la diminution de la concentration de dioxygene dans les chambres en
I'absence de fibres, qui reflete la consommation de dioxygéne par la membrane de téflon de
I’électrode (V;), la vitesse basale de consommation du dioxygéne des fibres (V,), c’est-a-dire
sans ADP exogene dans le milieu réactionnel a été enregistrée. Cette mesure des parameétres
initiaux a été suivie de I'ajout a intervalle régulier (toutes les 4 minutes) des substrats suivants
dans l'ordre indiqué : (1) Malate (4 mM), (2) ADP (2 mM), (3) L-Glycérol-3-Phosphate (G3P) (4
mM), (4) ; Palmitoyl Coenzyme A + carnitine (100 uM + 2 mM), (5) Pyruvate (1 mM), (6)
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Glutamate (10 mM), (7) Succinate (15 mM), (8) Amytal (1 mM) et (9) N,N,N’,N’-Tetraméthyl-P-
Phenilenediamine (TMPD) + ascorbate (500 uM + 2 mM).

Figure 45: Protocole de I'étude des complexes de la chaine respiratoire.
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e. Analyse des données

A la fin du protocole de respiration, les fibres ont été minutieusement récupérées afin
d’étre séchées sous vide a 75°C et pesées. Cette étape nécessaire et critique permet la
normalisation de toutes les vitesses mesurées au poids de tissu sec. L'activité des différents

complexes a ainsi été directement déduite des valeurs de vitesse consommation de dioxygene.

VII. Etude en microscopie électronique a transmission (MET)

Le contenu des cardiomyocytes du ventricule droit de 3 modeéles porcins d’"HPPE et de 3
porcs témoins a été étudié par microscopie électronique a transmission. Cette méthode utilise
un faisceau d’électrons a haute tension qui, en passant au travers d’un échantillon, perd des
électrons et permet alors la constitution d’une image. Elle permet, de par ses capacités de
grossissement importante et sa grande résolution, d’étudier la structure et le nombre de

mitochondries dans le cardiomyocyte.
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a. Préparation des échantillons et acquisition des images en MET

Apres arrét du coeur, des fragments des muscles papillaires du ventricule droit ont été
prélevés et fixés sous tension en 2% glutaraldéhyde dans du tampon cacodylate de Na 0,1 M
a pH 7,2, pendant 4 heures a température ambiante, puis post-fixés au tétroxyde d'osmium
1% contenant 1,5% de ferrocyanate de potassium, déshydraté dans de I'éthanol (30% a 100%)
et inclus en Epon (Delta microscopie - Labége France). Des coupes de 1 micron d’épaisseur ont
été réalisées et recueillies sur des lames de verre puis contre colorées avec de méthyléne bleu
Azur Il afin de déterminer les zones d’intérét. Enfin, les blocs d’Epon ont été retaillés autour
de la zone d’intérét et des coupes de 70 nm ont été collectées sur des grilles de cuivre de 200
mesh puis contre-colorées avec de I'OTE (Oolong Tea extract) et du citrate de plomb avant
I'examen au microscope électronique Hitachi HT7700 a 80kV (MIMA2- UMR1131 GABI -
Plateau de Microscopie Electronique 78352 Jouy -en-Josas, France). Les images ont été
acquises avec une caméra CCD : AMT — Hitachi (Elexience — Verriére le Buisson — France)
(Grossissement x7500). Cette étape a été réalisée avec la collaboration du Dr Catherine

Rucker-Marin (INSERM U-999).

b. Semi-quantification de la masse mitochondriale par étude stéréologique
des échantillons

La quantification des volumes occupés par les différents constituants (sarcomeéres,
mitochondries, cytoplasme, vacuoles lipidiques) a été réalisée par analyse stéréologique sur
chacune des coupes obtenues, soit 2 sections par animal (total de 12 coupes ou sections par
coupe ont été analysées. Pour chacun des animaux, I'estimation du volume des différentes
structures a été effectuée au moyen de 2 sections bien distinctes de chaque bloc de tissu a
partir desquels 10 images ont été analysées, soit un total de 20 images par animal. L’analyse a
été réalisée avec le logiciel Image J et le plug-in grid, permettant de superposer une grille sur
les images. Chaque intersection des lignes définissait un point de I’échantillon (quadrillage de
0.35 inch?, correspondant a 13x17 = 221 intersections). La moyenne des pourcentages de
points superposant les différentes structures a ainsi permis de quantifier et de comparer les

volumes tissulaires occupés par les différents composants des cardiomyocytes. (Figure 46)
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Figure 46 : Exemple de quantification des composants d’un cardiomyocyte en MET grace au
logiciel Image J. La superposition d’'un quadrillage composé de 17 lignes verticales et 13 lignes
horizontales permettait de définir 221 points d’intéréts. La structure en regard de chaque point
était notée et le pourcentage de points correspondant a cette structure était calculé. Pour
chaque image, nous obtenions donc : % mitochondrie, % sarcomére, % cytoplasme et % de
vacuoles lipidiques.

10.24x7.99 inches (3296x2572); 16-bit; 16MB

o

c. Semi quantification des altérations structurelles mitochondriales en MET

L'intégrité de la structure des mitochondries est essentielle a leur bon fonctionnement. A
partir des images acquises en MET, nous avons quantifié les anomalies structurelles des
mitochondries dans le ventricule droit de porcs HPPE et témoins. Pour cela, nous avons élaboré
un score semi-quantitatif tel que décrit dans la figure 47. Sur chacune des acquisitions (20 par
animal), 20 mitochondries ont été analysées de maniere aléatoire. Pour chaque mitochondrie,
le score semi-quantitatif était appliqué. Les caractéristiques suivantes étaient répertoriées et
notées 1 si présente ou 0 si absente : cedéme, anomalie de la cristae, anomalie de la structure
mitochondriale, présence de vacuole lipidique, altération membranaire. Le score total pour
chaque mitochondrie correspondait a la somme des anomalies présente dans cette méme

mitochondrie. La moyenne du score total pour chaque animal était réalisée.
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Figure 47 : Quantification des anomalies mitochondriales en MET. Un score semi-quantitatif
était appliqué sur 20 mitochondries sélectionnées de maniére aléatoire sur chaque image (a).
Image (x 7500) de MET issue d’un porc témoin (SHAM) montrant des mitochondries normales
(b) et image (x7500) issue d’un modele porcin d’"HPPE (CTEPH) montrant plusieurs anomalies
structurelles mitochondriales : cedeme (fleche noir), altération des membranes (fleche
blanche) et présence d’une vacuole lipidique (étoile).

A Caracteristiques Présente / Absente
Oedeme 1/0
Cristae anormale 1/0
Structure anormale 1/0
Vacuole lipidique 1/0
Membrane altérée 1/0
Score total Oto5
VIIl.  Analyses statistiques

Les variables quantitatives ayant une distribution normale étaient exprimées en moyenne
+ déviation standard et en médiane * interquartile pour les variables ne suivant pas une
distribution normale. La comparaison des moyennes entre deux groupes était effectuée a
I'aide d’un t test (Student) pour les variables a distribution normale et par un test non
paramétrique pour les variables ne suivant pas une distribution normale (test de U de Mann-
Whitney). Pour les comparaisons de moyenne de 3 groupes ou au cours du temps, une analyse
de variance a double voie

(ANOVA) était réalisée (test de Kruskal-Wallis pour les variables non normales). La
recherche d’une corrélation entre deux variables numériques continues était effectuée par
une étude de régression linéaire avec calcul du coefficient de corrélation r (coefficient de
Pearson). Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel SPSS 20.0 (IBM Corp.
Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp). Les
graphiques et histogrammes ont été effectués avec le logiciel Prism Version 6.0 (GraphPad
Prism 6.0d Macintosh Version by Software Mackiev. GraphPad Software, Inc). Le seuil de

significativité retenu était p<0,05.
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Résultats des travaux de recherche

Travail 1 : “The importance of Capillary Density/Stroke Work Mismatch

for Right Ventricular adaptation to Chronic Pressure Overload”

Publié dans le Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery

Introduction et hypothése : Les mécanismes de |'adaptation du ventricule droit a une
surcharge chronique de pression sont encore mal connus. Nous supposons que lorsque le ratio
entre la densité capillaire (DC) et la charge de travail (RVSW) du ventricule droit est abaissé, il
est associé a la dysfonction ventriculaire droite et une fibrose myocardique plus importante.
Méthodes : Nous avons induit une surcharge de pression pendant une période de 20 semaines
chez 2 modeles d’HP différents chez le porc. Le premier était un modele de shunt systémico-
pulmonaire et I'autre un modeéle d’'HPPE. Le remodelage, la fonction ventriculaire droite et la
densité capillaire était comparé entre les 2 modéles.

Résultats et discussion : Alors que le VD était remodelé dans les 2 groupes, avec une
hypertrophie ventriculaire droite similaire, nous avons observé un remodelage maladaptatif
uniguement dans le groupe HPPE. Dans ce groupe, la fonction systolique du VD était diminuée,
le VD était plus dilaté et la densité capillaire était plus basse. La diminution du ratio CD/RVSW
était associée a une diminution du couplage ventriculo-artériel (maladaptation) et a un taux
de fibrose myocardique plus élevé. Le taux de HIF et VEGF était plus élevé dans le groupe
maladapté, probablement stimulé par I'ischémie myocardique.

Conclusion : L’adaptation du VD a une surcharge de pression différe entre 2 modeéles différents
d’HP chez le porc. L'adéquation entre la vascularisation myocardique et la charge de travail
ventriculaire est un parameétre associé a I'adaptation ventriculaire droite lors d’'une surcharge
chronique de pression. Des études complémentaires doivent étre réalisées afin de mieux
comprendre les mécanismes conduisant a la raréfaction capillaire et il serait prometteur
d’évaluer ce mismatch entre la vascularisation myocardique et sa charge ventriculaire en

imagerie non invasive.
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Basic Science

The importance of capillary density—stroke work mismatch
for right ventricular adaptation to chronic pressure overload

Pierre- Emmanuel Noly, MD, MSc, ™ Frangois Haddad, MD,"™ Jennifer Arthur-Ataam, MSc,"*
Nathaniel Langer, MD," Peter Dorfmiiller, MD, PhD, ™" Fanny Loisel, MSc,*”
Julien Gui haire, MD, MSc,"™ Benoit Decante, MSc,” Lilia Lamrani, MSc,™ Elie Fadel, MD, PhD, " and

Olaf Mercier, MD, PhD*"*

ABSTRACT

Objective: Mechanisms of right ventricular (RV) adaptation © chronic pressure
overload are not well understood. We hy pothesized that a lower capillary density
(CD) to stroke work ratio would be associated with more fibrosis and RV
maladaptive remodeling.

Methods: We induced RV chronic pressure overload over a 20-week period in2
piglet models of pulmonary hypertension; that is, a shunt model (n = 5) and a
chronic thromboembolic pulmonary hyperntension model (n = 5). We assessed he-
modynamic parameters and RV remodeling as well as RV CD, fibrosis, and
angiogenic factors expression.

Results: Although RV was similarly hypertrophied in both models, maladapted
RV remodeling with impaired sysolic function was only seen in chronic
thromboembolic pulmonary hypcnemm group members who had lower CD
(484 + 99 vs 1213 + 74 cap/mm’; P < .01), lower CD to stroke work ratio
029 = 007 vs 0.82 = 0.16: P = .02), higher myocardial fibrosis
(15.4% = 38% vs8.0% = 25%: P <.01), as well as a higher angiogenic and
fibrosis factors expression.

Condusions: The RV adaptive response to chronic pressure overload differs
between 2 different piglet models of PH. Mismatch between angiogenesis and
workload (CD to stroke work ratio) was associated with greater degree of
myocardial fibrosis and RV dysfunction and could be a promising index of RV
maladaptation. Further studies are needed to understand the underlying
mechanisms. (J Thorac Cardiovasc Surg 2017;:1-10)
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Basic Sdence
Abbreviations and Acronyms
CD = capillary density
CI = cardiac index
CPOS = chronic pressure overload states
CTEPH = chronic thromboembolic
pulmonary hypertension
Ea = pulmonary vascu lar elastance
Ees = ventricular elastance
ES = Eisenmenger syndrome
mPAP = mean pulmonary arterial pressure
PA = pulmonary artery
PH = pulmonary hypertension
RVFAC = right ventricular fractional area
change
SwW = stroke work
VEGF = vascular endothelium growth factor
VEGF-type A = vascular endothelium growth factor
type A
Scanning this QR code will take
you to a supplemental video for
the article.

recent prospective multicenter study has shown that the
survival of patients with idiopathic, postembolic, or
anorexigen-induced PH is 58% at 3-year follow-up’
compared with 58% at 10-year follow-up for patients
with congenital heant disease-associated PH and
Eisenmenger syndrome (ES).” In these patients, the main
cause of death remains right ventricular failure (36%).’
Although adaptive remodeling is often contrasted with
maladaptive remodeling, the mechanisms underlying this
transition are not well understood. Preclinical animal
models sug gested that a mismatch between rig ht ventricular
hypertrophy and right ventricular angiogenesis as well as
aktered metabolism could induce myocardial ischemia and
promote the development of right heart failure.”"' We
hypothesize that a mismatch between hypertrophy and
angiogenesis, and workload of the right ventricle could be
associaed with an impaiment of right ventricular
function. However, limited data are available from studies
comparing right ventricular capillary density (CD) of ES
and non-ES patients In this context, we performed an
experimental study using 2 different modelsof chronic right
ventricular pressure overload in piglets. In the first model,
the increase in pulmonary artery (PA) pressure wasobtained
using a sysemic-to-pulmonary shunt (Blalock-Taussig
procedure).'* In the second model, we performed a ligation

of the left PA followed by 5 embolizations of the right lower
PA to increase PA pressure’*'* (chronic thromboembolic

pulmonary hypertension [CTEPH] model). We aimed to
study the right ventricle in these 2 different pig models of
CPOS to determine whether mismatch between
angiogenesis and workload would be associated with a
greater degree of myocardial fibrosis and right ventricular
dysfunction.

METHODS
Experimental Study

Ffieen Lge white piglts were randomly allocated to 3 gromps
(Figure 1) All anamaks received bumane care i compliance with the
Principles of Laboratory Animal Care formu leed by the National Socety
for Medical Reseaxch and the Guide for the Care and Use of Labortory
Anmmak pepamd by the Instioste of Labx y Amamal R e and
peblishad by the Natomal Institetes of Healdh (peblicasion No. 86.23,
revised 1996) and the gudelmes fom dimcove 20106VEU of the
Boropaan Pxrlament on the protection of ammaks wsed for sciensfic
parposes. All animal s were stadiad at haseline and at 20-weeks' ol lowap.

Approwal for the ssady was ganted by our msttutonal ethics mview
boaxd. All amimal expenments were perfommed ender genenl anssthesia
with the fllwmg protocol After pophylactic ceftauime and
premadication with ketamine, mduction of anesthesia was perfommed
with 1% propofol 3 mghks) and asemcenem alwng endotracheal
mmbation. Genenl mesthesia wax mamtaimed with oflemne in 21%
oxygen (Qlarys 2000; TAEMA, Ar Liguid, Paris, France) dening sargery
25 well as durin g hemodynamic and echogmphic assessments. At the end
of the experiment, mesthesia and pamlysis were mtermpted and the ani-
mak wer weaaned from mechanical ventiltion. Postoperative analgesia
was provided with suhastaneons nal buphine as mguired for 4 days. Ami-
maks were killed & the end of the st experiment by admun istration of 2 le-
thal dose of sodem guopental fol lowed by exsanguingion.
Induction of CPOS. CPOS was imduced ether by a systemicto-
phﬂymlz(umn-S)abynpwm&n
of e pulmonay vasculy bed (CTEPH goup, o = 5). These 2 CPOS
groups wes compared with sham-opemted amimals (sham growp, o = 5).
Shunt model. b swnted amimak, 2 modified Bllock-Taessig
procedure was performed by left mominge artery to pulmonary tmnk
trmspostion mimicking 2 patent doctes aenoses. Through a left small
thoraootomy, the left mommnate anery was dissected and harvested after
systemic heparmization (intavenoes hepann sulfase 3000 UT). Using gas
vascalar astogragt (10 mm diameter), we performed a bypass between
the thomeic aorta (esmally the aortic arch) and ghe pulmonary trenk. The
patency of the shunt was asessed by Doppler ulrasoend meraoperatively,
md by mscukxion (&nll) or by echocasfiography during the
postopergive penod  This pocedure achieves an  extmcardic
systemio-to-pulmonay shunt without right ventnoular voleme ovedoad,
becamse the pulmonary valve is competent. The overflow inthe palmonary
vasczlar bad induces =mo deling of the small PAs and ledto an mcrease of
pelmonary pressares and msistmces after 12 weeks”
CTEPH model. The CTEPH model & desacibed ehewhere '
Briefly, CPOS was mdueced after higation of e left PA and weekly
embolzason of the nght bower bbe PA with n.butyl2cymoacrylee
(Hsoaayl; B. Boun Medical SA, Diegem, Belgiom) during § weeks
o progressively occlude the pulmonary vascelar bed. Pulmonary pressares
mcrease progressively and the modd is matee after 6 © 7 weeks of
evolution.
Right heart hemodynamic assessment. Mean systemic blood
pessore, heast rae. and peripheral oxygen sasmton were mommored
dunng the pocedwres In addoon, nght heat cabetenmton was
perfommed perostanecesly via the right mternal jegular win esng 2 Swan-
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FIGURE 1. Seady design. CTEPH, Chromic $hmmboembolic pelmonary hypertension .

Garg probe. Mean PA pessare (mPAP), pulmonary capallary wedge pres-
sux, centml venous pessee, cardiac outpet, and mived veros satmtion
were recordad. Body seface area cardiac index, and total pulmomary
vasculy resitmces (mPAPardac outpet) wer caloshited Becawse the
aoropeimonary shent may mterfes with the thermodiletion method, palmo-
nxy hemodyamic parameters have been measuwd after shumt closare
(Pexutancons balloon inflasion) In the shunt growp animalks, the ratio of
the systemco-palmonary flow was deermmed with the Fick method as re-
viorsly desaribed.'“ ¥ Presare voleme Joops of the right venendle were as-
sessed by the condactance catheter techmigue. '°Mmd.elﬂue
(Ees) and night ventn cular sto e work (SW) were recordad and palmonary
artenal dastance (Ea) (Ea — mPAPfright ventncle stoke volame ) was calcs-
lxed Right ventnclePA caupling was caloul gedas e roof Esswo Fawo
assess right ventricular adaptation &0 pessee overload*”
Echocardiography. Transtoracic echocadiogrphy was per-
fomed with 2 Vivid B9 General Eleceric System echogaph (Genenl Elec-
o Company, Farfield Conn) at baseline and after 20 weeks. For all
mimak, we measamd the right ventricular basal diastolic diameter, the
nght ventnoular diastolic and systolic area, the end-diastolic right ventnde
free wall hickness, the nght ventricular factional area change (RVFAC),
the tricespid anulyr plane systolic excumion, and the right ventricular
myocardial performance index.*'

Histology and immunohistochemistry. Hiswlogic study.
Afte hemodynamic and echocardiographic assessments, animals were
killed and heartdung blocs were harvested after an ice-cold hyperkalemic
aystalloid cardioplegia. The Fulion ratio (right ventride weight/fleft
venmcular 4 septam weight ) was caloalmed.

Tissee samples from the right watricle were fixed ovemight in 4%
formalin and embadded I pamffin and 3um sections were stamed with
hemsoxylineosin and red smusstan. Shdes wer exammed & X 400 sotal
magnification and analyzed by 2 independen timvestigatoms. Right ventncular
myocardial hypertrophy was assessad by measarng the shortaxisdiameter of
40 mndomly chosen cardiom yocyies per field with 10 fields peranimal
CD assessment. Afe deparaffinimtion and heat-induced epitope
meieval, myocardial samples were inuhated with an antheman Voo

Willh mnd factor antihody (Dako M O0E2, rabbit an theman; Dako, Santa
Basara Calif) A goat antirabbit anthody combinad with Alexa floor 488
(Mo lecular probes ; Fisher bvitmgen, Illknich, France) was wsad o reweal
the pomary antibody. The CD of the ventricle was determuned by
the number of capillaries per malls m & least 20 micmscopic fields
examined at X 400 sotal magnifications .

Flbrosis assessmeni. Right vestricelar myocasdial fibeosis was
atomatcally guantified wsing Image) version 1.4 software (avalable x:
batp: ferwwim age | ned) fiom 10 fields per red sines saining shde. As pre-
vicusly descabed, we cakulited the ntio between fibrosis and the ol
amount of tssee assessed by determining the total tissee areas occupied
by cardiom yocytes and colligen, excloding the lumen ég empty spaces),
2 well 2 exchoding annotasions of perivascular fibrosis. ™

Real-time quantification by polymerase chain reaction
Total RNA extaction was peformed wsing the Qugen Tissse Lyser
Qugen, Hilden, Germany) and the phenol-chloroform meghod. Reveme
rmscription was peformed wsing 1 ug RNA with e Quanttect
Reverse Transoiption K2t (Qugen) accordmg ®© the mamfacteer's
matrectons. Expession of vascular endothel mm gowdh facor (VEGF)
toype 2 (VEGFA), VEGF mceptor type 1 and VEFG mceptor type 2
(VEGFR2) were analyzed with specific TagMan (Applied Bios ysems,
Foster Caty, Calif) probe VEGEA (Ss: (3393993_m1), VEGFR receptor
fype 1 Ss: (3375679 _ul) VEGR mcepior type 2 (Ss: (3375683 1),
hypoxiadndecible factor la (HIF-la) (Ss: 03390447 m1) and tssee
gowth fictor type § (Se (3382325 wl). Reaive gumtification was
achieved with the companitive 2-4 4™ maghad by nommal zation with the
18S RNA

Western blot. Proteim extmets (100 pg) were msolved on 4% o 15%
sodiem dodecyl sulfgte polyacrylamide gel and deactormsfers=d ©
nrocellulose membranes (Biorad; Mames b Cogeatte, France). After
blocking with 5% body serfice area in 0L1% polysorbateoris beffemd
salme (ris-hydrochlonc aad [pH £.0] and sodmem chlonde 150 mM),
membranes wer mashated with mtiHifla momodonal atibody
(1:250; purified momse anthuman Hif-1a, NS 610959; BD Bioscience,
Frank bin Lakes, NJ) and rabbat ant VEGERA polydonal anthaody (1:250;
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TABLE 1. Physlolog ic data of the 2 groups of chronk pressure overload state ichronk tiramboembeolic pulmeonary hypertension [CTEPH) and

shunt) compared with he sham group at 20 weels

Variahble CTEPH in - 5) Shunt (n ~ 5) Sham (n ~ %)
Marpholo gy
Weight (kg) 522450 497+50 4324133
Body aza (m’) 124 £008 1.20+008 108 +005
Hemodynamic parameters
HR (bpm) 86675 918+53 94 +64
Oxygen sataration (%) %6 +13 97 6+20 92 +09
Systemic artesial Pao, (mm Hg) T248+691 8464412 8148 +1.79
Svoz (%) 98 +59° 7150 +37 794 +28
mAP (mm Hg) 840 =111 762+30 756 +79
mPAP (mm Hg) 268 + 147 NE+10 148 +08
mPAP/mAP 033 +0.04% 0.29+001 0.19 002
RAP (mm Hg) 68 +06° 72+08¢ 48 +09
LAP ¢mm Hg) 860 =05 820+ 047 580 +04
CO (L/min) 19+03 57+06¢ 316 +02
CI (L/minfm”) 313+08 4.7+03¢ 11402
Caloulaed RVSV @mlL) 464 +36¢ 653+705¢ 44126
TPVR (dyneshed/an”) 5536 +480%) 287+49.5 2964 =238
Prssarevolume loops analysis
RVSW (mm Hg/min) 2192 +255.9¢ 2010 + 174 2¢ 1124 +4406
Ees (mm Hgfmin) 040 +0.12 0.31 +007 028 +006
Ea (mm Hgfmin) 044 +017° 0.23+004 020 +0.02
Right wntricle-pulmonary asery compling 071 =015 1.35+032 139 =027
Echocardiograp by
Indexad right venericle diastolic area (cm*/m?) 9.7 +06* 71+13 52402
Indexad left ventricle diastobic ama (am*/m”®) 03 +36 B0+21 161 19
Right weomricle/left ventricle ama 055 +0.1%¢ 0.30+005 034 =005
Right weatricle hasal diastolic dameter cm) 1072 + 1.36% 9.55+ 1384 672 +1.14
RVFAC % 026 +001%} 0.46 +003 046 + 002
LVEF (%) 522 +61 92+56 522 +125

" "

=, aule

Vakas we pesioniad w6 s = tualed deviion. CTEPH, Qheveic dy

y by HR, howt ste, Ruo, wicsad oxygon presuse, SVo,, veaous

safusion in oxygon, mAP, sxun spdonic wios peccuse, mPAP, sxua pule
CL calin: amlex RVSV eight ventsiou ke stoke volusy, TPVR, wed pu

,-;ﬂ

RAF. tight sl pecsuse, AP, kel 2t pecisare, CO, canlin: oupes,

B

JRVEW, sght vosricuke drdke wark, Ber ck of RV, Ea ck {

Bepulsnary wtery RVRC sglt mtml-a_;:l.vt}' H veutricle e jotion Bucton. *P < 05 CTEPH sesusshan [P <05 sbust vesus shan tP <05

shuat verus CTEPH

VEGF 147: 5c-807; Santa Caz Bitechmology, Santa Cmz, Calif). Afeer
mcuhation with secondwy home atimomse amtbody  (1:5000)
mmenoreactive bands were detected wsmg chemilomimescence with
Birad Kt m 2 Chemudoc (Biorad) machme. Releive guantfimton
was peformed by normalzason with glycemldehyde 3.phosphate
dehydrogenase.

Statistical Analysis

The namber of animaks required was determined o obtaim 2 difference
of mPAP of 30% between models and sham Eighteen pigless were
necessary © obtain 5 animaks in the 3 goaps (16% of momalzy). All
data wer expressad as mean vakees + standard deviation. For hastalogy,
average vakees for each parameater m each aimal were cakeulated. The
Kolmogomv-Smurmov test was applied © st for nomalzy of e
diseribution of each vanahle After 20 weeks, the 3 gmups were compared
by l.away analysis of vanance, inchading post hoc anal ysis by Bon fermmi
postiest adjesment Relationships between CD or fibmsis and night
ventricke-PA compling or with nomimasive index of nght ventricular
fenction wes appm ached using linear =gress on and Pearson cormhtion.
Saistical analyses were performed wsing GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, San Diego, Calif) and SPSS version 220 for Mac (IBM-SPSS
Inc, Amnonk, NY)

4

RESULTS
Animal Study

Fifteen l-month-old large whie male piglets were
studied at baseline and after 20 weeks. At baseline, weight
(18.8 = 1.16 kg), body surface area, and hemodynamic
characteristics were not statistically different between
groups (data not shown).
Hemodynamic assessment. Hemodynamic data are
summarized in Table |. Briefly, the CTEPH and shunt
groups had both chronic pulmonary pressure overload
with increase of mPAP and a decrease of the mPAP to
mean arnterial syseemic pressure ratio compared with the
sham group. Twenty weeks after induction of pressure
overload, mPAP was significantly elevated in the shunt
and CTEPH animals (23 = | mm Hg and 27 = | mm Hg,
respectively) compared with sham animals (15 = | mm
Hg: P<.01). Cardiac index and cardiac output were higher
in the shunt group compared with sham and CTEPH
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FIGURE 2 Right ventricular mmodeling assessed by echocardiography, pressuse-volome boops, and pathology. Pessore overlad mduced nght
venticular hypertrophy i both choonic gromboembolic pulmonary hypestension (CTEPH) and shunt groups. A, Right ventricular hypertrophy was
com firmed by increased right ventricle (RV) free wall hidmess m echocardiography. B, Right ventricular by partrophy was confirmed by mcreased Falton
ato.C, Right ventn cal ar s ystolic fanction was s ignificand y im pai =d mthe CTEPH group witha lower right ventricular factional area change (RVFAQ).D,
Right ventncular systolic fenction was significandy mpamd m the CTEPH groep a higher right ventricular myocardial performance index (RVMP)).
Pressare voleme Joops stady revealed an mcreased RV SW in both CTEPH and shent goups, whemas the RV-palmonary anery (RV-PA) coupling was
omly mmp aredinthe CTEPH groep. E Right venticular SW wassignificandl y mareased mboth CTEPH and SHUNT gmoups . F, Right ventricle PA coupling
s decmasad only o the CTEPH growp.

animals. The systemic-to-pulmonary flow ratio (Fick  hypertrophied in both groups (Figure 2, A and B). Echocar-
method, pulmonary-systemic flow ratio [QpAQs]) was  diographic middle right ventricle free wall thickness was
1.66 = 0.25 in the shunt group. increased in shunt (052 = 0.02 cm) and CTEPH
Structural remodeling of right ventricle to CPOS- (0.66 = 0.03 cm) groups compared with sham animals
induced right ventricular hypertrophy ratio in both  (0.41 =0.02cm; P < 01). The Fukon ratio was also signif-
PH models. After 20 weeks, the right ventricle was  icandy elevated in shunt (0.40 = 0.01) and CTEPH
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FIGURE 3. Cardiomyocytes size, capillary density, and fibms isinthe right ventnde (representative sections X 400 magnification). A and B, Hematoxylin.
eosim stamed sections demonstrating that the trans werse diameter of the cardiom yo cytes wis 51 gnafi cantly hi gher in the chromic ghromboembolic pel monary
hyperension (CTEPH) and shant groeps comp ared with the shamgmep (146 0.7 ymand 14.1 =05 um vs 9.6 = 03 um; P — 0006).C and D, Capal lary
density guantificati on was cakoulated based on Immenostaining esing Von Willeband fictor anthody. Capallary densi ty was s ignificand y hig her inthe shunt
group compared with e CTEPH and sham gmowps (1213 + 74 capimm® vs 484 + 99 capVmm® and 657 + 116 caapdmm™; P < 01) E Red sirm satainad
sections s howing that myocardial fibrosis rte amtomatically cakeulated with the desarbed red greshold (F) was signi ficantly higher m ¢he CTEPH gmoup
compared with the shunt andéhe sham gmaps(14.4% = 3.8% vs 8% £ 25% and 8% = 1%; P <.01)(G). H, Capi lary density was mversely oorrelged 0

fibma s re. RV, Right ventricle.

(042 = 002) animals compared with sham animals
(032 £ 001; P = .01). right ventricular hypertrophy was
confirmed in optical microscopy in shunt and CTEPH
animals, with an increase in transverse diameter of
cardiomyocytes (146 = 0.7 um and 14.1 = 0.5 pym)
compared with sham animals (9.6 = 0.3 gm: P < .01)

(Figure 3, A and B). According to echocardiograph findings,
right ventricle enlargement was only found in the CTEPH
group characterized by a higher indexed right ventricle
end-diastolic area (9.7 = 0.6 cm” vs 52 + 0.2 cm” sham
or 7.1 = 13 shunt; P = 03) and a higher right ventricle
to left ventricle area ratio (Table 1).
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FIGURE 4. A, Hypoxia-mducible factor 1o (HIF-Ja) and wscular endothe lial growdh factor type A (VEGFA) 0 ght ventncular pmtein levels as assessed
by Western blot were higher in the chromic theo mboem bolic pelmonary hypestension (CTEPH) groep compazd with the sham gowp (P — 06). B, HIF.1a,
VEGF-A andtissee gowth factor type § (TGF-§) gene expession s wes signi ficant ly higher m the CTEPH growp comp ared with the shunt growp (P - (2,
P = (2,and P — 01, mspectively). GAPDH, Glycenldebyde 3 phos phate debydmgenase; LLA., umits arbigrasy ; RV right vengricle; UL units inmternational;

aoll collagen 1L

Functional remodeling of right ventride: Right ventric-
ular function was maladaptive in the CTEPH group and
adaptive inthe shunt group. According to echocardiogra-
phy, right ventricular function was impaired in the CTEPH
group and remained stable in the shunt group (Figure 2).
Compared with shunt animals CTEPH animals had a
higher right ventricular myocardial performance index
(0.48 = 0.04 vs 0.30 = 0.02; P = 02), a lower RVFAC
(25.0% = 1.0% vs 490% +£4.3%: P <01) (Figure 2, C
and D), and a lower tricuspid annular plan systolic excur-
sion (111 £0.07 vs 15 £ 0.09 mm; P < 0l). The right
ventricle diastolic area and the basal diastolic diameter
were increased in the CTEPH group, demonstrating right
ventricle dilatation (Table 1).

Right ventricular SW was increased in both the CTEPH
and the shunt groups compared with the sham group
(Figure 2, E). However, CTEPH animals had a great degree
of altered ventriculoarterial coupling (Ea/Ees 0.71 = 0.15
vs 1.35 = 032 for shunt and 139 = 027 for sham;
P = 02) (Figure 2, F) despite elevation of the Ees (not sta-
tistically significant) compared with the shunt group (Table
.

High CD, CD to SW ratio, and low myocardial fibrosi
were associated with adaptive right ventride remodel-
ing. CD was higher in the shunt group compared with the
CTEPH group (1213 £ 74 cap/mm? vs 484 + 99 cap/mm”
and 657 + 116 cap/mm” in the sham group: P < .01)
(Figure 3, C and D). We found regularly distributed
myocardial vessels in all groups. Conversely, diffuse right
ventricular myocardial fibrosis was higher in the CTEPH
group compared with the shunt group (15.4% = 3.8% vs
80% = 25% and 8.0% = 1.0% in the sham group;
P < 01) (Figure 3, E and G). Right ventricular CD and

The Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery « Volume M, Number Il

myocardial fibrosis were inversely correlated (Figure 3,
H). Fibrosis factors (eg, tissue growth factor type 8.) were
overexpressed within the myocardium of CTEPH animals.
This is consistent with the observed right ventricular
myocardial fibrosis enhancement in this group (Figure 4).
Despite a lower right ventricle CD in the CTEPH group,
angiogenic factors (eg, VEGF and HIF- | &) were increased
in the right ventricle of CTEPH animak (Figure 4).
CTEPH animak had the lowest myocardial CD to SW
ratio, which is also correlated with right ventricle-PA
coupling (Figure 5, A and B). RVFAC and right
ventricle-PA coupling were comrelated to CD and inversely
correlated to myocardial fibrosis (Figure 5, C-F).

DISCUSSION

The main finding of our smdy is that CD-SW mismatch
is strongly associated with myocardial fibrosis and alered
right ventricle-PA coupling in CPOS. Akhough HIF-l«
and VEGF-A were upregulated in the presence of a lower
a lower CD to SW ratio, this did not appear sufficient to
compensate for the decreased CD (Video 1).

One of the original contributions of our smudy is that it
validates original observatons made in small animal
models. The models we developed reproduce the
physiology of CPOS with maladaptative remodeling
(CTEPH model) and CPOS with adaptative remodeling,
although at a lower degree of total pulmonary vascular
resistance (shunt model). Boogard and colleagues’ were
the fire to describe a decrease in (D in failing right
ventricle compared with adapted right ventricle. They
studied 2 different models of PH in rats: the PA banding
maodel inducing adaptive right ventricular remodeling and
hypoxia + VEGFR blocker (Sugen, SUS5416) model

7
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functon and pulmonary antery coup ling ender choomic pulmonary pressare overload stxes. All statistical anal yses were parformed with o - S pig lets per

o

inducing maladaptive right ventricle remodeling. The CD
was correlated to right ventricular adaptation. However,
these animal models did not replicate Eisenmenger physi-
ology. Moreover, hypoxia + Sugen may interfere with
myocardial angiogenesis. Our modek did not use any anti-
angiogenic compound and showed different CD related ©
right ventricular adaptation. Our results confirmed those
from Bogaard and colleagues’ in 2 different PH animal
maodels in that CD comelates with right ventricular adapta-
tion. More recently, Sutendra and colleagues® showed, in a
monocrotaline rat model, that right ventricular CD was
lower in decompensated right ventricular hypertrophy
rather than in compensated right ventricu lar hypertrophy.
Althou gh not proven by this study, the CD-SW mismatch
may contribute to myocardial perfusion defects and

ischemiain achronically overloaded right heart. Right ven-
tricularischemia is arecognized cause of the transition from
adaptive to maladaptive right ventricular remodeling.***
Baldwa and colleagues™ demonstrated lower right ventric-
ular perfusion on cardiac perfusion scan with increased
troponin blood level in patients with severe PH. In addition,
high-pressure overload induces high right ventricle pressure
during systole, preventing the usual systole-diastolic right
ventricular coronary artery perfusion.” Relationships
between right ventricular angiogenesis and

pathways have been studied over the past few years.”
Sano and colleagues'' showed that cardiac angiogenesis
was involved in the development of adapted right
ventricular hypertrophy. Despite right ventricular
hypertrophy and angiogenic factors overexpression (eg,
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VIDEO 1. Dr Pieme-Emmanuel Noly explins the main findings of thas
stady and its mpoxtance I the field of pulmonary hyperension disease
Video available at: http/ fwww joveorg.

Hif-la and VEGF), CTEPH animak did not adapt their
right ventricle microcirculation as accurately as the shunt
animals. Impairment of adaptive angiogenesis leads to
imbalance between oxygen consumption and supply, wors-
ening the effect of decreased coronary blood flow.”’ The
mechanism of impaiment of angiogenesis and transition
to maladaptive right ventricular function is not known.
Our hypothesis is that an impaimment of angiogenesis due
to uncoupling of HiF- lae and VEGF-A and glycolytic shift
of the mitochondrial metabolism led to right ventricular
dysfunction. In the CTEPH model, the right ventricle
must increase its myocardial mass because the pulmonary
pressures rise rapidly. We hypothesized that angiogenesis
was not sufficient to supply the increased oxygen demand
in the right ventricle, leading to myocardial ischemia and
that relative right ventricular ischemia initiates the switch
via HIF-la« signaling. HIF- la may increase the activity of
pyrnuvate dehydrogenase kinase, inhibiting the use of pyru-
vate for adenosine triphosphate production.” This, in turn,
increases the rate of glycolysis and decreases production of
mitochondrial reactive oxygen species. HIFl-a also
stimulates angiogenesis by increasing the expression of
VEGF. Some evidence suggests that an uncoupling of
HIF- 1o and VEGF mediated by microRNA-34a may lead
to decrease of CD, and thus, increase myocardial hypoxia. ™

More recently, Wong and colleagues’ demonstrated that
the right ventricle had less mechanical efficiency and less
capacity © use oxygen in advanced-stage disease (New
York Heart Association functional class IIT compared with
functional class IT). Discrepancy between the CD and right
ventricular SW may help us © understand the inability of
the right ventricle under end-stage PH to comectly use oxy-
gen despite the metabolic shift. In additon to myocardial

malperfusion, myocardial fibrosis seemed to be associaed
with worse right ventricular function and maladaptive
remodeling. Whether fibrosis is a consequence of chronic
ischemia within the myocardium remains unknown.
However, we found that CD and fibrosis were inversely
correlated. A major clinical implication of our study is
that it offers, in a large animal model, support for therapies
targeting neovascularizaton or angiogenesis. Although
HIF-la or VEGF upregulation was not sufficient to
compensate the right ventricke in the CTEPH model, a
higher dose delivered through gene therapy, or
(D34-positive cells therapy, could in the future prove help-
ful. We are at the very early stages of this investigation.

Limitations

The study has several limitations. Firs, this study could
not prov ide a mechanistic answer for the difference in right
ventricular adaptation between our 2 models of chronic
pressure overload. We observed a mismatch between CD
and the structural and functional remodeling of the right
ventricle in the CTEPH model, but its cause remains
unknown. Althoug h we found a strong association between
lower (D to SW ratio, fibrosis, and right ventricular
maladaptation, we did not perform a recovery sudy that
could demonstrate the causal relationship. We also
investigated a panel of key regulating genes but did not
analyze a more complex network of regulating factors
The study offers strong base for future work targeting CD
in the right heart. Second, chronic pressure overload was
induced in growing piglets, a process that could
theoretically interfere with mechanisms of right ventricle
adaptation. Because of the growth rate of swine (20 kg at
basal state to 50 kg after 20 weeks) and because of the
duration of the study protcol (20 weeks), we chose to
use small piglets at the basal state. We aimed to study right
ventricular adaptation in the face of a chronic pressure
overload regimen. We know that the CTEPH model is
achieved after 6 weeks and Rondelet and colleagues'”
demonstrated that PH is obtained in the shunt model after
12 weeks. To reproduce the chronic state of right ventricular
pressure overload, we assessed the modeks after 20 weeks of
evolution. Finally, it would be interesting © have more time
pointsin terms of myocardial CD assessment. But thiscould
not be possible without scamring the animals and this kind of
protocol would require too many animals

CONCLUSIONS

The right ventricular adaptative response to CPOS
differed between the 2 models. Our results suggest that
adaptive right ventricular remodeling to pressure overload
is comelated to increased right ventricular CD and a low
rate of myocardial fibrosis The CD to SW ratio could be
a promising index to assess right ventricular maladaptation
© a pressure overload state. SW could be cakulated after
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right ventricle catheterization. Further studies are needed to
explore the correlation between the assessment of the
myocardial perfusion with nuclear imaging and the
myocardial CD in the right ventricle. A causality
relationship cannot be established with our data and the
mechanisms underlying these findings remain unknown.
Further suudies are needed to elucidate the mechanism of
right ventricular microvascularization regulation and ©
determine a mean to calculate the (D to SW matio
applicable to clinical practice.
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Travail 2 : « Capillary Density in failing human right ventricle »

Soumis a Journal of Heart and Lung Transplantation

Introduction et hypothése : Malgré des pressions pulmonaires trés élevées, les patients
atteints de syndrome d’Eisenmenger ont une durée de vie plus longue que les patients atteints
d’HTAP. Cette différence serait liée a une meilleure adaptation du ventricule droit a la
surcharge chronique de pression. L’altération de la microvascularisation pulmonaire est un des
mécanismes impliqués dans la survenue de la défaillance ventriculaire droite. Nous supposons
gue la densité capillaire du VD de patients Eisenmenger est plus élevée que ceux atteints d’une

HTAP d’autre étiologie.

Méthodes et résultats : Nous avons étudié rétrospectivement 28 patients transplantés cceur-
poumon a |'Hbpital Marie-Lannelongue pour syndrome d’Eisenmenger (n=14) et HP
idiopathique ou post embolique (n=14). La densité capillaire du VD a été mesurée et comparée
entre les deux groupes a partir des spécimens de ventricule droit prélevés au moment de la
transplantation. Nous avons observé que la densité capillaire était abaissée dans les 2 groupes

de patients de maniere similaire.

Conclusion : Au stade terminale de la défaillance droite, il semble que la densité capillaire
ventriculaire droite soit diminuée, quel que soit I'étiologie de I’hypertension artérielle. Ces
observations soulignent la nécessité de développer de nouvelles thérapies ciblées sur

I’angiogenése du ventricule droit dans I'HP.
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Dear Dr. Mehra,

Please find enclosed a manuscript entitled “Capillary Density in failing human right
ventricle " that we would like you to consider for publication in The Journal of Heart and
Lung Transplantation.

To the best of our knowledge, there is only few study assessing the capillary density in
right ventricle of patients who underwent heart-lung transplantation for end-stage right
ventricular failure and pulmonary hypertension. In this study, we showed that the
impairment of microvasculature may be one component of right ventricle failure in patients
with end-stage pulmonary hypertension, highlighting the need for further research in that
field. All authors state that they had full control of the design of the study, methods used,
outcome parameters and results, analysis of data and production of the written report. The
contents are entirely original and have not been published previously in any language.
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Introduction

Right ventncular failure (RVF) is still associated with an increased mortality n
patients with pulmonary hypertension or congemital heart disease. Transition from nght
ventnicular dysfunction to RVF 1s not predictable and has not been well understood so far.
Several studies in rodents and in piglets showed that impairment of capillary density in right
ventricle (RV) is associated with night ventricular failure(1. 2). Some evidences suggested
that the nght ventricle of patients with Eisenmenger Syndrome (ES) has remarkable adaptive
capacities to high pulmonary pressures(3), leading to a longer survival in these patients when
compared to patients with other aetiology of pulmonary hypertension. It has been suggested
that a better adaptation of RV angiogenesis to the RV hypertrophy in patients with ES could
explain this phenomenon(2). However, to the best of our knowledge, there is no study of
capillary density in human heart of patients who underwent heart-lung transplantation for
end-stage pulmonary hypertension and night heart failure. Thus, our study aimed to assess
and to compare the capillary density of the nght ventricle in explanted heart from patients
who underwent heart-lung transplantation for end-stage pulmonary hypertension or

Eisenmenger Syndrome.

Patients and methods
Patients
We retrospectively studied 28 patients with ES (n=14) or idiopathic pulmonary hypertension
(n=14) who underwent heart-lung transplantation for end-stage pulmonary hypertension with
nght ventricular failure between 1986 and 2011 in our mstitution. The native hearts of these
patients were harvested for histological analyze and were systematically embedded m
paraffin at the time of transplantation. Tissues were stored in our instifutional Bio-Bank after

wrtten informed consent of the patients. Our institutional ethical review board approved this
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refrospective study. Clinical and hemodynamic charactenstics before transplantation were
collected from medical records. Assessment of the capillary density and myocardial fibrosis

were performed from samples from the nght ventnicle and were compared between

Eisenmenger patients and 1diopathic pulmonary hypertension patients.

Study of right ventricular capillary density and myocardial fibrosis

Slices of nght venfricle were stammed with a VECTASTAIN® ABC-AP mouse
immunoglobulin-CD34 Kit (VECTOR laboratories, UK) according to the wuser’s
recommendations. Capillanies were detected by immunohistochemistry, using a monoclonal
mouse CD34 antibody (1:100) that was detected with an avidin/biotin reaction after
secondary horse anti-mouse antibody. To determine capillary density, 15 randomly selected
fields of tissue cross-sections from 1 slide per human heart were examined The mean of the
15 measures was considered as myocardial capillary density.

Myocardial fibrosis was quantified with red Sirtus staming. RV myocardial fibrosis was
automatically quantified using ImageJ v1.4 software(4) from 10 fields per red Sinus staining
slide. We calculated the ratio between fibrosis and the total amount of fissue assessed by
determining the total tissue areas occupied by cardiomyocytes and collagen, excluding the
lumen (1.e.empty spaces), as well as excluding annotations of perivascular fibrosis.

Results

Among the 28 patients, 12 (48%) were men and average 34x11 years. In the ES group,
the underlying pathology were patent ductus arteriosus (n=4), atnal septal defect (n=3),
single ventricle (n=3), truncus arteriosus (n=2) and atnal plus interventricular septal defect
(n=2). The time from diagnosis to transplantation was 168+178 months and was longer in the

ES group (Table). All patients had symptomatic chronic nght ventricular failure and severe
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pulmonary hypertension. The mean pulmonary artenal pressure (mPAP) (64118 mm Hg) and
the pulmonary vascular resistance (2000£720 dynes.cm™s™) were higher in ES patients
(Table). Patient's characteristics are summarnized in the table.

The right ventricular capillary density was 12942307 capillarymm™ and was not
different between the 2 groups (1345+70.55 capillary.mm™ vs. 1242+93.02 capillary mm™;
p=0.76) (Figure A). The capillary density found in normal heart was represented in the third
column (from Stoker and al (5)). Myocardial fibrosis was 15.3%2.1% and was also not
different between ES patients and non-ES patients (13.4+1.8% vs. 17.7£2.8; p=0.23) (Figure
B).

Discussion

In this study, we found that capillary density mn nght ventncle from patient who
underwent heart-lung transplantation for end-stage pulmonary pressure was low and similar
between ES patients and patients with idiopathic pulmonary hypertension. In an anatomical
study of 6 normal hearts, Stoker and al (5) reported the normal value of myocardial capillary
density in humans around 2400 capillarymm™. With a mean of 1200 capillary. mm™~, both
groups of transplanted patients had a sigmificantly lower CD. These results are consistent
with several expenmental results showing that maladaptive nght ventricular remodelling 1s
correlated to capillary density(1, 2). The absence of sigmficant difference between the two
groups was somewhat surpnsing regarding previous studies that suggested that the capillary
density of nght ventricle would be higher in the later. This is probably because our study
assessed myocardial microvasculanisation in end-stage failing nght ventricle whereas other
studies were performed on nght venfricle earlier in the fime-course of nght ventricular
dysfunction. The mamn lmitation of this retrospective study 1s the lake of echographic or
other imaging data of nght ventncular function. However, we could assume that all patients
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had nght ventricular failure associated with pulmonary hypertension justifying heart-lung
transplantation.

In conclusion, myocardial microvasculansation impairment may be a signature of nght
ventnicular failure umrespective the aetiology of pulmonary hypertension. These findings
highhight the need of development of new target therapies to restore myocardial angiogenesis
mn failing nght ventricle.
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126  Figure and Table

127  Table : Characteristics before heart-lung transplantation.

:'isiables ES patients Non-ES patients P
N=14 N=14
Gender, men 5(36%) 7 (50%) ns
Mean Age, years 33.50+2.67 35.29=37 ns
‘eight, kg 518 71=11 ns
Height, cm 161+10 171+10 ns
NYHA Class IV, % 12 (85.7%) 10 (71.42%) ns
Time from diagnosis to transplantation, months 273.4+4951 54.92+20.03 p =0.0001
Mean Pulmonary pressure, mm Hg 77.0£5.7 545726 p =0.001
Cardiac Index, L min".m’ 289+ 038 2.54+0.22 ns
Pulmonary Vascular Resistance, dynes.cm™ s~ 22673554 1758+ 188.3 p =0.001
Right Atrial Pressure, mm Hg 12+3 10+2 ns
Pulmonary Capillary Wedge Pressure, mm Hg 7=3 8§+3.6 ns

129
130

131 Figure: Human right ventricular capillary density and fibrosis in end-stage Eisenmenger

132 Syndrome (ES) and non-ES pulmonary hypertension patients who underwent heart-lung

133  transplantation. Capillary density (CD31 immunostaining) and myocardial fibrosis rate (red

134  Sinus staining) were not significantly different in these patients with end-stage diseases.

135
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Travail 3 : «Mitochondrial Respiratory Function in the Setting of Right
Ventricular Remodeling Induced by Chronic Pulmonary Hypertension in

piglets »

Soumis a Cardiovascular Research

Introduction et hypothése : Les mécanismes de la transition de la phase adaptée a la phase
maladaptative de la fonction ventriculaire droite dans I'HP restent mal connus. L’altération du
métabolisme mitochondrial secondaire a I'ischémie myocardique contribuerait a la survenue
de la défaillance droite. Nous supposons que les capacités respiratoires mitochondriales sont
altérées au cours du remodelage ventriculaire droit en présence d’hypertension artérielle
pulmonaire.

Méthodes : Nous avons utilisé le modéle porcin d’"HPPE développé dans le laboratoire. La
fonction ventriculaire droite et les capacités respiratoires mitochondriales étaient étudiées a
3 semaines, 6 semaines et 12 semaines apres l'induction de I'HP. La masse et les anomalies
structurelles mitochondriales ont été évaluées en microscopie électronique a transmission
aprés 12 semaines.

Résultats : A partir de 3 semaines, I'augmentation de surcharge induisait une dilatation et une
dysfonction ventriculaire droite. Le remodelage du VD était maladaptatif avec une diminution
du couplage ventriculo-artériel. L'analyse de la fonction mitochondriale par la technique des
fibres perméabilisées a révélé une altération précoce, dés 3 semaines, des capacités
respiratoires. Les capacités oxydatives mesurées en présence de substrats alimentant le
complexe |, Il et IV de la chaine respiratoire mitochondriale était diminuées comparé aux
animaux témoins. Nous n’avons pas observé de modification de I'utilisation de substrat au
cours du temps. La masse mitochondriale semblait préservée en analyse microscopique
électronique. En revanche, le taux d’altération structurelle mitochondriales évalué par un
score, était beaucoup plus élevé dans le VD soumis a I'HP.

Conclusion : L’altération des capacités respiratoires mitochondriales survient de maniere
précoce et perdure au cours de l'installation de la défaillance ventriculaire droite dans un
modele porcin d’HPPE. Si lI'ischémie myocardique semble étre le déclencheur de la dysfonction
mitochondriale, les mécanismes impliqués doivent encore étre élucidés. Dans notre modeéle,

nous n’avons pas retrouvé d’argument pour le role du shift glycolytique.
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Aims: Mechanisms of the transition of adaptive to maladaptive right ventricle
remodelling and failure remains to be elucidated. As a key-factor of myocardial
physiology. we hypothesized that mitochondrnia play a crucial role. Hence, we aimed to
assess the mitochondrial respiratory capacities in the right venfricle in the setting of
venfricular remodeling induced by pulmonary arterial pressure overioad. Methods and
Results: Chronic thromboembolic pulmonary hypertension was induced in 8 piglets
over a 12-week period (CTEPH model). Right ventricular (RV) remodeling, RV function,
and mitochondrial respiratory function were assessed at 3, 6 and 12 weeks after
induction of pulmonary hypertension and were compared to sham animals (n=5). RV
cardiomyocytes and mitochondnial structure were studied in transmission electronic
microscopy (TEM) after 12 weeks. As of 3 weeks, chronic pressure overioad induced
RV dilatation, RV hypertrophy and RV dysfunction. Maladaptive remodeling in the
CTEPH model was confirmed by the decrease of RV-PA coupling and right fractional
area change. Mitochondrial functional assays in permeabilized RV myocardial fibers
revealed an early impairment of maximal respiratory capacities in this model. Oxidative
phosphorylation capacities measured in the presence os substrates feeding complex |,
complex Il and IV of the mitochondrial respiratory chain were degraded and no change
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in substrate preference of mitochondria was found in the overloaded right ventricle.
There was a good correlation between maximal mitochondrial oxygen consumption
rate and RV-PA coupling (Pearson coefficient =0.83). TEM analysis showed that the
composition of cardiomyocytes was no different between the CTEPH and the SHAM
group. However, mitochondrial structure anomalies such cristae destruction, swelling,
lipidic vacuole, and membrane alteration were significantly increased in the right
ventricle of CTEPH animals. Conclusion: Mitochondrial respiratory function impairment
is early involved in the development of RV dysfunction in a piglet model of CTEPH.
Underlying mechanisms remain to be elucidate.
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Abstract

ABSTRACT

Aims: Mechanisms of the transition of adaptive to maladaptive right ventricle remodelling and
failure remains to be elucidated. As a key-factor of myocardial physiology, we hypothesized
that mitochondria play a crucial role. Hence, we aimed to assess the mitochondrial respiratory
capacities in the right ventricle in the setting of ventricular remodeling induced by pulmonary
arterial pressure overload. Methods and Results: Chronic thromboembolic pulmonary
hypertension was induced in 8 piglets over a 12-week period (CTEPH model). Right
ventricular (RV) remodeling. RV function, and mitochondnal respiratory function were
assessed at 3, 6 and 12 weeks after induction of pulmonary hypertension and were compared
to sham animals (p=5). RV cardiomyocytes and mitochondrial structure were studied in
transmission electronic microscopy (TEM) after 12 weeks. As of 3 weeks, chronic pressure
overload induced RV dilatation, RV hypertrophy and RV dysfunction Maladaptive
remodeling in the CTEPH model was confirmed by the decrease of RV-PA coupling and right
fractional area change. Mitochondrial functional assays in permeabilized RV myocardial fibers
revealed an early impaimment of maximal respiratory capacities in this model Oxidative
phosphorylation capacities measured in the presence os substrates feeding complex L complex
IT and IV of the mitochondnal respiratory chain were degraded and no change in substrate
preference of mitochondnia was found in the overloaded right ventricle. There was a good
correlation between maximal mitochondrial oxygen consumption rate and RV-PA coupling
(Pearson coefficient =0.83). TEM analysis showed that the composition of cardiomyocytes
was no different between the CTEPH and the SHAM group. However, mitochondrnial structure
anomalies such cristae destruction, swelling, lipidic vacuole, and membrane alteration were
significantly increased in the right ventricle of CTEPH animals. Conclusion: Mitochondrial
respiratory function impairment is early involved in the development of RV dysfunction in a

piglet model of CTEPH. Underlying mechanisms remain to be elucidate.

194



Cover Letter/Declaration

October 11%, 2017
Dr. Karin R_ Sipido
Editor-in-Chief

Cardiovascular Research

Category: Original Articles

Dear Dr. Kann R. Sipido,

Please find enclosed a manuscript entitled “Mitochondrial Respiratory Function in the
Setting of Right Ventricular Remodeling Induced by Chronic Pulmonary Hypertension in
piglets" that we would like you to consider for publication in Cardiovascular Research.

In this expennmental study, we assessed the mitochondrial respiratory capacities of the
overloaded night ventricle 1n a piglet model of chronic thromboembolic pulmonary
hypertension. Using the technique of permeabilized myocardial fiber, we showed that
mitochondrial respiratory capacities are impaired early and durably in the setting of nght
ventricular remodelling and dysfunction. This reduction of mitochondrial oxidative
capacities was associated with structural alterations without reduction of the mitochondrial
mass in transmission electronic microscopy.

All authors state that they had full control of the design of the study. methods used,
outcome parameters and results, analysis of data and production of the written report. The
contents are entirely onginal and have not been published previously in any language.
There are no conflicts of interest to disclose.

Thank you for your consideration.
Sincerely,

Pierre-Emmanuel Noly, MD

5000, rue Bélanger, Montréal (Québec) H1T 1C8  Tél. : (514) 376-3330 7

Inseitur universitaire affilié & I'Université de Montréal

195



Manuscript

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21

24

Mitochondrial Respiratory Function in the Setting of Right Ventricular Remodeling

Induced by Chronic Pulmonary Hypertension in piglets

Pierre-Emmanuel Noly MD MSc*®, Jerdme Piquereau PhDS, Jennifer Arthur Ataam PhD?,
Matthieu Coblence MD MSc?, Julien Guihaire MD PhD?, Catherine Rucker-Martin Phd?,
Benoit Decante MSc?, Elie Fadel MD PhD*¢, Francois Haddad, MD PhD®, and Olaf Mercier

MD PhD24

2Research and Innovation Unit, INSERM U999. DHU TORINO. Paris Sud University, Marie
Lannelongue Hospital, Le Plessis Robinson, France.

® Department of Cardiac Surgery, Montreal Heart Institute, Montréal, Quebec, Canada.

€ UMR-S 1180, INSERM, Paris Sud University, Chitenay-Malabry, France.

4 Department of Thoracic and Vascular Surgery and Heart-lung Transplantation, Marie
Lannelongue Hospital, Le Plessis Robinson. France.

*Division of Cardiovascular Medicine, Stanford University School of Medicine, Stanford,

CA.USA

Word count: 5796

Corresponding author: Pierre-Emmanuel Noly, MD, Research and Innovation Unit,

INSERM U999. DHU TORINO, Marie Lannelongue Hospital, 133 avenue de la Résistance

92350 Le Plessis Robinson, France. Tel: +331 40 94 86 95 Fax: +331 4094 24 25 email:

noly.pierreemmanuel@) il com

196



25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

41

42

ABBREVIATIONS

CI: cardiac index

CTEPH: chronic thromboembolic pulmonary hypertension
G3p: Glyceraldehyde 3-phosphate

HR: heart rate

LV: left ventricular

mAP: mean arterial pressure

mPAP: mean pulmonary arterial pressure
PA: pulmonary artery

PH: pulmonary hypertension

PVL: pressure-volume loop

RAP: right atrial pressure

RV: right ventricular

RVF: right ventricular failure

TEM: transmission electronic microscopy
TMPD: tetramethyl-p-phenylenediamine

VO3: oxygen consumption
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ABSTRACT

Aims: Mechanisms of the transition of adaptive to maladaptive right ventricle remodelling and
failure remains to be elucidated. As a key-factor of myocardial physiology, we hypothesized
that mitochondria play a crucial role. Hence, we aimed to assess the mitochondrial respiratory
capacities in the right ventricle in the setting of ventricular remodeling induced by pulmonary
arterial pressure overload. Methods and Results: Chronic thromboembolic pulmonary
hypertension was induced in 8 piglets over a 12-week period (CTEPH model). Right ventricular
(RV) remodeling. RV function, and mitochondrial respiratory function were assessed at 3, 6
and 12 weeks after induction of pulmonary hypertension and were compared to sham animals
(n=5). RV cardiomyocytes and mitochondrial structure were studied in transmission electronic
microscopy (TEM) after 12 weeks. As of 3 weeks, chronic pressure overload induced RV
dilatation, RV hypertrophy and RV dysfunction. Maladaptive remodeling in the CTEPH model
was confirmed by the decrease of RV-PA coupling and right fractional area change.
Mitochondrial functional assays in permeabilized RV myocardial fibers revealed an early
impairment of maximal respiratory capacities in this model. Oxidative phosphorylation
capacities measured in the presence os substrates feeding complex L. complex IT and IV of the
mitochondrial respiratory chain were degraded and no change in substrate preference of
mitochondria was found in the overloaded right ventricle. There was a good correlation between
maximal mitochondrial oxygen consumption rate and RV-PA coupling (Pearson coefficient
r=0.83). TEM analysis showed that the composition of cardiomyocytes was no different
between the CTEPH and the SHAM group. However. mitochondrial structure anomalies such
cristae destruction, swelling, lipidic vacuole, and membrane alteration were significantly
increased in the right ventricle of CTEPH animals. Conclusion: Mitochondrial respiratory
fonction impairment is early involved in the development of RV dysfunction in a piglet model

of CTEPH. Underlying mechanisms remain to be elucidate.
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INTRODUCTION

Occurrence of right ventricular failure (RVF) is associated with poor prognosis in
patients with pulmonary hypertension (PH), left ventricular disease. congenital heart disease,
pulmonary disease or after left ventricular assist device implantation ' Transition from the
adaptive state to RVF is not predictable yet and has not been well understood so far. Emerging
evidences suggest that the right ventricular (RV) metabolic response is one of the factors that
determine right ventricular adaptation to pressure overload® 9. As the mitochondrion is the main
organelle mnvolved in energy production in the heart, its integnity is essential to maintain good
myocardial function Mitochondrial metabolism disorder may contribute to the transition from
adaptive to maladaptive remodeling and failure in right ventricle under pressure overload’.
Several studies in rodents demonstrated that right ventricular metabolism is shifted back to the
glucose pathway (fetal phenotype) in the setting of pulmonary hypertension® . However, it is
not clear if the mitochondrial respiratory capacities are impaired during development of
pulmonary hypertension and right ventricular dysfunction. Because the assessment of
mitochondrial function in right ventricle in the setting of development of right ventricular
failure requires repeated myocardial biopsies, such study could not be considered in human
being. In this context, we performed an experimental study using a piglet model of chronic
thromboembolic pulmonary hypertension (CTEPH)'! 1. The increase of pulmonary arterial
pressure is obtained by reducing progressively the pulmonary vascular bed with a ligation of
the left pulmonary artery (PA) followed by 5 embolizations of the right lower pulmonary artery.
In this study. we aimed to assess the mitochondrial respiratory capacities in the right ventricle

in the setting of increase pulmonary arterial pressures.

199



91

92

93

95

97

98

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

METHODS

Experimental design

Thirteen 6-weeks-old Large White male piglets (mean weight =25 kg) were randomly allocated
i two groups: CTEPH group (n=8) and sham group (n=5) (figure 1). Right ventricular function
was assessed by heart catheterization. echocardiography and conductance method at baseline,
3, 6 and 12 weeks after induction of right ventricular pressure overload. Mitochondrial
respiratory function of the right ventricle was assessed at 3, 6 and 12 weeks. All procedures
were performed after premedication with ketamine hydrochloride (15 mgkg™) and general
anesthesia with propofol 1% and continuous isoflurane inhalation as previously described!.
After completion of the study, animals were euthanized using lethal propofol and potassium
infusions. The research protocol was approved by our local Institutional Committee on Animal
Welfare. All animals received human care in compliance with the Principles of Laboratory
Animal Care formulated by the National Society for Medical Research and the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals' prepared by the Institute of Laboratory Animal Resources
and published by the National Institutes of Health (NIH Publication No. 86-23, revised 1996).
All animal procedures should be performed conform to the guidelines from Directive

2010/63/EU of the European Parliament on the protection of animals used for scientific

purposes.

Model of right ventricular chronic pressure overload

We used a piglet model of chronic thromboembolic pulmonary hypertension described
elsewhere!!- 2. Briefly, PH was induced in piglets by a progressive obstruction of the
pulmonary vascular bed. First, a ligation of the left PA was performed through a mini-

thoracotomy. Second, weekly embolization of the right lower pulmonary lobe was done under
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fluoroscopic guidance with n-butyl-2-cyanoacrylate (Histoacryl®; B-Braun. Tuttlingen,

Germany) during 6 weeks.

Hemodynamic assessment with right heart catheterization

Hemodynamic assessment was performed at baseline. 3, 6, and 12 weeks after induction of
right ventricular pressure overload. Mean systemic Arterial Pressure (mAP), Heart Rate (HR)
and peripheral oxygen saturation were monitored continuously during the procedures. In
addition, right heart catheterization was performed percutaneously via the right internal jugular
vein using a Swan-Ganz catheter (Edwards LifeSciences, Irvine, CA, USA). Mean Pulmonary
Artenal pressure (mPAP), Pulmonary Capillary Wedge Pressure (PCWP), Right Atrial Pressure
(RAP), Cardiac Output (CO) were recorded. Total pulmonary resistances were expressed in
dyn s cm™ and calculated as followed: TPR = (mPAP x 80) / CO. Body Surface Area (BSA)

was defined according to the equation of Kelley et al.1* and Cardiac Index (CI) was calculated.

Pressure-volume loops of the right ventricle.

Pressure-Volume Loops (PVL) of the right ventricle were assessed at baseline, 6, and 12 weeks
by the conductance technique as previously described’ 5. A 4-Fr conductance catheter
pressure (CD Leycom. Zoetermeer. The Netherlands) was percutaneously inserted through the
mternal jugular vein and was used to measure immediate volume and pressure in the night
ventricle. Mean pulmonary pressure, End-Systolic pulmonary pressure (ESP), stroke volume
(SV) and right ventricular stroke work (RVSW) were recorded. Stroke volume indexed (SVI)
was calculated as the SV/BSA ratio. End-systolic pressure (ESP)—volume relationships of the
night ventricle could be approximated with a linear relationship. The slope of this linear relation

defined RV end-systolic elastance (Ees). Pulmonary arterial elastance (Ea) was calculated as
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followed: Ea (mm Hg/ml) = ESP/ SV. Right ventricular—pulmonary arterial (RV-PA) coupling

was calculated as Ees on Ea ratio (Ees/Ea).

Echocardiographic parameters

Transthoracic echocardiography was performed using a Vivid E9 General Electric System
ultrasound machin (General Electric Company. Easton Turnpike, US) at baseline, 3, 6 and 12
weeks. Morphology and systolic function of the right ventricle were assessed.

RV basal diastolic diameters, tricuspid diameters, free wall RV thickness, end-diastolic
ventricular areas were measured in 2D in the four-chamber view. Systolic function of the RV
was assessed by right ventricular fractional area change (RVFAC). tricuspid annular plane
systolic excursion (TAPSE). Systolic function of the LV was assessed by left ventricular

ejection fraction (LVEF).

Myocardial biopsies

Endomyocardial biopsies of the right ventricle were performed at 3. 6 and 12 weeks. They were
achieved percutaneously using a 7-Fr disposable biopsy forceps (AB Medica, Mery sur Cher,
France) through the right internal jugular vein as previously described'?. One to 3 myocardial
samples of 3.0 mm’® were harvested from the free wall of each ventricle under echographic and

fluoroscopic guidance. Samples were used for mitochondrial function assay.

Mitochondrial functional assays in permeabilized cardiac fibers

Mitochondrial respiration was studied in sifu in saponin-permeabilized cardiac muscle fibers
using a Clarke electrode described by Kuznetsov et al.!”. A protocol was designed to measure
oxygen consumption after successive addition of malate (4 mM), ADP (2 mM), L-glycerol-3-

phospahte (4 mM), palmitoyl-CoA and carnitine (PCA-C) (100 pM and 2 mM), pyruvate (1
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mM), glutamate (10 mM), succinate (15 mM). amytal (1 mM) and N.N.N' N'-tetramethyl-p-
phenylenediamine (TMPD) and ascorbate (500 pM and 2mM) to respiration solution (in mM:
2.77 CaK2 ethyleneglycol tetraacetic acid (EGTA), 7.23 K2EGTA [100 nM free Ca2+]. 6.56
MgCI2 [1 mM free Mg2+]. 20 taurine, 0.5 dithiothreitol (DTT). 50 K-methane sulfonate [160
mM ionic strength], 20 imidazole, pH 7.1) at 23 °C. Rates of respiration are given in pmoles
Oy/min/g dry weight. The results obtained after addition of L-glycerol-3phosphate and
palmitoyl-CoA and camitine were also expressed as percentage of VO1 max (% of VO2 max)

where VO2 max comresponded to respiration rate measured after addition of succinate.

Transmission Electronic Microscopy

At 12 weeks, the heart of 3 CTEPH and 3 sham animals were harvested and papillary muscles
of the right ventricle were dissected and primary fixed in a buffered 2% glutaraldehyde solution
(in 0.1 M of sodium cacodylate) at pH 7.2 during 4 hours at room temperature. Post fixation
was performed with a 1% osmium tetroxide solution and 1.5% potassium ferrocyanate during
2 hours at 4°C. Dehydratation was performed using successive ethanol solutions (30% to 100%)
and samples were embedded in Epon mix (Delta microscopy- Labege. France). Areas of interest
were determined after methylen blue Azur II coloration in thin (1pum) slices. Ultrathin (70 nm)
longitudinal sections were contrasted with lead citrate and studied using a Hitachi HT7700
electron microscope (MIMA2- UMR1131 GABI - Plateau de Microscopie Electronique 78352
Jouy-en-Josas, France). Images were recorded using an AMT —Hitachi CCD camera (Elexience
— Verriére le Buisson — France) with a x25000 magnification. From these sections. 15 images
of each heart were taken randomly. Quantification of the components of cardiomyocytes was
performed using stereology with Image J the grid plug-in (squares of 0.35 inch’; 221
mtersections points). The number of intersections between myofibril (sarcomere),

mitochondria, cytoplasm and lipidic vacuole and the grid were noted and the relative area of
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each component was calculated (number of point/221). To assess mitochondrial integrity, we
used a semi-quantitative score (Figure 6D). Twenty mitochondrnia were randomly assessed from
each image and the following 5 characteristics were noted as present (1) or absent (0): swelling,

membrane alteration, abnormal cristae, abnormal structure. and lipidic vacuole.

Statistical Analysis

Nomnally distributed data were expressed as mean values = standard error of the mean (SEM)
and non-normally distributed data as median with interquartile range (IQR). The Kolmogorov—
Smimov test was applied to test for normality of the distribution of each variable. Groups were
compared by 2-way analysis of vaniance (ANOVA), including post hoc analysis. Pearson’s
correlation coefficient was used to examine the relationship between the right ventricular to
pulmonary artery coupling measured by conductance method and the oxygen consumption rate
of the right ventricular permeabilized fibers. Two-sided P-values < 0.05 were considered
statistically significant. Statistical analyses were performed using Prism 6 (GraphPad®

software, San Diego, California).
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RESULTS
Thirteen 6-weeks-old Large White male piglets were studied at baseline, 3. 6 and 12 weeks
after left main pulmonary ligation. At baseline, weight. body surface area, and hemodynamic

characteristics were not statistically different between the two groups (data not shown).

Time course of changes in hemodynamic parameters: CTEPH animals had right ventricular
chronic pressure overload

The time course of changes in systemic pressures, pulmonary pressures, right atrial pressure,
cardiac index, pulmonary vascular resistances, stroke volume, and heart rate are represented in
figure 2. Systemic arterial pressure and heart rate were not significantly different between the
SHAM and CTEPH groups and were stable over time (Figure 2A and 2H). The mPAP-to-mAP
ratio, mPAP. and PVR progressively increased in the CTEPH group to reach maximal values
after 6 weeks (0.50+0.20, 29+10 mm Hg, and 1018+459 dynes.s™ cm™ respectively). From the
third week, these parameters were significantly higher in CTEPH group than in the SHAM
group (Figure 2B. 2C, and 2E). Right atrial pressure also progressively increased to reach 7+2
mm Hg in the CETPH group at 12 weeks and was significantly higher at the 3%, 6% and 12%
weeks compared to the SHAM group (Figure 2G). Cardiac index and right ventricular stroke
volume significantly decreased between baseline and 3 weeks in the CTEPH group (5.4%0.7
vs. 3.320.9 Lmin! m?; p=0.03 and 357 vs. 29+7 ml p=0.04 respectively,). Both CI and
RVSV remained stable and significantly lower in the CTEPH group at the 3%, 6 and 12%

weeks (Figure 2D and 2F). Taking together. these results showed that we obtained a model of

chronic pulmonary hypertension.

Structural remodeling of right ventricle assessed by echocardiography: RV dilatation and

RV hypertrophy were observed in CTEPH animals
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Changes in morphology of right ventricle over time were assessed by echocardiography. In the
CTEPH group, RV basal diastolic diameter and RV diastolic area progressively increased and
were significantly higher than in sham animals at the 3%, 6% and 12% weeks (Figure 3A and
3B). RV basal diastolic diameter and area were maximal after 12 weeks in the CTEPH group
(3.740.6 cm and 17.4+3.7 cm? respectively). RV dilatation in the CTEPH group was also
demonstrated by the increase of RV-to-LV area ratio as of 3™ week (Figure 2C). As shown in
figure 2D, the right ventricle was significantly hypertrophied in the CTEPH group after 12
weeks as reflected by the increase of middle right ventricle free wall thickness compared to
sham animals (0.530.05 cm vs. 0.30£0.02 cm; p=0.001 at 12 weeks in the CTEPH and SHAM

group respectively). All these parameters remained stable in sham animals.

Functional remodeling of right ventricle: RV function became maladaptive in CTEPH
animals

RV systolic function was assessed by the measurement of RV Ees, RV-PA coupling by
conductance method and RVFAC by echocardiography (Figure 3E to 3H). No change was
observed in the SHAM group over time. In the CTEPH group, the right ventricular maximal
elastance (Ees) was increased at the 6% and 12% weeks when compare to baseline and sham
animals, (Figure 3E) but not at the same level than the arterial elastance (Ea) (Figure 3F). The
significant decrease of RV-PA coupling in CTEPH models (Figure 3G) reflected the setting of
nght ventricular dysfunction secondary to pressure overload (1.28%1.01 at baseline vs.
0.660.28; p=0.03 at 12 weeks). The impairment of RVFAC (Figure 3H) as of 3™ week in the
CTEPH group also confirmed the early RV systolic dysfunction (0.43£0.03 % at baseline vs.

0.260.03 %: p=0.009 at 12 weeks).
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Mitochondrial functional assays in permeabilized cardiac fibers revealed an early
impairment of maximal respiratory capacities in pressure overloaded right ventricle.

To determine if mitochondrial functions were preserved or impaired in pressure overloaded
nght ventricle, we studied mitochondrial respiration in sifu in saponin-permeabilized RV
myocardial fibers at 3 different times after PH induction Three, 6 or 12 weeks after PH
induction, respiration rates in permeabilized fibers measured after the addition of each
substrates were reduced in companison with the sham group (Figure 4A, 4B, 4C, 4D. 4E. 4F
and 4G). Even if statistical significances were not reported at the 12% weeks after the addition
of glutamate (Figure 4D), succinate (Figure 4E). amytal (Figure 4F) and TMPD (Figure 4G). a
strong trend towards a lower respiration rate in these conditions was observed in the CTEPH
group. These results suggest that oxidative phosphorylation capacities measured in the presence
of substrates feeding complex I (NADH/ CoQ oxidoreductase). II (succinate / CoQ
oxidoreductase) and IV (cytochrome oxidase) of the mitochondrial respiratory chain were
degraded in CTEPH animals very early (after 3 weeks) and these alterations were maintained
over time. Since respiration rates measured in the presence of L-glycerol-3-phospahte alone
and in the presence of L-glycerol-3-phospahte and palmityol-CoA/camnitine were relatively
similar in terms of pourcentage of VO2 max between both groups (Figure 4H and 4I) (VO max
corresponds to oxygen consumption after addition of succinate). the mitochondrial substrate
preference seemed not to be changed in CTEPH animals compared to control. This indicates
that the decreases in the absolute value of oxygen consumption after addition of L-glycerol-3-
phospahte and palmityol-CoA/carnitine observed in figures 4A and 4B were certainly due to
general alterations of oxidative phosphorylation capacities.

Taking together. these results suggest that mitochondrial function was globally affected in the
night ventricle of CTEPH animals. It seemed that this phenomenon would occur early in the

setting of RV pressure overload as the lower V02 was already observed only 3 weeks after PH
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mnduction. At this stage of RV dysfunction, no change in substrate preference of the

mitochondria has been observed.

Impairment of maximal respiratory capacities was associated with RV maladaptation to
pressure overload.

To elucidate if the mitochondrial respiration rate was associated with RV function. we assessed
the relationship between the oxygen consumption measured after the addition of pyruvate (VO2
pyruvate) and succinate (VO2 succinate) and RV-PA coupling. RVFAC.

There was a good correlation between VO, pyruvate and RV-PA coupling (Pearson coefficient
r=0.78) and VO succinate and RV-PA coupling (Pearson coefficient r=0.83) (Figure 5). There

was no correlation with another substrate or with RVFAC (data not shown).

Mitochondrial assessment with Transmission Electronic Microscopy

To determine if the impairment of mitochondnal respiration impairment was associated with a
decrease of mitochondrial mass, we measured the area of each cardiomyocyte component in
night ventricle by TEM after 12 weeks. We also assessed the structural integrity of mitochondnia
with a semi-quantitative score described above (figure 6D). As shown in figure 5A, the
composition of cardiomyocytes was not significantly different between CTEPH (n=3) and
SHAM (p=3) animals in term of mitochondria, myofibril, and cytoplasm. These results
suggested that the impatrment of mitochondnial respiration was not related to a decrease of
mitochondrial mass. However, there was more lipidic vacuole observed in the CTEPH group
(5.8+2.98 % vs. 2.1712.4 %, p=0.03). In term of mitochondrial integrity, we observed a higher
rate of structural alteration in right ventricle from CTEPH animals. with a higher rate of

abnormal cristae, swelling. lipidic vacuole, structure impairment. membrane alteration (Figure
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6B. 6C, and 6F). The mean grade of structural alteration was higher in this group (2.55+0.12

vs. 0.99+0.18; p<0.001) (Figure 6F).

DISCUSSION

The main finding of our study is that maladaptive remodeling of the night ventricle in a
piglet model of chronic pressure overload is associated with an impairment of mitochondrial
oxidative capacities. Analysis of mitochondrial function in permeabilized RV myocardial fibers
revealed an early impairment of maximal respiratory capacities in this model. Whereas this
phenomenon does not seem to be related to a decrease of mitochondrial mass, TEM analysis
revealed clear structural mitochondrial alterations. Maximal mitochondrial oxidative capacities
of the respiratory chain (complex I-driven respiration. complex II-driven respiration and
complex IV-driven respiration) were globally impaired and no switch in mitochondrial

substrate preference was found in the overloaded right ventricle in this study.

RV remodeling and dysfunction in a model of chronic pressure overload

As demonstrated previously. the model we used in this study reproduces the
pathophysiology of chronic thromboembolic hypertension in piglets with maladaptive
remodeling of right ventricle'S: '*1° We obtained a durable right ventricular pressure overload
that induced RV dilatation and hypertrophy in echocardiography. These findings were
confirmed by histological analysis elsewhere 9 We also found RV-PA uncoupling and
decrease of RVFAC which are known to be associated with maladaptive remodeling and early

stage of right ventricular failure!s-1%.

Evidence for involvement of mitochondrial dysfunction in right ventricular failure
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Analysis of mitochondrial function has become an important axis of research in the field
of right ventricular failure over the last years'*. As mitochondrial respiratory function reflects
the capacity for aerobic energy production of the heart, its integrity is crucial for myocardial
efficiency. The analysis of mitochondrial function performed through the permeabilized muscle
fibers technic was developed by Veksler V. et al in 19871, We used this technic to assess
mitochondrial respiratory function in the overloaded right ventricle because this in vivo study
of oxidative phosphorylation is probably the most physiological approach for studying
mitochondrial functions. We demonstrate that mitochondrial oxidative phosphorylation
capacity was decreased in the right ventricle of CTEPH animals at the level of the respiratory
chain. Insofar as the mitochondrial mass seems not to be affected in the present model, it can
be assumed that the lower oxygen consumption rate measured after glutamate and malate
addition would be due to the impairment of the complex I of the mitochondrial respiratory
chain. Alterations of mitochondrial respiratory chain would not be limited to complex I since
decreases in oxygen consumption measured in the presence of specific substrates for complex
II and complex IV (VO3 after addition of succinate and amytal. and VO3 after addition of
TMPD. respectively) were observed. Interestingly, although the stimulation of mitochondrial
respiration by fatty acid (palmityol-CoA/carnitine) was lower in CTEPH right ventricle, this
would not be the consequence of a metabolic switch. As the effect of L-glycerol-3-phospahte
and palmityol-CoA/carnitine on mitochondnial oxygen consumption in CTEPH is relatively
similar to what was observed in sham group (% VO3 max), the decrease in absolute value of
mitochondrial respiration observed in this study is probably induced by general alterations of
mitochondrial functions. Taking together, these results suggest that all the mitochondrial chain
was impaired secondary to chronic right ventricular pressure overload. Using the same method
in a monocrotaline-induced right ventricular failure, Daicho et al showed that a dysfunction of

the mitochondrial complex I and IV may play a role in the development of right ventricular
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failure®™. Similarly, they also found a relationship between a reduction in oxidative

phosphorylation capacities and a decrease in a systolic function index (Tei index).

Mechanistic hypothesis

Tissue ischemia causes cellular energy depletion and mitochondrial failure. Previous
studies performed in this piglet model of CTEPH showed that an impairment of
microvascularisation with capillary loss in the right ventricle could contribute to the RV
dysfunction and maladaptation to the pressure overload'®. Thus, we could hypothesize that
ischemia may lead to early mitochondrial impairment in the pressure overloaded right ventricle.
As demonstrated in several experimental studies, myocardial ischemia induces a decrease of
mitochondrial respiratory functions and is associated with mitochondrial structural alterations
like those observed in our study. In a Langendorff-isolated heart model in rat, Lee and
colleagues showed that electron transfer activities (complexes I to IV of the respiratory chain)
measured in isolated mitochondria were significantly decrease after 30-min ischemia in left
ventricle™. They also demonstrated ultrastructural changes of mitochondria in TEM analysis
(mitochondria swollen, cristae impairment. and structural anomalies). Using the permeabilized
mmscle fibers technic Wiedemann et al. showed that cold ischemia storage in saline solution
was associated with a decrease of mitochondrial respiratory capacities of complex I (after
glutamate + malate-supported respiration) and complex II (succinate + rotenone-supported
respiration)”.

The involvement of a glycolytic shift in RV dysfunction in patients with PH is still a
matter of debate. In an elegant study of 16 patients with idiopathic pulmonary arterial
hypertension. Wong et al demonstrated that RV failure was associated with reduce mechanical
efficiency but not with a metabolic shift, which is consistent with our study. Using '*FDG scan

and cardiac magnetic resonance imaging, the authors didn’t find any relation between RV
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efficiency and glucose uptake rate*. At the opposite, several works of Archer’s team and others
suggested that aerobic glycolysis is a common abnormality in maladaptive RV hypertrophy in
rodent models of PH and in human® 719.2527 In a seminal paper, Piao et al. demonstrated that
a pyruvate dehydrogenase kinase (PDK) inhibitor (dichloroactetate) administering could
reverse the electrical remodeling and enhances RV dysfunction by enhancing the glucose
oxidation®® in a rodent model of advance RVF. Probably this phenomenon may occur at a later

stage of VR dysfunction.

Limitations

The study has several limitations. One essential limitation is that we could not provide
a mechanistic explanation for the mitochondrial functional impairment in the setting of right
ventricular dysfunction. The design of this study limited the possibility of further histologic,
molecular, enzymatic. or genic expression analyses. As the animals were kept alive throughout
the study, the amount of tissues available from endomyocardial biopsies were limited and
dedicated for mitochondrial respiratory assessment. Energy production is one of the numerous
aspect of mitochondrial function and our study had not assessed the potential role of release of
reactive oxygen species, the role of mitochondrial biogenesis. fission. fusion, apoptosis, or the

role of the mitochondrial transition pore.

CONCLUSIONS
The present study may provide evidence that mitochondrial respiratory function impairment is
early involved in the development of RV dysfunction in a piglet model of CTEPH. Underlying

mechanisms remain to be elucidated.
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Figure Legend

Figure 1. Study design. Right ventricular remodeling and mitochondrial respiratory capacities
were assessed 3 weeks, 6 weeks and 12 weeks after induction of pulmonary hypertension.

CTEPH: Chronic thromboembolic pulmonary hypertension.

Figure 2. Hemodynamic parameters before pulmonary hypertension initiation (T0) and after 3
weeks (T3). 6 weeks (T6) and 12 weeks (T12) in the CTEPH (n=8) and SHAM (n=5) groups.
Time course of changes in mAP (A), mPAP (B), mPAP/mAP ratio (C). cardiac index (D),
indexed PVR (E). RV stroke volume (F), RAP (G) and heart rate (H) were represented here.
Each value represents the meantS EM. * P<0.05 CTEPH vs. SHAM at each time (Kruskal-
Wallis test). CTEPH: Chronic thromboembolic pulmonary hypertension; mAP: mean systemic
arterial pressure; mPAP: mean pulmonary arterial pressure; PVR: pulmonary vascular

resistances; RAP: right atrial pressure.

Figure 3. Right ventricular remodeling assessed by echocardiography and pressure-volume
loops in the CTEPH (0=8) and SHAM (n=5) groups. RV structural remodeling was assessed at
baseline (T0), after 3 weeks (T3), 6 weeks (T6) and 12 weeks (T12). Chronic pressure overload
induced right ventricular dilatation with an increased basal diameter (A), diastolic area (B) and
an increased RV/LV area ratio (C) in the CTEPH group. Significant right ventricular
hypertrophy secondary to pulmonary hypertension was also observed after 12 weeks (D). RV
fonctional remodeling was assessed at baseline and after 6 and 12 weeks. Maximal right
ventricular elastance (E) and arterial elastance (F) increased significantly at 6 and 12 weeks.
Right ventricular systolic function was impaired in the CTEPH group as showed by the decrease

of RV-PA coupling (G) and RVFAC (H). Each value represents the mean*S EM. * P<0.05
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CTEPH vs. SHAM at each time (Kruskal-Wallis test). CTEPH: Chronic thromboembolic
pulmonary hypertension; RV: right ventricular; LV: left ventricular; Ees: right ventricular
maximal elastance; Ea: pulmonary arterial elastance; RV-PA coupling: right ventricular to

pulmonary arterial coupling; RVFAC: right ventricular fractional area change.

Figure 4. Time course of changes in mitochondrial oxygen consumption rate (VO2) with g3p
(A). camitine — palmitoyl -CoA (B), pyruvate (C), glutamate (D), succinate (E). amytal (F).
and TMPD (G) as the substrate for the permeabilized myocardial fibers from night ventricle of
CTEPH (n=8) and sham animals (n=5) at 3, 6 and 12 weeks. The significantly lower oxygen
consumption rate after addition of all substrate suggested that oxidative capacities of complex
L II and IV were deceased in the CTEPH group. When expressed as the percentage of the
maximal VO, there was no difference between the 2 groups after addition of g3p (H), camitine
— palmitoyl —CoA (I). Each value represents the meantS E M. * P<0.05 CTEPH vs. SHAM at
each time (Kruskal-Wallis test). G3p: Glyceraldehyde 3-phosphate; TMPD: teframethyl-p-

phenylenediamine

Figure 5. Relationship (Pearson correlation) between the RV-PA coupling and mitochondrial
oxygen consumption rate in the presence of pyruvate (A) and succinate (B) as the substrate for
mitochondria from right ventricle myocardial fibers at 12 weeks. Significant relationship
between the decrease of right ventricular function and the maximal activity of complex I and IT
of the respiratory chain was observed. RI-PA coupling: right ventricular and pulmonary

arterial coupling.

Figure 6. Assessment of right ventricular cardiomyocytes in transmission electronic

microscopy (TEM) at 12 weeks. But a higher rate of lipidic vacuole in the CTEPH group. the
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components of cardiomyocytes were similar between the two groups (A). Representative
pictures of TEM from right ventricular papillary muscle. The mitochondnia were preserved in
sham animals (B). In CTEPH animals (C), we observed mitochondrial structural alterations as
lipidic vacuole (black arrow), swelling (star) and membrane impairment (white arrow).
Mitochondrial integrity was assessed by a semi-quantitative score described in (B). In the
CTEPH group. mitochondria had a higher rate of structural anomalies (E) with a higher mean
score (F). * P<0.05 CTEPH vs. SHAM (t-test) CTEPH: Chronic thromboembolic pulmonary

hypertension.
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Conclusion et perspectives

Une augmentation chronique de la charge de travail du ventricule droit entraine un
remodelage ventriculaire adaptatif dans un premier temps. L’hypertrophie permet au VD de
compenser I'augmentation du stress pariétal et permet de fournir un débit adapté aux besoins
et un travail adapté a la charge de travail. Lorsque I'augmentation de la postcharge persiste, le
remodelage ventriculaire droit devient maladaptatif et la fonction ventriculaire droite peut
évoluer vers la défaillance. Les mécanismes impliqués dans la transition de |I'état adaptatif a
I’état maladaptatif demeurent mal connus et la plupart des données sont issues d’études sur
le petit animal (modeles murins). Dans ce travail de these, nous avons tenté de mieux définir
I'importance de la raréfaction capillaire myocardique et de la dysfonction mitochondriale dans
la dysfonction ventriculaire droite secondaire a une augmentation chronique de postcharge

chez des modeles porcins d’hypertension pulmonaire.

Les principales observations de ce travail sont :

- L’augmentation chronique de postcharge entraine un remodelage du ventricule droit
dans un modele porcin d’hypertension artérielle postembolique et dans un modele
d’hyperdébit pulmonaire par shunt systémico-pulmonaire.

- La fonction ventriculaire droite restait adaptée apres 20 semaines dans le modéle de
shunt (remodelage adaptatif) et était altérée dans le modele postembolique
(remodelage maladaptatif).

- Le mismatch entre la densité capillaire et la charge de travail du ventricule droit
matérialisé par le ratio DC / SW était corrélé au couplage ventriculo-artériel et au taux
de fibrose myocardique dans ces deux modéles.

- L’augmentation de HIF-1o et du VEGF-A dans le modele maladaptatif ne semble pas
suffire pour compenser la diminution de la densité capillaire.

- La densité capillaire est diminuée dans les ventricules droits de patients atteints
d’hypertension artérielle et de défaillance droite au stade terminal, secondaire soit a
un syndrome d’Eisenmenger, soit a une hypertension artérielle pulmonaire

idiopathique ou postembolique.
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- Les capacités respiratoires mitochondriales sont diminuées au stade précoce de la
dysfonction ventriculaire droite dans un modele porcin d’hypertension artérielle
postembolique.

- Les capacités respiratoires mitochondriales sont corrélées au couplage ventriculo-
artériel et donc a I'adaptation du ventricule droit a sa charge.

- Cette altération de la fonction mitochondriale semble plus liée a une altération de la
structure des mitochondries qu’a une diminution de leur surface mesurée en MET.

- Aucune modification de I'utilisation préférentielle de substrat au cours du temps (shift

glycolytique) n’a été observée dans ce modéle.

Figure 48 : Situation des études dans I’histoire naturelle de la dysfonction ventriculaire droite.
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Nos observations sur I'importance de la raréfaction capillaire dans la transition vers la
dysfonction ventriculaire confortent les résultats provenant d’études antérieures réalisées sur
des modeéles murins d’HP. Ceci conforte notre hypothése selon laquelle I'ischémie
myocardique et la fibrose myocardique pourraient étre induits par une incapacité de
I’'angiogeneése a s’adapter a I’hypertrophie myocardique et a I'augmentation de demande en
oxygene. Mais nos travaux ont plusieurs limitations et ne peuvent établir un lien de causalité
directe entre altération de I'angiogenése — ischémie ventriculaire droite — et dysfonction
ventriculaire droite. S’il semble se produire un découplage entre les voies de HIF-1c, et du

VEGF-A et la formation de capillaires myocardiques, les mécanismes expliquant ce phénoméne
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restent a déterminer. De plus, nous n’avons pas mesuré la « quantité » d’ischémie
myocardique dans nos modeéles. La mesure du taux de lactate intracellulaire est une méthode
qui permet de renseigner sur la présence d’ischémie tissulaire, mais elle n’est pas disponible
dans notre laboratoire. La présence d’un taux élevé de lactate dans les cardiomyocytes des
ventricules droits dysfonctionnels ayant une densité capillaire diminuée aurait renforcé ce lien
de causalité. Il serait nécessaire d’effectuer des études complémentaires afin de mieux
comprendre l'interaction entre les voies de I'hypertrophie myocardique et les voies de

I’angiogenése, notamment le role de p-53, PCG-1a.

La mise en évidence d’une altération précoce des capacités respiratoires mitochondriales
dans notre modeéle porcin d’hypertension pulmonaire conforte notre hypothése selon laquelle
la perturbation du métabolisme mitochondrial est associée au développement de la
dysfonction ventriculaire droite. Ces résultats corroborent ceux observés dans des études
réalisées sur un modéle murin d’"HTAP. Cependant, nous ne pouvons pas affirmer si ces
altérations mitochondriales sont induites directement par I'augmentation chronique de
postcharge et la cause de la dysfonction du VD ou si elles sont la conséquence de I'ischémie
ventriculaire droite. Le fait que la masse mitochondriale semble préservée et que les
altérations structurelles observées en microscopie électronique soient semblables a celles
observées dans l'ischémie-reperfusion nous incitent cependant a penser que l'ischémie

myocardique soit la cause du trouble métabolique mitochondrial.

L'intégration de nos résultats suggere que I'augmentation chronique de postcharge du VD
induit une hypertrophie ventriculaire associée a une raréfaction capillaire qui entraine un
déséquilibre entre les apports et la consommation en oxygeéne responsable de la présence
d’ischémie myocardique. Ceci est associé a une altération des capacités respiratoires
mitochondriales et un découplage ventriculo-artériel qui peuvent entrainer une défaillance
ventriculaire droite (Figure 49). Cet algorithme ne repose que sur des associations

d’observations et doit étre confirmé par des études mécanistiques moléculaires plus poussées.
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Figure 49 : Synthése des mécanismes étudiés et impliqués dans la survenue de la défaillance

ventriculaire droite.
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Défaillance VD

Ces travaux ouvrent de nouvelles perspectives de recherche sur la défaillance ventriculaire

droite, aussi bien au niveau mécanistique, diagnostique et thérapeutiques.

Perspectives de recherche mécanistiques

L’'hopital Marie Lannelongue étant le centre national de référence du traitement chirurgical de
I’hypertension artérielle pulmonaire, les chirurgiens et I’équipe du laboratoire de recherche
ont un acces privilégié pour la réalisation de projets de recherche incluant des analyses
d’échantillons humains. Des travaux sont en cours de réalisation afin de confirmer le réle de la

raréfaction capillaire chez les patients atteints d’"HPPE.

Perspectives diagnostiques

L’étude de I'adaptation du ventricule droit a sa charge de travail est un axe de recherche
prometteur pour un diagnostic précoce de la dysfonction ventriculaire droite, avant que les
signes de défaillance ne surviennent. Les modalités actuelles d’évaluation du VD ne

permettent de diagnostiquer la dysfonction droite qu’a un stade assez avancé de I’histoire
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naturelle de la maladie. L'imagerie hybride est une technique d’imagerie émergeante et
extrémement prometteuse qui associe deux techniques d’imagerie, I'une métabolique ou de
perfusion et I'autre structurelle ou fonctionnelle. Elle permet donc une évaluation in vivo
optimale des conséquences hémodynamiques de la dysfonction ventriculaire droite par
I'intégration d’informations anatomiques, physiologiques, et métaboliques en méme temps.
Elle permet une imagerie moléculaire régionale ou exprimée en gramme de myocarde.
L'imagerie hybride par IRM et PET scan est en cours de développement et semble tres

1 1- . . . ,
318, 341343 ‘Non seulement elle permet une combinaison simultanée du PET scan

prometteuse
avec une imagerie anatomique, mais elle permet également de fournir des données
fonctionnelles, de perfusion myocardique, de caractérisation tissulaire et d’images de flux.
Tout reste a découvrir en ce qui concerne le potentiel diagnostique et pronostique dans la

défaillance ventriculaire droite de cette technique d’imagerie émergeante.

Perspectives thérapeutiques

Bien que nous n’ayons pas mis en évidence de shift glycolytique dans le VD défaillant de notre
modele porcin d’HPPE, une étude sur 'ajout du DCA dans le liquide de cardioplégie, utilisé
pour la protection myocardique pendant la circulation extra corporelle (CEC) est en cours de
réalisation. L’hypothése sous-jacente est que I'ajout du DCA permettrait une amélioration de
la fonction ventriculaire droite apres sevrage de la CEC. L'objectif est donc de comparer la
fonction ventriculaire droite aprés réalisation d’'une CEC et d’un arrét cardiaque a I'aide d’'une

cardioplégie cristalloide avec et sans ajout de DCA.

La raréfaction capillaire étant un des mécanismes impliqués dans la survenue de la défaillance
droite, une étude de thérapie cellulaire est actuellement en cours dans le laboratoire de
recherche chirurgical de I'Hopital Marie Lannelongue. L'objectif est d’évaluer |'effet de
I'injection de précurseurs angiogéniques sur la fonction ventriculaire droite dans le modéle

porcin d’HPPE.
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Abstract

An original pigiet model of Chronic Thromboemboiic Puimonary Hypertension (CTEPH) associated with chronic Right Ventricuar (RV)
dysfunction is described. Pulmonary Hypertension (PH) was Inducad in 3-week-0kd pigiets by a progressive obsfruction of e pulmonary
vascuiar bed. A Igation of the left Puimonary Artery (PA) was performed first through 3 mini-thoracotomy. Second, weekly embolzations of
e right lower puimonary lobe were done under uoroscopic gukiance with n-butyt-2-Cyanoacrylate during S weeks. Mean Pumonary
Pressure (MPAP) measured by ritght heart catheterism, Increased progressively, as well as Right Atrial pressure and Pulmonary Vascular
Resistances (PVR) after S weeks compared o sham animals. Right Ventricular (RV) structural and functional remodeling were assessed

by transthoracic echocardiography (RV diameters, RV wall thickness, RV sysolic function). RV elastance and RV-pulmonary coupling were
assessed by Pressure-Volume Loops (PVL) analysis with conductance method. Histologic study of the lung and the right ventricie were also
performed. Molecular analyses on RV fresh issues coukd be performed through repeated ¥anscutaneous endomyocardial biopsies. Puimonary
microvascuiar disease In obstructed and unobstructed temtories was studied from lung biopsies using molecular analyses and pathology.
Furthermore, the rellabliity and the reproduchiiity was associated with a range of PH severity In animais. Most aspects of the human CTEPH
disease were reproduced In this model, which allows new perspectives for the understanding of the undertying mechanisms (mitochonaria,

Inflammation) and new therapeutic approaches (targatad, cellular or gene theraples) of the overioaded right ventricie but aiso pulmonary
microvascuiar disease.

Video Link

The video component of this articie can be found at htps://waw. jove comivideo/s3 133/

Introduction

Chronic Thromboembaiic Pumonary Hyperiension (CTEPH) s 3 sublype of Pulmonary Hypertension (PH) due 1o chronk: puimonary vasoutar
mmwmmwmmmwummwmmw&m' . A combination of obstructive and non-
obstructive microvascular disease leads 1o an additional Increase In pulmonary vascular resistance®. The right ventricie must first adapt with
compensated hypertrophy to maintain the cardiac output. Without treatment, the right ventricie diates and falls over time. In the modem era, PH
remains a progressive and ofien fatal disease despite the use of modem targeted therapies™. Many studles have shown that right ventricular
(RV) adaptation o pressure overioad is the main determinant of survival in PH patients. For that reason, understanding the mechanisms

the transition from adaptive to maladaptive RV remodeling Is a keystone for freatment and development of new theraples. Because
PH Is rare and tissue sampling Is aimost Infeasibie In these frail patients, experimental studies are required. Furthammore, precinical studies are
mandatory to ascertain that 3 drug with beneft In the pulmonary vasculature does not cause RV Impalment.

For many years, differant experimental models of PH and RV fallure have been developed with advantages and Imitations™’. In the

murine models (Monocrotaline, SUS416, Hypaxia), PH and RV fallure occur secondary to a massive inflammation, ischemia or
foxic stressor that might induce several “sides effects” and bias In molecular pathway analysis. Furthemore, RV endomyocardial biopsies In a
murine model shouid be very challenging without sacrifying the animal. Surgical models In larger animals are more physiological but do not affect
e pulmonary vasculature (puimonary arery banding. systemic-to-pulmonary shunt) or Induce acute PH and RVF (acute pulmonary embolism).
The aim of this articie Is to describe an original model of CTEPH In piglet that s more representative of CTEPH pathophysiology. This large
animal model enables repeated noninvasive and Invasive measurements usually performed In clinical pracice (right heart cathetertzation) to
foliow changes In pulmonary hemodynamics and RV function.
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This protocol was approved by the local ethics commitiee on animal experiments and by the Instisutional Commilttee on Animal Welfare of our
Institution. Al animals recelved humane care In compliance with the *Principles of Laboratory Animal Care” formulated by the National Soclety
for Medical Research and e “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” prepared by the Institute of Laboratory Animal Resources and
published by e National Institutes of Health (NIH Publication No. 86-23, revised 1996).

General considerations: All animals must be treated with respect, according o the 3Rs rules (National Centre for Replacement Refinement and
Reduction of Animais In Research). Surgical procedures must be performed with a strict sterliity and In the same way that for human beings. Al
medical devices must be sterlle.

1. Anesthesia Protocol

NOTE: Large White pigiets weighing 20 Kg (3-weeks-0id) were used. Pulmonary Hypertension was Induced progressively. The first step Involved
a left puimonary artery (PA) ligation through a3 left oracotomy. Following steps consisted of performing weekly PA emboilzations during S weeks.

Do not feed the animals 12 hr before the procadure.

Doapmneclcabnofmeplgletpmmmlmmwnewmusngaonwawmmnmmmneuosmnme

neck muscies, 30 min besore the procedure.”

When the pig Is sedated, Insert a catheter Into the ear veln.

Perform Intravenous a bolus of fentany! (0.005 mgg) and propofol (2mg'kg) before Intudation. Inject Intravenously In the ear vein

Cisatracurium (0.3 mg/kg) and Intubate the pig (non-selective Intubation with a 7 French probe)”.

Place continuous monitoring devices on the piglet: continuous EKG, explaotyco;mdouymetrf’ Insert an anterial Nuld field catheter

through the carotid artery under echography guidance to monitor the systemic anteral >

6. anmammmmm1w'soxygenamplementoommwsmalmsmsbnumwwooﬂmmnm
mw(3m9'ﬂ9)

7. an antibioprophylaxy with an Injection of Cafatoxine (1 g) and Gentamycine (80 mg).

8. mmmnmmmwnmmumemmmg)ud

9. Check every 15 min the compieteness of the aneshesla: absence of movement, stable heart rate, blood pressure, oxygenation.

10. Use of vet ointment on eyes to prevent dryness while under anesthasla.

2. Ligation of the Left Pulmonary Artery

bW N~

o

1. Install the pigiet In left side-lying position, shave the operative area and disinfect e skin with an alcoholic solution. Use a local sterile fleid.
2. Open the chest through a small left Iateral thoracotomy (5 to 10 cm) In the 4™ Intercostals’ space. Do not go to behind the tip of the scapula.

Caresully refract the lung fowards the diaphragm.
3. Once ideal surgical window located, refract the left azygos veln and dissect the main left pulmonary ariery before tying It with a non-
absorbable 2/0 slk.

NOTE: It Is very Important not to open the pericardium.
4. Ciose the chest layer after Iayer with absorbable sutures. Use a chest tube % remove the post operative pneumothorax. Remove the chest
tube Just after the pigiet extubation.

3. Embolization of the Right Lower Lobe Pulmonary Artery

1. Afer genera anesthesia, put the pigiet In a supine poslition. Carmy out a continuous monftoring of the oxymetry, explratory CO,, EKG, mean
systemic blood pressure (MPA) and mean pulmonary artery pressure (mPAP) throughout the procedure.

2. Insert all caheters percutaneously with echographic guidance. Insert an arterial 6 French catheter In the carotid artery for biood pressure
monitoring and an & French sheath In the superior vena cava through the juguiar veln (Pesform the puncture 2 cm above the suprastemal
notch with 3 45° angle direction).

3. Under fluoroscopic guidance, Insert, through the 8 Fr sheath, a S French anglographic catheter in the right pulmonary artery. The tip of the
cameter must be In a segmental lower lobe pul artery.

4. Prepare the material for puimonary artery emboilzation: 1 mi of soft tissue glue containing N-butyl-2-cyanoacrytate Is added to 2 mi of a lipklic
contrast
CAUTIO&YQAMQMG’EMMMMWW

S. Wnen the anglographic catheter is well positioned, inject 0.2 mi to 0.4 mi of the preparation in the pulmonary artery. Assass the tolerance of
the embolization by measuring the mPAP / mPA ratio that should not exceed 0.5. Stop embolization If oxygen saturation was < 90% andlor
the mPA dropped under 60 mm Hg and'or the cardiac output was under 2 Limin.

6. Remove Me anglographic catheter and sheaths and perform digital compressions of e punciure site.

4. Hemodynamic Assessment

1. After general anesthesia, position the pigiet In a supine position. Carmy out a continuous monitoring of the oxymetry, expiratory CO,, EKG,
systemic biood pressure (MPA) and puimonary biood pressure (MPAR) throughout the procadure.
2. Ventilate the pigiets with e lowest FIO, as possible according %0 the oxygen saturation (> 95%).
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3. Insert all cameter percutaneously under echographic guidance. An artera 6 French catheter is Inserted In the carotid artery and an & French
sheath Is Inserted In the superior vena cava (Perform the puncture 2 cm above the suprastemal nofch with 3 45 angle direction).

4. Insert a 7 French Swan-Ganz catheter In the pulmonary artery tfrunk. Assess the cardiac output by the thermo diluton technique, with
Injection of 10 ml of saline solution at 4 *C.

5. Record the following paramesers: systoilc, diastolic and mean systemic and pulmonary arterial pressure, heart rate, oxygen saturation, right
atrial pressure, cardiac output.

5. Echocardiographic Assessment of the Right Ventricle

1. Aner generd anesthesia, Instal the piglet In supine position and perform a trans Moracic echocardiography accordng human guidelines for
RV screening. Record video [00ps during an end-expiratory pause.

6. Pressure-Volume Loops Assessment with the Conductance Method

1. After general anesthesia, Install the piglet In a supine position. Camy out a continuous monitoring of the oxymetry, expiratory CO,, EXG,
systemic blood pressure (mPA) and puimonary biood pressure (MPAR) throughout the procedure.

2. Insert an arterial & French catheter In the right or left carotid artery and an anglographic catheder In the left ventricie. Insert an 9 French
sheath In the superior vena cava, an 8 French In the right or left femoral vein and an arterial PICCO catheter In e right or left femoral artery.
Insert all cateters percutaneously under echographic guidance.

3. Perform the pressure and volume callbration of the conductance probe according to the manufacturer's recommendations. Measure
mmmm(m)wmsmmmmHmestswotmuooa.d&armm@eamnmepmoeume
measurement of tha blood resistivity. ">

4 lmmmmmmmmmemmnmsﬁmmmmmmHaeepmpenymeendofmm
with fluoroscopic guidance. Place the end of the catheter In the apex of the right ventricie and Insert all long as possbie In the ventricie.

S. Control the quallty of the loops. (Figure €)

6. Insertan ballon expendabie In the Inferior velna cava through the femoral veln. Place the extremity just below the right atrial. Use fluoroscopic

guidance.
7. Record pressure-volume loops of the right ventricie at basal state and during Inferior vena cava occlusion 3s previously describea’ ™.
(Figure 7)

7. Endomyocardial Biopsies of the Right Ventricle

1. Afer generd anesthesia, position the piglet In a supine position. Camry out a continuous monitoring of the oxymetry, expiratory CO,, EKG,
systemic biood pressure (MPA) and puimonary biood pressure (MPAP) throughout the procadure.

2. Insert percutaneously a 10 French sheath In the superior vena cava. Insart a 7 French Swan-Ganz (SG) probe and a long 7.5 French
cameter sheath In the right atrium. When the tip of the SG probe Is wel placed In the right ventricie (RV), Infiate the balloon of the SG prode,
push the long-sheath catheter In e RV against the balloon. De!laemewbmmmvemsspmoeleawngmemg-snezmmh
the RV. The good posttion of the long-sheath's tip Is controlied by fluoroscopy and echocardiograph

3. |mmmnmwmmmmmmmmsummmb.mmbmaexcm.

8. General Post-surgery Care Considerations

1. mwmmwamwmmmmmmm

2. For post operative medication, perform an Inframuscular Injection of Cefatoxine (1 g) Dée for S days and deliver appropieted anaigesia
(Bupranorphin, Intramusculary Injection 0.01 mg/kg Bid for 10 days.

3. Do notleave an animal that has undergone surgery to the company of other animals untl fully recovered.

9. Euthanasia Method

1. Euthanize the animais In the followed situations; End of experimentation, lost of weight 15% or more In one week, unibabiity to adequately
feed themsedves, anorexia, not freatable Infaction, pain or oMmer dideass, desease 100 sévere - cyanosis, major dyspnea

2. During general anesthesia with sevoluorane 8%, inject a high dose of propofol (0.5 mg/kg) associated with a lethal dose of potassium
chioride (0.2 g/g). When the heart is stopped In diastole, harvesie the heart and lung bioc In order % do a histological and molecular study.

Representative Results

Feasabiitry

This piglet model of chronic post-embolic puimonary hypertension has been established in our laboratory In 2009-2010. Since 2011, we used 70
piglets and we performed 63 compieted models. In our experience, the realization of this model required a leaming curve.

Regarding the mortality, we observed S unpianned deaths (7.1%), mainly In the first part of our experience. The two critical steps were first,
e pulmonary emboiization and second, the endomyocardial blopsies. Four pigiets died from savere acute right heart fallure afier puimonary
embolzation. One piglet died from an unknown cause. Regarding the morbidity, 4 pigiets (S.73%) had a major complication during procagures.
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Two pigiets neaded urgent pericardial drainage during the endomyocardial blopsies procedurs. They required urgent pericardo-synthesis
because of a perforation of the right ventricuiar free wall. The recovery was uneventful In all cases. Since the use of echographic guidance to

perform endomyocardial biopsies, we did not observe this complication anymore.
Two others piglets developed a pyothorax after the pulmonary artery ligation and they required euthanasia 7 days after de surgery.

We used Large White pigiets with an average welght of 20 kg. All animals were males and came from a French farm (Gambals, France). The
mmsmmezn?ry the piglets were placed In 3 specific room Wi oxygen and underfioor heaing. Then, they were housed alone or with
another pigiet in a

The model of Chronic Puimonary Hyperiension In pigiet was fulfiied 5 weeks after the left pulmonary ligation and S repeated embolzations
(Figure 1). The left pumonary artery was ligated through a small Iateral thoracotomy. The first embolization of the right lower pulmonary artery

was performed S days later. Embolizations are repeated weekly during S weeks with an average of 3.2:0.8 mi of N-butyl-2-cyanoacrylate per
embolzation. Effacts on hemodynamics, pulmonary vasculature and right ventricie can be described as follows.

The sham animals underwent only a left thoracotomy without left pulmonary artery ligation. They do not have embolization of the pulmonary
aneries but underwent repeated W.Mmkmm@bmammem;mmmrﬂaﬁ

a d

Figure 1. CTEPH animal model design. The ieft pulmonary artery ligation was folowed by repeated embolization of e lower pulmonary lobe
artery (A and D). LPA ligation (arow) was performed through a small left thoracotomy (C). Embolizations were performed wih fucroscopic
quidance weekly for 5 weeks (B). All experiments were performed under ganeral anesthesia and percutaneous vascular accesses were used for
embolzations and pressure measuraments: (E) percutaneous superior veina cava (star) and right carotid anery cathertzation. (F) 8Fr sheath in
e right femoral veln (star) and arteral thermodiiution sheath sensor In the left femoral artery. Piease click here to view a larger version of this
tqure.

Hemodynamic results

The mean pulmonary artera pressure (MPAR) Increased prograssively after emboiizations above 25 mm Hg. Hemodynamic data are
summartzed In Table 1. The right atrial pressure, the MPAP/MSAP ratio and the pulmonary vascular resistances also increased after repeated
embolzations. The Cardiac Index trended %0 decrease after several emboiizations, refiecting the RV dysfunction. The mPAP/MSAP ratio also
Increased progressively. This ratio must not exceed 0.5 just after acute embolization because of the Increased risk of death. For tis reason,
embolzations must be performed with 3 maximum of 2 mi per Injection. Reinjecton of 1 mi can be performed If the previous on2 was well
tolerated hemodynamically. In this model, the PH was only precapliary because the PCWP did not increase.
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Timing

Values TO(LPA Embol 1 Embol 2 Embol 3 Embol 4 Embol 5

ligation)
Weipht ko 201209 20.5:1.0 22.240.1 23.7+13 25.5:14 263222
HR, dmse 109=$ 83=3 101=7 89=1 108.7=8 103=8
MSAP wwerliy 7424 701223 T1.143.4 623+48 767+33 710276
RAP, mufy 3.1=04 3.6=09 34202 5707 6.5=0.8 §2=1.1
PAPs, mwfiy 198210 251215 261217 291=14 336224 378=46
PAPd, mmfig 10.720.7 11.1=1.1 1222038 16.8=08 20.1=22 261=3.7
MPAP, maily 14.8=06 174212 18.6£13 23.1=09 26.8=24 29.1=33
PCWP, wamiig 41403 44411 53410 56108 56107 220.1
mPAP/mSAP 0.2+0.01 0242001 0274003 0362002 0.36=0.02 0.42=03
CO, Lywm 30202 26202 2.5:02 23201 26203 26204
CL Lmlom’ 44203 3.9203 36403 312028 31204 2.9206
ESV, w 273220 284212 25814 262=16 27 430 222z4.1
PVR, dyises cie 415434 496442 77432 799455 783456 11712246
)

lm‘ 1. Hemodynamic data from 8 piglets modeis of CTEPH. HR: heart rate; mSAP: mean systemic arterlal pressure; RAP: right atrial
pressure; PAPs: systolic puimonary arterial pressure; PAPG: diastolic pulmonary arterial pressure; mPAP: mean pulmonary anenal pressure;
PCWP: pumonary capllary wedge pressure; CO: cardiac output; CI: cardiac Index; ESV: ejection systolic volume; PVR: pumonary vascular
resistances.

Remodeling of pulmonary arteries

Bronchial circulation hypertrophy was noted In the left lung, the right lower loba and along the mediastinal pleura. In pathology, large and
numerous submucosal bronchial arteries were obsarved In the obstructive lungs (1eft lung and right lower lobe), refliecting the Increase of
anglogenesis In these termitories. (Figure 2) Post obstructive puimonary vasculopathy with media hypertrophy was also found In cbstructed
t2rmiories (left lung and right lower lobe), while overflow vasculopaty was observed In the non-obstructive temitories (right upper lodbe). (Figure
3) Pathology also showed the chronic obstruction of the right lower puimonary artery lobe by an unresoived thrombus of N-butyl-2-cyanoacrylate
and fibrin.

Figure 2. Vascular remodsling in the CTEPH modsl. Infraoperative views showing the development of bronchial arteries In the left lung and
visceral pleura (A) and In the mediastinum (star, B). Gross anatomy of the harvested right lower iobe showing e unresolved Infravascular ciots
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(C). Media hypertrophy In the small puimonary arteries seen In light microscopy (amow) (D). Piease click here to view a larger version of this
fgure.

Figure 3. mmw%“nmmmnmmmmmm

fom a sham pigiet (A): e pulmonary artery (amow) and three microvessels (circies) display slender walls and no hypertrophic changes can
be observed. In a CTEPH piglet after S weeks (B), pumonary arteries (arow) In the periphery of the upper right lobe show medial thickening.
However, microvessels (circies) In this terrtory present with only very miid changes (scale bars, 200 uym). At higher magnification (C), bronchial
aneries (armows) from the upper right lobe (unobstrucied temtory) appear unremodelied and of normal size In a CTEPH pigiet at S weeks (scale
bar, 1,000 pm). Please cick here 10 view a larger version of fis figure.

Remodeling of right ventricle

Significant enlargement associated with right ventricular hypertrophy and fibrosis was observed after & weeks (Table 2 and Figure 4 and video
1 and video 2). The RV area, Right A¥ial (RA) area, RV dlameters were Increased after repeated embolizations. The RV wall thickness also
Increasad. RV hypertrophy was confirmed In light microscopy after heart's harvesting. In echocardiography, Tricsupld Annula Plane Systolic
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Excursion (TAPSE) and Right Ventricutar Fractionnal Area Change (RVFAC) were decreasad after 6 weeks refiacting RV dysfunction in this
model. RV function Impairment was also found with PVL analysis with a decrease of the ventricular-arterial coupling (Table 3).

Timing

Values TO (LPA ligation) 6 weeks
RV diastole area, cm? 45202 7.1:08
RV basal dlameter, cm 15208 3713
RV free wal thickness, cm 0.320.02 0.559:0.04
RA area, cm® 39:04 5.9:03
RVFAC, % 0.50:0.03 25010
RV TAPSE, cm 16202 1.1120.07
LVEF, % 557249 522160

Table 2. RV remodsling In echocardiography. RVFAC: right ventricular fractional area change; TAPSE: tricuspld annuiar piane excursion; LV
EF: left ventricular ejection fraction.

Timing
Valuss TO (LPA ligation) 6 weeks
RV Stroke Work, mm Hg.mi™' S79+55 2245£143
RV Elastance, Ees 0.33:0.06 0.40:0.06
Pulmonary arterial Elastance, Ea 0.32:0.05 0.51:0.03
RV couping, Ees/Ea 1.33:0.19 0.78:1.0

Table 3. Functional remodeling of right ventricie In Pressure-Volume Loops analysis.
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SHAM animal

Diameter of
cardiomyocytes
(H&E staining )
X 400

RV Florosis
(Masson’s Trichrome)
x 400

Figure 4. Right ventricular remodeling. Echocardiography showed enlargement of the right ventricie In the four cavities view (A) and short
parastemal axis (B). Note e shift of the Interventricular septum and the compression on the left ventricie. RV hypertrophy was confirmed
mm(C)muwmmmmquImm compared with sham (D and E). As showed
In (H), the Fulton ratio comelated with the mean pulmonary arterial pressure. RV fibrosis rate was Increased In the CTEPH animals compared to

SHAM (F and G). Please click here to view a larger version of this figure.
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Video 1: Transthoracic 4 cavities and short axis views showing enlargement of the right ventricle. Pl2ase cick here to view this video.
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Video 2: Operative view after median sternotomy. The dilated right ventricie Ml the pericardium. Please cick here to view this video.

In order o perform a genetic and metabolic study, a technique of endomyocardial biopsies of the right ventricle was developed In the
present model of chronic pressure overioad. This technique Is safe and allows repeated fresh myocardial sampiing In anesthetized

Echocardiographic and fiuoroscopic control reduced the risk of RV wall perforation with the biotome. The long catheter technique is a good
sirategy to avok Ficuspid vaive Injury (Figure 5).

Copyright © 2015 Journal of Visuallzed Experimenis November 2015 | 105 | eS53133 | Page 10of 14
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F.lml’DS. Endomyocardial baln

CTEPH model. (A) 3 S5 cm juguiar biotome Is insert In the right veniricie through a transcutaneous
7 Fr long cateter sheath. Forceps progression was controlled with echocardiography (C) and Suoroscopy (B) and a 5mm3 myocardial plece Is
extracted (D). Piease click here to view a larger version of this figure.
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Figure 6. Appropriate placement of the conductancs probe for PV loopa assessment. (A) Place the end of the probe at the apex of the
right ventricie under fluoroscopic guidance (solld arow). Insart minimum 3 sagments In the right ventricle and the proba has to be straight
line. Inseart an occlusion baloon In the Inferior veina cava through the famoral veln. The end of the balloon must be just at the right atrium entry
(dashed aow) (- Intubation probe; = EKG wire. (B) Verify !at the volume sagments of the probe must be In phase In diasile and systole and
e "good shap of the loop on the screen. (C) Example of bad shape of the PV loop due to 3 wrong placement of the volume segments In the
right ventricie. (D) Exampie of a bad volume calibration. The ventricular volumes are negatives. Please click here 10 view a larger version of this
fqure.
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Figure 7. wuwwmzwmmomlmmmmmmnsum(AaMA)macrEpnptget(Bma'
PV loop In nommal right ventricie has a triangle shape, with lower pressure and volume values compared with right ventricle under pulmonary
nypertension. Please click here to view a larger version of fis figure.

As In human ciinical practioe, respect of 3sepeis rules s mandatory during all surgical procedures. In the onginal CTEPH piglet model described
by O. Mercler et al., melatpmnonzyaneryw pesformad after opening the pericardum, through 3 median stemotomy'*. Because the
pemauumwzienopmeqmmeracnm the right ventricie and the pericardium was Impaired and right heart fallure was delayed.
Agverse effact of RV enlargement on cardiac ouput has been demonstrated to ba significanty lower when the pericardium Is open'. For this
reason, It seems better not to open the pericardium at the time of the left PA ligation. Although It Is 3 more technically demanding technigue (care
must be pald to preserve the phrenic nerve and the left lung) and desplie the problem of pain control, left ateral thoracotomy offered the best
approach for Me left PA ligation outside the pericardium. As left PA ligation does not resuit In Increased mPAP, progressive embolization of the
right lower lobe PA was necessary. The sacond critical point of this mode! Is the risk of massive puimonary embolism afier right lower lobe PA
embolization. Maximum Injection of 2 mi by 2 mi of N-buty-2-cyanoacrylate was done and hemodynamic tolerance was appreciated between
each Injection. The mPAP / mPA ratio should not exceed 0.5. In addition, embollzation wa sstopped If oxygen saturation was < 90% and'or e
mPA dropped under 60 mmHg and/or the cardlac output was under 2 Limin.

Flve emboilzations were usualy perform for each CTEPH model. The number and the frequency of the embolzations can be adjusted accordng
0 Me wammanted severity of induced puimonary hypertension. Four days between 2 successive embolizations had 1 be respacted for a betier
hemodynamic tolerance. Aaditional embolzations or a longer observation time may replicate the advanced stages of CTEPH with severe RV
tallure.

This mode! does not replicate the origin of the disease but |ust the consequences of chronic pulmonary vascular obstruction. There are no clues
on the pathophysiology of fresh clots becoming organized and fibrous Intravascular materal rather than disappear.

This is the first large-animal moded of chronic PH that Is reproducie In 3 short time frame allowing further therapeutic testing. All animals
Increasad the mPAP above 25 mm Hg within & weeks after the beginning of the experiment It reproduced ai the morphological, functional and
biological changes seen In human CTEPH right ventricies. In addttion, the pulmonary microvascular leslons were reproduced In two separate
vascular temtories (obstructed vs. non obstrucied). At least, this model reproduced e Interaction between the Injured pulmonary vasculature
(occiudad and remodeling fermiories) and the right ventricie.

Several physiological studies have baen basad on this original and unique CTEPH moded'"'*'®. It allows new perspectives for the understanding
of e underlying mechanisms of RV fallure (mitochondria, Inflammation) and new therapeutic approaches (targeted, celular or gene theraples).
This mode! may aso help to Investigate mechanisms of RV recovery after surgical treatment of PH. Indeed, eft lung reperfusion can be
performed, reproducing surgical PA desobtruction and RV unioading. interactions between pulmonary microvascular disease and the right
ventricie would be the alm of further studies as both are Interdependent and new therapy should target both of them.

Copyright © 2015 Journal of Visuallzed Experiments November 2015 | 105 | e53133 | Page 13 0f 14
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Summary The right ventricle (RV) has to face major changes in loading conditions due to car-
diovascular diseases and pulmonary vascular disorders. Clinical experience supports evidence
that the RV better compensates for volume than for pressure overtoad, and for chronic than
for acute changes. For a long time, right ventricular (RV) pathophysiology has been restricted
to pattems extrapolated from left heart studies. However, the two ventricles are anatomi-
cally, haemodynamically and functionally distinct. RV metabolic properties may also result in
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Circulation

a different behaviour In response to pathological conditions compared with the left ventricle.
In this review, current knowledge of RV pathophysiology Is reported In the setting of chronic
pressure overioad, including recent experimental findings and emerging concepts. After a time-
varying compensated period with preserved cardiac output despite overload conditions, RV
fatture finally occurs, leading to death. The underlying mechanisms involved in the transition
from compensatory hypertrophy to maladaptive remodelling are not completely understood.
© 2015 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Résumé Le ventricule drolt (VD) fait face a d'importantes variations de ses conditions de
charge en réponse aux maladies cardiovasculaires et pathologies vasculaires pulmonaires. Le
VD supporte miewx une surcharge de volume qu'une surcharge de pression, de méme il s’adapte
mieux aux variations progressives qu'aux changements aigus. La physiopathologie du VD a pen-
dant longtemps &té résumée A des extrapolations de la physiopathologie du ventricule gauche.
Cependant les deux ventricules sont différents, tant sur le plan anatomigue, hémodynamique
que fonctionnel. Les caractéristiques métaboliques singuliéres du VD peuvent également étre
a 'origine d’une adaptation différente aux conditions pathologiques. Aprés une longue période
compensatrice avec préservation du débit cardiaque, la dysfonction du VD s'installe finale-
ment face a 1a surcharge chronique persistante. Les mécanismes impliqués dans la transition
depuis ["hypertrophie compensatrice jusqu'au remodelage inadapté sont méconnus. Dans cette
revue, les connatssances actuelles de la physiopathologie du VD dans I"hypertension putmeonaire

chronique sont reportées a partir des résultats récents issus de la recherche expérimentale.
© 2015 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Background

Right heart failure is commonly related to left ventricu-
lar (LV) dysfunction. kschaemic myocardial injury or, less
frequently, arrhythmogenic dysplasia of the right ventricle
(RV), congenital heart disease and chronic respiratory dis-
ease, including pulmonary vascular disorders, can also result
in right ventricular failure (RVF). RVF is also a current prob-
lem in the post-operative course of heart transplantation
and LY assist device implantation [1,2]. In pulmonary hyper-
tension (PH), pulmonary vascular damage will inevitably
affect the whole cardiopulmonary unit [3]. It has been
appreciated over the last two decades that right ventricular
(RV) dysfunction is the most important determinant of long-
term outcomes in PH patients. Actually, prolonged survival
is related more to RY function than to pulmonary haemody-
namics per se. In studies addressing haemodynamic variables
and survival in PH, high mean right atrial pressures and low
cardiac output are consistently associated with poorer sur-
vival [4-6]. Despite major improvements in pharmacological
management over the last 15years, PH patients still die from
RVF.

RV pathophysiology has been overlooked for many years.
In the past, several experiments relegated the RV to a
passive conduit, suggesting that the RV pump might be
neglected. For example, Starr et al. showed that elec-
trocautery ablation of the RV free wall in dogs was not
associated with significant changes in haemodynamics, and
that all animals survived [7]. For a long time, the Fontan pro-
cedure also supported the clinical evidence that RV absence

did not compromise overall heart function [8]. Physicians
have recently shown clinical interest in the right heart, as
RV function appears to be a prognostic factor in left heart
failure, PH and other chronic respiratory disorders. Most
of mechanisms involved in left heart diseases were first
extrapolated to RV pathophysiology, despite the two ventri-
cles differing in their embryology, geometry and physiology
[9,10]. Recently, a new focus on RVF has emerged, which
aims to improve both understanding and clinical manage-
ment. In PH, there are different phenotypic abnormalities
in the RV. Surprisingly, some patients share the same phe-
notype, whereas the RV is not exposed to the same degree
of pressure overload [11]. Considering the central role of
the RV in cardiopulmonary diseases, Mehra et al. suggested
a comprehensive nomenclature of right heart failure, based
on aetiology, anatomical injury, pathophysiology and func-
tional status [12]. Experimentally, major efforts have been
made to improve our understanding of RV remodelling. Sev-
eral animal models of chronic RVF have thus been reported
over the last decade to reproduce the main features of RV
dysfunction [13].

The mechanisms of RVF as well as the clinically relevant
variables for measuring RV function in PH are still being
debated. In this paper, after a brief description of the nor-
mal RV, we first seek to overview the functional evaluation of
RV contractility and reserve in the setting of chronic pres-
sure overload. We then present current knowledge of RV
remodelling related to PH. Based on experimental findings,
the cellular mechanisms and molecular pathways involved
in the transition from compensated RV hypertrophy to
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dysfunction and failure are discussed. Finally, recent thera-
peutic approaches for the failing RV are considered. ksolated
ex vivo studies of the RY will not be considered in this review.

The normal RV: embryology, morphology
and physiology

The RV does not onginate from the primary heart field,
unlike the left ventricle (LV). Recent experiments have
shown that the RV does not share the same origin as the LV,
emphasizing the need for a specific comprehensive approach
to each ventricle [14-17]. The RV actually originates from
the secondary heart field, while the atrium and the LV
develop from the primary heart field. Three separate cham-
bers can be described in the RV: the sinus or inlet, which
consists of the tricuspid valve, chordae tendineae and pap-
illary muscles; the trabeculated apical myocardium; and the
infundibulum or conus [10]. Compared with the LV, the RV
has a crescent shape, with a higher capacity and a lower
myocardial mass.

In utero the RV wall is thick because the pulmonary
vascular resistance (PVR) is high. At birth, PVR decreases
dramatically, leading to high compliance, resulting from pro-
gressive thinning of the RV free wall [10]. RV contraction
can be understood as a three-step motion. The tricuspid
annulus first moves toward the apex, then the apex moves
toward the infundibulum. The radial contraction of the RV
free wall towards the interventricular septum is the third
and minor component of RV contractility; it results from
marked shrinking of the deep muscle fibres. This myofibre
layer is continuous between the LV and the RV; it repre-
sents one of the three anatomical elements of ventricular
interdependence, along with the pericardium and the inter-
ventricular septum, explaining why the LV is involved in RV
contraction (from 20% to 40% of RV contractile performance)
[10].

The RV is exposed to frequent changes in venous return,
influenced by respiratory variations, by the supine or ortho-
static position of the body and by pathological disorders
affecting filling conditions. The RV is highly distensible
because of its larger shape and four times thinner free wall
compared with the V. The RV is therefore known to adapt
much better to chronic volume overload than to pressure
overload [18]. Anincrease in preload has been demonstrated
to improve myocardial contraction in the left heart [19].
The Frank—Starling mechanism characterizes the increase in
ventricular stroke work in response to wall stress enhance-
ment. Because of a weak relationship between surface area
and ventricular volume, the preload recruitable stroke work
is moderate in the physiological RV. The Frank—Starling
mechanism may only improve ventricular contraction in case
of significant enlargement of the RY [18]. On the other hand,
excessive volume loading may be detrimental to the RV,
because of acute impairment of coronary flow within the
RV free wall [20].

RV afterload is defined by pulmonary vascular load. The
pulmonary vasculature is characterized by a low resistance
and high compliance profile. PVR is usually linked to RV
afterload in normal conditions because of easy assessment
in clinical practice. However, PVR only accounts for the

resistive component of the pulmonary vascular load; as
a result, PVYR underestimates RV afterload by neglecting
blood flow pulsatility and wave reflections through the pul-
monary vasculature. Most pulmonary vascular diseases are
known to disturb both components of the pulmonary vascu-
lar load. Pulmonary arterial impedance is probably the most
complete measure of the pulmonary vascular load. Input
impedance actually includes both static and dynamic com-
ponents of RV afterload, and it may be a better predictor of
long-term outcomes in PH than PVR alone [21]; its definition
in the frequency domain is, however, restrictive for wide
clinical use. Sunagawa et al. characterized the systemic
arterial load in the time domain as effective arterial elas-
tance (Ea) [22]. Ea is defined as the change in pressure for a
change in volume, and can therefore be linked to the effec-
tive arterial load that the ventricle has to overcome during
ejection. Pulmonary Ea can be determined using pressure-
volume loops analysis or estimated as the ratio of stroke
volume to end-systolic pressure.

Assessment of RV pump function: the
importance of RV-PA coupling

As RV function is the main determinant of survival in several
cardiopulmonary diseases, there is major interest in inves-
tigating the right heart. Echocardiography is the mainstay
in the assessment of RV function. The main limitation is the
load dependency of most of these noninvasive indices. The
RV is optimally matched to pulmonary vascular load in the
normal state. Afterload mismatch appears to be the most
important prognostic factor for RV systolic dysfunction in
pressure overload conditions [23]. Ventricular-arterial cou-
pling is an important determinant of cardiac performance
and energetics; it reflects maximal efficiency between
hydraulic work production and myocardial oxygen con-
sumption. RV-pulmonary arterial (RV-PA) coupling can be
quantified in real time, using pressure-volume loops analy-
sis, as the ratio of the RV end-systolic elastance (Ees) to the
Ea (Fig. 1). Ees is defined as the slope of the end-systolic
pressure-volume linear relationship obtained by changes in
ventricular filling [24,25]. To be load-independent, this end-
systolic relationship is studied during transient occlusion of
the inferior vena cava, so that Ees is currently considered
to be the most reliable measure of ventricular contractility.

Despite significant interspecies differences in basal pul-
monary haemodynamics, Wauthy et al. showed that Ees/Ea
changes similarly, secondary to RV pressure overload, in dif-
ferent animal species [26]. Furthermore, RV adaptation to
changes in loading conditions is relatively preserved through
mammalian spontaneous evolution [26]. Ranges of usual RV-
PA coupling values among animal species are summarized
in Table 1. Impairment of RV-PA coupling is reflected in an
Ees/Ea ratio of<1 in large animals, whereas the normal
Ees/Ea ratio ranges from 0.5 to 0.8 in rodents. At the early
stage of RV pressure overload, Ees is often increased to com-
pensate for the elevated afterload [27,28]. However, RV-PA
coupling may be decreased at that time, without RV dysfunc-
tion at rest. This is related more to an increase in Ea than to
a significant decrease in Ees. When contractile performance
becomes insufficient to overcome the elevated afterload,
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Table 1 Right ventricular and pulmonary arterial elastances and ventricular-arterial coupling values among animal

species in normal loading conditions.
~ Animals Weight (kg) Methods* Ees (mmHg/mL) Ea (mmHg/mL) Ees/Ea \

Rat [75] 0.20-0.25 Conductance 82 +53 150 + 60 0.53 £ 0.2
Mouse [76] 0.02-0.04 Admittance 1.8+ 05 P Iyie e 071 £0.27
Dog [77] 25 Single-beat 1.11 £ 0.07 1.0 £+ 0.06 1.13 £ 0.08
Goat [26] 24 Single-beat 2.0+04 1.3+0.1 1.7£03
Piglet [78] 5.7-6.1 Single-beat 1.45 £ 0.08 0.91 + 0.07 1.62 £ 0.09
Pig [79] 20-25 Single-beat 141202 0.9+0.1 1.4 04

Ea: pulmonary arterial elastance; Ees: right ventricular end-systolic elastance.
* Methods of recording pressure-volume 10ops were specified as conduCtance of dMmittance Catheterzation, of as single-beat elastance.

Figure 1. Presswevolume loops in the right ventricle.
A Schematic conducCtance cCatheterization of the right veneri-
cle (RV). B. Example of pressure-volume loops in the normal RY;
transient occlusion of the inferior vena Cava reduces right ventric-
ular preload, leading to progressive decrease of right ventricular
stroke volume. Ea: arterial elastance; Ees: end-systolic elastance;
RA: right artery.

RV stroke volume and RV ejection fraction decrease. RV
dilatation and adverse remodelling then occur, leading to
RVF [27,29].

The concept of ventricular-arterial coupling is not com-
monly used in clinical practice, mainly because it requires
invasive and time-consuming measurement. Considerable
efforts have been made to estimate the contractile per-
formance of the RV from measurement of RV pressure and
volume. Single-beat elastance is a promising method val-
idated recently in clinical practice for the assessment of
RV elastance without dramatic changes in loading condi-
tions, using cardiac magnetic resonance imaging for volume
assessment [30-32)]. Several echocardiography indices of RV
function have been further reported to characterize the
systole, such as tricuspid annular plane systolic excursion
(TAPSE), RV fractional area change (RVFAC), RV myocardial
performance index (RVMPI), stroke volume index (SVI) and,
more recently, acceleration of the myocardium during isovo-
lumic contraction (IVA) [33-36]. Of all these indices, Vogel
et al. showed that IVA may be the most relevant for RV
contractility [33-36). There were two main limitations to
this study. First, MA (as well as TAPSE, RVFAC and RVMPI)
is strongly load dependent, and thus may not accurately
reflect RV pump function. Second, this study validated VA
as a contractility index for the RV in a "healthy’ animal
model, not in the setting of chronic RV remodelling caused
by either pressure or volume overload. We recently showed
in a piglet model of chronic pressure overload for the RV,
that usual noninvasive measures of RV systolic function were
more strongly associated with RV-PA coupling than with con-
tractility (Ees). Despite a marked improvement in Ees, RV
systolic dysfunction was observed, with a marked decrease
in TAPSE, RVFAC or RVMPL. This is in accordance with our
hy pothesis that commonly used indices of RV function do not
appear to be specific for RV contractility, but rather reflect
the interaction between RV pump function and pulmonary
vascular load [28]. However, the best way to assess contrac-
tile performance for the overloaded RV is still a matter of
debate.

Clinical series in PH have highlighted that changes in RV
function —rather than changes in pulmonary pressure or
PVR — affect long-term survival dramatically [37]. Impair-
ment of RV contractility in both longitudinal and transverse
planes is often observed at an advanced stage in the over-
loaded RV. This functional assessment is routinely performed
at rest, whereas exercise capacity is a strong predictor
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of long-term outcome in cardiopulmonary diseases. RV
contractile reserve has been poorly reported. Grunig et al.
recently suggested that exercise-induced pulmonary artery
systolic pressure increase could estimate RV contractile
reserve, and may be a prognostic factor in PH [38]. Pharma-
cological stress using dobutamine infusion is better adapted
to heart failure patients than exercise testing, especially
for echocardiography Doppler measurements during stress.
Sharma et al. recently studied RV reserve using low-dose
dobutamine stress echocardiography in PH patients [39].
Contractile reserve for the RV was quantified as any signifi-
cant changes in TAPSE and tricuspid annular systolic velocity
(¥). The protocol was well tolerated in PH patients. This
study showed that RV reserve was impaired in PH patients,
even in those who displayed normal RV function at rest.
Dobutamine stress may reveal early RV dysfunction in the
setting of chronic pressure overload. These findings are
in accordance with our experimental results. We recently
reported that dobutamine-induced relative changes in RV
stroke volume index (SVI) and Ees were lower in piglets
exposed to chronic pressure overload. RV reserve, defined
as any change in S| during pharmacological stress, was
strongly associated with resting ventricular-arterial coupling
in this study [40]. It could be a promising predictive measure
for estimating RV response to therapy, as well as a prognos-
tic marker, as long-term survival is strongly associated with
the ability of the RV to durably face the elevated afterload.

Molecular and cellular correlates of RV
remodelling in chronic pressure overload

Examination of animal models provides insight into RV pro-
gressive remodelling, from compensated hypertrophy to
maladaptive enlargement and failure. Most pathways have
been observed previously in LY failure. A better understand-
ing of RVF pathophysiology, especially during the transition
from adaptive hypertrophy to the decompensated state,
is needed to find new therapeutic targets. Cellular and
molecular changes suggested to determine RV maladaptive
remodelling are summarized in Table 2.

Local and systemic activities of the renin-angiotensin-
aldosterone system (RAAS) are involved in RV structural and
functional changes. Even if neurohormonal modulation i
beneficial at the early stage, persistent adrenergic over-
stimulation and upregulation of the RAAS are associated
with disease progression and mortality in PH patients [41].
Angiotensin Il (AT Il) significantly impacts on myocardial
remodelling. Rouleau et al. observed that RV chronic pres-
sure overload resulted in AT Il receptors uncoupling in a
compensated RV hypertrophy rabbit model. This impairment
of the RAAS signalling pathway led to adverse contractility
performance, but could be efficiently reversed after admin-
istration of the angiotensin-converting enzyme inhibitor
ramipril [42]. Systemic and myocardial elevated rates of
AT Il may induce cardiomyocyte hypertrophy and contrac-
tile dysfunction. Fibrosis secondary to inhibition of collagen
degradation and, to a lesser extent, extracellular matrix
inflammation have also been related to an increased level of
AT |1 [43]. These adverse effects are supported by the cardio-
protective action of RAAS blockage. Angiotensin-converting

Table 2 Cellular and molecular changes involved in

Cardiac myocyte 4 Length and cross-sectional area
+ Apoptosis
4 Necrosis
Extracellular 4 Collagen synthesis; | collagen
matrix degradation
} Capillary density
4 Rate of mast cells; 4 rate of
TNF-a
Contractility 4 a-MHC; 1 B-MHC; + a-SMA
J SERCA-2
Mitochondrial Glycolytic shift
metabolism
Oxidative stress Failure in antiaxidative defence
Neurohormonal | B-adrenergic receptor density
modulation 4 AT |l receptor type 1 density
Impairment of AT |l receptor type 1
signalling pathway

SMA: smooth muscle acting TNF: tumowr necrosis factor.

enzyme inhibitors and AT |l type 1 receptor blockers have
been demonstrated to decrease RY expression of collagen
type | and type Il in rodents [44 45].

Transition from RV compensated state to RVF results
not only from cardiomyocyte dysfunction, but also from
adverse remodelling of the extracellular matrix. Under per-
sistent overload conditions, extracellular matrix changes
may lead to RV dysfunction. Increasing rates of myocardial
fibrosis have been reported in RVF models, as previously
demonstrated in PH patients, whereas only a minimal
degree of fibrosis is observed in compensated RV hyper-
trophy [43,45]. Increased collagen synthesis occurs early in
the setting of RY wall stress enhancement. This upregula-
tion at both transcriptional and post-transcriptional levels
increases dramatically during the first week of pressure
overload conditions, and decreases thereafter. However,
the collagen production rate still remains higher than in
the normal RV because of a decreased degradation process
[47]. In monocrotalline rats, Lamberts et al. suggested that
increased collagen content in the myocardium may be the
most important structural change before RV dysfunction in
the setting of chronic pressure overload [43].

Recent animal and human studies support the growing
evidence that inflammation plays a key role in heart fail-
ure pathophysiology. An increased rate of production of
tumour necrosis factor alpha can impair systolic function
in left heart failure [49]. If neutrophils are found in the
RV myocardium early after acute increase in afterload,
macrophages may be involved in progressive remodelling
secondary to chronic PH [50]. We recently showed in a
rat model of RV dysfunction that macrophage infiltration
of the myocardium was strongly associated with systolic
dysfunction characterized by significant decreases in TAPSE
and RVRAC [51]. The precise role of macrophages in the
pathophysiology of right heart failure needs to be further
investigated.
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Reversion to foetal phenotype occurs during RV hyper-
trophy in response to chronic pressure overload. Thompson
et al. found foetal gene re-expression within the RV
myocardium in response to pulmonary artery banding
in cats. Upregulation of Nkx2-5 transcription factor was
observed, which is usually only expressed in the growing
heart. However, the precise function of this transcription
factor is unknown [52]. A decrease in o-myosin heavy chain
(MHC) gene expression and protein synthesis results in a
compensatory increase in B-MHC [46]. This adaptive phe-
notype provides a lower energetic cost profile to the failing
myocardium, as a-MHC is usually involved in stronger and
faster contractions, whereas B-MHC accounts for lower
contractile potential. We reported in our piglet model of
chronic PH that ventricular-arterial uncoupling was strongly
associated with upregulation of B-MHC expression. We sug-
gested that dynamic changes in myosin expression over
time may determine RV work efficiency [52]. Foetal B-MHC
expression may be associated with a metabolic shift from
fatty acid to glucose oxidation [54]. As described in solid
tumours, suppression of the mitochondrial axidative func-
tion has been shown in the RV myocardium exposed to
chronic pressure overload [55]. if mitochondnal structural
changes are observed in RV remodelling (defects, differ-
ent shape and size), they have not been well correlated
with the severity of RV dysfunction [43]. Hibernation mito-
chondrial metabolism seems, however, to be involved in the
transition from compensated RV hypertrophy to maladap-
tive remodelling. The glycolytic phenotype resulting in RV
dysfunction is associated with impaired mitochondrial elec-
trical potential, as illustrated by an increased uptake of
F-18 fluorodeaxyglucose on positron emission tomography
imaging [56]. This maladaptive metabolism can be reversed
by a pyruvate dehydrogenase kinase inhibitor, dichloroac-
etate, leading to an increase in pyruvate concentration in
the mitochondria [56].

RV ischaemia is, furthermore, known to play a key role
in the haemodynamic collapse related to acute severe pres-
sure overload. Ischaemia has been reported to induce RV
dysfunction in experimental acute PH because of compres-
sion of coronary vessels, resulting from elevated myocardial
stretch. A loss of coronary vasodilatation reserve could also
exacerbate RV contractility decline in these conditions [57].
Whether ischaemia is involved in the transition from com-
pensated RV hypertrophy to maladaptive remodelling and
failure is still a matter of debate in the overloaded RV. At
an early stage, RV pressure overload may result in signif-
icant changes in coronary perfusion because of increased
wall stress, especially during systole [58,59]. RV ischaemia
has been investigated in PH patients without coronary artery
stenosis. Significant perfusion defects were found in a small
group of primary PH patients using myocardial technetium-
99m scintigraphy, but they were not correlated with RV
dysfunction severity [60]. Many authors think that myocar-
dial ischaemia could be involved in the development of
RVF. Recent expenimental studies demonstrated that RV cap-
illary rarefaction, with decreased expression of vascular
endothelial growth factor, could be observed after pro-
longed elevated wall stress in different models of RV chronic
dysfunction [61—63]. The findings of Bogaard et al. also sup-
port the evidence that RV chronic pressure overload is not
sufficient per se to induce RVE. Oxidative stress within the

RV myocardium may be significantly increased in pulmonary
vascular disease. The authors suggested that a failing antiox-
idant defence, influenced by unknown mediators released
by the damaged pulmonary vasculature, could lead to RV
dysfunction [64].

RV response to therapy

Current drugs and emerging therapies are listed in Table 3.
In PH, three main categories of medication are com-
monly used: prostanocids, endothelin receptor antagonists
and phosphodiesterase type 5 inhibitors. A recent meta-
analysis based on pharmacological randomized controlled
trials suggested an improvement in both exercise capac-
ity and survival in PH patients receiving targeted therapies
[65]. Improvement of RV function is poorly reported as a
primary endpoint in these trials, whereas RVF remains the
main cause of hospitalization and mortality in patients with
chronic cardiopulmonary disease. Currently, there is no ded-
icated medical cure for RVF. The therapies applied to the LV
are usually less beneficial for the dysfunctional RV. More-
over, the beneficial effects of approved PH drugs on RV
function are mainly related to decreased afterload. Direct
effects on the RY are controversial and might be deleteri-
ous. Nagendran et al. showed that myocardial expression
of the endothelin axis was upregulated in the setting of RV
hypertrophy, in both humans and rats exposed to chronic
PH. These results suggested that endothelin receptor antag-
onists may worsen RV contractility, leading to irreversible
RV dysfunction [66]. Long-term effects of prostacyclins and
type 5 phosphodiesterase inhibitors on RV remodelling are
not known.

RV contractility usually compensates for the increased
afterload, and RV-PA uncoupling occurs when RV afterload
increases much more than RV contractility. However, the
prostanoid epoprostenol has been associated with increased
mortality at 6 months, despite early improvement in exer-
cise capacity [67]. The increase in cardiac output after PH
therapy is mainly due to the increase in RV contractility.
This may actually result in high myocardial oxygen con-
sumption and may therefore be detrimental [68]. van de
Veerdonk et al. reported a poor prognosis for PH patients
with impaired RV systolic function despite significant pul-
monary vascular response to therapy [69]. The true effects
of current medications on ventricular-arterial coupling have
been poorly investigated. It would be of great interest if
emerging therapies improved RV-PA coupling rather than
focussing only on RV contractility. The optimal characteris-
tics of a targeted therapy for RV dysfunction are suggested
in Table 4.

Adrenergic stimulation is the main endogenous mecha-
nism for increasing cardiac work in the setting of chronic
heart failure. Beta-receptor sensitivity and density are,
however, reduced in the hypertrophied RV [70]. Ventricu-
lar chronic pressure overload is actually known to be the
primary determinant of p-adrenoreceptor density [71,72].
The recent findings of Bogaard et al. supported experimen-
tal benefits for RV remodelling in response to treatment with
B-adrenergic blocking agents, such as carvedilol and meto-
prolol. In two different rat models of chronic pulmonary
hypertension, 4weeks of treatment with beta-receptor
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Table 3 Direct and afterload-dependent effects of pharmacological treatments in right ventricular remodelling: insights

Drug Afterload-independent effects Afterload-dependent effects
PH-targeted therapies
Phosphodiesterase-5 4 Mitochondnial activity 1 Myocardial fibrosis
inhibitors [80-83] | Ventricular dilatation 4 Capillary density
4 Contractility 4 Ventricular-arterial coupling
Prostacyclin analogues 1 Capillary density 1 Myocardial fibrosis
[84,85] 4 Ventricular-artenial coupling
Endothelin-1 receptor | Contractility 1 Myocardial fibrosis
antagonists [66, 85]
Drugs used for left ventricular dysfunction
Levosimendan [77] 4 Contractility 4 Ventricular-arterial coupling
(marked decreased in pulmonary
arterial elastance)
Beta-blockers [61] | Myocardial fibrosis Any effect on pulmonary circulation
4 Capillary density
4 Systolic function
| Ventricular dilatation
i i 1 | Myocardial fibrosis 1 Myocardial hypertrophy
emzyme inhibitors [44]
Statins [87] | ROS production Unknown
| Myocardial inflammation
4 Nitric axide production
Blockers of the renin- | Myocardial fibrosis Unknown
angiotensin-aldosterone
axis [41]
Emerging therapies
Pyruvate dehydrogenase 1 Mitochondnial axidative activity 4 Exercise capacity
kinase inhibitor
(dichloroacetate) [54]
Antioxidant (EUK-134) [83] | Oxidative stress Any effect on pulmonary circulation
| Proapoptotic signalling
| Myocardial fibrosis
4 Systolic function
Multikinase inhibitors | Cellular hypertrophy | Cellutar hypertrophy
(sunitinib and sorafenib) | Myocardial fibrosis 1 Myocardial fibrosis
[73] 4 Systolic function 4 Systolic function
Rho-kinase inhibitor Unknown } Ventricular dilatation
(fasudil) [89] 4 Systolic function
Inhibitors of histone | Cellular hypertrophy } Endothelial and smooth muscle
deacetylases [90] | Capillary density cell hyperplasia
Selective pulmonary Unknown } Cellular hypertrophy
SERCA-2a gene transfer 1 Myocardial fibrosis
[74]
PH: pulmonary hypertension; ROS: reactive oxygen species; SERCA-2a: sarcoplasmic endoplasmic reticular calGium adencsine
triphosphatase 2a.

Table 4 Characteristics of the optimal drug to treat the failing right ventricle.
Pmmoomofardlomyocyteml

activity

Preservation of ventricular-arterial coupling without increasing myocardial axygen consumption
Optimization of right ventricular preload and decreasing of right ventricular afterload
Prevention of myocardial fibrosis

Control of inflammatory response
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blockers was associated with improvement in exercise
endurance and RV systolic performance [61].

Amngthene\vmefapeuticapproadies metabolic mod-
ulation might be the most promising for restoration of
lmalmdnntoduﬂialactmtyndnmlwaysﬂmnm
including the use of dichloroacetate. This orphan drug, ini-
tially employed in cancer therapy, reduces the inhibitory
phosphorylation of the pyruvate dehydrogenase complex,
and thus restores mitochondnal dysfunction [56]. The use
of multikinase inhibitors in RY remodelling has been applied
only in experimental models of compensated RV hypertro-
phy, and not yet in RVF [73]. Gene transfer of sarcoplasmic
endoplasmic reticular calcium adenosine triphosphatase 2a
(SERCA-2a) has recently been demonstrated to have in vivo
therapeutic efficacy in a rodent model of chronic PH, as
illustrated by a marked decrease in pulmonary haemody-
namics and myocardial hypertrophy and fibrosis [74]. Other

non-pharmacological approaches have been suggested to

target the failing RV, including myocardial bioengineering,
cardiac resynchronization and RV mechanical support. Fur-
ther experimental investigations need to be carried out in
the setting of isolated RV dysfunction.

Conclusion

Given the importance of RV function in the prognosis
of chronic cardiopulmonary diseases, major experimental
efforts have been made over the last two decades to improve
our knowledge of RV pathophysiology. A comprehensive
approach in animal models has led to new pharmacological
treatments, but basic research hasyet to develop a targeted
therapy for the failing RV. Moreover, the question of protec-
tive phenotypes with long-term compensated hypertrophy
needs to be addressed.
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ABSTRACT Right ventricular (RV) response to exercise or pharmamlogical stress s not wel
documented in pulmonary hypertension (PH). We investigated the relationship between RV reserve and
ventricular-arterial coupling.

Surgical ligation of the left pulmonary artery was performed in 13 Large White piglets (PH group),
therafte wedkly embolisations of the right lower lobe were performed for 5 weeks. A antrol growp of six
piglets underwent sham procedures. Right heart catheteristion and echocardiography were performed at
week 6. Pressure-volume Joops were remrded before and after dobutamine infusion.

Induction of experimental PH resulted in 2 higher meantso pulmonary antery pressure (3449 rersus
1422 mmHg; p<0.01) and in 2 Jower ventricular-arterial coupling effidency (0.6620.18 versus 1.2420.17;
p<001) compered with contrals at 6 weeks. Dobutamine induced relative changes in RV stroke volume
index (SVI) and end-systalic dastance were lower in the PH group (meantso 47£5% rersus 2025%
p<00l, and 81237% iersus 32¢14%, 1, respectively). Change in SVI was strongly associated with
resting ventricular-arterial coupling (R°=0.74 p<0.01).

RV reserve was associated with ventricular-arterial wupling in 2 porcine model of chronic pressure
overload.
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Introduction

Survival in patients with pulmonary hypertension (PH) is dasely related to right ventricular (RV) function
[1-3]. In haemodynamics-based studies, Jow cardiac index (CI) and increased right atrial pressure (RAP)
at rest are strong predictors of outcme [4]. While the majority of studies have focused on evaluating RV
function & rest, in recent years there has been 2 renewed interest in evalating the dynamic response of
the right ventricle to either exercise or pharmacological stimulation [5-7]. Nooress ef al [8] were the first
to describe the significant decrease in contractile reserve in patients with PH. In their study, RV ejection
fraction filed to increase and actually decreased with exercise in the majority of ptients with
moderate ©-severe pumonary vascular disease.

Currently, the physiclogical corrdates of antractile reserve in the chronic RV pressure overload state are not
well undenstood. In this experimental study, we sought to determine whether cntractile reserve in PH is
strongly associated with ventricular-arterial coupling. Ventricular-arterial coupling is 2 measure that relates
ventricular contractility to ventricular afterkoad and is currently the reference metric for functional ventricular
adaptation [9, 10]. For this study, we hypothesised that RV contractile reserve in the chronic pressure
overkud state would represent 2 good surrogate marker for ventricular -arterial coupling We akso sought to
determine whether contractile reserve is assodated with f-myosin heavy chain (B MHC) expression.

Materials and methods

Experimental model of chronic PH

After premedication with ketamine hydrochloride 15 mgdg™" intamuscularly, general anaesthesia was
induced with propofol 1% and muintained using continuous isoflurane inhabition for all procedures
(surgery, right heart catheterimation, conductance measurements and echocardiography). Pancuronium
bromide 2mg was administratel intravenously for muscle rdaxation. Mechanical ventibtion wvia
endotracheal intubation was performed at 2 rate of 10breaths per minute, with 2 tidel valume of 15-
20mL4g™" and a pumonary end-expimatory pressure of 5 cmH,0 (Servo 900; Siemens- Elema AB, Salna,
Sweden). Inspired oxygen fraction was adjusted to obtain stable peripheral oxygen saturation up to 95%
during all procadures. 13 2.-month-ald Large White piglets underwent a ligation of the left pulmonary
artery through midline stemotomy (PH group). Thereafter, percutineous puncture of the brachiocephalic
vein was camriad out weelly to perform pulmomry embolisaions one per week for 5 weeks wsing a
4-Fr lumen catheter. A soft tisue adhesive, N-butyl-2.cyanoacrylate (Histoacryl B-Braun, Tuttlingen,
Germany), was then injectad under fluoroscopic guidance to progressively occlude the segmental anteries
of the right lower lobe. As previously reported, the animals developad PH assodated with RV remodelling
and dysfunction after 5 weeks [11]. Sham surgical procedures were performed in six piglets (Sham group).
The pericardium was kept open in both groups. At week 6, PH animals were randomly allocated to either
a surgical reperfusion of the ldt lung using a short bypass between the pulmaonary artery trunk and the
left pulmonary artery (reperfusion group, n=6), or no treatment (HYPPE group, n=7). The research
protocal was approved by the Institutional Commitiee on Animal Welfare. All animaks recrived humane
care in compliance with the *Principles of Laboratory Animal Care™ formulated by the National Society
for Medical Research and the “Guide for the Care and Use of Laboratory Animal™ prepared by the
Institute of Laboratory Animal Resources and published by the National Imstitutes of Health (NIH
Publication Na. 86-23, revisad 1996). The study was performed in the Laboratory of Surgical Resaarch of
Marie Lannelongue Hospital, University of Paris-Sud, Le Plessis Robinson, France.

Right heart catheterisation

Pulmonary haemodynamics including heart rate, RAP, systalic and mean pulmonary artery pressure (sPAP
and mPAP) and cardiac output were derived by thermodilution under general anaesthesia & week 6 in all
animals using a 7-Fr catheter (Edwards LifeSciences, Irvine, CA, USA). Total pulmonary resistance (TPR)
was expressed in dyns™.an™* and cakulated as follows: TPR=((mPAP) x80)/cardiac output Cardiac
output was indexed to the body surface area (BSA) to define CI following the equation of Kevisy et al [12]
for piglets BSA (cm®)=734 xweighf’ %, Cardiac power index was calculated as follows mPAP xCL

Conductance measurements

Synchronowus pressure and wvolume signak were rewrded 2 weeks 6 and 12 wing 2 4F
conductance-catheter (CD Leyoom, Zoetermeer, the Netherlinds) inserted in the right ventricle as
previously reported [11, 13]. Another pressure sensitive catheter (Pulsion Malial Systems, Munich,
Germany) was inserted in the right femoral artery © continuowsly monitor mean systemic blood pressure.
Baseline measurements for stroke volume, maximal (dP idtsx) and minimal rates of rise of RV pressure,
relaxation time constant (tau) and RV stroke work were recorded. Stroke volume was indexed to BSA
(SVIL. An 8-Fr balloon-tippal atheter was introduced through the right femoral vén and positioned
under fluorascopic guidance in the inferior vena ava, just below the right atrial awvity (20-mm ocdwsion
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balloon catheter; Boston Scientific/Medi-Tech, Watertown, MA, USA). It was inflated to transiently reduce
RV inflow and assess end-systolic pressure-volume reltionships End-systolic elastance of the right
ventricle (Ea) was defined by the slope of the end-systolic pressure-volume relatiomship. Pulmonary
arterial elastance (Ea) was cakulated as the mtio of RV end-systalic pressure to stroke volume. The Ee/Ea
ratio determined the dficency of RV-pulmonary arterial (RV-PA) cowpling Measurements (heart rate,
stroke volume, dP/dt=sxx and Es) were repeated after 3min of low-dose dobutamine infusion
(5 pgdg~"min™" ). Different metrics of RV contractile reserve were reparted, reflecting relatiwe changes in
Mmofmkﬁuml)(méum—swam)lswnmz)(dP/dt-ndamu-dP/d-n
at rest)/dP/dt=xx at rest; and 3) (Ea after stress—Ee & rest)/Ee at rest. We also definad three categories
with respect to the degree of RV-PA coupling moderate to-severe (Ea/Ex<(.7), mild (0.7<Ea/Es<1)
and normal (Ea/Es).

Echography of the right ventricle
Echocardiography (Vivid E9; GE Malical Systems, Milwaukes, W1, USA) was performed at week 6 under
anaesthesia for measurement of the maximal transverse RV end-diastolic diameter (RVEDD) on 2
4-chamber view (B-mode), as well as the RV end-diastalic area indexed to BSA (RVEDAI). The RV
fractional area change (RVFAC) was defined as the percentage change in area beween end-diasiole and
end-systale (two-dimensional quantifiction). The RV myocardial performance index was calculated as the
ratio of sovolumic contraction and relaxation time divided by contraction time (pulse doppler of the
pulmonary and tricuspid valves). The tricuspid annular plane systolic excursion (TAPSE) was measured
using M-mode as the maximal excursion of the Lteral part of the tricuspid annulus.

Reverse transcriptase PCR assay

Animaks were euthanised at week 12 for procurement of the right ventricle. Total RNA was prepared and
quantifial acording © 2 method we previowsly described [14]. Revense transcriptise (RT)-PCR was
peformed for brain natriuretic peptide (BNP) and B-MHC with pigspecific primens (#5503392423_ml
and #5503392411_ml, respectively; Applied Bisystems, Villdon sur Yvette, France). Tissue expression of
f-MHC and BNP was normalised to that of 18S gene in each sample.

Statistical analysis

Continuous variables are presented as meantsn Non-normally distributed varizbles were log tramformed
before analysis. Differences between study groups were detected using one-way ANOVA Wﬂ\mm
changes after plharmacdogical stimulation were evaluated using paired ttests X

different modalities of RV contractility assessment nadRV-PAomphgmmthnommmdmof
RV function were approached using linear regression. p<0.05 was mnsidered signifiant. All data were
analysed using Prism statistical software (GraphPad, La Jolla, CA, USA).

Results
Haemodynamics and RV remodelling after induction of experimental PH
Characteristics of the study groups at week 6 are listed in table L

Left pumonary artery ligation cymbined with embalisation of the segmental arteries of the right lower
lobe for 5 weeks resulted in significant changes in pulmaonary haemodynamics as illustrated by the higher
RAP, mPAP and TPR among PH animals Heart rate and CI were not different between the PH and sham
goups, while cardisc power index and RV stroke work were higher at 6 weeks after induction of
experimental PH. Chronic pressure overload was associsted with RV enlargement as shown by the higher
values of RVEDD and RVEDAI among PH animals Moreover, RV systolic dysfunction was observed in
PH animals as illustrated by the lower RVFAC and TAPSE ampared with controls The RVFAC/sPAP
and TAPSE/sPAP matios were significantly lower in the PH group. Similrly, we observed a linear
relationship between RVFAC and sPAP, and betwen TAPSE and sPAP at rest (fig S1). Resting
parameters of RV systalic funcion were wealdy associated with Ee/Es (TAPSE: R=041, p<Q01; SVE:
R=022, p=0.04 dP/dtexe: R*=0.39, p<0.01; Ecx: R°=0.42, p<0.01), except for RVFAC (R*=0.82; p<0.01).

RY contractile reserve

At rest, indices of RV antractility, induding dP/dt=sxx and Ee, were significantly higher in the PH group.
Impairment of ventricular-arterial coupling was, however, cbserwd in this group since the incased Ex
did not compensate for the increase in Ex. Changes in RV haemodynamics after pharmacological stress at
week 6 are shown in figuwre 1. Dobutimine infusion (Spgkg™"min™) resulted in a significant increase in
heart rate (101216 versus 131217 beati-min™; p<0.01), SVI (415466 versus 50.147 8 mL; p<0.01) and CI
(32¢ 11 sersus 4.7¢13 Lmin~"m™; p<0.01) in the PH group. Smi:lyplmmndrpnlmmmoaed
with an improvement in RV antactility as mesured by Ea (0532008 vernis 0704012 mmHgmL™;
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TABLE 1 Resting haemodynamics, right ventricular [RV] remodelling and function at 6 weeks

PH group Sham group p-value
Subjects n 13 &
Body weight kg 31.9:54 306222 059
Mean blood pressure mmHg 63213 70:11 025
Heart rate beats-min~" 100216 101213 093
Right heart catheterisation
RAP mmHg 822 542 001
RV end-diastolic pressure 13:5 523 0.0
Mean PAP mmHg 3429 1422 0.0
Cardiac index Lmin~"m™ 3.2:10 32:02 093
TPR dynscm ™ 993:572 349441 0.01
Cardiac power index Wm™ 108242 4526 0.0
Conductance measurements
SVimLm=2 4127 44s5 049
RV stroke wark mmHgmL™! 18534851 8814245 0.m
dP/dtma mmHg =~ 540:141 4272 0.0
dP/dtmin mmHg =~ ~738:299 - 24k 265 0.0
Ee mmHgmL™' 0542009 037:005 0.0
E« mmHgmL~" 0.88:035 032:006 0.0
Ew/Ex 0.466:0.18 1242017 0.0
Taums 3dst 1827 0.0
Echocardiography
LVEF % 5122 £243 0.0
RV end-diastobc dameter cm 2.1:04 14203 0.2
RV end-diastolic area index cm®-m—2 11.0:24 44204 0.0
RVFAC 0.25:0.04 051:0.08 0.0
RV myocardial performance index 062:017 030:004 <001
TAPSE cm 1.4204 20:02 .0
RVFAC/=PAP mm - mmHg™' 0.43:005 305:032 0.0
TAPSE/<PAP mm-mmHg ™~ 0342009 107:0.15 0.0

Data are presented as mean:=d, unless ofherwise stated. Statistical significance was set at p<0.05. PH:
pulmonary hypertension; RAP: nght atrial pressure; PAP: pulmonary artery pressure; TPR: wotal
pulmonary resistance; SVI: stroke wolume index; dP/dtma: maximum rate of rise of RV pressure; dP/dtmn:
minimum rate of rise of RV pressure; Em: end-sysbolic elastance; Ea: arterial elastance; LVEF: left
ventricular ejection fraction; RVFAC: RV fractional area change; TAPSE: tricuspid annular plane sy=olic
excursion; sPAP: systolic PAP.

p<0.01) and higher dP/dtex (5402141 ersus 10794353 mmHgs™; p<.01) compred with measurements at
rest. This incease in Ea was, however, insuffident to improve RV-PA coupling in PH animals (0.6620.18
versis 0.5520.2]; p=0.14), while E=/Es was higher in sham animals after dobutamine infusion at week 6
(1.2320.17 versus 2.1420.55; p=0.01).

Relationships between indices of RY contractile reserve, RV functional indices and ventricular-
arterial coupling

Pharmacalogical stress resulted in 2 marked increase in SV, dP/dt=xx and Ex in both groups. The relative
changes during dobutamine stimulgtion were, however, higher in controls wmpared with PH animals
(SVE 4745% vesis 20£5%, p<00]; dP/dteme 214£55% versus 95251%, p<00]; Eec 81437% versus
32¢14%, p<0.01) (fig- 2).

The relationships between indices of RV contrxctile reserve and traditional indices of RV function at rest
are listed in table 2. The RVFAC at rest was more strongly associated with SVI reerve, Ea reserve and
dP/dteux reserve linear rebtionships, than the TAPSE and RVMPL The TAPSE was not
associed with relative changes in Ee after dobutamine infusion (R*=0.172; p=0.078).

The lower the Ea/Es mtio was, the lower the SVI was in response o dobutamine (fig. 3a). The
relationships between indices of contractile reserve and RV-PA coupling at rest (Ex/Es) were better
approximated by 2 linear approach (fig. 3b-d). Impairment of RV-PA coupling (Ea/Ex<1) was associted
with lower changes in SVI and dP/dt=xx afier dobutamine stimulation. Resting Eo/Es was more s
associged with relative changes in SVI (R*=0.74 p<0.01) and in dP/dt=x (R*=0.70; p<0.01), than with
relative change in Ea (R*=0.36; p<0.01).
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FIGURE 1 Changes in right ventricular haemodynamics during a phamacalogical stess test a) Stmke volume index, b)
ardiac index, ¢) end syswolic elastance (Bu) and d) Be/pulmonary arterial dagance (). Pulmonary hypersension (PH)
goup n=13; sham group ne&. *: p<0.05; **: p<0.01 for comparizon between resting and exerd se variables in each group.
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FIGURE 2 Compartson of different metric of right ventricular contractile mserve between the pulmonary hyperension
(PH) and sham groups. a) Réathe stroke volume Index (SVT), defined as réative SVI«(maximum SVI-SVI & wst)/
SVI & rest b) Réative end syswlic dastance (Ea) defined as rdative Buw (maximuom B~ Ees at wst)Bes at ®=st ¢)
Reatiwe maximam rate of rise of right ventricular pres sure (dP/dtras), defined as relative dPfdtrax = (maximam dP/de
~dPfdt & rest)y/dP/dt & rest PH group n<13; sham group ne& **: p<0.01 for hetween goup comparisons

TABLE 2 Relationships between noninvasive indices of right ventricular [RV] function at rest
and new indices of RV contractile reserve at 6 weeks

Indices of RV function SVI reserve Ees reserve dP /dteax reserve
R pvalue R p-value R? pvalue
TAPSE 0462 0.001 0.172 0.078 029 0018
RVMPI 0540 <0.001 0313 0.013 0442 0o
RVFAC 0699 <0.001 0316 0.012 0573 <0001

As=ociations were approdmated using a linear approach. Statistical significance was =t at p<0.05. VI
stroke volume index; Bex: end-gysbolic elastance; dP/dtma: maxmum rate of rise of RV pressure; TAPSE:
tricumpid annular plane systolic excursion; RVMPI: RV myocardial performance index; RVFAC: RV fractional
area change.

w

260



PULMONARY VASCULAR DISEASES | J. GUIHAIRE ETAL.

d = ; i . q as R2-074, p<0.01
l+l s '. .
-~ &0 o
5 T £ oe e
‘; 40 & ,d;
z £ ooz, Yt
20 2 .O
(3
c T o-e L) Ll L) 1
Severe Mild Preserved a0 0.5 1.0 15 20
uncoupling uncoupling uncoupling Eo/Es
d a5 R%-0.70, p<0.01 d 15 R2-0.36, p<0.01
. . °
! o2s 3
s v iy . o
- '/:‘
H . g s~
3 1.5 y e . . -
3 % 0.5 .
“
& 0.5 .)’ ~ & O’k‘f’.‘ .
T T T 1 o'c T . T T 1
0.0 05 1.0 1.5 20 0.0 05 10 15 20
Ee/Es Ec/Es

FIGURE 3 Rdaionships between indices of right ventricalar (RV) contmafle mserve and reging ventricular-arterial
coupling (Ea/Ea). ) The mare ventricular-arerid coupling impatrment the lower the stroke wolume index response to
dobutamine stmulagon EVIimsz) was Severe uncoupling was defined as Bw/Bac7, moderze uncoupling as
0.7<Ea/Bsc10; and presened coupling as Ee/Eor 1. Relationships between BEa/Ea and b) relathe SV reserve, ¢) mlahe
maximum rate of rise of right ventricular pressure (dPfdtma) ®mserve, and d) rdathe Eas rezene were best @)

using a Mnear appmach n=19. Ee: end-systolic dastance; Ea: pulmonary arerid dastance *: p<005; **: p<0.01 for
compartson between goups.

Relationship between gene expression and RV reserve
At 12weeks, PH animals who did not receive any traxtment at 6 weeks had a higher level of gene
expression for BNP and when cmpared with the reperfusion group (BNP: 25521.49 versus 1.80+1.47,
p<00l; BPMHC: 1584043 versis 1312027, p=002) (fig 42 and b). Considering the relstionships
between gene expression and RV systolic reserve, as illustrated by SVI after dobutamine stimulation at
12 weeks, we cbserved 2 trend for an inverse reltionship between BNP expression and RV reserve
*20343; p=0.05). The relationship between B-MHC expression and maximum SVI was best estimated
using a linear approach (R*=0.65; p<0.01). The strongest relationship between RV gene expression and RV
reserve was observed with -MHC (fig. 4cand d).

Discussion
The main finding of our study is that in chronic RV pressure overload states, 2 decrease in RV antradile
observations have clinical implications for both screening and management of patients with PH.

Emphasis in PH has recently changed from focusing on either the pulmonary vasculature or the right
ventricle to foasing on the cardiopulmomary unit Insights from amlysis of pressure-valume boops have
demonstrated that 2 ventride that adapts wdl to chronic PH is able to increase its contractility to match
the increase in afterdoad [15]. Ventricular-arterial coupling is the metric of choiee to analyse this matching
between contractility and afterked Consistent with previous clinical and experimental studies, we have
found that alterad ventricular-arterial coupling is cymmon in the presence of chronic pressure overload
states of the right ventricle [16].

Our study demonstrates that, in the setting of a chronic pressure overload state, RV contractile reserve may
be 2 more sensitive marker of haemodynamic ventricular dysfunction. In fact, while SVI and CI were not
signifiantly decreased at rest in the PH group, contractile reserve measured by peak or rdative changes in
SVI or CI were significantly impaired The impairment in contractile reserve was akso reflected by 2 lower
relative increase in mare specific indices of contractility, such as Ex and dP/dtexs, in the PH group. To the
best of our knowlalge, this is the first report of 2 strong relationship between contractile reserve and resting
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ventricular-arterial coupling in an experimental model of RV dysfundtion. Several studies have previously
demonstrated that functional changes during exercise are adaptive if the ventride i energetically effident,
which is wwlly observed with an Ea/Es ratio of 1-2 [17, 18]. Our findings are in acordance with studies
showing that patients with PH have an immirment of power tramfer and ventricular efficency during
exercise [11, 19]. Among functional indices at rest RVFAC showed the best mmeltion to ventricular~
arterial mupling and contradtile reserve, indicating that, if reliably measured, it could be a useful parameter
for outcome or for screening, Our findings are in accordance with clinical results recently reported by Rama
et al. [20]. They showed that RVFAC better reflects RV systolic function than TAPSE when the pericardium
is kept open. Prxtically, however, there may be mare varisbility in the measure of RVFAC and recent
outcome studies carried out by Five et al [21] suggest that RV longitudinal strain, which was not measured
in the current study, is a stronger correlate of survival than RVFAC in prevalent cases of PH.

Although this was not specifically analysed in the study, several mechanisms can ntribute © the
decreased contractile reserve to dobutamine. First, the decrease in fl-adrenergic receptor density in
chronic RV pressure overload could exphin in part, the decrease in responsiveness to dobutamine
Secondly, the decrease in apillary density in the presence of 2 hypertrophiad ventricle could contribute to
pefusion abnormalitie and inefficent myocardial oxygen utilimtion leading to impaired contractile
reserve [22-26]. Thirdly, 2 metabolic shift from fatty acid to glicose oxidation has been further described
in the stressed right ventricle [27-29]. In terms of cellular mechanisms, we analysed BNP and BMHC
expression. Not surprisingly, BNP expression was inversdy associated with RV contractile reserve
measured by peak SVL Combined with 2 significant increase in RVEDD and RVEDAI in PH animals, this
result suggests that RV enlrgement is strongly associated with impaired response to dobutamine in our
barge animal model. By contrast, we showed that B-MHC expression was higher in animals with low
contractile reserve BMHC is mainly involved in weak contractions with slow shortening velodty, and
may not ply 2 major role in RV contractility in response to acute pharmacological stress [30]. We
previously reported that BMHC is upregulated after 12 weeks in our model of chronic RV pressure
overload [14]. The present findings suggest that impaired RV contractile reserve is associged with
increased B-MHC expression in the setting of chronic pressure overload.

Clinical implications

This study has two main clinial implications. First low-dose infusion of dobutamine may be used in
practice as 2 pharmamlogical stress to measure RV reserve. Secondly, the study highlights that contractile
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reserve could be more useful than resting parameters for risk stratifiation. In a recent study, Buumsmc
et al [31] showed that CI at pak exercise was more strongly associated with outcme than resting
parameters. In the present study, CI was increased in the PH group after dobutamine infusion, but to 2
lesser extent compared with contrals. Owr results suggest that indics of RV antractile reserve may be
relevant markers of RV dysfunction in chronic pressure overload conditions. However, further studies are
needal to document the incementl value of contractile reserve to measures of RV strain or RV
remodelling, which will require a lrge sample size. The study also points to the fact that for the
management of patients with severe RV failure and PAH, low dase dobutamine may not significantly
incease stroke volume and the majority of the increase in CI will be through a chronotropic response. The
lusitropic effects of dobutamine wuld also help improve systemic or renal congestion.

Study limitations

The study has several limitations. First, the pericardium was opened in the modd, which may decrease the
effects of ventricular interdependence [32]. In fadt, the adverse effcts of RV enlugement on ldt
ventricular function have been demonstrated to be significantly lower when the pericardium is open.
Decramsed left ventricular ejection fraction in PH animalks may, in part, explain moderate changes in SVI
and CI afier dobutamine infision in this group compared with wntrok, even if SVI and CI were not
different between the groups at rest. Secondly, we did not e ardiac magnetic resonance imaging for
maore accurate measurement of RV volumes and function. The strength of ouwr study was the ahbility to
perform echocardiography, conductance measurements and the pharmacological stress test in PH animaks
in 2 h, allowing us to analyse the rebtionships between invasive and noninvasive indices of RV function.
Thirdly, we did not report the value of the prdoad recruitble stroke wark, which would have helped to
disciminate the load-dependency of RV contrxtile performance. Another limitation is relgted to the
effects of halogenated anasthesia on ventricular-arterial coupling efficiency. Kexsaur ef al [33] showed
that isoflurane markedly impairs RV-PA coupling both by increasing RV afterkud and by decreasing RV
contractility. This limitation neals, however, to be halancd with the remgnition that all animals (PH and
sham groups) underwent the same anaesthetic protocal.

Conclusion

We report for the first ime a strong relationship beween ventricular-arterial coupling and RV antradile
reserve in 2 porcine modd of chronic pressure overload This relationship offers a physidogical basis to
use contractile reserve as a surrogate marker of ventricular-arterial cowpling in the chronic RV pressure
overboad state. Furthermore, the rdationship explins the lower responsiveness to dobutamine in patients
with severe baseline imprirment in ventricular-arterial coupling.
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Background: Aim of the study:

Right ventricular (RV) remodeling consisting of RV hypertrophy and increase in contractility occurs To compare the RV structural and functional remodelling and RV angiogenesis in two different
in response to ion (PH). In ital heart disease (CHD), the right ventricie models of pul y ion in piglets.

remains compensated longer than in other types of PH. We hypothesized that better matched
myocardial angiogenesis contributes to delay the transition to RV failure in CHD.

ﬂn 2: systemic-to-pulmonary shunt in piglets.
a modified Blalock-Taussig shunt using
mmgmumm)nmmmmmam
artery (a). A bypass s performed between the thoracic
m(u)mmpulnmwym(c)mw.l-ﬂ
thoracotomy. (b) pericardium

Methods:

We induced chronic Pulmonary Hypertension over 20 weeks period in a Shunt group (n=5) by creating

an aorto-to-pulmonary shunt (Figure 2) and in a chronic thrombo-embolic PH (HYPPE group, n=5) by ligating

the left pulmonary artery (PA) followed by weekly s to i occlude the

arteries of the right lower lobe (Figure 3). In the Sham group (n=5), the pigs were studied 20 weeks after a

left PA dissection. We assessed hemodynamic using right heart catheterization and RV structural and functional
using i and p lume loops (Figure 1).

angiogenesis of the RV was studied by measuring capillary density (CD), VEGF-A and HIF-1a expression.

Timing TO T20
(Weeks)
Echocardiography Echocardiography
Right heart catheterism Right heart catheterism
Pressure-volume loops Pressure-volume loops
Surgery Heart harvesting
HYPPE group M
(0=5) T T
DemaBeus
SHUNT group | 2
(n=5) v v
SHAM group i
(n=5) N v
Figure 1: Design of the study.
Fifleen plgmmm\amhzmln:goup&ngmva\mhlmmonwnlnodjuuhefon(m)m\dZﬂm Eiguad P 7 in piglets.
(T20) ater surgery. vascular p e assed with right At basséine, we perfom  ligature of the left pulmonary artery (dotted armow) trough a left thoracotomy (A).
heart catheterism. wummmnwwwmmm Commdllty(mm) After one week, repeated embokisations dmwmwlmwmweﬂ‘mmw(wwﬁ
Stroke Work and right cyanoacrytate), under fluoroscopic guidance (8) are performed once  week during 5 weeks (unbroken
Hearts were harvested for histological, molecular study of the RV. E1to Es embolisations of the right lower amow). and PH and RV remodeling are obtained after 6
lobe. weeks svoluton. Section (AY. 1: pericardium; 2 eft pper pulmonary lobe
Results: . R systolic indices
impairment in
AL 20 weeks, mean PA pressure (26.8 = 1.4 mm Hg vs 22.8 0.9 mm Hg, p=ns and RV stroke echocardiography: RV
work (SW) (2192 255 mm Hg/ml vs 2110 =211 mmHg/mi, p=ns) were not significantly different fonal area dua )
in the HYPPE and SHUNT groups but significantly more elevated when compared to the Sham . and RV myocardial Igndaaaxoﬂ
% performance (A).
448 4 A0 s Lin and 4494 4 A4 mesbdalol saenacl <00t )
A “ sHan B \teration of the right
= SHUNT = <001 entriculo-arterial coupling
3 * HYPPE g _ thown the maladaptative
T unction of the RV in the
- H YPPE group (C).
2 2 g
£ :
E 3 z
H B

EE

Figure 4: Pulmonary pressure measured with Swan-Ganz (A) and RVSW calculated from P-V loops (B)
RV afterioad was increased in both SHUNT and HYPPE groups. (% p<0,05 HYPPE versus SHAM;

* p<0,05 SHUNT versus SHAM )

Although RV wall thickness was similarly increased in both PH groups when compared to Sham (p<0.001)
(Figure 5), RVMPI and RVFAC values were only impaired in HYPPE animals (p <0.05).

Similarly, the RV elastance was significantly increased (p <0,05) and the ventriculo-arterial coupling

was decreased (p< 0,05 ) only in the HYPPE group (Figure 6). The capillary density was increased

only in the SHUNT group (Figure 7). HIF-1a and VEGF-A expression remained unchanged.

Flgure 7: Myocardial
density in right ventricle (Von
. RV characterised i Willsbrand Factor antibody
Eigure 5: hymmo:':y ) - staining in fluorescence)
(A) and optic ® The capillary density was only

increased in the ad:

PR ———
Capllaky density (cap kmn?)

u\dshamASHAM B: SHUNT;
C: HYPPE

Conclusion:

In PH induced by systemic to pulmonary shunt, the transition from RV compensated hypertrophy to RV failure is delayed Acknowledgement: 9
wm%bmmm-mmwmumebmmhmm

ventricle of shunt models
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PARIS-SACLAY

Mécanismes de la dysfonction ventriculaire droite dans un modéle porcin d’hypertension
pulmonaire : focus sur I’ischémie myocardique et la dysfonction mitochondriale

Mots clés : dysfonction ventriculaire droite, hypertension artérielle pulmonaire, mitochondrie,

microvascularisation

Résumé : La survenue d’une défaillance
ventriculaire droite est associée a une
augmentation de mortalit¢ dans de nombreuses
situations cliniques, particuliérement chez les
patients atteints d’hypertension pulmonaire. Les
mécanismes conduisant a la dysfonction et la
défaillance du ventricule droit lorsqu’il est
soumis a une surcharge chronique de pression
sont complexes et demeurent mal connus. Afin
de mieux comprendre I’importance de ces
mécanismes, nous avons modélisé
I’hypertension artérielle pulmonaire chez le
porc.

La premiére partie de ce travail a consisté
a mettre en évidence I’association entre
I’altération de la microvascularisation et
I’adaptation ventriculaire droite a une surcharge
de pression. Pour cela, nous avons modélisé
I’hypertension pulmonaire chez deux modeles
porcins différents. L un était un modele de shunt
entre la crosse aortique et le tronc de I’artére
pulmonaire (SHUNT), I’autre était un modele
d’hypertension artérielle pulmonaire post-
embolique (CTEPH). Un remodelage structurel
et fonctionnel du ventricule droit était observé
dans les 2 modéles. Dans cette étude, nous avons
mis en évidence que la dysfonction ventriculaire
droite précoce était associ¢e a (1) un mismatch
entre la microvascularisation et 1’hypertrophie
ventriculaire droite, (2) a une baisse du ratio
entre la densité capillaire et la charge de travail
du ventricule droit et (3) & une augmentation de
la fibrose myocardique.

Dans la deuxiéme partie de cette thése,
nous avons étudié et comparé la densité
capillaire et la fibrose myocardique ventriculaire
droite chez 14 patients atteints de syndrome
d’Eisenmenger et 14 patients atteints
d’hypertension artérielle pulmonaire chronique.
Ces 28 patients présentaient une défaillance
ventriculaire droite symptomatique et avaient
été traité par une transplantation cceur-poumon.
La densité capillaire ventriculaire droite était
identique dans les deux groupes et était environ
1,5 fois plus basse que dans un ventricule droit
normal, confirmant 1’atteinte microvasculaire
chez ces patients.

La troisiéme partie de ce travail a
consisté a étudier les capacités respiratoires
mitochondriales au cours du remodelage
ventriculaire droit lorsqu’il est soumis a une
surcharge chronique de pression. Il a ainsi été

montré que, dans notre modéle porcin
d’hypertension artérielle pulmonaire
postembolique, les capacités respiratoires

étaient globalement diminuées, précocement
dans I’évolution et sans diminution de la masse
mitochondriale en microscopie électronique.

De maniére générale, ces résultats démontrent le
role de I’atteinte microvasculaire et de la
dysfonction mitochondriale dans la dysfonction
ventriculaire droite. Les voies moléculaires
communes a ces deux mécanismes (PGC-1la,
HiF-1a entre autres) font I’objet d’étude afin
d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.
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Right ventricular failure is associated with an
increased mortality in several clinical features,
especially in patients with pulmonary
hypertension. Underlying mechanisms of right
ventricular dysfunction and failure in chronic
pressure overload are complex and still subject
to debate. The balance between the supply and
the increased need in oxygen is crucial to
maintain an adapted right ventricular function.
However, an impairment of the myocardial
microvascularisation could lead to myocardial
ischemia and could participate to the transition
between adapted and non-adapted right
ventricular hypertrophy. As mitochondrion are
involved in the entire oxygen-dependent
energy production in cardiomyocytes, their
integrity is also essential for a good right
ventricular function. It is suggested that
mitochondrial metabolism is impaired in right
ventricular failure. However, only few data exist
at the early stage of right ventricular
dysfunction. To better understand the
importance of such mechanisms, we used a
model of chronic pulmonary hypertension in
piglets.

The first aim of this thesis was to study
the association between microvascularisation
impairment and right ventricular adaptation to
chronic pressure overload. We compared two
different piglet models of pulmonary
hypertension. The first model was a systemic-
to-pulmonary shunt (SHUNT) between the
aortic arch and the pulmonary trunk. The
second model reproduced thromboembolic
pulmonary hypertension (CTEPH). In this work,
we showed that early right ventricular
dysfunction was associated with (1) a mismatch

between microvascularisation and right
ventricular hypertrophy as showed by a
decreased capillary density, (2) an importance
of the capillary density to right ventricular
stroke work ratio and (3) an increased of
myocardial fibrosis.

In the second part of this thesis, we
studied and compared the capillary density and
myocardial fibrosis in right ventricles of 14
Eisenmenger Syndrome patients and 14
patients with chronic pulmonary arterial
hypertension. All 28 patients had symptomatic
right ventricular failure and underwent heart-
lung transplantation in our institution. Capillary
density was not different between the two
groups and was almost 1.5-fold lower than in
normal right ventricle, confirming the
impairment of microvascularisation in these
patients.

In the third part of this work, we

studied the  mitochondrial respiratory
capacities in the setting of right ventricular
remodeling under chronic pressure overload.
Thus, we showed that, in our swine CTEPH
model, the mitochondrial respiratory capacities
were globally and early impaired. The
mitochondrial mass assessed in transmission
electronic microscopy was not decreased. We
didn’t observe any modification of substrate
use over time.
Taking together, these results showed that
microvascular impairment and mitochondrial
dysfunction had an important role in the early
right ventricular dysfunction. Molecular
pathways involved in both mechanisms are
currently studied to find new targeted
therapeutics.

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France

304



