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Je	tiens	en	premier	lieu	à	remercier	l’ensemble	des	membres	de	mon	jury	de	thèse,	Mme	le	Pr.	
Chantal	Gauthier,	M.	le	Pr.	Claude	Delcayre,	Mme	la	Dr.	Sandrine	Pons	et	M.	le	Pr.	Youssef	Anouar.	
Je	mesure	pleinement	l’honneur	que	vous	me	faîtes	en	acceptant	de	juger	mon	travail	et	je	vous	adresse	
mes	plus	sincères	remerciements.		

Avant	de	commencer	à	remercier	l’ensemble	des	personnes	qui,	au	quotidien,	grâce	à	leur	présence,	
leur	 savoir,	 leurs	 mots,	 et	 leurs	 choix,	 ont	 permis	 la	 réalisation	 de	 ce	 travail,	 quelques	 petites	 lignes	
s’imposent	à	moi.	Il	est	vrai	que	je	suis	bavarde,	et	c’est	une	qualité	(un	défaut	?)	que	l’on	ne	peut	retirer	de	
ma	personnalité,	 voire	même	de	ma	personne.	Nul	 besoin	de	me	 connaître	par	 cœur	pour	 le	 deviner	 et	 je	
pense	que	ceci	transparaîtra	dans	ce	manuscrit.	Alors	par	avance,	je	tiens	à	m’excuser	pour	les	longues	lignes	
que	vous	vous	apprêtez	à	lire.		

Par	ces	remerciements,	 je	souhaite	notamment	faire	paraître	qu’un	travail	de	thèse,	en	plus	d’être	
un	accomplissement	professionnel,	est	un	accomplissement	personnel.	Parce	qu’un	laboratoire,	au	quotidien,	
ce	sont	avant	tout	des	personnes,	avec	qui	nous	vivons	l’immense	majorité	de	notre	temps,	et	avec	qui	nous	
partageons,	beaucoup,	et	même	plus	qu’on	ne	 le	pense.	 J’ai	 laissé	beaucoup	de	ma	personne	durant	ces	six	
années	 passées	 à	 l’U1096.	 Je	 n’en	 garderai	 que	 d’excellents	 souvenirs,	 et	 je	 tiens	 tout	 d’abord	 à	 vous	
remercier	tous,	dans	votre	ensemble,	pour	m’avoir	permis	de	me	construire,	de	grandir,	de	m’épanouir,	et	de	
m’accomplir	durant	tout	ce	temps	passé	avec	vous.	Merci.		

Tout	d’abord,	je	tiens	à	remercier	le	Pr.	Vincent	Richard.	Merci	de	m’avoir	accueilli	et	de	m’avoir	permis	
de	réaliser	l’ensemble	des	défis	que	nous	nous	étions	fixés,	de	nous	avoir	fait	confiance	dans	notre	folie	
avec	Paul	et	d’avoir	su	nous	épauler	du	mieux	que	tu	pouvais,	notamment	en	me	permettant	de	présenter	
mon	travail	en	congrès	nationaux	et	 internationaux.	 Je	 tiens	également	à	 te	remercier	pour	m’avoir	 fait	
confiance	dans	l’organisation	des	réunions	de	laboratoire.	J’y	ai	pris	beaucoup	de	plaisir,	et	ça	a	permis	à	
mon	âme	organisatrice	de	s’épanouir	au	quotidien.		

Je	tiens	tout	particulièrement	à	remercier	Pr.	Paul	Mulder,	mon	directeur	de	thèse	et	ami.	Merci	pour	ces	
années	passées	à	travailler	ensemble.	C’est	souvent	avec	le	recul	que	l’on	sait	apprécier	les	vraies	qualités	
des	gens	et	plus	le	temps	passe,	plus	je	remarque	que	j’adore	et	ai	adoré	travailler	avec	toi.	J’ai	beaucoup	
apprécié	 notre	 complicité	 dans	 ce	 travail,	 et	 l’énergie	 que	 nous	 y	 avons	 déployé.	 Merci	 également	 de	
m’avoir	fait	confiance,	d’avoir	su	déléguer,	d’avoir	su	m’épauler	et	me	guider	dans	mes	choix,	qu’ils	soient	
quotidiens	ou	tournés	vers	le	futur.	Je	te	remercie	aussi	pour	ta	bonne	humeur	et	ta	gaieté	quotidienne,	
nos	caractères	optimistes	ont	bien	su	se	rencontrer	!			

De	plus,	 j’aimerai	 remercier	 le	Dr.	Antoine	Ouvrard-Pascaud	 sans	qui	 je	n’aurai	probablement	 jamais	
touché	une	pipette	de	ma	vie	!	Merci	de	m’avoir	permis	de	faire	mes	premiers	pas	dans	la	recherche,	dès	
la	Licence	3	;	merci	de	m’avoir	donné	goût	à	ce	métier,	et	de	m’avoir	poussé	à	réaliser	ma	thèse,	et	avec	
Paul	 en	plus	!	 Je	 tiens	 également	 à	 te	 remercier	pour	 toute	 l’aide	dans	 la	 réalisation	de	mon	projet.	Tu	
n’étais	jamais	très	loin,	et	tu	as	su	m’écouter	et	m’épauler	durant	tout	mon	parcours.	Bien	évidemment,	je	
tiens	à	te	remercier	pour	ta	confiance,	notamment	dans	les	projets	collaboratifs,	ce	fut	un	réel	plaisir	de	
travailler	avec	toi.		

Je	 souhaiterai	 également	 remercier	 le	 Dr.	 Ebba	 Brakenhielm	 pour	 son	 savoir	 incroyable,	 son	
dynamisme,	 sa	dévotion	à	 la	 science	et	bien	 sûr	 son	énergie	débordante	et	 contagieuse.	Merci	d’être	 si	
optimiste	et	de	croire	en	le	pouvoir	fabuleux	de	la	science.	C’est	un	réel	bonheur	de	travailler	à	tes	côtés,	
tu	représentes	une	mine	d’or	d’informations	et	de	culture	et	j’ai	beaucoup	appris	en	travaillant	avec	toi.	Je	
tiens	tout	particulièrement	à	te	remercier	pour	la	confiance	que	tu	m’as	accordée	à	la	fois	pour	les	projets	
d’Orianne	 et	 de	 Mahmoud.	 C’était	 un	 réel	 honneur	 et	 bonheur	 de	 travailler	 pour	 ton	 équipe	 et	 j’en	
garderai	d’excellents	souvenirs	!		

Merci	 également	 à	 tous	 les	 chercheurs	 de	 l’U1096,	 qui,	 grâce	 à	 leur	 présence,	 apportent	 une	 âme	 si	
particulière	à	ce	laboratoire.	Merci	au	Pr.	Dominique	Guerrot,	au	Pr.	Jérémy	Bellien	et	au	Dr.	Sylvain	
Fraisneau.	Je	tiens	infiniment	à	remercier	le	Pr.	Christian	Thuillez,	pour	ses	attentions	à	chacune	de	nos	
rencontres.	Merci	pour	votre	intérêt,	et	pour	votre	optimisme	et	confiance	en	l’avenir.	J’ai	été	honorée	de	
croiser	votre	route.		

	 La	 majeure	 partie	 de	 mes	 remerciements	 ira,	 tout	 naturellement,	 à	 l’équipe	 technique	 de	 ce	
laboratoire,	qui	m’a,	du	mieux	qu’elle	pouvait	et	avec	brillo,	aidé	durant	toute	la	réalisation	de	ce	projet.		

Tout	d’abord,	un	immense	merci	à	Anaïs	Dumesnil.	Bon,	non	ce	n’est	pas	naturel	:	merci	merci	merci	à	
ma	 Nanaïs	 d’amour	!!!!!	 Mon	 dieu,	 comment	 aurai-je	 pu	 faire	 sans	 toi	?	 Merci	 pour	 ta	 présence	 au	



 

	

quotidien,	 merci	 d’être	 celle	 que	 tu	 es,	 merci	 d’avoir	 su	 m’épauler,	 m’écouter	 (hyper	 dur	 ça	!!),	 me	
comprendre	 (encore	 plus	!!),	 merci	 pour	 tous	 ces	 messages	 à	 10h10,	 merci	 pour	 nos	 interminables	
discussions	au	microscope,	merci	pour	nos	 fous	 rires	et	nos	pleurs…	Merci	d’être	 tout	 simplement	une	
amie	extraordinaire	!	Et	bien	évidemment	merci	pour	ton	professionnalisme	au	quotidien,	pour	ton	aide	
si	 précieuse	 et	 si	 incroyable	 en	 histo	!	 Merci	 de	m’avoir	 sorti	 de	 bons	 nombres	 de	 galères,	 d’avoir	 su	
bosser	dans	l’urgence	et	de	t’être	montrée	toujours	compréhensive	!	Je	ne	sais	pas	comment	appréhender	
mon	futur	boulot	sans	toi	à	mes	côtés,	ça	va	être	mission	impossible	!!		

Merci	également	à	Sylvanie	Renet,	 j’ai	adoré	travailler	avec	toi	!	Merci	pour	ta	spontanéité,	 ton	sourire	
sans	faille	et	ton	optimisme.	Merci	pour	ton	aide	si	précieuse	en	BM	(des	souvenirs	avec	le	tissu	adipeux	?	
Un	enfer	!!!!).	Merci	également	pour	nos	immenses	fous	rire	et	nos	angoisses	communes	en	Western-Blot,	
on	sera	des	pros	un	jour	ou	l’autre,	j’en	suis	certaine	!		

Merci	à	Jean-Paul	Henry	!	Tu	m’as	énormément	fait	rire	durant	toutes	ces	années	et	c’était	un	bonheur	
de	 travailler	 avec	 toi	!	 Merci	 d’avoir	 d’abord	 accepté	 de	 me	 former	 à	 la	 chirurgie,	 c’était	 un	 véritable	
challenge	 et	 sans	 toi,	 je	 n’aurai	 jamais	 réussi	!	 Mais	 enfin,	 bien	 vite,	 j’ai	 compris	 que	 sans	 toi	 je	 n’y	
arriverai	 jamais,	 alors	 merci	 d’avoir	 accepté	 de	 m’aider	 et	 de	 réaliser	 l’ensemble	 des	 473	 ligatures	
coronaires	qui	ont	été	nécessaires	à	ce	projet.		

Merci	également	au	Dr.	Lionel	Nicol	pour	toute	son	expertise	technique	à	l’IRM.	Merci	d’avoir	passé	de	
longues	heures	à	t’occuper	de	mes	rats	et	de	mes	souris.	Je	t’en	suis	infiniment	reconnaissante.		

Par	ailleurs,	merci	au	Dr.	Isabelle	Rémy-Jouet	pour	m’avoir	formée	à	la	RPE.	Merci	de	m’avoir	transmis	
ta	passion	pour	les	radicaux	libres	et	le	NO	!		

Je	 tiens	également	à	remercier	Annie	Lejeune,	ma	petite	Annie	!	Merci	pour	ce	que	tu	es	et	représente	
dans	ce	laboratoire	!	Merci	de	rendre	le	quotidien	si	agréable	et	de	nous	gratifier	de	ton	sourire	à	chaque	
fois	que	nos	chemins	se	croisent	!	Merci	également	pour	tous	les	excellents	œufs	que	j’ai	pu	manger	grâce	
à	toi,	mon	estomac	en	réclame	toujours	plus	!	Merci	aussi	pour	toutes	tes	excellentes	initiatives	au	labo,	
les	 sorties	 à	 l’Ours	Noir,	 les	 riz	 sénégalais,	 les	 raclettes	qui	 déclenchent	 l’alarme	 incendie…	 J’en	passe	!	
Reste	comme	tu	es,	c’est	tellement	appréciable	!		

Merci	également	à	Laetitia	Depardieu,	pour	ta	bonne	humeur	quotidienne,	pour	nos	discussions	sans	fin	à	
l’animalerie	et	 notre	 complicité.	 Je	 te	 souhaite	 beaucoup	 de	 bonheur	 et	 d’épanouissement	 dans	 ta	 vie	
future,	pour	toi	et	pour	toute	ta	petite	(plus	tant	que	ça)	famille	!		

Comment	 pourrai-je	 écrire	 des	 remerciements	 sans	 citer	 l’âme,	 le	 cœur	 de	 ce	 laboratoire	:	 ma	 petite	
Khedi	!	Merci	 pour	 tout	 ce	 que	 tu	 es	 et	 représentes	!	 Ce	 laboratoire	 ne	 pourrait	 exister	 sans	 toi,	 alors	
merci	 pour	 toute	 ton	 aide	 au	 quotidien,	 et	 par	 là,	 je	 n’entends	 pas	 simplement	 les	 questions	
administratives…	J’entends	aussi,	et	surtout,	ton	écoute,	ton	soutien,	ton	conseil,	ta	présence	au	quotidien,	
les	tutos	Khedi...	Merci	d’avoir	toujours	été	présente	dans	les	bons	comme	dans	les	mauvais	moments.	J’ai	
énormément	 apprécié	 et	profité	de	notre	 complicité	 et	du	 fait	 que	nous	nous	 comprenions	 sans	même	
nous	parler.	C’était	un	bonheur	de	partager	 ton	quotidien	et	 tu	vas	énormément	me	manquer…	Tout	 le	
monde	s’entend	à	dire	que	tu	es	notre	maman	au	labo,	c’est	vrai,	mais	tu	es	surtout	une	amie,	et	 je	sais	
que	nous	saurons	fortifier	ça	plus	tard.	Merci	pour	tout	Khedi,	vraiment	!			

Bien	 évidemment,	 un	 laboratoire	 de	 recherche	 ne	 pourrait	 avancer	 sans	 la	 présence	 de	 jeunes	
pépites	qui	s’accomplissent	au	quotidien.	Avant	de	rentrer	dans	les	détails,	je	tiens	à	remercier	l’ensemble	des	
étudiants	 de	 ce	 laboratoire,	 à	 la	 fois	 ceux	 qui	 sont	 passés	 par	 là,	 ceux	 qui	 y	 résident	 encore,	 et	 ceux	 qui	
viennent	tout	juste	d’arriver.	Merci	pour	votre	présence,	pour	les	nombreux	échanges	scientifiques	que	nous	
avons	eu,	merci	de	faire	en	sorte	que	nous	soyons	un	socle	solide	de	ce	laboratoire,	uni	et	fort.	Mais	aussi	un	
immense	merci	pour	tous	les	énormes	fous	rires	que	nous	avons	eu	dans	ce	fabuleux	bureau	des	étudiants	!	
Nous	avons	partagé	d’excellents	moments	(et	c’est	peut-être	le	moment	de	demander	pardon	à	nos	voisins	de	
bureaux,	Vincent,	Antoine	et	Paul	qui	nous	subissent	au	quotidien,	en	silence…	Merci	pour	votre	patience	!!!)	!		

Je	m’adresserai	tout	d’abord	aux	anciens	étudiants,	de	qui	j’ai	beaucoup	appris.		

Merci	tout	d’abord	à	Orianne.	Nous	avons	été	très	proches	et	très	présentes	l’une	pour	l’autre	alors	merci	
beaucoup	!	Merci	d’avoir	permis	notre	collaboration	mutuelle	et	de	m’avoir	aidé	dans	mes	projets.	Merci	
également	pour	notre	complicité	et	notre	amitié	durant	toutes	ces	années.	Je	te	souhaite	le	meilleur	pour	
la	suite.		



 

	

Merci	également	à	Najah	pour	ton	aide	précieuse	au	Mulvany.	Les	coronaires	n’ont	 jamais	eu	de	secret	
pour	 toi,	 et	 je	 pense	 que	 tu	 resteras	 à	 jamais	 une	 légende	 de	 la	 coronaire	 dans	 ce	 laboratoire	!	 Merci	
d’avoir	toujours	répondu	présente	pour	m’aider	quand	j’en	avais	besoin	et	merci	pour	nos	fous	rires	lors	
des	injections	des	rats.		

Merci	à	Alexandre,	avec	qui	j’ai	beaucoup	travaillé	en	arrivant	au	laboratoire.	Merci	pour	la	patience	que	
tu	 as	 su	 avoir	 à	 l’époque	 et	 pour	 tout	 ce	 que	 tu	 m’as	 appris.	 Merci	 également	 pour	 ta	 présence	 au	
quotidien	et	pour	les	discussions	que	nous	avons	eues,	notamment	avec	nos	projets	d’école.	En	suivant	les	
mêmes	voies,	qui	sait	nos	chemins	se	recroiseront	probablement	dans	le	futur.		

Eugénie,	 Julie,	Clothilde,	 le	 trio	de	choc	!	Sans	oublier	 le	grand	Pierre-Alain.	Merci	pour	 les	moments	
que	nous	avons	passé	ensemble.	J’ai	des	souvenirs	avec	chacun	de	vous	quatre,	je	repense	notamment	à	
cette	fameuse	soirée	à	la	Fée	avec	Eugénie,	qui	m’a	valu	un	joli	cœur	sur	mon	bureau,	à	l’organisation	des	
JED,	où	nous	avons	donné	de	notre	personne.	C’est	cet	événement	qui	nous	a	rapproché,	et	qui	m’a	 fait	
vous	découvrir,	alors	merci	pour	ces	bons	moments	!	Je	vous	souhaite	beaucoup	de	bonheur	et	de	réussite	
dans	votre	vie,	à	la	fois	personnelle	et	professionnelle,	vous	le	méritez	!		

La	 famille	 de	 l’U1096,	 c’est	 aussi	 et	 surtout	 les	 étudiants	 actuels,	 ces	 nouveaux	 arrivants	 (plus	 si	
nouveaux	pour	certains)	qui	y	vivent	au	quotidien.		

J’ai	une	immense	pensée	tout	d’abord	pour	Mouad,	le	p’tit	Hamzaoui	!	J’ai	adoré	travailler	avec	toi,	vous	
soutenir	 au	 Mulvanos	 avec	 Jean,	 réfléchir	 aux	 solutions,	 aux	 tenants	 et	 aboutissants	 des	 projets.	 Ton	
cerveau	fuse	dans	tous	les	sens,	et	c’est	génial	de	débattre	avec	toi	sur	la	science.	On	a	su	se	comprendre	
et	se	soutenir	dans	bon	nombre	de	situations	et	c’est	ce	qui	rend	une	amitié	sincère.	Merci	d’être	ce	que	tu	
es,	merci	pour	ces	checks	qui	déboitent	le	poignet,	merci	pour	ton	énergie	débordante,	ton	optimisme	et	
ton	sérieux	sans	faille.	Il	est	maintenant	clair	dans	mon	esprit	que	les	néphrologues	ne	sont	pas	des	fruits,	
même	si	je	n’en	doutais	pas	!	Je	te	souhaite	bon	courage	pour	la	suite,	même	si	je	sais	que	tout	ce	que	tu	
entreprendras	se	réalisera	avec	brillo,	parce	que	c’est	ce	que	tu	es,	quelqu’un	qui	transforme	tout	en	or.		

Je	pense	aussi	et	surtout	à	Jean	!	Je	me	sens	obligée	de	remercier	ton	chef,	sans	qui	tu	n’aurais	jamais	mis	
les	pieds	au	laboratoire	et	sans	qui	nous	ne	nous	serions	jamais	rencontrés.	Je	le	remercie	aussi	de	t’avoir	
mis	 sur	 un	 sujet	 aussi	 tordu	 et	 compliqué,	 ça	 nous	 a	 valu	 des	 discussions	 interminables	 et	 tellement	
constructives.	Je	tiens	d’ailleurs	à	te	remercier	pour	la	confiance	que	tu	m’as	accordée,	étant	une	simple	
doctorante	 et	 ne	 détenant	 pas	 le	 savoir	 absolu,	 tu	 as	 su	 me	 faire	 confiance	 et	 m’écouter	 quand	 je	 te	
conseillais,	 même	 si	 c’était	 une	 pure	 folie	 de	 faire	 ça	 quand	 on	 y	 repense	!	 Merci	 également	 pour	 ton	
soutien	sans	faille	pour	tout,	pour	tous	nos	fous	rires	(#F),	pour	notre	amitié	sans	faille	et	pour	tous	les	
excellents	moments	que	nous	avons	passés	et	que	nous	passerons	par	la	suite	!	Miss	my	pitch	!		

Il	y	a	aussi	Mahmoud,	 le	discret	Mahmoud…	J’aimerai	te	remercier	pour	ta	bonne	humeur	quotidienne,	
pour	nos	discussions	 sur	 l’astrologie	 (#astromahmoud),	pour	 les	 fous	 rires	que	 tu	as	provoqué	dans	 le	
bureau	des	étudiants.	 Je	pense	que	 tu	as	su	montrer	à	 tout	 le	monde	que	 tu	avais	 ta	personnalité,	et	 je	
trouve	ça	formidable	!	 Je	te	souhaite	beaucoup	de	réussite	dans	ta	vie	 future	(j’entends	par	 là	 le	travail,	
mais	aussi	l’amouuuuuuur),	j’espère	vraiment	que	le	futur	te	sourira	!		

Marianne,	le	petit	poulain	de	Paul	qui	est	grande	maintenant	!	Je	te	souhaite	beaucoup	de	courage	et	de	
force	pour	la	suite.	J’espère	que	tu	accompliras	tes	rêves	(des	tartes	à	la	myrtille	?)	et	que	tu	t’épanouiras	
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 RESUME 
	

La	 sélénoprotéine	T	 (SelT)	est	une	protéine	 thiorédoxine-like	abondamment	exprimée	au	cours	du	

développement	embryonnaire	chez	le	rat,	mais	son	expression	tend	à	disparaître	après	la	naissance,	

notamment	dans	le	cœur,	suggérant	un	rôle	limité	de	la	SelT	à	l’âge	adulte.	Néanmoins,	nous	avons	

pu	montrer	que	la	SelT	est	réexprimée	au	niveau	cardiaque	suite	à	une	ligature	de	l’artère	coronaire	

(LC),	 suggérant	 le	 rôle	 potentiellement	 protecteur	 de	 cette	 protéine	 au	 cours	 des	 pathologies	

cardiovasculaires.	Le	but	de	notre	projet	fut	donc	d’évaluer	les	effets	cardiaques	d’une	thérapie	par	

la	 SelT	 au	 cours	 de	 l’insuffisance	 cardiaque,	 moyennant	 soit	 une	 thérapie	 protéique,	 soit	 une	

thérapie	génique	visant	à	surexprimer	la	SelT	au	niveau	cardiaque	ou	au	niveau	systémique.		

La	supplémentation	en	SelT	(15µg/kg/jour,	minipompes	ip)	a	permis	d’améliorer	significativement	le	

débit	cardiaque	et	la	fraction	de	raccourcissement	du	VG,	mais	également	d’améliorer	les	pressions	

télé-systoliques	 et	 télé-diastoliques	 du	 ventricule	 gauche	 ainsi	 que	 la	 perfusion	 coronaire.	 Ces	

changements	sont	associés	à	une	diminution	du	stress	oxydant	cardiaque	ainsi	qu’à	une	répression	

des	 mécanismes	 inflammatoires	 cardiaques.	 L’ensemble	 de	 ces	 améliorations	 a	 été	 observé	 sans	

modification	de	la	taille	d’infarctus.		

En	parallèle,	nous	avons	pu	montrer	qu’une	injection	intraveineuse	d’un	rAAV9-SelT	(1.1011	vg)	une	

semaine	 après	 la	 LC	 permettait	 de	 diminuer	 significativement	 la	 dilatation	 ventriculaire	 gauche	 3	

mois	 après	 la	 LC.	 De	 manière	 concomitante,	 la	 thérapie	 génique	 par	 la	 SelT	 améliore	 le	 débit	

cardiaque	ainsi	que	la	perfusion	cardiaque.	Ces	changements	sont	associés	à	une	amélioration	de	la	

compliance	et	de	l’élastance	cardiaque.		

Par	 ailleurs,	 l’injection	 intramusculaire	 d’un	 rAAV8-SelT	 suivant	 le	 même	 protocole	 que	

précédemment.	 Nous	 avons	 pu	 montrer	 que	 le	 traitement	 par	 cet	 AAV	 permettait	 de	 diminuer	

significativement	 la	 dilatation	 du	 VG	 et	 d’améliorer	 la	 fraction	 de	 raccourcissement.	 De	 plus,	 la	

thérapie	 génique	 a	 permis	 d’améliorer	 la	 perfusion	 cardiaque	 ainsi	 que	 la	 relaxation	 coronaire	

endothélium-dépendante.	Nous	avons	également	pu	montrer	que	 l’ensemble	des	effets	de	 la	SelT	

sont	médiés	 par	 le	 résidu	 Sec,	 dès	 lors	 que	 la	modification	 de	 ce	 résidu	 par	 une	 alanine,	 annihile	

totalement	l’ensemble	des	effets	positifs	observés	au	cours	de	notre	étude.		

Ainsi,	nos	résultats	ont	permis	de	montrer	clairement	que	 le	rôle	bénéfique	d’un	traitement	par	 la	

SelT	au	cours	de	l’ICC,	et	ce,	grâce	à	un	mécanisme	sélénocystéine-dépendant.	La	SelT	semble	donc	

être	une	cible	thérapeutique	prometteuse	pour	le	traitement	de	cette	pathologie.		

Mots-clés	:	Insuffisance	cardiaque,	Sélénoprotéine	T,	Thérapie	génique,	Thérapie	protéique		
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 ABSTRACT 
	

Selenoprotein	T	(SelT)	 is	a	thioredoxin-like	protein,	which	 is	abundantly	but	transiently	expressed	 in	the	
heart	 during	 the	 embryonic	 development,	 suggesting	 that	 SelT	 plays	 a	 limited	 role	 during	 adulthood.	
However,	 data	 from	 our	 laboratory	 show	 that	 cardiac	 SelT	 expression	 increases	 after	 myocardial	
infarction.	 This	 suggests	 that	 SelT	may	 play	 a	 yet	 unrevealed	 role	 in	 cardiovascular	 diseases	 but	 SelT’s	
potential	protective	role	is	unknown.	Thus,	we	sought	to	investigate	the	cardiac	effects	of	a	SelT-mediated	
therapy	 in	 chronic	 heart	 failure	 (CHF)	 using	 either	 a	 protein	 or	 gene	 therapy	 through	 either	 a	 protein	
supplementation,	or	rAAV	encoding	for	different	forms	of	SelT.	

SelT	supplementation	(15µg/kg/day,	 IP,	administered	for	1	month	starting	7	days	after	MI)	resulted	in	a	
restoration	 of	 cardiac	 output	 and	 LV	 fractional	 shortening	 (sham:	 178,1±14,8;	MI:	 161,1±7,7;	MI+SelT;	
177,6±8,0	 and	 sham:	 44,5±5,1;	 MI:	 17,1±0,8;	 MI+SelT:	 25,6±2,4,	 respectively),	 in	 association	 with	 an	
improvement	of	LV	end-diastolic	and	end-systolic	pressures	as	well	as	LV	tissue	perfusion.	These	changes	
were	associated	with	a	 lower	oxidative	status	and	with	a	decrease	in	 inflammation	pathways	(-32,7%	vs	
MI	 for	 oxidative	 stress	 and	 -27,2%	 and	 -31,4%	 for	 inflammation,	 measured	 by	 electron	 paramagnetic	
resonance	and	western	blotting	analyses	of	IL1ß	and	IL6	expressions,	respectively).	All	these	effects	were	
observed	at	identical	infarct	sizes.	

In	parallel,	a	 single	 intravenous	 injection	of	 rAAV9-SelT	 (1.1011	virus-genome	copies)	one	week	after	MI	
resulted	 in	 an	 increased	 cardiac	 SelT	 expression	 3	 weeks	 after	 injection	 (+150%,	 p<0.05).	 This	 SelT-
overexpression	reduced	HF-induced	increase	in	left	ventricular	diameters	in	both	systole	and	diastole	(at	
1	 and	 3	 months	 post-MI).	 Simultaneously,	 SelT	 improved	 stroke	 volume	 and	 cardiac	 output,	 without	
change	 in	heart	 rate	or	body	weight.	Moreover,	 cardiac	perfusion	was	 improved	by	 rAAV9-SelT	 in	both	
interventricular	 septum	 and	 in	 the	 border	 zone	 of	 the	 infarct.	 These	 changes	were	 associated	with	 an	
improvement	 in	 cardiac	 compliance	 and	 elastance	 parameters	 assessed	 by	 invasive	 pressure/volume	
curves	(compliance:	sham:	18.2±1.5;	HF:	11.0±1.0;	HF+rAAV9-SelT:	15.3±0.5	and	elastance:	sham:	1.3±0.2;	
HF:	2.8±0.2;	HF+rAAV9-SelT:	1.4±0.2,	respectively;	p<0.05	vs.	HF).	

The	 third	 part	 of	 this	 project	 consisted	 in	 a	 single	 intramuscular	 injection	 of	 rAAV8-SelT	 (1.1011	 virus-
genome	copies,	7	days	after	CAL)	of	either	the	normal	form	(rAAV8-SelTSec),	either	the	modified	form	in	
which	 the	 Sec	 residue	 is	 replaced	 by	 an	 Ala	 (rAAV8-SelTAla).	 rAAV8-SelTSec	 administration	 resulted	 in	 a	
significant	increase	in	cardiac	SelT	levels	as	soon	as	3	weeks	post-administration.	After	3	months,	SelTSec	
reduced	 LV	 dilation	 and	 restored	 cardiac	 output.	 Simultaneously	 SelT	 improved	 both	 LV	 elastance	 and	
compliance.	 In	 contrast,	 administration	 of	 the	 rAAV8-SelTAla	 did	 not	 modify	 the	 CHF-related	 cardiac	
dysfunction,	suggesting	that	the	selenocysteine	residue	is	essential	to	the	normal	protein	function.	

Our	 results	 clearly	 show	 that	 increasing	 SelT	 to	 supra-normal	 levels	 reduces	 CHF-induced	 cardiac	
dysfunction	through	a	selenium-dependent	pathway.	These	results	suggest	that	SelT	might	be	a	promising	
therapeutic	option	in	the	treatment	of	CHF.	

Keywords:	heart	failure,	selenoprotein	T,	gene	therapy,	protein	therapy	 	
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 LISTE DES ABBREVIATIONS  
	

	

AA	 Acide	aminé	

AAA	 Anévrisme	de	l’aorte	abdominale	

AAV	 Adeno-associated	virus	

ACC/AHA	 American	College	of	Cardiology/American	Heart	association	

Ach	 Acétylcholine	

ADA-SCID	 Severe	combined	immunodeficiency	

ADN	 Acide	désoxyribonucléique	

AIF	 Apoptosis	inducing	factor	

AMPc	 Adénosine	monophosphate	cyclique	

ANP	 Atrial	natriuretic	peptide	

ARN	 Acide	ribonucléique	

ARNm	 ARN	messager	

ARNt	 ARN	de	transfert		

ATP	 Adénosine	TriPhosphate	

BNP	 Brain	natriuretic	peptide		

CaMKII	 Protéine	kinase	II	calcium-calmoduline	dépendante	

CD	(-4,	45)	 Cluster	de	différenciation	4,	45	

CE	 Cellule	endothéliale	

CEC	 Couplage	excitation-contraction		

CFTR	 Cystic	fibrosis	transmembrane	regulator	

CICR	 Calcium-induced-calcium-released	

CMLV	 Cellule	musculaire	lisse	vasculaire		

Cys	 Cystéine	

DC	 Débit	cardiaque	
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DIO	

	

	

Iodothyronine	désiodase	
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ICC	 Insuffisance	cardiaque	chronique	

IDM	 Infarctus	du	myocarde	
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Le	sélénium	est	un	micronutriment	essentiel	chez	l’Homme.	Découvert	en	1817	par	Jöns	Jacob	

Berzelius,	 l’histoire	 raconte	 que	 ce	 chimiste	 avait	 entrepris	 des	 recherches	 afin	 d’identifier	 l’agent	

responsable	 d’une	 maladie	 mystérieuse	 chez	 les	 ouvriers	 d’une	 usine	 de	 fabrication	 d’acide	

sulfurique1.	Cette	découverte	ayant	eu	 lieu	peu	après	 celle	du	 tellurium	 (Te52),	 qui	 fut	nommé	par	

rapport	 à	 tellus,	 la	 Terre	 en	 latin,	 Berzelius	nomma	cet	 élément	 en	 rapport	 avec	Selene,	 la	 déesse	

grecque	de	la	Lune	(Figure	1).		

	

	

Figure	 1	 :	 Photographie	 de	 la	 première	 publication	 portant	 sur	 le	 sélénium	 dans	 laquelle	 la	

découverte	faite	par	Berzelius	en	1817	est	décrite.		
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Historiquement,	le	sélénium	a	longtemps	été	considéré	comme	agent	toxique,	dès	lors	qu’il	

entraînait	 des	 effets	 néfastes	 pour	 le	 bétail	 et	 pour	 l’Homme2.	 En	 effet,	 la	 plupart	 des	 dérivés	 du	

sélénium	 sont	 des	poisons,	 plus	 dangereux	 encore	que	 certains	 cyanures	 et	 présentant	 une	odeur	

alliacée	particulièrement	tenace.	Les	premières	observations	de	cette	toxicité	remontent	à	plusieurs	

siècles	 avant	 sa	 découverte	 par	 Berzelius.	 En	 effet,	 en	 1295,	 lorsque	Marco	 Polo	 arriva	 en	 Chine	

occidentale,	 sa	 progression	 vers	 l’Est	 fut	 rapidement	 compromise	 par	 la	 perte	 des	 sabots	 de	 ses	

chevaux,	 conduisant	 les	 animaux	 vers	 une	 mort	 certaine.	 Les	 chevaux	 indigènes	 évitaient,	

contrairement	aux	chevaux	malades,	 la	consommation	d’une	herbe	dangereuse	appelée	l’astragale.	

Bien	connue	aujourd’hui,	cette	plante	possède	la	particularité	d’accumuler	le	sélénium,	notamment	

dans	 les	 régions	 où	 le	 sol	 est	 très	 sélénifère,	 comme	 dans	 l’Ouest	 de	 la	 Chine.	 Ce	 syndrome	 est	

désormais	connu	sous	le	nom	d’«	Alkali	disease	».	L’empoisonnement	par	le	sélénium	en	est	la	cause	

principale	et	a	pu	être	reproduit	expérimentalement	chez	des	animaux	d’élevage3,4.	

Ce	n’est	que	plus	d’un	siècle	après	sa	découverte	que	l’image	du	sélénium	a	évolué,	pour	en	

arriver	 au	 rôle	 essentiel	 qu’on	 lui	 confère	 aujourd’hui.	 En	 1954,	 il	 fut	 démontré	 que	 certaines	

bactéries	se	développaient	plus	rapidement	dans	un	milieu	enrichi	en	sélénium5.	Toutefois,	ce	sont	

les	travaux	pionniers	de	l’allemand	Schwarz	qui	ont	permis	en	1957	la	définition	du	sélénium	comme	

oligo-élément	 essentiel.	 En	 effet,	 ses	 travaux	 ont	 montré	 qu’une	 carence	 en	 sélénium	 pouvait	

entraîner	 une	 nécrose	 hépatique	 fatale	 chez	 le	 rat6.	 Par	 la	 suite,	 ils	 ont	 démontré	 qu’une	 légère	

supplémentation	en	sélénium	permettait	de	prévenir	cette	même	nécrose,	mettant	ainsi	en	exergue	

les	 effets	 potentiellement	 bénéfiques	 du	 sélénium7.	 Dans	 les	 années	 1960,	 ce	 rôle	 essentiel	 fût	

confirmé	chez	plusieurs	animaux	d’élevage8,9.		

Au	début	des	années	1970,	dans	 le	cadre	d’études	chez	 l’Homme,	des	scientifiques	chinois	

ont	 suggéré	 que	 des	 carences	 en	 sélénium	 pouvaient	 être	 la	 source	 de	 deux	 pathologies	 graves10	

(Figure	2).	En	effet,	durant	les	années	1930,	une	cardiomyopathie	endémique	aux	multiples	foci	fût	

décrite	en	Chine,	portant	le	nom	de	maladie	de	Keshan	(d’après	la	localisation	dans	cette	province	de	

Chine).	Celle-ci	avait	une	incidence	supérieure	chez	les	femmes	en	âge	de	procréer	ainsi	que	chez	les	

jeunes	 enfants.	 Ce	 n’est	 que	 40	 ans	 plus	 tard	 que	 cette	 maladie	 fût	 associée	 à	 des	 carences	 en	

sélénium,	 dès	 lors	 qu’elle	 était	 induite	 par	 une	prise	 de	moins	 de	 12	µg/jour.	D’autres	 syndromes	

associés	à	une	déficience	en	sélénium	furent	découverts	comme	 la	maladie	de	Kashin-Beck	qui	est	

une	 forme	 d’ostéo-arthropathie	 découverte	 dans	 différentes	 régions	 de	 Chine	 et	 du	 Tibet.	 Par	 la	

suite,	 il	a	été	montré	que	les	déficiences	en	sélénium	étaient	associées	à	des	cas	de	retard	mental,	

d’infertilité	 masculine,	 de	 déficience	 immunitaire,	 de	 myopathies,	 et	 notamment	 de	 maladies	
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cardiovasculaires.	 Ces	 mêmes	 carences	 sont	 également	 impliquées	 dans	 l’apparition	 de	 plusieurs	

types	de	cancers,	dans	la	recrudescence	de	certaines	infections	virales,	ainsi	que	dans	l’accélération	

des	processus	de	vieillissement.	

	

	

	

Figure	2	:	Biodistribution	du	sélénium	dans	le	sol	des	provinces	de	Chine.		

Cette	figure	montre	 l’existence	d’une	zone	en	Chine	dans	 laquelle	 le	sol	est	totalement	dépourvu	de	
sélénium.	Ce	sont	dans	ces	provinces	que	de	nombreuses	maladies,	telles	que	la	maladie	de	Keshan	et	
celle	de	Kashin-Beck	se	sont	développées.	D’après	Sun	et	al.,	201611.			
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L’ensemble	de	ces	données	suggère	que	le	sélénium	est	indispensable	à	la	vie,	au	même	titre	

que	 les	 quatorze	 autres	 oligo-éléments	 essentiels.	 En	 Europe,	 les	 besoins	 journaliers	 en	 sélénium	

chez	l’Homme	adulte	sont	estimés	à	40	µg.	Le	seuil	maximal	journalier	avant	toxicité	est	quant	à	lui	

estimé	 à	 450	 µg.	 Ce	 nutriment	 est	 essentiellement	 apporté	 par	 l’alimentation,	 et	 les	 teneurs	 en	

sélénium	 varient	 en	 fonction	 de	 la	 disponibilité	 et	 de	 l’abondance	 de	 l’oligo-élément	 dans	

l’environnement	 d’origine.	 Il	 existe	 dans	 la	 nature	 sous	 deux	 formes	 principales,	 organique	 et	

inorganique.	 La	 forme	 organique	 est	 la	 plus	 abondante	 et	 est	 représentée	 par	 deux	 formes	 de	

sélénium,	la	sélénocystéine	(Sec)	et	 la	sélénométhionine	(SeMet).	Ces	dernières	sont	probablement	

absorbées	par	 l’intestin	grêle,	principalement	via	un	phénomène	de	diffusion	cellulaire.	La	seconde	

forme,	inorganique,	est	représentée	par	le	sélénite	et	le	sélénate,	qui	sont	faiblement	présents	dans	

la	nature.	On	retrouve	le	sélénium	sous	ses	différentes	formes	dans	l’alimentation	générale,	à	savoir	

la	viande	et	ses	dérivés,	les	poissons,	les	féculents	comme	les	pâtes	et	le	riz,	mais	également	le	pain	

et	les	céréales.	En	revanche,	les	concentrations	les	plus	élevées	de	sélénium	sont	retrouvées	dans	les	

noix	brésiliennes12.		

Il	 n’a	 été	 montré	 que	 plus	 tard	 que	 l’une	 des	 voies	 majeures	 d’assimilation	 du	 sélénium	

consiste	 en	 son	 incorporation	 spécifique	 dans	 des	 protéines	 particulières.	 Ainsi,	 Rotruck	 et	 ses	

collaborateurs	 ont	 pu	 montrer	 que	 le	 sélénium	 protège	 la	 membrane	 cellulaire,	 ainsi	 que	

l’hémoglobine,	contenue	dans	les	érythrocytes	des	différents	dommages	causés	par	le	stress	oxydatif	

via	l’utilisation	du	glutathion13.	Le	glutathion	s’est	avéré	être	un	cofacteur	essentiel	de	la	glutathion	

peroxydase	 (GPx),	 qui	 permet	 le	 clivage	 du	 peroxyde	 d’hydrogène	 et	 des	 peroxydes	 lipidiques.	 De	

manière	 intéressante,	 l’activité	 enzymatique	 de	 la	 GPx	 est	 sélénium-dépendante14,15.	 Par	 ailleurs,	

d’autres	 études	 ont	 prouvé	 que	 le	 sélénium	 est	 un	 facteur	 essentiel	 à	 l’activité	 de	 différentes	

protéines,	telles	que	la	sélénoprotéine	A	du	système	glycine	réductase	et	la	formiate	déshydrogénase	

eubactérienne16,17.		

Depuis	 cette	 découverte,	 les	 études	 se	 sont	 multipliées	 afin	 d’élucider	 les	 mécanismes	

d’insertion	 du	 sélénium	dans	 ces	 protéines	 (Figure	 3).	 Il	 a	 pu	 être	montré	 que	 le	 sélénium	 y	 était	

présent	sous	sa	forme	biologique	principale,	 l’acide	aminé	sélénocystéine	(Sec),	qui	est	 intégré	à	 la	

chaîne	 polypeptidique18,19	 selon	 un	 mécanisme	 complexe	 qui	 sera	 détaillé	 par	 la	 suite.	 La	

sélénocystéine,	 considérée	 alors	 comme	 le	 21e	 acide	 aminé	 protéinogène,	 confère	 ainsi	 aux	

sélénoenzymes	 des	 avantages	 catalytiques.	 Ces	 protéines	 se	 sont	 alors	 vu	 attribuer	 des	 activités	

biochimiques	diverses,	 souvent	 liées	 à	 des	mécanismes	d’oxydoréduction,	 expliquant,	 en	partie,	 le	

rôle	fondamental	du	sélénium20.		
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Figure	3	:	Evolution	des	publications	scientifiques	relatives	aux	recherches	sur	le	sélénium	entre	1945	

et	2010	

Selon	 la	 database	 ISI	Web	 of	 Science	moyennant	 les	 mots	 clés	 «	Selenium	»,	 «	Selenocysteine	»	 et	

«	Selenoprotein	»,	d’après	le	livre	Selenium	:	Its	molecular	biology	and	role	in	human	health.		
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I. Une biosynthèse atypique  

1. Le sélénium 

Le	sélénium	est	le	34e	élément	de	la	classification	périodique	de	Mendeleïev	et	représente	le	

69e	 élément	 en	 termes	 d’abondance	 sur	 Terre.	 Il	 est	 principalement	 apporté	 par	 l’alimentation	 –	

majoritairement	dans	le	pain	et	les	céréales,	mais	également	dans	les	produits	d’origine	animale	–,	sa	

présence	dans	l’eau	étant	négligeable.	Les	taux	de	Se	dans	les	racines	sont	directement	corrélés	aux	

taux	 présents	 dans	 le	 sol,	 dès	 lors	 que	 la	 biodisponibilité	 de	 l’oligo-élément	 est	 directement	

influencée	par	le	statut	physicochimique	du	sol	(pH,	état	rédox	etc.).	La	principale	voie	d’assimilation	

du	 sélénium	 a	 été	 proposée	 par	 Ip21	 et	 consiste	 en	 la	 réduction	 des	 différents	 dérivés	 séléniés.	

L’absorption	des	dérivés	du	sélénium	se	passe	majoritairement	dans	la	partie	basse	du	petit	intestin	

via	différentes	voies.	 La	plupart	des	 formes,	qu’elles	 soient	organiques	ou	non,	 sont	absorbées,	en	

condition	 physiologique,	 avec	 une	 efficacité	 avoisinant	 les	 90%,	 à	 l’exception	 du	 sélénite	 dont	

l’absorption	est	plus	compliquée22.		

Le	Se	existe	sous	différents	degrés	d’oxydation	(représentés	en	figure	4).	Tous	les	organismes	

peuvent	 assimiler	 cet	 oligo-élément	 sous	 ses	 formes	 sélénite	 SeO3
2-	 ou	 sélénure	 H2Se,	 mais	

l’assimilation	de	sa	forme	sélénate	SeO4
2-	n’est	possible	que	chez	les	plantes	et	les	eubactéries.	Une	

fois	absorbées	dans	le	tractus	gastro-intestinal,	les	espèces	séléniées	sont	transportées	dans	le	foie.	

La	SeMet	est	habituellement	transformée	en	Se-Albumine	(SeAlb)23	alors	que	le	sélénate	et	les	autres	

espèces	organiques	sont	plutôt	transportées	sous	leur	forme	propre.	Alors	que	les	mécanismes	sous-

jacents	à	ce	transport	ne	sont	pas	encore	clairement	élucidés,	il	est	cependant	désormais	avéré	que	

le	foie	est	l’organe	pivot	du	métabolisme	du	Se.	En	effet,	il	est	le	siège	de	la	synthèse	des	protéines	à	

sélénium	et	permet	également	la	régulation	de	l’excrétion	de	ses	métabolites.	

La	 sélénocystéine	 (Sec)	 est	 un	 analogue	 de	 la	 cystéine	 dans	 lequel	 l’atome	 de	 soufre	 du	

groupement	thiol	est	remplacé	par	un	atome	de	sélénium,	constituant	un	groupement	sélénol.	Par	

son	mécanisme	d’incorporation	spécifique	dans	les	sélénoprotéines,	la	Sec	est	considérée	comme	le	

21e	 acide	 aminé	 protéinogène	 et	 se	 distingue	 donc	 de	 la	 sélénométhionine	 qui	 est	 incorporée	

aléatoirement.	 Depuis	 la	 découverte	 de	 cet	 acide	 aminé,	 de	 nombreuses	 avancées	 ont	 permis	 de	

mieux	apprivoiser	 les	mécanismes	sous-jacents	à	 la	synthèse	mais	également	à	 l’insertion	de	 la	Sec	

dans	la	séquence	des	sélénoprotéines,	permettant	ainsi	de	mieux	comprendre	le	fonctionnement	de	
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cette	 famille	 de	 protéines	 particulières.	 Ainsi,	 nous	 développerons	 dans	 le	 chapitre	 suivant	 les	

mécanismes	sous-jacents	à	l’insertion	de	la	Sec	dans	la	séquence	des	sélénoenzymes.		

	

	

Figure	4	:	Schématisation	globale	du	métabolisme	du	sélénium	chez	les	mammifères.		

L’absorption	 des	 espèces	 séléniées	 a	 principalement	 lieu	 dans	 l’intestin	 grêle	 via	 différents	
mécanismes.	Quasi	toutes	les	formes	de	sélénium,	organiques	ou	inorganiques,	sont	absorbées	avec	
une	 efficience	 avoisinant	 les	 90%.	 Les	 différentes	 formes	 sont	 ensuite	 transformées,	 via	 différents	
mécanismes	 en	 sélénide	 d’hydrogène	 qui	 sera	 ensuite	 utilisé	 pour	 s’intégrer	 à	 la	 chaîne	
polypeptidique	des	sélénoprotéines.		

	

2.	Biosynthèse	de	la	sélénocystéine	

La	Sec	est	présente	dans	les	trois	lignées	d’évolution	du	vivant.	Il	s’agit	de	l’unique	acide	aminé	

dont	 la	 synthèse	 a	 lieu	 sur	 son	 propre	 ARN	 de	 transfert	 (ARNt).	 Même	 si	 les	 mécanismes	 de	

biosynthèse	 de	 cet	 acide	 aminé	 ont	 été	 établis	 chez	 les	 bactéries	 en	 1991	 par	 Bock	 et	 ses	
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collaborateurs,	ceux	impliqués	chez	les	eucaryotes	sont	longtemps	restés	énigmatiques.	En	effet,	il	a	

été	découvert	que	le	sélénium	était	un	composant	essentiel	des	glutathion	peroxydases	(GPx)	et	qu’il	

y	était	présent	sous	la	forme	de	Sec.	Ce	n’est	que	plus	tard	qu’une	étude	de	séquençage	a	révélé	qu’à	

chaque	 Sec	 présente	 dans	 la	 séquence	 des	 GPx	 et	 de	 la	 formiate	 déshydrogénase	 eubactérienne	

correspondait	un	codon	UGA,	reconnu	ailleurs	comme	un	codon	stop24,25.	La	relecture	de	ce	codon	

UGA	par	rapport	au	code	génétique	classique	n’est	pas	exclusive.	En	effet,	il	a	également	été	montré	

que	 le	 codon	 UGA	 dicte	 également	 l’incorporation	 du	 tryptophane	 dans	 les	 mitochondries	 de	

mammifères	et	de	levures,	ou	de	la	cystéine	dans	le	génome	nucléaire	de	l’Euplote26.		

Cependant,	 l’incorporation	 spécifique	 de	 la	 Sec	 de	 manière	 co-traductionnelle	 chez	 les	

bactéries	 et	 les	 eucaryotes	 nécessite	 une	 machinerie	 complexe	 et	 constitue	 une	 particularité	 du	

monde	vivant	dont	les	mécanismes	moléculaires	ne	sont	pas	encore	totalement	élucidés27.	

La	Sec	est	un	acide	aminé	naturel	qui	n’existe	pas	sous	forme	libre	chez	les	archéobactéries	et	

les	 eucaryotes.	 Sa	 synthèse	 est	 effectuée	 en	 deux	 étapes,	 directement	 sur	 son	 ARN	 de	 transfert,	

appelé	ARNtSec,	à	partir	de	la	sérine.	Il	s’agit	d’un	analogue	de	la	cystéine	dans	lequel	le	groupement	

thiol	 est	 remplacé	 par	 un	 groupement	 sélénol.	 Ce	 dernier	 lui	 confère	 un	 pouvoir	 nucléophile	 plus	

important	et	un	pKa	plus	faible28.	Cette	réactivité	accrue	constitue	probablement	la	raison	d’être	des	

sélénoprotéines,	malgré	la	faible	efficacité	et	le	coût	énergétique	élevé	de	leur	synthèse.		

L’ARNtSec	 est	 commun	 aux	 différentes	 sélénoprotéines	 et	 est	 codé	 par	 le	 gène	 trsp.	

L’invalidation	 de	 ce	 gène	 chez	 la	 souris	 entraîne	 une	 absence	 totale	 de	 production	 de	

sélénoprotéines	 et	 est	 associée	 à	 un	 développement	 anormal	 du	 squelette	 et	 du	 cartilage,	 mais	

également	 à	 	 une	 mort	 précoce	 des	 embryons29.	 Brièvement,	 la	 biosynthèse	 de	 la	 Sec	 chez	 les	

eucaryotes	commence	par	l’association	d’une	sérine	à	l’ARNtSec,	réaction	catalysée	par	la	séryl	ARNt	

synthétase	 (SerS),	 puis	 par	 sa	modification	 en	phosphosérine	 grâce	 à	 la	 phosphoséryl	 ARNt	 kinase	

(PSTK).	 En	 parallèle	 de	 ces	 réactions,	 le	 sélénium,	 transformé	 en	 sélénophosphate	 par	 la	

sélénophosphate	 synthase	 2	 (SPS2),	 est	 transformé	 en	 PSer-ARNt[Ser]Sec	 grâce	 à	 la	 Sec	 synthétase	

(SecS,	codée	par	le	gène	SelA),	aboutissant	ainsi	à	la	formation	du	Sec-ARNt[Ser]Sec	30,31	(Figure	5).	



 

	
	

	

25	

	

Figure	5	:	Mécanisme	de	biosynthèse	de	la	sélénocytéine	chez	les	eucaryotes.		

	

De	manière	 indépendante,	 le	mécanisme	par	 lequel	 la	Sec	est	métabolisée	a	récemment	été	

identifié.	Ce	dernier	nécessite	une	enzyme	nommée	Sec	lyase	(SCL)	qui	catalyse	la	dégradation	de	la	

Sec	 en	 L-alanine	 et	 sélénium.	 L’enzyme	 SCL	 a	 tout	 d’abord	 été	 identifiée	 dans	 des	 homogénats	

hépatiques	 de	 rat32,	 puis	 la	 SCL	 du	 cochon	 fût	 isolée	 et	 caractérisée	 biochimiquement.	 Chez	 les	

mammifères,	 cette	 enzyme	 est	 présente	 dans	 de	 nombreux	 tissus,	 malgré	 une	 activité	

particulièrement	 importante	dans	 le	 foie	 et	 les	 reins	 et	 une	quasi	 absence	dans	 le	 sang	et	 le	 tissu	

adipeux.	 Les	 rôles	 physiologiques	 de	 la	 SCL	 restent	 peu	 voire	 pas	 connus.	 Il	 a	 été	 proposé	 qu’elle	

pourrait	être	 impliquée	dans	 le	 recyclage	du	sélénium	à	partir	de	 la	Sec	durant	 la	dégradation	des	

sélénoprotéines.	De	ce	fait,	cette	enzyme	pourrait	être	une	source	alternative	de	sélénium	pour	les	

cellules.	En	effet,	 il	a	 récemment	été	montré	dans	un	modèle	de	culture	cellulaire	que	 la	SCL	était	

impliquée	dans	la	synthèse	des	sélénoprotéines.		

Malgré	quelques	études	qui	ont	visé	à	élucider	le	rôle	physiologique	de	la	SCL,	peu	de	données	

existent	 à	 l’heure	 actuelle.	 Dans	 un	modèle	 d’invalidation	 de	 l’expression	 de	 son	 gène,	 les	 souris	

présentent	une	altération	de	l’homéostasie	glucidique	et	lipidique,	associée	à	un	dérèglement	de	la	
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signalisation	 insulinique,	 et	 ce,	 lors	 d’un	 régime	 alimentaire	 classique33.	 Ces	 effets	 sont	 exacerbés	

lorsque	 les	 animaux	 sont	 assujettis	 à	 un	 régime	 pauvre	 en	 sélénium,	 suggérant	 des	 perturbations	

métaboliques	majeures	 causées	par	 la	 déficience	 en	 sélénoprotéines34.	 En	 revanche,	 la	 nature	des	

sélénoprotéines	impliquées	dans	la	signalisation	de	la	SCL	reste	à	clarifier.	

	

3.	Incorporation	de	la	Sec	dans	les	protéines	

L’incorporation	de	la	Sec	dans	les	protéines	est	dictée	par	le	codon	UGA	qui	est	présent	dans	

l’ARNm	des	sélénoprotéines.	En	effet,	cet	ARNm	contient	une	séquence	repliée	en	épingle	à	cheveux,	

la	 Selenocysteine	 Insertion	 Sequence	 (SECIS),	 située	 dans	 la	 région	 3’	 non-codante,	 à	 une	 distance	

variant	 de	 300	 à	 plusieurs	milliers	 de	 nucléotides	 du	 codon	 UGA	 devant	 être	 recodé35.	 L’élément	

SECIS	 permet	 la	 liaison	 d’un	 complexe	 protéique	 de	 500kDa,	 essentiel	 à	 l’insertion	 de	 la	 Sec36.	 Ce	

complexe	 est	 assemblé	 sur	 l’ARNm	 dans	 le	 noyau,	 puis	 l’ensemble	 est	 exporté	 à	 travers	 un	 pore	

nucléaire	vers	le	cytoplasme,	où	auront	lieu	la	traduction	et	l’incorporation	de	la	Sec37,38	(Figure	6)	

	

	

Figure	 6	 :	 Modèle	 d’insertion	 de	 la	 sélénocystéine	 lors	 de	 la	 traduction	 des	 protéines	 chez	 les	

eucaryotes.	Adapté	de	Allmang	et	al.	2009	et	Chavatte	et	al.,	2005.	
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Les	premières	protéines	 identifiées	dans	ce	complexe	sont	 le	 facteur	SECIS	Binding	Protein	2	

(SBP2)	et	le	facteur	d’élongation	de	la	Sec	(eEFSec	:	eukaryotic	Elongation	Factor	for	Sec).	SBP2	est	un	

facteur	 limitant	 de	 la	 traduction	 des	 sélénoprotéines.	 En	 effet,	 la	 mutation	 de	 son	 gène	 chez	

l’homme	 cause	 de	 nombreuses	 manifestations	 cliniques	 associées	 à	 une	 déficience	 en	

sélénoprotéines,	 telles	 que	 l’azoospermie,	 la	 dystrophie	musculaire,	 une	déficience	 immunitaire	 et	

l’augmentation	de	la	sensibilité	à	l’insuline39.	SBP2	est	recruté	sur	la	séquence	SECIS	via	son	domaine	

C-terminal40,41	 et	 recrute	 lui-même	 le	 facteur	 d’élongation	 eEFSec.	 Ce	 dernier	 assure	 alors	

l’élongation	de	la	chaîne	protéique	et	l’incorporation	de	la	Sec	en	apportant	spécifiquement,	via	son	

domaine	N-terminal,	le	Sec-ARNt[Ser]Sec	au	niveau	du	codon	UGA	à	décoder.	La	protéine	ribosomique	

L30	 s’ajoute	 également	 à	 la	 machinerie	 de	 synthèse	 des	 sélénoprotéines	 et	 permet	 l’interaction	

entre	 le	 complexe	 lié	 à	 SECIS	 et	 le	 site	 «	A	»	 du	 ribosome42,43.	 De	 plus,	 d’autres	 facteurs	 ont	 été	

identifiés	 comme	 régulateurs	 négatifs	 (eIF4A3)	 ou	 positifs	 (nucléoline)	 de	 l’expression	 des	

sélénoprotéines44,45.	 Jusqu’à	 présent,	 la	 somme	 des	 masses	 moléculaires	 des	 différents	 éléments	

identifiés	 dans	 le	 complexe	 reste	 inférieure	 à	 la	 masse	 moléculaire	 du	 complexe	 de	 500	 kDa37,46,	

suggérant	 l’identification	 probable	 de	 facteurs	 supplémentaires	 dans	 les	 années	 à	 venir.	 Enfin,	 la	

sélection	du	codon	UGA	comme	site	d’incorporation	de	 la	Sec	n’est	pas	due	au	hasard.	En	effet,	 la	

présence	 d’une	 structure	 tige-boucle	 adjacente	 (côté	 3’)	 à	 l’UGA	 est	 nécessaire	 pour	 son	

identification	 en	 tant	 que	 site	 d’insertion	 de	 Sec47.	 Il	 a	 été	montré	 que	 des	mutations	 dans	 cette	

partie	de	l’ARNm	étaient	responsables	d’une	inhibition	de	l’insertion	de	la	Sec48.		

En	examinant	plus	précisément	le	mécanisme	de	synthèse	des	sélénoprotéines,	on	comprend	

alors	que	la	diminution	de	la	biodisponibilité	en	sélénium	entraînera	une	baisse	de	quantité	d’ARNt	

formé	 et	 donc	 l’arrêt	 prématuré	 de	 la	 traduction	 des	 sélénoprotéines49–52.	 Cependant,	 tout	

constituant	de	la	machinerie	traductionnelle	est,	en	soi,	un	facteur	limitant	du	système.	Il	a	ainsi	été	

observé	que	la	surexpression	sélective	d’un	seul	des	facteurs	impliqués	déstabilisait	l’équilibre	et	par	

conséquent	 l’ensemble	 de	 la	 synthèse	 des	 sélénoprotéines53–55.	 De	 plus,	 il	 est	 intéressant	 de	

souligner	 l’existence	 d’une	 hiérarchie	 de	 synthèse	 des	 sélénoprotéines.	 En	 effet,	 malgré	 des	

mécanismes	peu	élucidés,	 cela	 consiste	en	une	 réponse	différente	pour	 chaque	 sélénoprotéine	en	

cas	de	carence	en	sélénium56,57.	 Il	 semblerait	d’ailleurs	que	SBP2	définisse	 la	capacité	maximale	de	

biosynthèse	 des	 sélénoprotéines	 chez	 les	 mammifères,	 pouvant	 expliquer,	 au	 moins	 en	 partie,	 la	

hiérarchisation	 de	 cette	 synthèse.	 L’importance	 fonctionnelle	 de	 SBP2	 chez	 l’homme	 a	 pu	 être	

illustrée	par	deux	observations.	Des	patients,	 présentant	 une	mutation	du	 gène	 codant	pour	 SBP2	

développent	 un	 défaut	 de	 maturation	 de	 l’hormone	 thyroïdienne	 dû	 à	 la	 chute	 d’activité	 d’une	
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sélénoprotéine58.	 Le	 second	 exemple	 correspond	 à	 une	mutation	 pathologique	 dans	 le	 quartet	 de	

paires	de	bases	non-canoniques	de	 l’élément	SECIS	du	gène	de	 la	 sélénoprotéine	N	observée	chez	

des	patients	atteints	de	dystrophie	musculaire	 congénitale.	Cette	mutation	empêche	 la	 fixation	de	

SBP2	sur	la	tige-boucle,	donnant	lieu	à	la	synthèse	d’une	sélénoprotéine	tronquée	non	fonctionnelle.	

Des	 expériences	 complémentaires	 ont	 montré	 que	 le	 messager	 correspondant	 était	 déstabilisé,	

suggérant	que	SBP2	empêche	l’adressage	du	messager	vers	les	voies	de	dégradation59.		

C’est	 par	 ce	 mécanisme	 de	 régulation	 que	 les	 sélénoprotéines	 ont	 été	 découvertes	 et	

caractérisées.	Brièvement	 les	 sélénoprotéines	procaryotes	peuvent	être	classées	en	deux	groupes	:	

un	 premier	 dans	 lequel	 le	 sélénium	 est	 présent	 sous	 forme	 coordonnée	 ou	 sous	 forme	 de	 résidu	

sélénométhionine	incorporé	aléatoirement	;	un	second,	majoritaire,	dans	lequel	l’atome	de	sélénium	

est	retrouvé	sous	forme	de	sélénocystéine.		

Nous	nous	 consacrerons	 exclusivement	 aux	 sélénoprotéines	 eucaryotes	qui	 feront	 l’objet	 de	

cet	exposé.	Chez	l’homme,	on	dénombre	25	sélénoprotéines	différentes.	Les	premières	identifiées	le	

furent	chez	 les	mammifères	durant	 les	années	1970.	De	plus,	des	approches	 in	silico	ont	permis	de	

déterminer	un	répertoire	exhaustif	de	sélénoprotéines	humaines60–64.	Les	sélénoprotéines	partagent	

peu	de	similitudes	de	séquence	et	 leur	grande	diversité	 reflète	 leur	 implication	dans	des	 fonctions	

biologiques	 diverses	 qui	 n’ont	 pas	 encore	 été	 déterminées	 pour	 certaines	 d’entre	 elles.	 Les	

sélénoprotéines	ne	constituent	pas	une	famille	de	protéines	au	sens	strict	du	terme	dès	lors	qu’elles	

ne	 dérivent	 pas	 d’un	 ancêtre	 commun.	 En	 revanche,	 elles	 partagent	 des	 propriétés	 physico-

chimiques	communes.		

A	 l’heure	 actuelle,	 la	 majorité	 des	 sélénoprotéines	 ont	 été	 découvertes	 par	 des	 approches	

génomiques,	 laissant	 imaginer	 que	 les	 avancées	 dans	 ce	 domaine	 d’expertise	 permettront	 la	

découverte	d’autres	protéines	de	cette	famille.	Leur	distribution	varie	de	manière	importante	selon	

les	espèces.	En	effet,	même	si	les	sélénoprotéines	sont	présentes	dans	les	trois	domaines	de	la	vie,	le	

nombre	de	sélénoprotéines	varie	énormément	selon	les	familles	d’organismes	(Figure	7).			
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Figure	7	:	Famille	des	sélénoprotéines.		

Les	 sélénoprotéines	 sont	 retrouvées	 dans	 les	 trois	 lignées	 du	 vivant.	 La	 taille	 relative	 de	 chaque	
sélénoprotéine	est	montrée	sur	la	partie	droite	de	la	figure	et	la	localisation	du/des	résidu(s)	Sec	sont	
représentés	par	un	trait	rouge.	D’après	Labunskyy	et	al.,	2014.		

	

4.	Rôles	chez	l’homme	

Chez	 l’homme,	 les	 fonctions	 du	 sélénium	 sont	 exercées	 par	 les	 25	 sélénoprotéines.	 Celles-ci	

sont	 exprimées	 dans	 de	 nombreux	 tissus	 et	 types	 cellulaires	 et	 exercent	 des	 fonctions	 diverses	 et	

variées65	 sur	 lesquelles	 nous	 reviendrons	 par	 la	 suite.	 Néanmoins,	 le	 sélénium	 exerce,	 en	 soi,	 des	

rôles	qui	lui	sont	propres.		
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Tout	d’abord	le	sélénium	semble	jouer	un	rôle	essentiel	sur	la	survie.	En	effet,	au	moins	trois	

études	 prospectives	 ont	 démontré	 que	 de	 forts	 taux	 de	 sélénium	 étaient	 associés	 avec	 une	 faible	

mortalité66–68.	Il	existe	une	association	non-linéaire	entre	le	statut	en	sélénium	et	la	mortalité	toutes	

causes	 confondues	 chez	 plus	 de	 13	 000	 adultes	 suivis	 pendant	 12	 ans	 (jusqu’à	 la	 fin	 des	 années	

2000).	 De	 plus,	 l’étude	 «	 9-year	 longitudinal	 Epidemiology	 of	 Vascular	 Ageing	»	 (EVA)	 réalisée	 en	

France	a	montré	que	de	faibles	taux	basaux	de	sélénium	(en	moyenne	87	µg/L)	étaient	associés	avec	

une	augmentation	des	taux	de	mortalité	toutes	causes	confondues.		

Par	ailleurs,	malgré	de	nombreuses	études	montrant	l’importance	du	sélénium	sur	l’immunité	

à	la	fois	in	vitro	et	in	vivo69–71,	très	peu	d’études	ont	été	réalisées	chez	l’homme.	La	supplémentation	

en	sélénium	chez	des	individus	rechargés	en	sélénium	a	montré	des	effets	 immunostimulants,	avec	

notamment	une	majoration	de	la	prolifération	des	cellules	T	activées,	une	augmentation	de	l’activité	

des	 cellules	 natural	 killer	 (NK)69,72–76.	 Seule	 une	 étude	 clinique	 a	 montré	 l’intérêt	 d’une	

supplémentation	 en	 sélénium	 sur	 le	 système	 immunitaire75.	 Réalisée	 en	 Angleterre,	 cette	 étude	 a	

montré	que	des	adultes	avec	de	faibles	teneurs	en	sélénium	mais	supplémentés	avec	deux	doses,	à	

savoir	50	et	100	µg	de	sodium	sélénite	par	 jour,	guérissaient	plus	rapidement	suite	à	une	 infection	

par	un	poliovirus	que	ceux	qui	 recevaient	 le	placebo76.	Cette	supplémentation	en	sélénium	semble	

promouvoir	 la	différentiation	des	cellules	T	CD4+	en	cellules	T-helper-1	(Th1)	par	rapport	à	celle	en	

Th2.		

Le	sélénium	semble	également	être	crucial	au	niveau	cérébral.	Ainsi,	 lors	d’une	déplétion	en	

sélénium,	les	taux	cérébraux	de	l’oligo-élément	sont	maintenus	aux	dépens	des	autres	tissus,	dès	lors	

qu’une	déficience	cérébrale	entraîne	des	dommages	irréversibles.	La	sélénoprotéine	P	(SEPP1)	joue	

un	rôle	primordial	dans	l’apport	cérébral	de	sélénium	au	cerveau,	en	se	liant	à	un	récepteur	apoER2,	

membre	de	 la	 famille	des	récepteurs	aux	 lipoprotéines77.	 Il	a	en	effet	été	montré	que	 les	souris	ne	

pouvant	pas	synthétiser	la	SEPP1	développaient	une	spasticité,	présentaient	des	lésions	spontanées	

et	 réalisaient	 des	 mouvements	 anormaux	 et	 incontrôlés.	 De	 nombreuses	 études	 chez	 l’homme	

laissent	 penser	 que	 le	 sélénium	 aurait	 un	 rôle	 à	 jouer	 dans	 différentes	 pathologies	 cérébrales,	

incluant	 la	 maladie	 de	 Parkinson,	 des	 lésions	 de	 coordination	 et	 de	 cognition	 notamment.	 Les	

troubles	 épileptiques	 et	 les	 lésions	 fébriles	 chez	 l’enfant	 sont	 associés	 à	 une	 diminution	 des	 taux	

sériques	 de	 sélénium78–81.	 Par	 ailleurs,	 il	 a	 été	 montré	 que	 le	 turnover	 de	 certains	

neurotransmetteurs	 était	 altéré	 en	 cas	 de	 déficience	 en	 sélénium82.	 	 L’étude	 clinique	 InCHIANTI,	

réalisée	 sur	 plus	 de	 1000	 adultes	 âgés	 de	 65	 ans	 et	 plus	 a	 permis	 de	mettre	 en	 évidence	 que	 les	

personnes	ayant	des	 taux	de	sélénium	bas	présentaient	une	coordination	des	mouvements	altérée	
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par	rapport	aux	personnes	ayant	un	statut	sérique	normal83.	Par	ailleurs,	les	chercheurs	ont	noté	une	

augmentation	de	la	prévalence	de	la	maladie	de	Parkinson	dans	le	quartile	ayant	les	plus	faibles	taux	

de	sélénium.		

Brièvement,	 le	 sélénium	 joue	également	un	 rôle	bénéfique	 sur	 l’humeur.	 En	effet,	 au	moins	

trois	 études	 ont	 montré	 que	 de	 faibles	 concentration	 en	 sélénium	 étaient	 associée	 avec	 une	

augmentation	de	 la	 dépression	 et	 d’autres	 troubles	 de	 l’humeur,	 à	 savoir	 l’anxiété	 et	 la	 confusion	

notamment84–87.	 	Ainsi,	un	questionnaire	réalisé	aux	Etats-Unis	a	montré	que	 les	 individus	carencés	

en	 sélénium	 présentaient	 une	 modification	 de	 la	 thymie	 (humeur	 dépressive,	 angoisse,	 anxiété	

etc.)84.	Pour	autant,	le	simple	fait	que	la	sélénémie	soit	normale	suffit	à	contrebalancer	ces	effets.		

	

Par	 ailleurs,	 la	 glande	 thyroïdienne	 est	 le	 tissu	 le	 plus	 concentré	 en	 sélénium	 dans	 le	 corps	

humain	 (0,2-2	 µg/g)88.	 En	 effet,	 les	 taux	 de	 sélénium	 ont	 été	 mesurés	 dans	 différents	 tissus	 lors	

d’autopsies	 en	 Norvège	 et	 ont	 pu	 révéler	 que	 les	 taux	 intrathyroïdiens	 de	 sélénium	 étaient	

significativement	plus	élevés	que	 les	 taux	hépatiques	 (0,72	µg/g	dans	 la	 thyroïde	 contre	0,45	µg/g	

dans	 le	 foie)89.	 Cet	 oligo-élément	 y	 joue	 des	 rôles	 divers	 et	 variés,	 notamment	 par	 le	 biais	 d’une	

famille	 de	 sélénoprotéines	 particulières,	 les	 iodothyronine	 déiodinases	 dont	 nous	 exposerons	 les	

fonctions	dans	 le	 chapitre	 suivant.	Nous	pouvons	 cependant	noter	que	de	nombreuses	études	ont	

visé	 à	 prouver	 l’implication	 de	 la	 sélénémie	 dans	 différentes	 infections	 thyroïdiennes	 telles	 que	 la	

thyroïdite	d’Hashimoto	notamment.	Récemment,	une	étude	clinique	conduite	par	 l’European	Goup	

on	 Graves’	 Orbitopathy	 (EUGOGO)	 a	 visé	 à	 évaluer	 l’impact	 d’une	 supplémentation	 en	 sodium	

sélénite	 (200	 µg/jour)	 pendant	 six	 mois	 sur	 des	 patients	 atteints	 de	 la	 maladie	 de	 Basedow,	 une	

hyperthyroïdie	auto-immune.	Ainsi,	après	six	mois	de	traitement,	les	patients	traités	par	le	sélénium	

exclusivement	ont	une	atteinte	oculaire	moins	prononcée,		une	qualité	de	vie	améliorée	ainsi	qu’une	

diminution	de	la	progression	de	la	maladie90.	Ces	résultats	sont	concordants	avec	ceux	observés	dans	

une	 étude	 plus	 récente,	 qui	 a	 montré	 que	 les	 patients	 récemment	 diagnostiqués	 pour	 cette	

pathologie	 présentaient	 une	 sélénémie	 inférieure	 à	 la	 normale,	 supportant	 l’hypothèse	 de	

l’implication	du	sélénium	dans	cette	pathologie91.		

Un	autre	champ	d’investigation	où	le	sélénium	semble	être	impliqué	est	 le	diabète	de	type	2	

(DT2).	Ceci	n’est	néanmoins	pas	clairement	établi	dès	 lors	qu’une	controverse	est	née	d’une	étude	

clinique	qui	a	révélé	qu’une	forte	sélénémie	était	associée	à	une	augmentation	de	la	prévalence	du	

DT292.	Les	auteurs	ont	ainsi	conclu	que	le	sélénium	devait	être	exclu	des	recommandations	lors	de	la	
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prise	en	charge	des	patients	diabétiques	aux	Etats-Unis.	D’un	autre	point	de	vue,	 l’étude	Selenium	

and	 Vitamin	 E	 Cancer	 Prevention	 Trial	 (SELECT),	 dans	 laquelle	 plus	 de	 35	 000	 américains	 ont	 été	

supplémentés	 en	 sélénium	 et/ou	 en	 vitamine	 E	 pendant	 5	 ans	 et	 demi	 en	 moyenne,	 n’a	 montré	

aucun	effet	sur	l’incidence	du	diabète93.	De	plus,	il	a	été	montré	dans	l’étude	française	EVA		qu’une	

sélénémie	 élevée	était	 associée	 à	 une	diminution	du	 risque	d’hyperglycémie	pendant	 les	 9	 ans	 de	

l’étude94.		

Ainsi,	 l’ensemble	 de	 ces	 données	 montre	 le	 rôle	 essentiel	 et	 central	 que	 semble	 jouer	 le	

sélénium	 en	 santé	 humaine.	 Néanmoins,	 malgré	 de	 nombreuses	 études	 réalisées	 en	 modulant	 la	

sélénémie	 (supplémentation	 orale	 ou	 déprivation),	 seul	 un	 faible	 nombre	mène	 à	 des	 conclusions	

non-sujettes	 à	 controverses.	 Les	 études	 récemment	 conduites	 ont	 plutôt	 visé	 à	 caractériser	 les	

fonctions	 des	 protéines	 à	 sélénium,	 nommées	 sélénoprotéines,	 qui	 semblent	 médier	 la	 majeure	

partie	des	effets	de	l’oligo-élément.	De	ce	fait,	nous	nous	intéresserons	dans	le	chapitre	suivant	à	la	

grande	famille	des	sélénoprotéines.	Nous	nous	attacherons	à	définir	leur	essence,	leurs	fonctions	et	

leurs	implications	en	santé	humaine.	

	

II. Les sélénoprotéines : implication en santé humaine 

Au	regard	de	l’immense	diversité	des	fonctions	exercées	par	le	sélénium	en	santé	humaine	et	

du	nombre	 important	de	 facteurs	 impliqués	dans	 la	 synthèse	et	 la	 régulation	des	 sélénoprotéines,	

celles-ci	doivent	participer	à	des	fonctions	essentielles	et	être	finement	régulées.	L’utilisation	d’outils	

bioinformatiques	 basés	 sur	 la	 reconnaissance	 des	 codons	 UGA	 et	 des	 éléments	 SECIS	 dans	 les	

génomes	 a	 permis	 d’identifier	 un	 grand	 nombre	 de	 sélénoprotéines,	 contribuant	 ainsi	 à	 mieux	

appréhender	leur	importance	et	leur	phylogenèse62.		

	

1.	Sélénoprotéines	et	sélénoprotéome	

L’émergence	 des	 techniques	 de	 séquençage	 génomique	 a	 permis	 l’identification	 de	 près	 de	

3600	 gènes	 regroupés	 en	plus	 d’une	 centaine	de	 familles	 de	 sélénoprotéines95.	 L’ensemble	 de	 ces	

enzymes	est	retrouvé	chez	près	de	la	moitié	des	eucaryotes,	15%	des	archées,	25%	des	bactéries	et	

également	 chez	 les	 virus,	 malgré	 de	 grandes	 disparités.	 Pour	 exemple,	 chez	 les	 eucaryotes,	 le	
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sélénoprotéome	 peut	 varier	 entre	 59	 protéines	 distinctes	 chez	 l’algue	 unicellulaire	 aureococcus	

anophagefferens	 et	 aucune	 sélénoprotéine	 chez	 les	 plantes	 supérieures96.	 Par	 ailleurs,	 les	

organismes	 marins	 ont	 le	 plus	 large	 sélénoprotéome	 et	 à	 l’inverse,	 les	 organismes	 terrestres,	 à	

l’exception	des	mammifères	et	de	quelques	espèces	de	vertébrés,	possèdent	 le	sélénoprotéome	 le	

plus	 restreint97.	Chez	 les	mammifères,	on	dénombre	de	24	à	25	protéines	selon	 les	espèces,	 issues	

pour	 la	 plupart	 du	 groupe	 ancestral	 de	 sélénoenzymes	 de	 vertébrés,	 ayant	 lui-même	 une	 grande	

homologie	 avec	 celui	 des	 eucaryotes	 unicellulaires,	montrant	 ainsi	 l’immense	 conservation	 de	 ces	

protéines	entre	les	espèces98.		

Malgré	cela,	et	de	manière	remarquable,	l’existence	des	sélénoprotéines	tend	à	diminuer	voire	

à	 disparaître	 au	 cours	 de	 l’évolution	 des	 espèces	 eucaryotes,	 comme	 c’est	 le	 cas	 chez	 les	 plantes	

terrestres97.	Ce	déclin	est	associé	à	une	conversion	de	la	Sec	en	Cys	par	mutation	du	codon	UGA	en	

UGC	 ou	 UGG.	 Nous	 retrouvons	 ainsi	 une	 douzaine	 de	 conversions	 au	 cours	 de	 l’évolution	 des	

vertébrés	 et	 huit	 pendant	 l’expansion	des	mammifères.	 Réciproquement,	 seule	 une	 conversion	de	

Cys	en	Sec	a	été	observée	chez	 les	eucaryotes,	en	partie	à	cause	de	 la	machinerie	d’incorporation.	

Néanmoins,	 lors	 de	 l’évolution	 des	 bactéries	 et	 des	 archées,	 nous	 pouvons	 souligner	 que	 cette	

conversion	est	plutôt	 fréquente,	mais	n’est	possible	que	 si	 l’organisme	avait	 auparavant	porté	des	

sélénoprotéines,	possédant	ainsi	 la	machinerie	associée,	ou	si	un	transfert	 	horizontal	de	gène	a	eu	

lieu	 pour	 l’apporter99.	 Une	 étude	 portant	 sur	 la	 composition	 des	 sélénoprotéomes	 a	 suggéré	

l’hypothèse	 que	 cette	 diminution	 d’utilisation	 de	 la	 Sec	 pouvait	 être	 associée	 à	 la	 colonisation	 de	

l’environnement	 terrestre	par	 les	organismes.	En	effet,	 le	 sélénium	y	étant	moins	disponible	et	 les	

taux	 d’oxygène	 étant	 élevés,	 les	 sélénoprotéines	 deviendraient	 très	 réactives,	 ce	 qui	 semble	 être	

délétère	pour	les	organismes100.		

	

2.	Caractérisation	structurelle	des	sélénoprotéines	mammifères	

Chez	 les	 mammifères,	 on	 dénombre	 environ	 25	 gènes	 codant	 pour	 des	 sélénoprotéines	

différentes.	Pour	rappel,	leur	acide	aminé	sélénié	–	la	Sec	–	est	inséré	de	manière	co-traductionnelle	

dans	 les	protéines	en	synthèse	en	réponse	à	un	codon	UGA,	traditionnellement	désigné	comme	un	

codon	 de	 terminaison	 de	 la	 traduction.	 A	 l’heure	 actuelle,	 la	 plupart	 des	 sélénoenzymes	 ont	 été	

classées	 en	 fonction	 de	 leur	 activité	 enzymatique	 principale	 telle	 que	 les	 GPx,	 les	 TrxR,	 mais	

également	 les	 idothyronine	désiodases	(DIO)	qui	sont	 les	plus	caractérisées	à	 l’heure	actuelle101.	Le	
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reste	 des	 protéines	 de	 cette	 famille	 regroupe	 les	 SelH,	 I,	 K,	 M,	 N,	 O,	 P,	 R,	 S,	 T,	 V,	 W,	 15	 et	 la	

sélénophosphate	synthétase	2	(SPS2).	L’ensemble	des	sélénoprotéines	chez	l’homme	et	les	rongeurs	

ne	possède	qu’un	seul	résidu	Sec,	situé	à	l’extrémité	C-	ou	N-terminale,	à	l’exception	de	la	DIO2	et	de	

la	SelP	qui	possèdent	2	et	10	résidus,	respectivement.	Pour	autant,	malgré	qu’ils	soient	basés	quasi	

exclusivement	 sur	 le	 pouvoir	 oxydo-réducteur	 de	 la	 Sec,	 les	mécanismes	 d’action	 de	 ces	 enzymes	

peuvent	différer	selon	les	types	cellulaires.		

	

3.	Rôles	principaux	et	mécanismes	d’action	des	GPx,	TrxR	et	DIO	

Les	GPx	sont	des	composants	essentiels	du	système	antioxydant.	Elles	sont	en	effet	impliquées	

dans	 l’élimination	des	hydroperoxydes	afin	de	maintenir	 l’homéostasie	 rédox	de	 la	cellule.	Les	GPx	

mammifères	 sont	 sous-classées	 en	 différentes	 sous-familles,	 numérotés	 consécutivement	 de	 1	 à	

8102,103.	 Les	GPx	1,	2	et	3	 forment	des	homotétramères	capables	de	 réduire	 les	hydroperoxydes	en	

eau.	 Dans	 le	 but	 de	 revenir	 à	 l’état	 réduit,	 ces	 protéines	 utilisent	 le	 tripeptide	 glutathion	 (figure	

8A)104.	De	manière	opposée,	 la	GPx4	agit	sous	forme	monomérique	et	peut	 inhiber	 la	peroxydation	

des	phospholipides	membranaires105.	Les	GPx	agissent	indirectement	sur	des	processus	métaboliques	

comme	la	sécrétion	d’insuline,	la	prolifération	ou	encore	la	mort	cellulaire,	et	ce,	en	régulant	les	taux	

d’hydroperoxydes	comme	le	H202106.	Ainsi,	le	H202	intracellulaire	oxyde	la	protéine	PTEN,	l’inactivant	

et	 provoquant	 une	 augmentation	 de	 phosphatidylinositol	 3,4,5-triphosphate	 (PIP3),	 un	 régulateur	

important	 de	 la	 prolifération	 et	 de	 la	 survie	 cellulaire	 notamment.	 La	 réduction	 de	 ces	 espèces	

réactives	de	l’oxygène	(ERO)	par	les	GPx	permet	ainsi	de	réguler	ces	processus107.		

	 	



 

	
	

	

35	

	

Figure	8	:	Mécanismes	d’action	des	GPx	et	TrxR.		

A)	La	réduction	du	H2O2	en	eau	s’effectue	par	 l’oxydation	du	sélénol	en	un	intermédiaire	 instable	–
SeOH	 (1).	 Ensuite,	 ce	 groupement	 attaque	 une	 molécule	 de	 glutathion	 GSH	 pour	 créer	 un	 pont	
thioséléniure	–SeSG	 (2).	 L’utilisation	d’un	autre	glutathion	permet	 la	 régénération	de	 la	GPx	 (3).	 Le	
glutathion	oxydé	GSSG	est	réduit	par	les	enzymes	glutathion	réductases	(non	illustré).		

B)	 La	 thiorédoxine	 Trx	 subit	 une	 attaque	 nucléophile	 du	 Se	 sur	 son	 pont	 disulfure	 (1).	 Le	 caractère	
électrophile	du	Se	en	fait	une	cible	du	soufre	adjacent	(flèche	rouge)	générant	un	pont	thioséléniure	(-
SeS)	 et	 provoquant	 la	 libération	de	 la	 Trx	 réduite	 (flèche	 verte,	 2).	Au	niveau	de	 la	 sous-unité	 TrxR	
associée,	le	cofacteur	NADPH	apporte	les	électrons	au	pont	disulfure	via	la	fonction	FAD	(non	illustré).	
Ces	électrons	permettent	de	régénérer	le	groupement	sélénol	(3).		

D’après	Sarma	&	Mugesh,	2008	et	Lothrop	et	al.,	2014.		

	

Les	thiorédoxine	réductases	(TrxR)	sont	essentielles	à	la	réduction	des	thiorédoxines,	enzymes	

majeures	impliquées	dans	la	réduction	des	ponts	disulfures	de	nombreuses	cibles	(liaison	covalente	

entre	 deux	 cystéines,	 induite	 par	 oxydation)108.	 Ces	 sélénoenzymes	 présentent	 des	 domaines	 de	

liaison	 pour	 les	 coenzymes	 NADPH	 et	 FAD,	 un	 pont	 disulfure	 à	 l’extrémité	 C-terminale	 et	 le	

groupement	sélénié	en	N-terminal.	Ce	sont	des	homodimères	en	conformation	«	tête	à	queue	»	et	

leur	extrémité	C-terminale	est	située	à	proximité	de	la	région	N-terminale	de	l’autre	sous-unité.	Au	

sein	de	la	cellule,	le	groupement	sélénol	régénère	la	Trx	par	réduction	de	son	pont	disulfure.	Une	fois	

oxydées,	les	TrxR	retrouvent	leur	conformation	initiale	par	ajout	d’électrons	issus	de	leurs	cofacteurs	

(à	 savoir	 FAD	 et	 NADPH)	 (Figure	 8B).	 Les	 TrxR,	 de	 manière	 semblable	 aux	 GPx,	 sont	 impliquées	

indirectement	dans	la	réparation	de	l’ADN	ou	encore	dans	le	maintien	de	l’homéostasie	rédox109.		
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Les	 DIO	 sont	 des	 sélénoprotéines	 membranaires	 qui	 modulent	 les	 taux	 d’hormones	

thyroïdiennes,	 soit	 par	 activation	 de	 la	 prohormone	 thyroxine	 (T4)	 en	 3,3’,5-triiodothyronine	 (T3)	

grâce	 à	 DIO1/DIO2,	 soit	 par	 inactivation	 de	 cette	 dernière	 via	 DIO3.	 Ces	 enzymes	 agissent	 par	

désiodation	 (clivage	 d’un	 atome	 d’iode).	 La	 DIO3	 inactive	 la	 T3	 en	 T2	 (3,3’-diiodothyronine)	 et	

participe,	avec	la	DIO2,	à	la	régulation	tissu-spécifique	des	concentrations	intracellulaires	locales	de	

T3110.	 Les	 DIO,	 via	 la	 régulation	 de	 ces	 hormones,	 sont	 ainsi	 impliqués	 dans	 divers	 processus	

physiologiques.	 En	 effet,	 il	 a	 été	montré	 en	 condition	 d’hypothermie,	 que	 la	 T3	 était	 produite	 en	

grandes	quantités	par	la	DIO2	dans	les	adipocytes	bruns,	ce	qui	permettait	l’expression	de	la	protéine	

découplante	 UCP-1	 (Uncoupling	 protein	 1).	 Cette	 dernière	 pourra	 ainsi	 inhiber	 la	 formation	 d’ATP	

dans	la	mitochondrie	et	ainsi	détourner	l’énergie	produite	par	la	b-oxydation	lipidique,	pour	produire	

de	la	chaleur111.		

	

4.	Rôle	des	autres	sélénoprotéines	

Néanmoins,	malgré	une	 caractérisation	 globale	de	 ces	 trois	 sous-familles	de	 sélénoenzymes,	

les	autres	sélénoprotéines	sont	bien	moins	connues	et	ont	fait	l’objet	de	nombreuses	études	depuis	

une	quinzaine	d’années.		

Parmi	elles,	 la	SPS2	joue	un	rôle	prépondérant	dans	 la	biosynthèse	de	la	Sec,	dès	 lors	qu’elle	

produit	 le	 monosélénophosphate	 à	 partir	 du	 sélénide	 et	 intervient	 également	 dans	 la	 régulation	

spécifique	des	 sélénoprotéines	 112.	 La	 SelR,	ou	méthionine	 sulfoxyde	 réductase	B1	est	une	enzyme	

dont	 l’activité	 principale	 consiste	 en	 la	 réduction	 de	 la	méthionine,	 le	 second	 acide	 aminé	 le	 plus	

susceptible	 d’être	 oxydé	 (après	 la	 Cys).	 Ainsi,	 cette	 sélénoprotéine	 participe,	 par	 son	 action,	 à	

l’activation/inactivation	de	protéines113.		

Certaines	 sélénoprotéines	 sont	 principalement	 exprimées	 dans	 le	 réticulum	 endoplasmique.	

C’est	 le	 cas	 notamment	 de	 la	 sélénoprotéine	 15-kDa	 (Sep15),	 de	 la	 SelK	 et	 de	 la	 SelS.	 Une	 étude	

publiée	récemment	a	suggéré	que	la	Sep15	jouait	un	rôle	dans	le	contrôle	qualité	des	glycoprotéines	

et	 dans	 la	 formation	 des	 ponts	 disulfure,	 via	 son	 association	 avec	 la	 protéine	 chaperonne	 UGGT	

(UDP-glucose:glycoprotein	 glucosyltransférase)114.	 Parallèlement,	 deux	 protéines	 analogues,	 SelS	 et	

SelK	 sont	 impliquées	 quant	 à	 elles	 dans	 la	 dégradation	 des	 protéines	 mal	 repliées	 dans	 le	

réticulum115.	 En	 effet,	 SelK	 et	 SelS	 interagissent	 avec	 deux	 protéines,	 Derlin-1	 et	 Derlin-2	
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respectivement,	 qui	 forment	 ensemble	 un	 canal	 permettant	 de	 rétro-transférer	 les	 protéines	mal-

conformées	et	ainsi	entraînent	leur	dégradation	dans	le	cytosol	par	le	protéasome116.		

Certaines	sélénoprotéines	 jouent	également	un	rôle	dans	 le	cycle	cellulaire.	Pour	exemple,	 la	

SelW	 est	 une	 protéine	 cytosolique	 abondamment	 exprimée	 et	 est	 capable	 de	 relancer	 le	 cycle	

cellulaire	 suite	 à	 un	 arrêt	 en	 phase	 G2.	 Cette	 enzyme	 agit	 en	 réduisant	 le	 pont	 disulfure	 de	 la	

phosphatase	CDC25B,	ce	qui	a	pour	conséquence	de	la	libérer	de	son	complexe	avec	la	protéine	14-

3-3.	 Ainsi,	 cette	 phosphatase	 élimine	 un	 phosphate	 inactivateur	 de	 la	 kinase	 cdk1,	 permettant	

l’entrée	 en	 mitose	 de	 la	 cellule117.	 Récemment,	 Bang	 et	 ses	 collaborateurs	 ont	 publié	 un	 travail	

montrant	le	rôle	de	la	Sep15	dans	l’arrêt	du	cycle	en	phase	G1,	via	la	régulation	des	protéines	p21	et	

p27.	 Cette	 même	 protéine	 semblerait	 également	 jouer	 un	 rôle	 dans	 la	 réorganisation	 du	

cytosquelette118.		

Ceci	n’est	pas	l’unique	exemple	d’interaction	entre	les	sélénoprotéines	et	d’autres	partenaires.	

En	effet,	 la	SelN	s’associe	avec	 le	 récepteur	de	 la	 ryanodine	au	cours	de	 la	contraction	des	cellules	

musculaires.	 Ce	 récepteur	 permet	 la	 formation	 d’un	 canal	 qui	 assure	 la	 libération	 du	 calcium	

séquestré	dans	le	réticulum	sarcoplasmique.	En	l’absence	de	SelN,	l’affinité	de	liaison	de	la	ryanodine	

pour	son	récepteur	diminue	fortement	et	la	libération	du	calcium	est	altérée,	notamment	à	cause	de	

l’oxydation	 des	 résidus	 Cys	 du	 récepteur119.	 Cette	 défaillance	 calcique	 a	 pour	 conséquence	 un	

dysfonctionnement	 musculaire	 majeur,	 associé	 à	 une	 rigidité	 de	 la	 colonne	 vertébrale	 et	 à	 une	

insuffisance	 respiratoire,	 ces	 symptômes	 étant	 couramment	 retrouvés	 dans	 les	 myopathies	

congénitales.		

Par	ailleurs,	 la	SelP	est	l’unique	sélénoenzyme	contenant	dix	résidus	Sec	chez	l’Homme	et	les	

rongeurs120.	 La	 SelP	 est	 synthétisée	 dans	 le	 foie,	 puis	 est	 libérée	 dans	 le	 plasma	 où	 elle	 exerce	 sa	

fonction	 principale	 de	 pool	 corporel	 de	 sélénium.	 Cependant,	 elle	 semble	 également	 synthétisée	

dans	 d’autres	 tissus	 tels	 que	 le	 cœur	 ou	 le	 cerveau	 où	 elle	 exercerait	 des	 fonctions	 similaires.	

Différentes	 études	 ont	 montré	 l’implication	 de	 la	 SelP	 dans	 le	 transport	 et	 le	 maintien	 de	

l’homéostasie	du	sélénium121.	 Il	a	été	montré	que	 les	animaux	 invalidés	pour	 la	SelP	souffraient	de	

déficits	 sévères	 en	 sélénium	 dans	 le	 cerveau,	 les	 testicules,	 mais	 également	 chez	 les	 fœtus,	 ces	

déficits	étant	associés	à	des	pathologies	sévères122.		

Malgré	le	grand	nombre	d’études	qui	ont	visé	à	caractériser	les	sélénoprotéines,	que	ce	soit	de	

manière	 fonctionnelle	 ou	 en	 santé	 humaine,	 un	 grand	 nombre	 d’entre	 elles	 reste	 néanmoins	 peu	
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caractérisé.	 Nous	 nous	 focaliserons	 dans	 cette	 étude	 sur	 une	 séléno-enzyme	 particulière,	 peu	

caractérisée	à	l’heure	actuelle	:	la	sélénoprotéine	T	(SelT).		

		

III. La sélénoprotéine T 

En	 1999,	 Kryukov	 et	 ses	 collaborateurs	 ont	 identifié	 deux	 nouvelles	 sélénoprotéines	 dont	 la	

SelT	grâce	au	logiciel	SECISearch	qui	se	base	sur	la	reconnaissance	d’une	séquence	SECIS	au	sein	du	

génome62.	Une	étude	phylogénétique	a	révélé	que	sa	séquence	nucléotidique	est	 la	plus	conservée	

chez	 les	 vertébrés.	 En	 effet,	 la	 séquence	 humaine	 possède	 97	 à	 100%	 d’homologie	 avec	 celle	 des	

mammifères,	95%	avec	 le	poulet	mais	également	89%	avec	 la	grenouille98,123.	De	plus,	 l’analyse	de	

plusieurs	organismes	modèles	a	dévoilé	la	présence	d’homologues	contenant	la	Cys	en	lieu	et	place	

de	 la	 Sec	 chez	 les	 protozoaires,	 des	 plantes	 terrestres	 et	 aquatiques	 et	 des	 insectes,	 ce	 qui	 laisse	

suggérer	que	la	SelT	pourrait	avoir	une	origine	plus	ancienne	au	sein	du	règne	vivant123.		

	

1.	Caractéristiques	structurelles	de	la	SelT	

L’épissage	de	 la	séquence	nucléotidique	de	 la	SelT	génère	un	ARN	messager	de	six	exons	qui	

contient	la	région	3’	non	codante	où	est	situé	l’élément	SECIS,	nécessaire	à	l’incorporation	de	l’acide	

aminé	Sec	dont	le	codon	est	situé	dans	l’exon	2	(Figure	10-A).	Suite	à	la	transcription	de	l’ARNm,	une	

protéine	 de	 195	 aa	 est	 formée,	 contenant	 différentes	 structures	 secondaires,	 essentielles	 à	 la	

caractérisation	de	la	protéine	(Figure	10-B).	En	effet,	son	extrémité	N-terminale	est	composée	d’un	

peptide	signal	en	position	1-19	qui	permet	son	transfert	intracellulaire124.	A	l’instar	de	la	SelW	et	des	

GPx,	la	SelT	possède	un	centre	rédox	compris	dans	un	motif	de	type	thiorédoxine.	Celui-ci	est	présent	

sous	la	forme	d’une	séquence	en	acide	aminé	particulière	:	Cys-X-X-Sec	pour	la	SelT,	homologue	à	la	

séquence	Cys-X-X-Cys	de	la	thiorédoxine125,126.	Le	motif	thiorédoxine	permet	à	la	protéine	d’exercer	

une	 activité	 oxydoréductase	 en	 formant	 un	 pont	 disulfure.	 Ceci	 est	 permis	 par	 le	 repliement	

particulier	de	 la	structure	protéique	avec	 la	présence	d’un	cœur	de	feuillets	b	entouré	de	plusieurs	

hélices	a.	Bien	que	la	structure	tertiaire	de	la	SelT	ne	soit	pas	encore	caractérisée,	l’homologie	de	ses	

structures	 secondaires	 suggère	 un	 repliement	 similaire	 à	 celui	 de	 la	 thiorédoxine	 et	 de	 la	 SelW	

(Figure	10-C).	La	SelT	contient	également	deux	domaines	hydrophobes	en	positions	87-102	et	125-

143,	 à	 cheval	 sur	 4	 hélices	a,	 qui	 prédisent	 une	 localisation	 transmembranaire124,125,127.	 L’analyse	
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récente	 de	 la	 séquence	 protéique	 de	 la	 SelT	 murine	 par	 le	 serveur	 I-Tasser	 a	 permis	 de	 prédire	

plusieurs	 modèles	 de	 repliement	 tertiaire	 à	 l’aide	 des	 structures	 protéiques	 caractérisées	 et	

présentes	 dans	 la	 Protein	 Data	 Bank	 (données	 non	 publiées	 obtenues	 par	 nos	 collaborateurs	 de	

l’U982).	 Cette	 étude	 a	 permis	 de	 montrer	 que	 la	 SelT	 avait	 une	 structure	 similaire	 à	 la	 DsbA	

bactérienne	(75%),	mais	également	à	la	thiorédoxine	(67%)	et	à	la	SelW	(64%).		
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Figure	9	:	Structures	de	la	SelT		

A)	Structure	du	gène	de	 la	SelT	de	 la	souris	qui	après	épissage,	donne	un	ARNm	formé	de	6	exons	
(Ex).	 Les	 codons	 initiateur	 (ATG),	 stop	 (TAG)	 et	 le	 codon	 de	 la	 Sec	 (TGA)	 sont	 annotés.	 L’exon	 6	
constitue	la	région	3’	non	codante	de	l’ARNm	où	est	situé	l’élément	SECIS.	B)	Structure	primaire	de	la	
SelT	présentant	le	peptide	signal	(jaune),	les	feuillets	β	(rouge),	le	motif	CVSU	(bleu)	et	les	hélices	α	
(vert).	 C)	 Comparaison	 des	 structures	 secondaires	 de	 quatre	 protéines	 homologues	 (Thiorédoxine,	
SelT/W	et	DsbA).	Ces	enzymes	ont	en	commun	un	motif	de	type	thiorédoxine	(Trx)	:	β-α-β-β-β-α.	La	
Trx	possède	une	troisième	hélice	α2	localisée	entres	les	brins	β2	et	β3	tandis	que	la	SelT	et	la	DsbA	
possèdent	 quatre	 à	 cinq	 hélices	 supplémentaires.	 Ces	 données	 sont	 fournies	 par	 SelenoDB	 2.0,	 le	
serveur	I-Tasser	et	d’après	Shouldice	et	al.,	2011;	Moustafa	and	Antar,	2012.	
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2.	Expression	tissulaire	de	la	SelT	

Chez	les	mammifères,	la	SelT	est	exprimée	dans	de	nombreux	tissus	durant	l’embryogenèse,	et	

ce,	 dès	 les	 premiers	 stades	 de	 développement124.	 Au	 20e	 jour	 embryonnaire	 (E20)	 et	 jusqu’à	 la	

naissance,	 son	 expression	 est	maximale	 durant	 l’organogenèse,	 notamment	 au	 niveau	 du	 système	

nerveux,	du	foie,	du	cœur,	des	poumons	et	du	testicule	(Figure	11-A	et	B).	Toutefois,	dès	la	fin	de	la	

première	semaine	postnatale	et	à	l’âge	adulte,	l’expression	de	la	SelT	décroît	fortement	puis	s’éteint	

dans	 la	majorité	des	organes,	à	 l’exception	du	cerveau,	du	 foie	et	du	cœur	où	elle	est	détectée	en	

concentration	 résiduelle.	 Elle	 reste	 néanmoins	 fortement	 exprimée	 dans	 quelques	 tissus	 qui	

possèdent	une	activité	endocrine,	à	savoir	le	testicule,	le	pancréas	et	la	glande	pituitaire	(Figure	11-C	

et	D)124,128,129.		

Par	ailleurs,	il	a	été	montré	que	l’invalidation	de	la	SelP	chez	la	souris	entraînait	une	chute	de	

plus	de	60%	de	l’expression	de	la	SelT	dans	le	testicule.	De	plus,	malgré	une	diminution	importante	

des	taux	de	SelT	 lors	d’une	carence	en	Se,	ces	derniers	sont	maintenus	dans	 le	cerveau	et	 le	cœur,	

suggérant	un	rôle	potentiel	de	cette	protéine	dans	ces	organes,	même	à	 l’âge	adulte130.	De	plus,	 la	

SelT	 peut	 être	 fortement	 réexprimée	 lors	 de	 pathologie,	 notamment	 d’ordre	 ischémique,	 dès	 lors	

que	 l’étude	 d’Ikematsu	 a	 montré	 qu’elle	 était	 surexprimée	 dans	 le	 cerveau	 suite	 à	 une	 ischémie	

cérébrale131.	De	surcroît,	 il	a	été	montré	que	 la	SelT	est	principalement	 localisée	dans	 l’appareil	de	

Golgi	et	dans	le	réticulum	endoplasmique,	ce	qui	pourrait	l’impliquer	dans	les	diverses	fonctions	de	

ces	organites124.		



 

	
	

	

42	

	

Figure	10	:	Taux	d’expression	tissulaire	de	la	SelT	au	stade	embryonnaire	et	chez	le	rat	adulte.		

A-C)	Taux	relatifs	des	ARN	messagers	de	 la	SelT	au	sein	de	différents	 tissus	prélevés	à	E20	 (A)	et	à	
l’âge	adulte	(C)	chez	le	rat.	B-D)	Expression	de	la	protéine	SelT	à	E20	(B)	et	à	l’âge	adulte	(D),	détectée	
par	western	blot.	Pit.	:	glande	pituitaire,	ND	:	non	déterminé.	Adapté	de	Tanguy	et	al.,	2011.	

	

3.	Rôles	biologiques	

Une	 étude	 visant	 à	 élucider	 le	 rôle	 de	 la	 SelT	 lors	 de	 la	 différenciation	 neuroendocrine	 fut	

publiée	en	2008	par	Grumolato	et	al.	En	effet,	 les	chercheurs	mirent	en	évidence	 l’effet	du	facteur	

neurotrophique	 PACAP	 sur	 l’expression	 de	 la	 SelT	 au	 sein	 d’une	 lignée	 PC2,	 issue	 d’un	

phéochromocytome	 de	 rat.	 Cette	 étude	 suggéra	 également	 l’hypothèse	 d’un	 rôle	 important	 de	 la	

SelT	dans	 l’action	du	PACAP	sur	 la	mobilisation	du	calcium	 intracellulaire,	nécessaire	à	 la	 sécrétion	

des	catécholamines	par	ces	cellules124.	Ce	rôle	supposé	dans	la	sécrétion	hormonale	a	également	été	

souligné	dans	un	second	modèle	cellulaire	dans	lequel	la	libération	d’insuline,	également	induite	par	

le	PACAP,	était	atténuée	en	l’absence	de	sélénoprotéine128.	Les	auteurs	ont	ainsi	confirmé	le	rôle	de	

la	SelT	dans	la	modulation	de	la	production	d’insuline	in	vivo	et	ainsi	sur	l’homéostasie	glucidique	via	

l’invalidation	de	son	gène	dans	les	cellules	b	pancréatiques	murines.		
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D’un	 point	 de	 vue	 moléculaire,	 d’autres	 travaux,	 réalisés	 au	 sein	 de	 la	 même	 équipe,	 ont	

souligné	 l’importance	 de	 la	 SelT	 dans	 le	 réticulum	 endoplasmique	 au	 cours	 de	 la	 production	 de	

protéines	destinées	à	être	sécrétées	(Hamieh	et	al.,	soumis).	Les	auteurs	ont	ainsi	montré	que	la	SelT	

hypophysaire	 ferait	 partie	 d’un	 complexe	 oligosaccharyltransférase	 qui	 est	 impliqué	 dans	 la	 N-

glycosylation	de	protéines,	comme	la	pro-opiomélanocortine	par	exemple,	qui	est	un	précurseur	de	

plusieurs	hormones	peptidiques.	Il	faut	souligner	que	la	formation	de	ponts	disulfures	est	essentielle	

lors	de	ce	processus.		

Par	 ailleurs,	 il	 a	 été	 montré	 que	 l’adhésion	 des	 fibroblastes	 murins	 était	 altérée	 suite	 à	 la	

répression	de	 l’expression	de	 la	 SelT	par	utilisation	d’ARN	 interférent132.	Au	 sein	de	 ces	 cellules,	 la	

perte	de	la	SelT	provoque	une	diminution	de	l’expression	des	gènes	impliqués	dans	la	morphologie	

cellulaire,	qui	peuvent	être	à	l’origine	de	ce	phénotype.	En	parallèle	de	cela,	l’absence	de	SelT	accroît	

l’expression	génique	de	différentes	oxydoréductases,	telles	que	la	SelW,	la	SOD1	ou	encore	la	DIO2,	

suggérant	 la	 mise	 en	 place	 d’un	 mécanisme	 compensatoire,	 mais	 également	 d’une	 fonction	

oxydoréductase	de	la	SelT	au	cours	de	l’adhésion	cellulaire.		

Ainsi,	 quelques	 études	 évoquent	 des	 fonctions	 de	 la	 SelT	 au	 cours	 de	 processus	 cellulaires	

impliquant	 des	mécanismes	 d’oxydoréduction.	 De	 plus,	 une	 approche	 d’invalidation	 génique	 de	 la	

SelT	a	été	entreprise	 chez	 la	 souris	dans	 le	but	d’appréhender	 son	 rôle	de	manière	plus	globale.	 Il	

s’est	rapidement	avéré	que	son	extinction	provoque	une	mort	de	l’organisme	dès	les	premiers	stades	

embryonnaires	 (Anouar	 et	 al.,	 résultats	 non	publiés).	 L’ensemble	 de	 ces	 résultats	 plaide	 en	 faveur	

d’un	 rôle	majeur	 de	 cette	 protéine	 dans	 l’ensemble	 des	 processus	 d’oxydoréduction.	 Toutefois,	 le	

rôle	de	la	SelT	dans	des	pathologies	à	fort	stress	oxydatif,	notamment	au	niveau	cardiaque,	n’a	pas	

encore	été	caractérisé.		

De	ce	fait,	nous	nous	focaliserons	dans	la	prochaine	partie	sur	une	pathologie	majeure	de	nos	

jours,	qui	implique	un	remodelage	oxydatif	sans	égal,	à	savoir	l’insuffisance	cardiaque	chronique.		 	
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I. Définition et épidémiologie de l’insuffisance cardiaque chronique 

Selon	 l’Organisation	 Mondiale	 de	 la	 Santé,	 les	 maladies	 cardiovasculaires	 sont	 à	 l’origine	

d’environ	 un	 tiers	 des	 décès	 dans	 le	 monde	 (soit	 17	 millions	 de	 personnes).	 En	 2020,	 elles	

deviendront	 a	 priori	 les	 premières	 causes	 d’invalidité	 et	 de	mortalité	 dans	 le	monde133,134.	 Le	 taux	

grandissant	de	ces	maladies	est	dû	à	des	facteurs	de	risque	que	l’étude	des	populations	a	permis	de	

mettre	en	exergue.	En	effet,	certaines	pathologies	cardiovasculaires	sont	liées	à	l’hérédité135	ou	à	des	

maladies	 congénitales136,137,	 alors	 que	 d’autres	 facteurs	 de	 risques	 sont	 considérés	 comme	

modifiables	 car	 ils	 sont	 influencés	 par	 l’hygiène	 de	 vie	 (tabagisme,	 sédentarisation,	 régime	

alimentaire	 par	 exemple)	 ou	 par	 une	 condition	 pathologique	 (hypertension	 artérielle,	 obésité,	

hypercholestérolémie	etc.)138–140.		

Plus	de	la	moitié	des	décès	dus	aux	maladies	cardiovasculaires	sont	provoqués	par	des	maladies	

coronariennes.	 En	 effet,	 depuis	 la	 fin	 du	 XXe	 siècle,	 les	 maladies	 coronariennes	 représentent	 la	

première	cause	de	mortalité	dans	 le	monde	et	dans	 les	pays	développés134.	Ainsi,	près	de	90%	des	

patients	développant	des	affections	coronariennes	ont	été	exposés	à	au	moins	un	facteur	de	risque	

majeur,	comprenant	l’HTA,	le	diabète,	le	tabagisme	ou	l’hypercholestérolémie141.	De	plus,	du	fait	du	

vieillissement	des	populations,	les	épidémiologistes	tablent	sur	une	augmentation	de	plus	de	80%	de	

ces	maladies	dans	les	pays	en	voie	de	développement134,142.		

L’insuffisance	 cardiaque	 chronique	 (ICC)	 est	 maintenant	 considérée	 comme	 une	 maladie	 aux	

proportions	endémiques143,144.	Il	s’agit	d’une	maladie	cardiovasculaire	qui	peut	se	définir	comme	un	

état	physiopathologique	où	une	anomalie	de	 la	structure	ou	de	 la	 fonction	cardiaque	entraîne	une	

incapacité	du	cœur	à	maintenir	un	taux	d’oxygène	suffisant	pour	couvrir	les	besoins	métaboliques	et	

fonctionnels	des	différents	organes	à	l’effort	mais	également	au	repos145.	Il	s’agit	d’un	problème	de	

santé	majeur	et	croissant.	En	Europe,	la	prévalence	de	ce	syndrome	dans	la	population	générale	est	

estimée	entre	0,4	et	2%146,147.	En	effet,	 les	estimations	donnent	au	moins	10	millions	de	personnes	

atteintes.	En	France,	il	y	aurait	un	million	d’insuffisants	cardiaques	et	l’ICC	est	en	passe	de	devenir	la	

maladie	 cardiovasculaire	 la	 plus	 fréquente	 en	 France	 avec	 près	 de	 120	 000	 nouveaux	 cas	

diagnostiqués	chaque	année148.		

De	 manière	 générale,	 l’ICC	 se	 développe	 lentement	 après	 une	 lésion	 cardiaque.	 Lors	 du	

diagnostic,	 la	 mesure	 de	 la	 fraction	 d’éjection	 du	 VG	 (FEVG)	 permet	 de	 discriminer	 deux	 types	

d’insuffisances	cardiaques.	En	cas	de	FEVG	 inférieure	à	40-50%,	on	parle	d’IC	systolique.	Si	 la	FEVG	

est	préservée,	l’IC	est	dite	à	fraction	d’éjection	préservée145.		
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La	New	 York	 Heart	 Association	 (NYHA)	 ou	 l’American	 College	 of	 Cardiology/American	 Heart	

Association	 (ACC/AHA)	 ont	 proposé	 une	 classification	 de	 l’ICC	 définie	 par	 quatre	 stades	 évolutifs,	

respectivement	 d’un	 point	 de	 vue	 symptomatique	 ou	 structurel.	 Ces	 classifications	 sont	 résumées	

dans	le	tableau	1.	Brièvement,	l’ICC	est	une	pathologie	qui	évolue	naturellement	et	progressivement	

d’un	stade	asymptomatique	où	l’IC	est	dite	«	compensée	»	vers	un	stade	symptomatique	où	elle	ne	

l’est	 plus.	 L’ICC	 est	 une	 pathologie	 de	 très	 mauvais	 pronostic.	 En	 effet,	 aux	 stades	 III	 et	 IV,	 le	

pronostic	de	l’ICC	est	sombre,	dès	lors	qu’un	patient	sur	deux	décède	dans	les	cinq	ans	qui	suivent	le	

diagnostic.	En	France,	on	estime	à	32	000	le	nombre	de	décès	par	an.	En	termes	de	coûts,	 l’impact	

économique	de	l’ICC	est	non	négligeable	puisqu’il	avoisine	les	1%	des	dépenses	de	santé	publique.	Ce	

syndrome	constitue	 la	première	cause	d’hospitalisation	chez	 l’adulte.	Les	dépenses	directes	dues	à	

l’ICC	représentent	ainsi	39	millions	d’euros	par	million	d’habitants	en	France.	La	prévention	de	l’ICC	

représente	donc	une	priorité	de	santé	publique	car	ce	syndrome	grave	évolue	généralement	vers	une	

forme	lourde	de	handicap.		
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NYHA	classification	fonctionnelle	 ACC/AHA	grades	de	l’IC	

Classes	basées	sur	la	sévérité	des	symptômes	et	
l’aptitude	physique		

Grades	 de	 l’IC	 basés	 sur	 la	 structure	 et	 les	
dommages	du	muscle	cardiaque	

	

Classe	I	
	

Pas	 de	 limitation	:	 les	 efforts	
physiques	habituels	ne	provoquent	
pas	 de	 fatigue,	 dyspnée	 ou	
palpitations	inhabituelles	

	

Grade	A	
	

Haut	 risque	 de	 développer	 une	 IC.	
Pas	de	modifications	structurelle	et	
fonctionnelle	;	pas	de	symptômes.	

Classe	II	 Il	 existe	 une	 petite	 limitation	 des	
capacités	physiques	:	le	patient	n’a	
pas	 de	 symptômes	 au	 repos	 mais	
des	 efforts	 normaux	 provoquent	
fatigue,	palpitation	ou	dyspnée.		

Grade	B	 Atteinte	 structurelle	 du	 cœur	
associée	 au	 développement	 de	 l’IC	
mais	sans	symptômes.	

Classe	III	 Il	existe	une	limitation	évidente	de	
la	 capacité	 d’effort	:	 le	 patient	 se	
sent	 toujours	 bien	 au	 repos	 mais	
un	 effort	 minime	 provoque	 déjà	
des	symptômes.	

Grade	C	 IC	 symptomatique	 associée	 à	 des	
modifications	 structurelles	 au	
niveau	cardiaque.		

Classe	IV	 Le	 patient	 ne	 peut	 plus	 effectuer	
aucun	 effort	 sans	 éprouver	 de	
symptômes	:	les	symptômes	de	l’IC	
sont	 déjà	 présents	 au	 repos	 et	
s’aggravent	au	moindre	effort.		

Grade	D	 Modifications	 structurelles	 à	 un	
stade	 avancé	 et	 symptômes	 au	
repos	 en	 dépit	 d’une	 thérapie	
médicale	

	

Tableau	1	:	Tableau	représentant	les	classifications	NYHA	et	ACC/AHA	de	l’insuffisance	cardiaque.		

Le	tableau	ci-dessus	résume	les	quatre	stades	de	l’IC	selon	deux	méthodes	:	la	première	basée	sur	la	
sévérité	des	symptômes	et	l’aptitude	physique	du	patient	et	la	seconde	basée	sur	la	structure	et	les	
dommages	subis	par	le	myocarde.		
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L’infarctus	du	myocarde	(IDM)	est	le	facteur	de	risque	de	l’IC	le	plus	important149.	Il	a	été	mis	

en	évidence	qu’environ	30%	des	patients	développent	une	IC	dans	les	7	à	8	ans	après	un	infarctus,	en	

particulier	 les	 patients	 présentant	 une	 dysfonction	 VG	 au	 moment	 de	 l’IDM143.	 Ce	 défaut	 de	

contractilité	myocardique	va	engendrer	une	augmentation	du	travail	cardiaque	qui,	pour	maintenir	le	

débit	 cardiaque	 va	 s’hypertrophier.	 De	 nos	 jours,	 plus	 de	 60	 %	 des	 patients	 ayant	 souffert	 d’un	

infarctus	 du	 myocarde	 développent	 un	 remodelage	 myocardique,	 en	 particulier	 du	 ventricule	

gauche,	pouvant	conduire	à	une	insuffisance	cardiaque150,151.		

	

II. L’infarctus du myocarde 

Les	pathologies	cardiaques	 ischémiques	demeurent	aujourd’hui	encore	 la	première	cause	de	

mortalité	dans	les	pays	industrialisés.	L’infarctus	du	myocarde	se	définit	comme	une	mort	cellulaire	

induite	par	une	ischémie	myocardique	prolongée	provoquée	par	une	diminution	ou	une	interruption	

du	 débit	 coronaire.	 L’IDM	 peut	 avoir	 de	 lourdes	 conséquences	 sur	 la	 contractilité	 cardiaque	 en	

entraînant	la	nécrose	d’une	partie	plus	ou	moins	importante	du	muscle	cardiaque.	Néanmoins,	cette	

définition	n’a	cessé	d’évoluer.	La	troisième	et	dernière	définition	universelle	en	date,	communiquée	

en	 2012,	 regroupe	 à	 la	 fois	 les	 symptômes	 cliniques,	 des	 changements	 significatifs	 de	

l’électrocardiogramme,	 mais	 également	 des	 modulations	 du	 niveau	 des	 biomarqueurs	

cardiaques152,153.	

L’ischémie	 myocardique	 est	 un	 processus	 dynamique	 à	 l’origine	 de	 lésions	 cellulaires	 et	

moléculaires	d’ampleur	variable	selon	la	taille,	la	durée	et	la	sévérité	de	l’épisode	ischémique154–156.	Il	

est	 ainsi	 possible	 de	 distinguer	 les	 ischémies	 dites	 de	 courtes	 durées,	 responsables	 de	 lésions	

myocardiques	ischémiques	réversibles,	des	 ischémies	prolongées	dont	 les	 lésions	sont	 irréversibles.	

En	effet,	en	deçà	d’une	quinzaine	de	minutes	d’ischémie,	 les	dommages	cellulaires	sont	considérés	

comme	totalement	réversibles,	puisque	la	reperfusion	coronaire	permet	de	rétablir	un	métabolisme	

et	une	fonction	normale,	sans	apparition	de	nécrose	cardiomyocytaire157.	A	l’inverse,	si	l’ischémie	est	

prolongée	 au-delà	 de	 15-20	minutes,	 une	 partie	 du	 tissu	myocardique	 peut	 être	 irréversiblement	

lésée158.	Ces	lésions	sont	notamment	caractérisées,	à	l’échelle	tissulaire,	par	la	présence	d’inclusions	

intra-mitochondriales	denses	et	de	ruptures	membranaires	pouvant	mener	à	la	fuite	de	composants	

cellulaires	 et	 à	 une	 anarchie	 architecturale159.	 La	 nécrose	 associée	 à	 l’agression	 ischémie	 est	 alors	

d’autant	 plus	 importante	 que	 la	 durée	 de	 l’ischémie	 est	 longue,	 s’étendant	 progressivement	 de	
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l’endocarde	 vers	 l’épicarde160,161.	 Par	 ailleurs,	 au	 niveau	 cellulaire,	 la	 restriction	 des	 apports	 en	

nutriments	et	en	oxygène	 induite	par	 l’ischémie	est	 responsable	de	modifications	métaboliques	et	

d’altérations	ioniques	principalement	responsables	d’une	surcharge	calcique162–164.		

	

	

	

Figure	 11	:	 Cinétique	 d’extension	 de	 la	 taille	 d’infarctus	 après	 ischémie-reperfusion	 myocardique	

(Jennings	et	al.	1983).		

	

En	 effet,	 en	 condition	 physiologique,	 lorsque	 le	 flux	 sanguin	 coronaire	 assure	 un	 apport	

adéquat	 en	 O2	 et	 nutriments	 aux	 tissus	 cardiaques,	 la	 principale	 source	 énergétique	 des	

cardiomyocytes	 est	 l’adénosine	 triphosphate	 (ATP)	 issue	 de	 la	 b-oxydation	 des	 acides	 gras.	 Cette	

transformation	métabolique	nécessite	une	forte	consommation	en	oxygène.	Lors	d’une	obstruction,	

partielle	 ou	 totale,	 des	 artères	 coronaires,	 l’ischémie	 provoquée	 est	 à	 l’origine	 d’une	 souffrance	

myocardique	 dans	 le	 tissu.	 Le	 manque	 brutal	 d’oxygène	 contraint	 le	 métabolisme	 myocardique,	

normalement	exclusivement	aérobie,	à	passer	en	mode	anaérobie	par	utilisation	préférentielle	de	la	

voie	de	 la	glycolyse,	non	consommatrice	d’oxygène.	Cette	voie	métabolique	est	 responsable	d’une	
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déplétion	myocardique	en	ATP	due	à	sa	faible	rentabilité,	mais	également	d’une	production	massive	

de	protons	H+,	à	l’origine	d’une	acidose	cellulaire159,165,166.	Dans	le	but	de	restaurer	le	pH,	l’échangeur	

Na+/H+	(isoforme	NHE-1	pour	les	cardiomyocytes)	est	activé,	permettant	ainsi	l’élimination	des	H+	en	

excès,	mais	provoquant	un	important	flux	entrant	de	Na+	167.	Par	ailleurs,	la	déplétion	en	ATP	réduit	

l’activité	 des	 pompes	 Na+/K+	 ATPase,	 favorisant	 ainsi	 l’accumulation	 des	 Na+	 intracellulaires.	 La	

diminution	 du	 gradient	 transmembranaire	 sodique	 a	 pour	 conséquence	 l’activation	 inversée	 de	

l’échangeur	 Na+/Ca2+	 (NCX),	 ainsi	 responsable	 d’une	 surcharge	 calcique	 intracellulaire159.	 Cette	

activité	inversée	des	NCX	semble	être	la	cause	principale	de	la	surcharge	calcique	générée	au	cours	

de	 l’ischémie168,	malgré	 qu’elle	 soit	 renforcée	 par	 l’inactivation	 des	 pompes	 calcium-dépendantes,	

normalement	responsables	de	la	diminution	de	la	concentration	intracellulaire	de	calcium169.	

Ainsi,	 dans	 de	 telles	 conditions	 de	 déplétion	 en	 ATP,	 d’acidose	 et	 de	 surcharge	 calcique,	

l’activité	contractile	cardiaque	est	fortement	altérée	et	la	survie	du	myocarde	dépend	de	la	survenue	

de	la	reperfusion.			

	

	

	

	

Figure	12	:	Altération	de	l’homéostasie	calcique	cardiomyocytaire	au	cours	de	l’ischémie.		
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La	 reperfusion	 coronaire	 est	 reconnue	 comme	 étant	 le	 seul	 moyen	 de	 sauver	 le	 myocarde	

ischémié.	 En	 effet,	 il	 est	 désormais	 clairement	 établi	 que	 la	 taille	 de	 l’infarctus	 est	 l’un	 des	

déterminants	majeurs	du	pronostic	vital	du	patient	et	que	celle-ci	dépend	principalement	de	la	durée	

de	 l’ischémie.	 De	 ce	 fait,	 la	 stratégie	 majeure	 pour	 en	 limiter	 la	 taille	 est	 la	 reperfusion	

cardiaque170,171.	 Son	 objectif	 principal	 est	 de	 permettre	 la	 réouverture	 de	 l’artère	 responsable	 de	

l’infarctus,	principalement	en	éliminant	le	thrombus	responsable	de	l’occlusion	coronaire,	et	ainsi,	de	

rétablir	 le	 flux	sanguin.	De	manière	évidente,	 les	cardiomyocytes	situés	au	centre	de	 la	zone	ayant	

subi	l’infarctus	étant	déjà	nécrosés,	ils	ne	pourront	être	récupérés	mais	le	maintien	de	la	circulation	

sanguine	 permet	 de	 stabiliser	 la	 progression	 de	 l’infarctus,	 de	 prévenir	 la	 perte	 additionnelle	 de	

cellules	 au	 niveau	 des	 zones	 bordantes,	 de	 modérer	 la	 dilatation	 du	 ventricule	 gauche	 et	 de	

préserver	 la	 fonction	cardiaque	en	 limitant	 le	processus	de	remodelage172.	Néanmoins,	bien	qu’elle	

soit	indispensable	à	la	survie	du	myocarde,	la	reperfusion	et	la	ré-oxygénation	qui	l’accompagne	sont	

responsables	 de	nombreux	dommages	 tissulaires	 qui	 lui	 sont	 propres,	 regroupés	 sous	 le	 terme	de	

«	lésions	de	reperfusion	»,	qualifiant	ainsi	la	reperfusion	d’	«	épée	à	double	tranchant	»157	et	faisant	

d’elle	 une	 cible	 clé	 dans	 le	 développement	 de	 stratégies	 de	 cardioprotection.	 En	 effet,	 de	

nombreuses	études,	à	la	fois	cliniques	170,173–175	et	expérimentales	176–178	ont	mis	en	évidence	que	la	

reperfusion	 s’accompagne	 d’effets	 délétères	 propres,	 et	 d’une	 accélération	 du	 processus	 de	mort	

cellulaire	initié	par	l’ischémie,	aboutissant	au	concept	du	«	syndrome	de	reperfusion	»	154,179,180.		

Ainsi,	 le	 retour	 soudain	 du	 flux	 sanguin	 entraîne	 la	 réintroduction	 d’oxygène	 dans	 la	 zone	

ischémiée.	 Ce	 «	burst	 d’oxygène	»	 est	 responsable	 d’une	 production	 massive	 de	 radicaux	 libres	

dérivés	de	l’oxygène	(RLO)	impliqués	de	manière	majeure	dans	l’aggravation	de	la	surcharge	calcique	

amorcée	en	période	 ischémique,	ainsi	que	dans	 l’apparition	des	 lésions	de	reperfusion.	L’ensemble	

des	mécanismes	mis	en	place	va	aboutir	à	différentes	altérations	cardiaques,	à	la	fois	structurelles	et	

fonctionnelles,	regroupées	sous	le	terme	de	remodelage	ventriculaire	gauche.		

Ce	 processus,	 qui	 sera	 détaillé	 dans	 le	 chapitre	 suivant,	 se	 met	 en	 place	 très	 précocement	

après	l’épisode	ischémique	et	se	poursuit	plusieurs	semaines	voire	plusieurs	mois.		
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III. Le remodelage ventriculaire gauche  

1.	Définition	

Le	remodelage	cardiaque	est	un	processus	réactionnel	adaptatif	à	court	terme,	mais	délétère	à	

long	terme181.	Ce	mécanisme	existe	dans	des	situations	physiologiques,	notamment	chez	les	sportifs	

de	haut	niveau,	et	est	dans	ce	cas	de	 figure,	 réversible	et	 sans	 fibrose	cicatricielle182.	Ce	processus	

peut	également	être	pathologique	lorsqu’il	survient	en	réponse	à	une	surcharge	volumique	(comme	

lors	 d’insuffisance	 aortique	 par	 exemple),	 ou	 dans	 des	 situations	 de	 surcharge	 pressives	 (comme	

dans	l’hypertension	artérielle	par	exemple)182.		

L’IDM	est	une	situation	complexe	associant	surcharge	volumique	et	pressive.	Dans	le	cadre	de	

cette	 pathologie,	 le	 remodelage	 ventriculaire	 gauche	 (RVG)	 se	 définit	 comme	 l’ensemble	 des	

modifications	 géométriques	 et	 structurales	 conduisant,	 entre	 autres,	 à	 l’hypertrophie	 du	 VG	 en	

réponse	 à	 l’amputation	 d’une	 partie	 des	 capacités	 contractiles183.	 Cette	 hypertrophie	 vise	 à	

normaliser	les	contraintes	pariétales,	toujours	en	suivant	la	loi	de	Laplace	(pression	pariétale	=	k	x	π	x	

diamètre/épaisseur)	 qui	 montre	 que	 le	 niveau	 des	 contraintes	 pariétales	 est	 proportionnel	 au	

diamètre	 du	 VG	 et	 inversement	 proportionnel	 à	 l’épaisseur	 de	 la	 paroi.	 L’hypertrophie	 du	 VG	 est	

généralement	 associée	 à	 une	 dilatation	 de	 ce	 dernier,	 ce	 qui	 permet	 d’augmenter	 initialement	 le	

volume	 d’éjection	 systolique	 et	 d’assurer	 le	 maintien	 du	 débit	 cardiaque	 malgré	 la	 baisse	 de	

contractilité184.	 A	 long	 terme,	 cette	 dilatation	 devient	 délétère	 pour	 le	 myocarde	 car	 elle	 est	 à	

l’origine	d’une	augmentation	des	 contraintes	pariétales	 et	 crée	un	 cercle	 vicieux	 conduisant	 à	une	

dysfonction	diastolique	et	à	une	ICC.		

Dans	 le	 cadre	 de	 ce	 travail	 de	 thèse,	 nous	 nous	 intéresserons	 principalement	 au	 RVG	

consécutif	 à	 un	 IDM,	 qui	 débute	 très	 précocement	 après	 l’épisode	 ischémique.	 Il	 est	 le	 fruit	 des	

modifications	 de	 la	 contrainte	 ventriculaire	 et	 de	 l’activation	 des	 systèmes	 d’adaptations	 neuro-

hormonaux,	et	est	un	élément	central	dans	la	progression	de	l’ICC.	Il	s’agit	d’un	phénomène	continu	

et	évolutif	que	 l’on	peut	schématiquement	diviser	en	deux	phases	 (Figure	15).	 Il	 se	caractérise	par	

une	 modification	 de	 la	 géométrie	 et	 de	 l’architecture	 du	 ventricule,	 une	 altération	 du	 couplage	

excitation-contraction	(CEC),	une	hypertrophie	des	cardiomyocytes	et	une	modification	des	éléments	

non-myocytaires	du	muscle	cardiaque.		
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Figure	13	:	Représentation	schématique	des	différentes	phases	du	remodelage	ventriculaire	gauche.	

La	zone	infarcie	est	représentée	en	rose	clair.		

	

2.	Altérations	fonctionnelles	et	structurelles	du	myocarde	suite	à	l’I/R	

Comme	 évoqué	 précédemment,	 l’I/R	 cardiaque	 est	 à	 l’origine	 d’une	 diminution	 brutale	 des	

apports	 en	 oxygène	 et	 en	 nutriments,	 ce	 qui	 va	 avoir	 pour	 conséquence	 l’activation	 des	 voies	

anaérobies	 et	 ainsi	 engendrer	 différents	 dommages	 au	 niveau	 cardiaque	 qui	 se	 propagent	 de	

l’endocarde	 jusqu’à	 l’épicarde.	 La	 mort	 cellulaire	 ainsi	 engendrée	 est	 à	 l’origine	 de	 nombreuses	

modifications	fonctionnelles	et	structurelles	au	niveau	cardiaque	qui	sont	regroupées	sous	le	terme	

«	remodelage	cardiaque	».	A	court	terme,	 les	molécules	endogènes	sécrétées	activent	 les	réponses	

cellulaires	 et	 physiologiques.	 A	 plus	 long	 terme,	 le	 remodelage	 mène	 à	 une	 altération	 des	

dimensions,	 de	 la	 géométrie	 et	 de	 l’épaisseur	 pariétale	 du	 ventricule	 gauche.	 Il	 entraîne	 une	

augmentation	de	la	surcharge	mécanique,	associée	à	une	diminution	de	la	réserve	cardiaque,	suivis	

du	développement	d’une	insuffisance	cardiaque	chronique.		

Les	 lésions	 tissulaires	 engendrées	 par	 l’infarctus	 du	 myocarde	 provoquent	 une	 cascade	 de	

réponses	conduisant	à	la	formation	d’un	tissu	de	réparation	et	potentiellement	à	la	cicatrisation	de	la	

blessure.	De	nombreux	processus	dynamiques	sont	mis	en	place,	et	n’intéressent	pas	seulement	 la	

zone	ayant	subi	l’ischémie.	Ces	processus	impliquent	les	composants	du	myocarde	(cellules,	matrice	

extracellulaire	 notamment),	 des	 médiateurs	 solubles	 ainsi	 que	 des	 cellules	 sanguines	 et	

mésenchymateuses.	De	manière	générale,	ce	processus	est	complexe	et	est	subdivisé	en	deux	étapes	

pouvant	se	superposer	et	impliquant	des	processus	d’inflammation,	la	formation	d’un	nouveau	tissu	

et	le	remodelage	de	ce	dernier.	Brièvement,	 il	est	possible	de	dichotomiser	ce	remodelage	en	deux	
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phases185,186	:	 la	première,	précoce,	dite	«	phase	d’expansion	de	 l’infarctus	»	 187,	 et	 la	 seconde	plus	

tardive	dite	«	phase	de	dilatation	tardive	du	VG	».	

Jusqu’au	 21e	 jour	 post-infarctus,	 durant	 la	 phase	 de	 remodelage	 précoce,	 les	 cellules	

inflammatoires	 associées	 aux	 fibroblastes	 et	 aux	 cellules	 endothéliales	 forment	 un	 tissu	 de	

granulation	qui	replace	le	tissu	lésé	afin	de	rétablir	 l’intégrité	tissulaire.	La	phagocytose	des	cellules	

nécrosées	 se	 poursuit	 alors	 que	 les	 myofibroblastes	 et	 les	 cellules	 endothéliales	 migrent	 puis	

prolifèrent	 dans	 la	 zone	 infarcie.	 Les	 fibroblastes	 synthétisent	 alors	 une	matrice	 désorganisée	 qui	

forme	un	 tissu	provisoire	et	 les	 cellules	endothéliales	 forment	de	nouveaux	vaisseaux	 sanguins.	 La	

zone	infarcie	n’est	pas	la	seule	à	supporter	les	modifications	structurelles	et	fonctionnelles,	puisque	

les	 zones	 bordantes	 subissent	 une	 réponse	 hypertrophique	 suite	 à	 l’augmentation	 de	 volume	 des	

cardiomyocytes.		

Enfin,	 la	 phase	 de	 remodelage	 tardif	 intervient	 en	 général	 huit	 semaines	 après	 le	 syndrome	

d’I/R	et	peut	durer	plusieurs	mois.	Durant	cette	phase,	les	cellules	du	tissu	de	granulation	permettent	

la	substitution	de	ce	tissu	en	un	tissu	cicatriciel	tentant	de	mimer	les	propriétés	du	tissu	d’origine.	Les	

MMPs	et	les	TIMPs	contribuent	en	permanence	à	la	synthèse	et	à	la	dégradation	de	la	MEC	et	sont	

impliqués	dans	le	remodelage	chronique	du	VG.	Suite	à	la	cicatrisation	et	au	remodelage,	le	VG	subit	

une	 dilatation	 progressive	 et	 une	 diminution	 de	 sa	 fonction,	 conduisant	 au	 développement	 d’une	

ICC.		

	

a. Phase d’expansion de l’infarctus 

Décrite	pour	la	première	fois	en	1978,	la	phase	d’expansion	de	l’infarctus	est	la	première	à	se	

mettre	 en	 place	 suite	 à	 un	 syndrome	 d’I/R.	 Elle	 est	 caractérisée	 par	 une	 dilatation	 et	 un	

amincissement	 aigu	 de	 la	 zone	 ayant	 subi	 l’infarctus,	 n’impliquant	 pas	 une	 nouvelle	 nécrose	

myocardique188.	Cette	phase	d’expansion	n’est	pas	constante	et	dépend	de	l’étendue	de	l’infarctus	et	

de	son	caractère	transmural.	Elle	survient	dans	les	premières	heures	qui	suivent	l’épisode	ischémique	

et	persiste	pendant	plusieurs	mois.	En	effet,	Hutchins	et	Bulkley	ont	pu	examiner	en	1978	des	cœurs	

issus	de	patients	décédés	dans	 les	30	 jours	suivants	 l’épisode	 ischémique.	 Ils	ont	ainsi	pu	observer	

deux	 changements	 cruciaux	:	 d’une	 part	 un	 amincissement	 de	 la	 zone	 ayant	 subi	 l’infarctus	 mais	

également	 une	 dilatation	 du	 ventricule	 gauche188.	 Il	 a	 notamment	 été	 montré	 que	 la	 paroi	
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ventriculaire	 gauche	 perdait	 en	 moyenne	 60%	 de	 son	 épaisseur	 initiale	 dans	 les	 mois	 suivants	

l’épisode	ischémique189–195.		

Morphologiquement,	 cette	 phase	 est	 caractérisée	 par	 un	 amincissement	 des	 parois	 du	

ventricule	gauche	au	niveau	de	 la	 zone	 infarcie	qui	est	dû	au	glissement	des	myocytes	 les	uns	par	

rapport	 aux	 autres	 et	 à	 la	 fragmentation	 du	 réseau	 de	 collagène	 interstitiel196,197.	 Cette	 expansion	

affecte	principalement	 la	 fonction	systolique	et	va	conduire	 le	ventricule	à	s’adapter	en	se	dilatant	

presque	 instantanément	dans	 le	but	de	maintenir	 son	volume	d’éjection.	Ceci	 se	 fait	au	prix	d’une	

élévation	de	la	pression	en	fin	de	remplissage.				

Sur	 le	 plan	 physiopathologique,	 les	 premières	 heures	 suivant	 l’épisode	 ischémique	 sont	

caractérisées	par	le	phénomène	de	Wave	front	qui	consiste	en	la	propagation	de	la	nécrose	cellulaire	

depuis	les	couches	sous-endocardiques	vers	les	couches	sous-épicardiques.	Cette	nécrose	engendre	

une	 inflammation	 importante	 qui	 est	 caractérisée	 par	 l’afflux	 d’un	 grand	 nombre	 de	 cellules	

inflammatoires	sur	le	site	de	l’infarctus.	Ainsi,	des	polynuléaires	et	des	monocytes/macrophages	sont	

recrutés	au	niveau	de	la	zone	ischémiée	dans	le	but	de	nettoyer	les	débris	cellulaires	et	de	dégrader	

le	 collagène	 intermyocytaire198.	 Cet	 environnement	 inflammatoire	 est	 donc	 à	 l’origine	 de	

l’amincissement	des	parois	du	ventricule	gauche	au	niveau	de	la	zone	infarcie	et	de	l’élongation	de	

l’infarctus.		

Les	 plaquettes	 sanguines,	 stimulées	par	 les	 structures	matricielles	 endommagées	 générées	

sur	 le	 site	 de	 la	 lésion	 adhèrent	 au	 foyer	 de	 la	 blessure	 et	 s’agrègent,	 puis	 constituent	 un	 caillot	

sanguin	 contenant	 de	 la	 fibrine	 et	 de	 la	 fibronectine,	 qui	 permettent	 la	 formation	 d’une	 matrice	

provisoire199.	L’activation	des	plaquettes	et	des	cellules	du	tissu	endommagé	provoque	la	 libération	

de	 substances	 vasoconstrictrices	 entraînant	 l’augmentation	 de	 la	 perméabilité	 vasculaire	

périphérique	à	la	zone	infarcie	et	permettant	le	chimiotactisme	des	cellules	immunitaires200,201.		

Les	mastocytes,	peu	nombreux	mais	résidents	permanents	du	tissu	conjonctif,	semblent	être	

les	premières	cellules	à	intervenir	après	les	plaquettes.	Ils	sont	attirés	et	activés	au	niveau	du	foyer	

de	la	blessure	et	sécrètent	des	médiateurs	stimulant	les	autres	cellules	ou	participant	à	la	réparation	

(migration	des	fibroblastes,	activation	de	la	production	de	collagène	etc.).	Contrairement	aux	autres	

types	 cellulaires	 qui	 interviennent	 de	 manière	 transitoire,	 les	 mastocytes	 sont	 impliqués	 dans	 les	

processus	de	réparation	jusqu’à	reconstitution	du	tissu	lésé202.	
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Les	 polynucléaires	 neutrophiles,	 connus	 comme	 première	 barrière	 de	 défense	 contre	

l’infection	par	des	agents	pathogènes,	sont	aussi	les	premières	cellules	de	l’immunité	recrutées	dans	

la	zone	infarcie.	Elles	y	libèrent	différents	médiateurs	et	enzymes	dont	la	MMP-9	par	dégranulation.	

Leur	 rôle	 est	 de	 phagocyter	 les	 débris	 tissulaires	 nécrosés.	 Leur	 migration	 est	 stimulée	 par	 les	

produits	 de	 l’activation	 plaquettaire	 ou	 par	 les	molécules	 libérées	 par	 les	 cellules	 constitutives	 du	

myocarde203.	

	

b. Phase de dilatation tardive du ventricule gauche 

Cette	 première	 phase	 est	 ensuite	 suivie	 d’une	 seconde	 phase	 dite	 proliférative,	 dont	 la	

transition	 avec	 la	 précédente	 est	 assurée	 par	 la	 résorption	 de	 l’inflammation	 et	 la	

prolifération/différenciation	des	fibroblastes.	

La	dysfonction	contractile	ventriculaire	post-ischémique	ou	«	myocardial	stunning	»	(sidération	

myocardique)	 se	 définit	 comme	 une	 dysfonction	 mécanique	 qui	 persiste	 suite	 à	 la	 reperfusion	

myocardique,	malgré	 l’absence	de	dommages	 irréversibles.	 Cette	 sidération	myocardique	est	donc	

un	 phénomène	 totalement	 réversible.	 Elle	 a	 été	 décrite	 pour	 la	 première	 fois	 sur	 un	 modèle	

expérimental	d’I/R	en	1975	par	Heyndrickx	et	al.204	mais	n’a	été	dénommée	«	stunning	»	qu’en	1982	

par	 Braunwald	 &	 Kloner205.	 Parmi	 les	 nombreux	 mécanismes	 responsables	 de	 cette	 sidération	

myocardique	proposés	dans	 la	 littérature	scientifique,	 les	plus	reconnus	sont	 la	surcharge	calcique,	

en	lien	avec	l’altération	du	couplage	excitation-contraction	(CEC)	des	cardiomyocytes,	sur	lequel	nous	

reviendrons	par	la	suite,	la	production	de	RLO206.	En	effet,	la	diminution	de	la	charge	en	Ca2+	du	RS	et	

l’augmentation	du	Ca2+	cytosolique	sont	responsables	d’une	réduction	de	l’amplitude	du	transitoire	

calcique,	 facteur	 clé	 du	 CEC	 myocytaire,	 à	 l’origine	 d’une	 altération	 de	 la	 contraction	 des	

cardiomyocytes207,208.	

Par	ailleurs,	en	plus	d’être	impliqués	dans	l’altération	des	protéines	chargées	de	l’homéostasie	

calcique	cellulaire,	les	RLO	produits	en	début	de	reperfusion	ont	également	pour	cible	les	protéines	

contractiles.	 L’oxydation	 des	 myofilaments	 est	 à	 l’origine	 d’une	 altération	 de	 la	 contractilité	

cardiomyocytaire,	 notamment	 expliquée	 par	 une	 diminution	 de	 la	 sensibilité	 de	 la	 machinerie	

contractile	au	Ca2+	209.	La	dissipation	de	ces	altérations	de	contractilité	ventriculaire	post-ischémiques	

peut	nécessiter	un	délai	allant	de	quelques	heures	à	plusieurs	jours	selon	la	sévérité	de	l’ischémie.	
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c. Les dommages vasculaires de reperfusion  

Le	 phénomène	 de	 «	 no-reflow	 »	 se	 définit	 par	 l’absence	 de	 reperfusion	myocardique	 post-

ischémique	survenant	malgré	 la	désobstruction	de	 l’artère	coronaire	 responsable	de	 l’ischémie.	Ce	

phénomène	a	été	décrit	pour	la	première	fois	sur	un	modèle	expérimental	en	1966	par	Krug	et	al.210,	

puis	 a	 été	plus	 amplement	défini	 par	Kloner	et	al.	en	1974211	mais	 ce	n’est	 qu’en	1985	qu’il	 a	 été	

rapporté	cliniquement	par	Schofer	et	al.212.		

Dans	le	cadre	de	l’IR,	 la	restauration	du	flux	sanguin	ne	s’accompagne	pas	systématiquement	

d’une	 reperfusion	 au	 niveau	 de	 la	 microcirculation	 du	 territoire	 ischémié.	 Cette	 obstruction	 peut	

s’expliquer	 en	 termes	 de	 dommages	 «	 anatomiques	 »	 ou	 «	 structuraux	 »	 par	 la	 présence	 d’un	

œdème	 cellulaire	 comprimant	 les	 micro-vaisseaux.	 De	 plus,	 l’afflux	 brutal	 de	 débris	 plaquettaires	

et/ou	 thrombotiques	 provenant	 du	 traitement	 de	 l’ischémie	 par	 thrombolyse	 peut	 être	 à	 l’origine	

d’une	obstruction	de	 la	microcirculation	distale213,214.	D’un	point	de	vue	fonctionnel,	 le	phénomène	

de	 «	 no-reflow	 »	 résulte	 principalement	 d’une	 altération	 de	 la	 fonction	 endothéliale	 des	

microvaisseaux,	 liée	à	 la	production	de	RLO	par	 les	neutrophiles	circulants	ainsi	que	par	 les	cellules	

endothéliales	 elles-mêmes215.	 L’altération	 de	 la	 fonction	 endothéliale	 lors	 de	 l’IR	 est	 responsable	

d’une	réduction	de	 la	 libération	de	NO	par	 les	vaisseaux	coronaires.	La	moindre	biodisponibilité	en	

NO	 vasculaire,	 qui	 est	 le	 principal	 agent	 vasodilatateur	 et	 un	 puissant	 anti	 agrégeant	

plaquettaire216,217,	contribue	à	augmenter	l’adhésion	des	neutrophiles	à	la	paroi	vasculaire	et	favorise	

ainsi	 l’aggravation	 du	 phénomène	 de	 «	 no	 reflow	 »218.	 Prévenir	 et/ou	 limiter	 ces	 altérations	

vasculaires	 de	 reperfusion	 revêt	 une	 importance	 clinique	 majeure	 dans	 le	 traitement	 de	 l’IR	 et	

constitue	donc	un	élément	clé	dans	les	stratégies	de	cardioprotection219.	

	

d. Mécanismes physiopathologiques du remodelage cardiaque 

	

Modifications de la géométrie et de l’architecture du ventricule 

Il	est	désormais	clairement	établi	que	le	remodelage	cardiaque	aboutit	à	une	hypertrophie	dite	

excentrique	du	myocarde.	En	effet,	le	cœur	va	ainsi	devenir	moins	elliptique	et	plus	sphérique,	ce	qui	

va	aboutir	à	une	dilatation	ventriculaire	et	à	un	amincissement	pariétal.	Cet	amincissement,	associé	à	

l’augmentation	 de	 la	 post-charge	 induite	 par	 la	 dilatation	 ventriculaire,	 est	 à	 l’origine	 d’une	

discordance	 entre	 la	 post-charge	 et	 la	 capacité	 contractile	 de	 la	 paroi,	 expliquant	 la	 dysfonction	
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myocardique	 et	 la	 chute	 du	 débit	 cardiaque.	 Par	 ailleurs,	 l’évolution	 du	 remodelage	 vers	 une	

modification	 globale	 de	 l’architecture	 du	 ventricule	 aboutit	 à	 l’augmentation	 de	 la	 contrainte	

pariétale	radiale,	augmentant	ainsi	le	déficit	énergétique	des	cardiomyocytes.	Cette	augmentation	de	

la	contrainte	pariétale	entretient	l’expression	de	l’angiotensine	II,	de	l’endothéline	et	du	TNF	a,	ainsi	

que	les	voies	de	signalisation	de	l’hypertrophie.		

L’ischémie	 reperfusion	 myocardique	 fait	 appel	 à	 la	 fois	 à	 une	 surcharge	 pressive	 mais	

également	 à	 une	 surcharge	 volumique.	 L’hypertrophie	 induite	 par	 une	 surcharge	 pressive	 va	

entraîner	 l’assemblage	 en	 parallèle	 de	 nouveaux	 sarcomères,	 aboutissant	 à	 un	 élargissement	 des	

cardiomyocytes,	 à	 une	 hypertrophie	 concentrique	 et	 à	 une	 fonction	 systolique	 initialement	

conservée.	 A	 l’inverse,	 lors	 d’une	 surcharge	 volumique,	 de	 nouveaux	 sarcomères	 s’assemblent	 en	

série,	 aboutissant	 à	 un	 allongement	 des	 cardiomyocytes,	 une	 dilatation	 ventriculaire	 et	 à	 une	

dysfonction	plus	précoce.		

	

Les cardiomyocytes 

Les	cardiomyocytes	sont	très	impliqués	dans	les	processus	de	remodelage.	En	effet,	de	tous	les	

composants	de	la	paroi	cardiovasculaire,	les	myocytes	ont	été	les	plus	étudiés,	au	vu	de	leur	activité	

contractile	et	de	leur	nombre	dans	le	cœur.	En	réponse	à	une	lésion,	 le	nombre	de	cardiomyocytes	

diminue	et	les	myocytes	survivants	s’allongent	ou	s’hypertrophient,	prenant	ainsi	part	au	processus	

initial	 de	 compensation	 pour	 maintenir	 le	 volume	 d’éjection	 systolique	 après	 une	 perte	 du	 tissu	

contractile.	 L’épaisseur	 de	 la	 paroi	 ventriculaire	 augmente	 également	 et	 les	 modifications	 des	

conditions	de	charge	étirent	 les	membranes	cellulaires220.	Ce	phénomène	pourraît	 jouer	un	rôle	en	

induisant	l’expression	de	gènes	associés	à	l’hypertrophie.	Les	modifications	des	conditions	de	charge	

étirent	 les	 membranes	 cellulaires	 et	 pourraient	 jouer	 un	 rôle	 en	 induisant	 l’expression	 de	 gènes	

associés	 à	 l’hypertrophie.	 Dans	 les	 cardiomyocytes,	 cela	 peut	 entraîner	 la	 synthèse	 de	 nouvelles	

protéines	 contractiles	 et	 l’assemblage	 de	 nouveaux	 sarcomères.	 L’augmentation	 de	 la	 tension	

pariétale	 peut	 précipiter	 le	 déséquilibre	 énergétique	 et	 l’ischémie,	 qui	 est	 l’un	 des	 déterminants	

majeurs	de	la	demande	myocardique	en	oxygène.	Il	semblerait	que	ceci	aboutisse	à	un	cercle	vicieux	

avec	 une	 augmentation	 de	 la	 tension	 pariétale	 et	 de	 l’épaisseur	 de	 la	 paroi	 puis	 un	 déséquilibre	

énergétique	et	une	ischémie.	
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Les fibroblastes 

Suite	à	une	 lésion	 ischémique,	 les	 fibroblastes	et	 les	cellules	endothéliales	sont	activés.	 Il	a	

été	montré,	à	la	fois	dans	des	modèles	animaux	et	chez	l’homme,	que	la	stimulation	des	fibroblastes	

augmentait	la	synthèse	de	collagène	et	a	fortiori	la	fibrose	à	la	fois	au	niveau	de	la	zone	infarcie	mais	

également	au	niveau	des	zones	adjacentes	à	l’infarctus,	contribuant	ainsi	au	remodelage221.	De	plus,	

les	 fibroblastes	 exercent	 également	 une	 action	 paracrine	 en	 jouant	 le	 rôle	 de	 régulateurs	 de	 la	

prolifération	des	cardiomyocytes222.		

	

Stress oxydant et troubles de l’homéostasie calcique 

Lors	 de	 la	 reperfusion,	 la	 remise	 en	 fonction	 du	 système	 énergétique	 cellulaire	 aérobie	 va	

permettre	 la	 remise	 en	 activité	 des	 canaux	 ATP-dépendant	 et	 favoriser	 l’extrusion	 du	 calcium	

intracellulaire.	Néanmoins,	 l’apport	soudain	d’oxygène	survenant	lors	de	la	reperfusion	conduit	à	la	

formation	 de	 radicaux	 libres	 en	 excès,	 responsables	 d’un	 stress	 oxydatif	 sévère	 impliqué	 dans	 de	

nombreuses	altérations	cellulaires223–225.	Hearse	introduit	ainsi	en	1978	le	concept	de	«	paradoxe	de	

l’oxygène	»,	 désignant	 la	 confrontation	 inévitable	 entre	 la	 nécessité	 d’apports	 en	 oxygène	 pour	 la	

survie	cellulaire	et	 la	production	délétère	de	RLO	 liée	à	cet	apport	et	dont	vont	résulter	 les	 lésions	

cellulaires	de	stress	oxydant226.	

Parmi	 les	nombreuses	cibles	cellulaires	des	RLO,	 les	protéines	responsables	de	 l’homéostasie	

calcique	 cellulaire	 au	niveau	membranaire	 et	 du	 réticulum	 sarcoplasmique	 (RE/RS)	 sont	 fortement	

atteintes206,227,228.	 Notamment,	 l’oxydation	 des	 pompes	 Ca2+-ATPase	 du	 réticulum	

sarco/endoplasmique	 (SERCA-2a)229,	 responsables	 de	 la	 re-séquestration	 calcique	 dans	 le	 RS	 en	

diastole,	conduit	à	une	augmentation	de	la	concentration	intracellulaire	de	calcium.	La	production	de	

RLO	 au	 cours	 de	 la	 reperfusion	 est	 ainsi	 associée	 à	 une	 aggravation	 de	 la	 surcharge	 calcique	

intracellulaire	 induisant	notamment	une	diminution	de	 l’amplitude	du	transitoire	calcique.	De	plus,	

cette	 surcharge	 calcique,	 en	 activant	 la	 CaMKII	 (Ca2+/calmodulin	 dependent	 protein	 kinase	 II),	 est	

responsable	 d’une	 hyperphosphorylation	 des	 récepteurs	 à	 la	 ryanodine	 (RyR-2)	 à	 l’origine	 d’une	

augmentation	des	fuites	de	calcium	du	Rs,	et	contribuant	ainsi	à	l’augmentation	de	la	concentration	

intracellulaire	de	calcium	en	diastole	230	(Figure	14).	

Par	 ailleurs,	 le	 rôle	 majeur	 du	 stress	 oxydatif	 dans	 la	 progression	 des	 maladies	

cardiovasculaires	n’est	plus	à	démontrer.	Ainsi,	le	rôle	de	ce	stress	oxydant	ainsi	que	les	mécanismes	

qui	lui	sont	sous-jacents	seront	discutés	dans	le	chapitre	dédié	à	cet	effet.		
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Altérations mitochondriales 

La	 production	 massive	 de	 RLO,	 associée	 à	 la	 surcharge	 calcique	 cytosolique	 a	 été	 montrée	

comme	 responsable	 d’altérations	 de	 la	 fonction	mitochondriale	 particulièrement	 critiques	 dans	 la	

genèse	des	 lésions	de	 reperfusion	 231–233.	 Parmi	 celles-ci,	 l’ouverture	du	mégapore	de	perméabilité	

transitoire	 (mPTP	 pour	 «	mitochondrial	 Permeability	 Transition	 Pore	»)	 est	 largement	 rapportée	

comme	 étant	 la	 plus	 délétère	 232,233.	 Le	 mPTP	 est	 un	 méga	 canal	 voltage-dépendant	 situé	 sur	 la	

membrane	 interne	mitochondriale,	 permettant	 la	 diffusion	 passive	 de	 solutés	 et	 de	molécules	 de	

taille	inférieure	à	1,5	kDa	234.	Ainsi,	la	surcharge	calcique	observée	conduit	à	l’ouverture	du	mPTP	et	

donc	à	une	perte	de	 la	perméabilité	 sélective	de	 la	membrane	mitochondriale.	Ce	phénomène	est	

principalement	à	l’origine	d’un	effondrement	du	potentiel	de	membrane	mitochondrial,	conduisant	à	

une	 disruption	 de	 la	 mitochondrie	 (plus	 connue	 sous	 le	 terme	 «	mitochondrial	 swelling	»).	 Il	 en	

résulte	principalement	une	déplétion	de	la	synthèse	d’ATP,	aggravant	les	troubles	cellulaires	générés	

en	ischémie	et	pouvant	aboutir	à	la	nécrose	cellulaire	235,	et	une	libération	de	différents	facteurs	pro-

apoptotiques	dont	les	deux	principaux	sont	le	cytochrome	c	et	l’AIF	(apoptosis	inducing	factor)	236,237.		

Par	ailleurs,	le	burst	d’oxygène	au	cours	de	la	reperfusion	mène	à	une	production	massive	de	

RLO	par	 la	 chaîne	 respiratoire,	 faisant	de	 la	mitochondrie	 la	première	 source	de	 radicaux	 libres	au	

cours	de	l’ischémie-reperfusion.		

Ainsi,	 une	 interdépendance	 importante	 apparaît	 entre	 les	 deux	 principaux	 mécanismes	 à	

l’origine	du	syndrome	d’ischémie-reperfusion,	que	sont	la	surcharge	calcique	des	cardiomyocytes	et	

la	surproduction	de	RLO	(Figure	14).	
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Figure	 14	 :	 Effets	 de	 la	 surcharge	 calcique	 et	 du	 stress	 oxydant	 sur	 les	 troubles	 de	 la	 reperfusion	

myocardique.	

	

L’inflammation cardiaque 

L’inflammation	 joue	 un	 rôle	 central	 et	 majeur	 dans	 la	 physiopathologie	 de	 l’ensemble	 des	

pathologies.	 Au	 niveau	 cardiovasculaire,	 un	 large	 spectre	 d’études,	 à	 la	 fois	 expérimentales	 et	

cliniques,	ont	 reporté	 le	 rôle	délétère	de	 l’inflammation	aiguë	et	 chronique	dans	 la	progression	de	

l’I/R	cardiaque.	Lors	de	la	phase	ischémique,	les	cellules	nécrotiques	libèrent	leur	contenu	cellulaire,	

entraînant	ainsi	 la	 libération	de	médiateurs	 inflammatoires	et	donc	 la	mise	en	place	de	 la	 réponse	

immunitaire	 innée.	 Cette	 dernière	 a	 pour	 objectif	 de	 remplacer	 le	 tissu	 nécrosé	 par	 une	 cicatrice	

fibrotique.	 Par	 ailleurs,	 l’augmentation	 importante	 de	 la	 production	 de	 RLO	 et	 de	 médiateurs	

inflammatoires	 lors	de	 la	reperfusion	a	été	montrée	comme	étant	à	 l’origine	de	 l’aggravation	de	 la	

dysfonction	 cardiaque.	 De	 ce	 fait,	 l’inflammation	 cardiaque	 semble	 être	 une	 cible	 thérapeutique	

prometteuse	 de	 l’insuffisance	 cardiaque.	 Ainsi,	 une	 étude	 précédemment	 menée	 dans	 notre	

laboratoire	a	permis	de	démontrer	l’intérêt	d’une	inhibition	de	l’inflammation,	moyennant	un	ciblage	

de	 l’IL1-b,	 dans	 une	 pathologie	 comme	 l’insuffisance	 cardiaque	 chez	 le	 rat	 (Harouki	 et.	 al,	 2017,	

accepté).	
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La mort cellulaire au cours de l’infarctus du myocarde 

La	 mort	 cellulaire	 observée	 au	 cours	 du	 syndrome	 d’I/R	 est	 directement	 dépendante	 de	 la	

sévérité	et	de	la	durée	de	l’ischémie.	Ainsi,	c’est	un	déterminant	majeur	de	la	taille	d’infarctus	ainsi	

que	 la	qualité	de	 la	 récupération	 fonctionnelle	du	myocarde	post-ischémique,	à	 la	 fois	à	court	et	à	

long	 terme.	 La	mort	 des	 cardiomyocytes	 résulte	 de	 trois	 processus	 différents	 que	 sont	 la	 nécrose,	

l’apoptose	et	l’autophagie	238.		

Tout	 d’abord,	 la	 nécrose	 cellulaire	 est	 caractérisée	 par	 un	 gonflement	 de	 la	 cellule	 jusqu’à	

rupture	 et	 perte	 de	 l’intégrité	 de	 la	 membrane	 plasmique,	 et	 qui	 entraîne	 la	 fuite	 du	 contenu	

cellulaire	239.	La	nécrose	a	 longtemps	été	considérée	comme	un	processus	non	programmé,	mais	 le	

concept	de	nécroptérose	programmé	a	peu	à	peu	pris	sa	place	dans	la	communauté	scientifique	239.	

Au	 cours	 de	 l’I/R,	 la	 nécrose	 résulte	 principalement	 de	 la	 déplétion	 en	 ATP	 lors	 de	 l’ischémie,	

déplétion	qui	est	responsable	d’une	incapacité	des	cellules	à	maintenir	leur	activité	vitale.	Il	s’agit	du	

type	 de	 mort	 cellulaire	 le	 plus	 répandu	 lors	 de	 l’ischémie	 cardiaque.	 Ainsi,	 l’altération	 de	

l’homéostasie	 ionique	 engendrée	 par	 l’ischémie	 est	 à	 l’origine	 d’un	 gonflement	 cellulaire	 et	

d’altération	 membranaires	 menant	 à	 la	 rupture	 létale	 de	 la	 cellule.	 Lors	 de	 la	 reperfusion,	 les	

altérations	 mitochondriales,	 responsables	 d’une	 limitation	 de	 la	 synthèse	 d’ATP	 et	 d’une	

augmentation	de	la	production	de	RLO,	vont	prolonger	le	processus	nécrotique	235.		

L’apoptose,	 initialement	 introduite	 par	 Kerr	 en	 1972	 240,	 est	 définit	 comme	un	 processus	 de	

mort	 cellulaire	 «	physiologiquement	 programmée	».	 Cette	 dernière	 est	 finement	 régulée	 par	 une	

balance	dynamique	de	signaux	de	survie	(facteurs	anti-apoptotiques)	et	de	mort	cellulaire	(facteurs	

pro-apoptotiques).	L’apoptose	est	caractérisée	en	une	condensation	et	une	fragmentation	de	l’ADN,	

un	bourgeonnement	de	la	membrane	plasmique	ainsi	qu’une	perte	de	l’asymétrie	membranaire.	Le	

processus	 apoptotique	 semble	 être	 initié	 lors	 de	 l’ischémie	 et	 amplifié	 lors	 de	 la	 reperfusion,	

principalement	 suite	 à	 la	 surcharge	 calcique	 et	 à	 la	 production	 accrue	 de	 RLO	 176,241.	 Ainsi,	 ces	

processus	 provoquent	 l’ouverture	 du	 mPTP	 et	 la	 libération	 de	 facteurs	 pro-apoptotiques	 par	 la	

mitochondrie,	tels	que	le	cytochrome	c	et	l’AIF	(cf.	Partie	«	Altérations	mitochondriales	»).		

Brièvement,	 l’autophagie	 est	 un	 processus	 physiologique	 permettant	 l’expulsion	 et	 la	

dégradation	des	organites	ou	des	macromolécules	cellulaires	endomagées,	dans	le	but	de	maintenir	

l’homéostasie	 cellulaire	 242.	Malgré	un	 rôle	 largement	 controversé	dans	 le	 cadre	de	 l’I/R,	 certaines	

études	 semble	 lui	 attribuer	 un	 rôle	 d’adaptation	 bénéfique	 contribuant	 à	 la	 survie	 du	 myocarde	
243,244,	 alors	 que	 d’autres	 ont	 pointé	 son	 rôle	 dans	 l’induction	 de	 la	 mort	 cellulaire	 245–247.	 Bien	
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qu’aucun	 consensus	 ne	 soit	 actuellement	 établi,	 il	 semblerait	 que	 l’autophagie	 soit	 un	 processus	

bénéfique	au	maintien	de	l’homéostasie	cellulaire	en	cas	de	stress	ischémique	modéré,	mais	qu’elle	

puisse	devenir	délétère	 lors	d’une	stimulation	excessive	qui	pourrait	être	 induite	par	une	 ischémie	

prolongée	ou	par	une	production	exacerbée	de	RLO,	comme	c’est	le	cas	dans	l’I/R	248,249.	

	

Altération du couplage excitation-contraction 

Le	 remodelage	 ventriculaire	 gauche	 s’accompagne	 de	 la	modulation	 d’un	 grand	 nombre	 de	

processus	 biologiques.	 La	 perturbation	 des	 flux	 calciques,	 la	 réexpression	 des	 gène	 fœtaux,	 la	

modulation	 du	 métabolisme	 énergétique,	 le	 stress	 oxydant,	 l’inflammation,	 la	 mort	 cellulaire	 ou	

encore	 la	 modulation	 de	 l’expression	 des	 protéines	 sarcomériques,	 sont	 autant	 d’éléments	 qui	

participent	au	processus	du	RVG	et	à	l’installation	de	l’ICC	250.		

Le	 couplage	 excitation-contraction	 (CEC)	 renvoie	 à	 l’ensemble	 des	 cascades	 biologiques	 qui	

font	 suite	 au	 potentiel	 d’action	myocytaire	 et	 aboutissent	 à	 la	 contraction	 puis	 à	 la	 relaxation	 du	

myocarde.	 Dans	 le	 cœur	 sain,	 les	 flux	 calciques	 jouent	 un	 rôle	 central	 puisqu’ils	 régulent	 la	

contraction	cardiaque.	En	effet,	la	dépolarisation	du	cardiomyocyte	au	cours	du	potentiel	d’action	va	

entraîner	 l’entrée	de	calcium	dans	 la	 cellule	par	 le	biais	de	canaux	calciques	de	 type	L	 localisés	au	

niveau	des	tubules	transverses	(tubules	T).	Cette	entrée	modeste	de	calcium	va	activer	les	récepteurs	

à	 la	 ryanodine	 de	 type	 2	 (RyR2)	 localisés	 au	 niveau	 de	 la	membrane	 du	 réticulum	 sarcoplasmique	

(RS).	 Cette	 activation	 va	 entraîner	 la	 libération	 massive	 des	 stocks	 calciques	 contenus	 dans	 le	 RS	

(Figure	 15)	 250,251.	 Ce	 processus	 est	 ainsi	 nommé	 «	Calcium-induced	 Calcium-release	»	 (CICR).	

L’augmentation	de	 la	 concentration	calcique	 intracellulaire	va	promouvoir	 la	 fixation	du	Ca2+	 sur	 la	

troponine	 C	 (TnC)	 au	 niveau	 des	 sarcomères,	 favorisant	 l’interaction	 actine-myosine.	 La	 formation	

d’un	 pont	 entre	 filaments	 fins	 et	 filaments	 épais	 est	 à	 l’origine	 de	 la	 contraction	 cardiaque252.	 En	

diastole,	 la	 concentration	 en	 Ca2+	 intracellulaire	 va	 revenir	 à	 son	 niveau	 basal	 grâce	 à	 plusieurs	

systèmes	:	 expulsion	 du	 Ca2+	 hors	 de	 la	 cellule	 par	 les	 échangeurs	 Na+/Ca2+	 et	 par	 une	 pompe	

Ca2+/ATPase,	 réabsorption	 du	 Ca2+	 dans	 le	 RS	 par	 la	 protéine	 endo/sarcoplasmique	 Ca2+	 ATPase	

SERCA2a	(pour	sarcoplasmic	reticulum	Ca2+	ATPase)253.	L’activité	de	cette	pompe	est	régulée	par	le	

phospholamban	(PLB)	dont	la	phosphorylation	par	les	protéines	kinases	A	(PKA)	et	la	protéine	kinase	

II	calcium-calmoduline	dépendante	(CaMKII)	permet	de	lever	l’inhibition	de	la	pompe	SERCA2.	
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Figure	15	:	Cycle	d’activation	du	Ca2+	D’après	Bers	et	al.,	2006		

	

La	perturbation	de	ces	flux	calciques,	à	la	fois	entrants	et	sortants,	contribue	à	la	dysfonction	

contractile	observée	au	cours	du	RVG	et	de	l’ICC.	La	modulation	de	l’expression	et/ou	de	l’activité	de	

la	pompe	SERCA2a,	consécutivement	à	un	défaut	de	phosphorylation	du	PLB,	la	dysfonction	des	RyR2	

ou	encore	l’altération	de	la	structure	des	tubules	T	sont	à	l’origine	de	ces	perturbations250.		

En	effet,	une	diminution	de	l’expression	de	SERCA2a	a	été	mise	en	évidence	dans	des	modèles	

expérimentaux	d’ICC	chez	 le	cochon	et	 le	chien254,255.	L’altération	de	 l’expression	et/ou	de	 l’activité	

de	la	pompe	SERCA2a	au	cours	du	remodelage	VG	entraînerait	d’une	part	une	accumulation	de	Ca2+	

intracellulaire,	empêchant	la	cellule	de	se	relaxer,	et	d’autre	part,	une	diminution	des	stocks	de	Ca2+	

au	niveau	du	RS,	altérant	significativement	les	capacités	contractiles	du	coeur250.		

La	 dysfonction	 des	 RyR2	 se	 matérialise	 par	 une	 fuite	 des	 stocks	 de	 Ca2+	 du	 RS,	 menant	

progressivement	 à	 leur	 vidange,	 à	 l’augmentation	 de	 la	 concentration	 calcique	 intracellulaire	 et	 à	

l’augmentation	de	la	fréquence	des	arythmies	par	post-dépolarisation	tardive256.		



 

	
	

	

65	

L’altération	de	la	structure	des	tubules	T	au	cours	du	RVG,	notamment	l’espacement	entre	les	

tubules,	 semble	 également	 contribuer	 à	 la	 dysfonction	 contractile	 du	VG	et	 au	 développement	 de	

l’ICC257.			

Réexpression du programme génétique fœtal  

L’hypertrophie	 des	 cardiomyocytes	 se	 manifeste	 par	 une	 modification	 du	 phénotype	

myocytaire	 secondaire	 à	 la	 réexpression	 d’une	 série	 de	 gènes	 initialement	 exprimés	 lors	 du	

développement	 embryonnaire.	 Cette	 réexpression	 du	 programme	 génétique	 fœtal	 s’accompagne	

d’une	diminution	de	l’expression	d’un	certain	nombre	de	gènes	normalement	exprimés	dans	le	cœur	

adulte.	Les		

L’un	des	 changements	 initiaux	observés	 au	 cours	du	RVG	est	 la	 réexpression	du	programme	

fœtal	 par	 les	 cardiomyocytes,	 c’est-à-dire	 l’expression	 de	 gènes	 initialement	 impliqués	 dans	 le	

développement	embryonnaire	182.		

L’ensemble	de	 ces	modifications	d’expression	est	 spécifique	d’espèce	et	 de	 tissu.	 Lorsque	 la	

vitesse	 intrinsèque	 de	 contraction	 est	 rapide,	 comme	 dans	 le	 ventricule	 de	 rat	 sain,	 les	 deux	

déterminants	de	cette	vitesse,	à	savoir	les	mouvements	calciques	et	l’activité	de	la	myosine,	jouent	

un	 rôle	 prépondérant	 et	 sont	 tous	 deux	modifiés	 au	 cours	 du	 RVG.	 A	 l’inverse,	 dans	 le	 ventricule	

humain,	 la	vitesse	de	contraction	à	 l’état	normal	étant	proportionnellement	plus	 lente,	 ce	 sont	 les	

mouvements	calciques	qui	jouent	le	rôle	déterminant	au	cours	du	RVG.		

Des	modulations	de	l’expression	de	certaines	protéines	contractiles	ont	été	décrites.	En	effet,	

le	 VG	 hypertrophié	 est	 le	 siège	 d’une	 diminution	 de	 l’expression	 de	 l’isoforme	 a	 et	 d’une	

augmentation	de	 l’expression	de	 l’isoforme	b	de	 la	chaîne	 lourde	de	myosine	182.	La	myosine	étant	

directement	 impliquée	 dans	 la	 contraction	 cardiaque,	 ce	 changement	 peut	 conduire	 à	 une	

diminution	de	 la	vitesse	de	contraction	du	VG.	Par	ailleurs,	une	augmentation	du	ration	N2BA/N2B	

de	 la	 titine,	 une	 protéine	 du	 cytosquelette,	 est	 observée,	 ce	 qui	 entraîne	 une	 perte	 de	 la	 rigidité	

cellulaire	puisque	 les	cellules	qui	expriment	majoritairement	N2BA	sont	plus	souples	que	celles	qui	

expriment	 l’isoforme	N2B	258.	 	Enfin,	 l’expression	de	 l’isoforme	squelettique	de	 l’a-actine	à	 la	place	

de	 l’isoforme	 cardiaque	 de	 cette	 protéine	 pourrait	 également	 avoir	 un	 effet	 délétère	 sur	 la	

contraction	cardiaque	258.		

De	 plus,	 les	 peptides	 natriurétiques,	 dont	 la	 fonction	 principale	 au	 niveau	 cardiaque	 est	

d’inhiber	l’hypertrophie,	voient	leurs	expressions	considérablement	augmentées	lors	du	RVG	182.	De	
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plus,	 les	 peptides	 natriurétiques	 de	 type	 A	 et	 B	 (ANP	 et	 BNP)	 ont	 également	 une	 action	

vasodilatatrice	 en	 inhibant	 le	 système	 rénine-angiotensine-aldostérone	 et	 contribuent	 donc	 au	

maintien	du	débit	cardiaque	via	une	réduction	de	la	post-charge	et	donc	du	travail	cardiaque	259.		

Métabolisme énergétique 

Au	 cours	 du	 RVG,	 l’augmentation	 de	 la	 charge	 de	 travail	 au	 niveau	 cardiaque	 implique	 un	

accroissement	 de	 ses	 besoins	 énergétiques.	 Pour	 répondre	 à	 cette	 demande,	 le	 cœur	 change	 de	

substrat	préférentiel260.	En	effet,	la	b-oxydation	des	acides	gras	diminue	au	profit	de	la	glycolyse.	Ces	

changements	sont	en	relation	avec	la	modulation	de	l’activité	et/ou	de	l’expression	des	facteurs	de	

transcription	 impliqués	 dans	 la	 glycolyse	 et	 la	 b-oxydation	 des	 acides	 gras.	 Ils	 sont	 d’autant	 plus	

adaptés	en	conditions	d’hypoxie	post-ischémique	car	 la	glycolyse	est	nettement	moins	couteuse	en	

oxygène	que	la	b-oxydation	mais	au	prix	d’une	diminution	important	de	la	production	d’ATP.		

	

Principales voies de signalisation 

Au	cours	du	RVG,	de	nombreuses	voies	de	signalisation	se	mettent	en	place	et	contribuent	à	la	

dilatation	du	VG	et	à	la	perte	des	propriétés	contractiles	cardiaques.		

	

Fibrose et remodelage de la matrice extracellulaire 

Parmi	 ces	 voies,	 la	dégradation	 de	 la	matrice	 extracellulaire	 (MEC)	 joue	 un	 rôle	 important	

dans	le	développement	du	RVG	en	contribuant	à	l’expansion	de	la	zone	infarcie	261.		

Dans	 le	 cœur	 sain,	 la	MEC	 constitue	 un	 réseau	 organisé	 autour	 des	 cardiomyocytes	 servant	

d’échafaudage	 aux	 éléments	 cellulaires	 mais	 aussi	 de	 support	 aux	 processus	 mécaniques	 et	

électriques	 tels	 que	 la	 coordination	 de	 la	 fonction	 contractile	 et	 le	 couplage	 électrique	 entre	

cardiomyocytes.		

La	MEC	 est	 composée	 d’un	 réseau	 de	 fibres	 de	 collagène	 entourant	 les	 cardiomyocytes,	 de	

protéoglycanes,	de	glycosaminoglycanes	et	de	molécules	de	signalisation	biologiquement	actives.	La	

majorité	 des	 fibres	 de	 collagène	 au	niveau	 cardiaque	 sont	 les	 fibres	 de	 type	 I	 et	 III.	 L’organisation	

myocardique	des	 fibres	de	collagène	assure	 l’intégrité	structurelle	des	cardiomyocytes	adjacents	et	

est	essentielle	dans	 le	maintien	des	myofibrilles	au	sein	du	cardiomyocyte	via	 l’interaction	entre	 le	
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collagène,	 les	 intégrines	 et	 le	 cytosquelette.	 Au	 sein	 de	 cette	 MEC,	 les	 fibroblastes	 régulent	 la	

synthèse	de	collagène	via	la	sécrétion	de	cytokines,	de	facteurs	de	croissance	et	de	MMP.		

	

	

	

Figure	 16	:	 Relations	 entre	 fibres	 de	 collagène	 de	 la	 matrice	 extracellulaire	 et	 cardiomyocytes.	

D’après	Mann,	Braunwald’s	Heart	Disease,	8ème	édition,	2008.		

	

Au	 cours	 du	 RVG,	 les	modifications	 de	 la	 synthèse,	 de	 la	 dégradation	 et	 de	 la	 jonction	 des	

fibres	de	collagène	aboutissent	à	la	perte	du	support	liant	les	cardiomyocytes	262.	L’ICC	s’accompagne	

d’une	 augmentation	 progressive	 de	 la	 densité	 en	 collagène	 cardiaque	 avec	 une	 augmentation	

importante	des	collagènes	I,	III,	IV,	VI,	de	fibronectine	et	de	laminine,	accompagnée	d’une	chute	du	

ratio	collagène	de	type	I	sur	type	III.	Ces	modifications	quantitatives	s’accompagnent	d’une	perte	des	

liens	 de	 collagènes	 et	 conduisent	 à	 une	 profonde	 altération	 de	 la	 structure	 et	 de	 la	 fonction	

ventriculaire.	L’accumulation	de	collagène	peut	survenir	autour	des	artères	coronaires	 intramurales	

ou	 des	 artérioles,	 conduisant	 à	 une	 fibrose	 périvasculaires,	 ou	 alors	 au	 niveau	 de	 l’interstitium,	
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conduisant	 à	 une	 fibrose	 interstitielle,	 indépendamment	 de	 la	 perte	 cellulaire	 en	 cardiomyocytes.	

L’accumulation	 de	 fibrose	 peut	 aussi	 survenir	 sous	 une	 forme	 cicatricielle	 en	 réponse	 à	 la	 perte	

cellulaire,	conduisant	à	une	fibrose	de	remplacement.	Cette	augmentation	de	la	fibrose	myocardique	

est	 à	 l’origine	 d’une	 augmentation	 de	 la	 rigidité	 pariétale	 résultant	 en	 une	 diminution	 de	 la	

contraction	 et	 de	 la	 relaxation	 myocardiques.	 La	 fibrose	 myocardique	 participe	 également	 à	 la	

survenue	d’arythmies	atriales	et	ventriculaires	qui	contribuent	à	la	mort	subite	dans	l’IC.		

	

Le système rénine-angiotensine-aldostérone 

Au	 centre	 des	 voies	 de	 signalisation	 impliquées	 dans	 les	 processus	 de	 RVG,	 les	 récepteurs	

couplés	 aux	 protéines	 G	 (GPCRs)	 participent	 activement	 à	 l’hypertrophie	 cardiaque.	 Au	 niveau	

cardiaque,	 les	 récepteurs	 a	 et	 b	 adrénergiques,	 le	 récepteur	 de	 type	 1	 à	 l’angiotensine	 II	 et	 le	

récepteur	à	l’endothéline	sont	les	GPCRs	majoritaires263.	

Au	 cours	 du	 RVG,	 le	 système	 rénine-angiotensine-aldostérone,	 activé	 en	 réponse	 à	 une	

surcharge	de	pression,	est	impliqué	dans	l’hypertrophie	et	la	dilatation	du	VG264.	L’effecteur	de	cette	

voie	 de	 signalisation,	 l’angiotensine	 II,	 résulte	 du	 clivage	 de	 l’angiotensinogène	 par	 la	 rénine	 en	

angiotensine	I.	le	clivage	de	l’angiotensine	I	par	l’enzyme	de	conversion	de	l’angiotensine	aboutit	à	la	

production	d’angiotensine	II.	Suite	à	un	IDM,	la	mise	en	évidence	de	la	présence	d’angiotensine	I	et	II	

mais	 aussi	 d’angiotensinogène	 au	 niveau	 de	 la	 zone	 infarcie	 a	 permis	 de	 mettre	 en	 évidence	 la	

production	 locale	d’angiotensine	 II.	Cette	dernière	va	activer	 la	NADPH	oxydase	qui,	à	 son	 tour,	va	

promouvoir	la	production	de	RLO	et	la	synthèse	de	TNFb265.	En	se	fixant	sur	les	récepteurs	cardiaques	

à	 l’angiotensine	 I,	 l’angiotensine	 II	 entraîne	 la	 production	 d’aldostérone,	 induit	 une	 rétention	 de	

sodium	et	d’eau,	une	vasoconstriction	des	artérioles,	une	augmentation	de	 la	résistance	vasculaire,	

une	fibrose	cardiaque,	une	hypertrophie	cardiaque	et	la	dysfonction	du	VG	(Figure	17)266.		



 

	
	

	

69	

	

Figure	 17	 :	 Schématisation	 du	 système	 rénine	 –	 angiotensine	 –	 aldostérone.	D’après	 Levine	 et	 al.,	

2002		

	

e. Le stress oxydant 

Au	 sein	 des	 systèmes	 biologiques,	 un	 déséquilibre	 entre	 des	 systèmes	 oxydants	 et	

antioxydants	 en	 faveur	 des	 pro-oxydants	 peut	 survenir,	 conduisant	 à	 ce	 que	 l’on	 appelle	

communément	 le	 stress	 oxydant.	 Il	 résulte	 des	 processus	 d’oxydo-réduction	 mettant	 en	 jeu	

l’oxygène,	 et	 conduit	 à	 la	 production	 excessive	 d’intermédiaires	 réactionnels	 appelés	 espèces	

réactives	de	l’oxygène	(ERO).	Parmi	les	ERO,	certaines	espèces	appelées	radicaux	à	électron	libre	ou	«	

radicaux	libres	»	se	caractérisent	par	un	ou	plusieurs	électrons	non	appariés	sur	leur	couche	externe,	

ce	 qui	 leur	 confère	 une	 certaine	 instabilité.	 En	 effet	 ces	 radicaux	 libres	 cherchent	 à	 apparier	 leur	

électron	 célibataire	 en	 réagissant	 avec	 de	 nombreuses	 molécules	 de	 leur	 environnement,	

provoquant	des	dommages	cellulaires	en	chaîne.	Le	plus	connu	de	ces	 radicaux	 libres	de	 l’oxygène	

est	 sans	 doute	 l’anion	 superoxyde,	 issu	 de	 la	 réduction	 monovalente	 du	 dioxygène.	 Bien	 que	 les	

espèces	radicalaires	soient	généralement	tenues	pour	responsables	d’effets	délétères	dans	la	cellule,	

certaines	molécules	non-radicalaires	présentent	également	une	activité	oxydante	significative,	parmi	

lesquelles	le	peroxyde	d'hydrogène	(H2O2),	le	peroxynitrite	(ONOO-)	ou	l'acide	hypochloreux	(HClO).		
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Le	 stress	 oxydant	 est	 défini	 en	 ce	 sens	 comme	 un	 déséquilibre	 en	 faveur	 d'un	 excès	 de	

molécules	 pro-oxydantes	 aux	 conséquences	 néfastes,	 induisant	 des	 altérations	 biochimiques	

intracellulaires,	 telles	 que	 l’oxydation	 des	 lipides,	 des	 protéines267,268	 ou	 encore	 l’oxydation	 de	

l’ADN269.	 Parmi	 les	 «	 espèces	 réactives	de	 l’oxygène	et	 de	 l’azote»,	 certaines	possédant	une	 faible	

réactivité	peuvent	entrer	dans	le	maintien	de	l’homéostasie	de	plusieurs	systèmes	biologiques270.	

	

Sources génératrices d’espèces réactives de l’oxygène 

Au	 sein	 de	 la	 cellule,	 la	 production	 d’espèces	 radicalaires	 peut	 faire	 intervenir	 plusieurs	

processus	 à	 la	 fois	 enzymatiques	 et	 non	enzymatiques.	Nous	détaillerons	 certaines	des	principales	

sources	 d’ERO,	 à	 savoir	 la	 chaîne	 respiratoire	 mitochondriale,	 les	 NADPH	 oxydases	 et	 les	 NO	

synthases.		

	

La chaîne respiratoire mitochondriale 

La	mitochondrie	est	le	principal	organite	producteur	d’énergie	sous	forme	d’ATP.	Elle	est	aussi	

considérée	comme	la	plus	grande	source	de	production	d’ERO.	La	production	physiologique	de	ROS	

par	la	mitochondrie	est	de	l’ordre	de	0,2	à	0,4	%	de	l’oxygène	consommé271,272.	Il	a	été	démontré	que	

les	 complexes	 I	 et	 III	 de	 la	 chaine	 respiratoire	 sont	 responsables	 de	 la	 production	 d’anion	

superoxyde273,274.	 L’anion	 superoxyde	 est	 ensuite	 rapidement	 converti	 en	 H2O2	 par	 la	 superoxyde	

dismutase	(SOD).	Si	la	mitochondrie	est	la	source	principale	de	la	production	des	ROS,	elle	est	aussi	

l’une	des	cibles	des	ROS.	Ainsi,	 l’anion	superoxyde	peut	réagir	avec	de	l’oxyde	d’azote	et	former	du	

peroxynitrite.	Le	peroxynitrite	peut	endommager	les	composants	de	la	chaîne	respiratoire	mais	aussi	

l’ADN	mitochondrial,	ce	qui	va	augmenter	la	production	de	ROS275.	On	va	ainsi	avoir	une	modification	

de	 la	 morphologie	 et	 de	 la	 fonction	 des	 mitochondries	 entrainant	 une	 génération	 de	 ROS	 plus	

importante.		

	

Les NADPH oxydases 

Les	NADPH	oxydases	 sont	 des	 complexes	 enzymatiques	multi-protéiques.	 C’est	 en	 1964	que	

les	 NADPH	 oxydases	 ont	 été	 associées	 au	 «	 respiratory	 burst	 »	 («	 flambée	 respiratoire	 »)	

correspondant	à	une	surconsommation	d’oxygène	durant	la	phagocytose276.	Depuis,	d’autres	études	

ont	 dénombré	 6	 homologues	 de	 la	 sous-unité	 catalytique	 de	 la	 NADPH	 oxydase	 phagocytaire	
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(gp91phox	ou	NOX2)	(NOX1,	NOX3,	NOX4,	NOX5,	DUOX1	et	DUOX2).	Toutes	ces	isoformes	catalysent	

le	 transfert	 d'électrons	 de	 son	 substrat,	 le	 NADPH,	 à	 l'accepteur	 final,	 l'oxygène,	 entraînant	 la	

production	 d'anion	 superoxyde	 ou	 de	 peroxyde	 d’hydrogène277.	 Au	 niveau	 cardiovasculaire,	 on	

retrouve	principalement	la	NOX	4	qui	est	exprimée	dans	les	vaisseaux	sanguins.		

	

Les NOS 

Les	NOS	sont	des	protéines	enzymatiques	responsables	de	 la	synthèse	du	monoxyde	d’azote	

(NO)	résultant	de	la	conversion	de	la	L-arginine	en	L-citrulline278,279.	 Il	a	été	identifié	3	 isoformes	de	

NOS,	appelés	en	fonction	du	tissu	dans	lequel	elles	ont	été	décrites	et	qui	sont	codées	par	trois	gènes	

différents280	:	deux	isoformes	sont	constitutivement	actifs,	la	nNOS	(NOS	neuronale	ou	NOS1)281,282	et	

la	eNOS	(NOS	endothéliale	ou	NOS3)283,284	et	une	isoforme	est	dite	inductible,	la	iNOS	(NOS	inductible	

ou	NOS2)285,286.	

Leur	structure	se	compose	de	deux	domaines	catalytiques	;	un	domaine	N-terminal	oxygénase	

et	un	domaine	C-terminal	réductase.	Le	domaine	oxygénase	contient	des	sites	de	liaison	pour	l’hème,	

la	L-arginine	et	 le	cofacteur	BH4	 (tétrahydrobioptérine).	Le	domaine	réductase	possède	quant	à	 lui	

un	site	de	liaison	pour	la	calmoduline,	pour	les	flavines	(FAD,	FMN)	et	pour	le	NADPH.		

Brièvement,	 la	 nNOS	 est	 une	 enzyme	 calcium-dépendante	 initialement	 identifiée	 au	 niveau	

cérébral	et	 impliquée	dans	 la	neurotransmission287,288.	Néanmoins,	 celle-ci	est	également	exprimée	

dans	 les	 cardiomyocytes	 au	 niveau	 du	 réticulum	endoplasmique289,	mais	 également	 au	 niveau	 des	

cellules	 musculaires	 lisses290.	 L’invalidation	 génétique	 de	 la	 nNOS	 altère	 la	 fonction	 cardiaque	 et	

augmente	le	risque	d’arythmies	ventriculaires,	conduisant	à	une	augmentation	de	la	mortalité	dans	

un	contexte	d’ICC291.		

La	 iNOS	 est	 quant	 à	 elle	 retrouvée	 dans	 un	 grand	 nombre	 de	 types	 cellulaires	 tels	 que	 les	

macrophages,	 les	 pneumocytes,	 les	 cellules	 musculaires	 lisses	 et	 vasculaires,	 mais	 également	 les	

fibroblastes.	 Son	 expression	 est	 dite	 inductible	 puisqu’elle	 dépend	 de	 l’activation	 par	 différentes	

cytokines	 et	 endotoxines	 notamment	 pro-inflammatoires,	 telles	 que	 le	 TNF-a,	 l’IFN-g	 et	 le	 LPS	

(Lipopolysaccharide).		

La	 eNOS	 est	 une	 enzyme	 calcium-dépendante	 identifiée	 et	 isolée	 à	 partir	 de	 cellules	

endothéliales	d’aortes	bovines292,293r.	 Il	 a	par	 la	 suite	était	montré	que	 son	expression	 s’étendait	 à	

d’autres	types	cellulaires,	tels	que	les	cardiomyocytes	ou	les	plaquettes	par	exemple.	 Il	s’agit	d’une	
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enzyme	 clé	 dans	 la	 régulation	 du	 tonus	 vasculaire	 et	 de	 la	 pression	 artérielle	 car	 son	 inhibition	

pharmacologique	 ou	 sa	 déficience	 génétique	 entraîne	 de	 larges	 perturbations	 de	 ces	

paramètres294,295.		

La	production	physiologique	de	RLO	est	parfaitement	maîtrisée	grâce	à	l’existence	de	systèmes	

de	défenses	dits	«	antioxydants	».	Ces	molécules	peuvent	être	enzymatiques	ou	non	enzymatiques	et	

permettent	de	lutter	contre	les	dommages	cellulaires	causés	par	la	production	accrue	de	molécules	

pro-oxydantes.		

	

Les mécanismes antioxydants enzymatiques 

Les superoxyde dismutases (SOD) 

Les	 SOD	 sont	 des	métalloprotéines	 découvertes	 vers	 1970	par	 Fridovich.	 Elles	 constituent	 la	

première	ligne	de	défense	contre	le	stress	oxydant	(53).	On	peut	distinguer	3	isoformes	distinctes	:	la	

forme	 cytosolique	 (Cu/Zn	 SOD),	 la	 forme	 mitochondriale	 (Mn-SOD)	 et	 une	 forme	 extracellulaire	

(Cu/Zn	 SOD).	 Les	 différentes	 SOD	 catalysent	 une	 seule	 et	même	 réaction	 qui	 génère	 du	 peroxyde	

d’hydrogène.	 Ce	 dernier	 est	 un	 composé	 oxydant	 capable	 d’être	 éliminé	 par	 la	 catalase	 ou	 la	

glutathion	peroxydase.		

Il	 a	 été	 montré	 que	 la	 MnSOD	 était	 indispensable	 à	 la	 survie	 des	 souris	 dès	 lors	 que	

l’invalidation	de	son	gène	entraîne	la	mort	des	animaux	dans	les	18	jours	qui	suivent	la	naissance,	et	

ce,	 avec	 de	 nombreuses	 pathologies	 telles	 que	 des	 cardiomyopathies	 ou	 une	 dégénérescence	 des	

neurones296–298.	

	

La glutathion peroxydase 

Il	 existe	 cinq	 isoformes	 de	 la	 glutathion	 peroxydase	 chez	 les	mammifères,	 localisées	 dans	 la	

mitochondrie,	 le	noyau	ou	 le	 cytoplasme.	Cette	 sous-famille	de	protéines	possède	une	Sec	qui	 est	

essentielle	pour	son	activité	enzymatique	299,300.	Par	son	activité	catalytique	la	glutathion	peroxydase	

permet	d’éliminer	 les	hydroperoxydes,	en	particulier	 le	peroxyde	d’hydrogène301.	Cette	enzyme	est	

chargée	de	réduire	le	glutathion	oxydé	en	utilisant	du	NADPH	comme	donneur	d’électrons.	Elle	tient	

une	 place	 importante	 dans	 la	 cellule	 dans	 la	mesure	 où	 elle	 est	 chargée	 de	 la	 quasi-totalité	 de	 la	

conversion	du	peroxyde	d’hydrogène	en	H2O	et	O2.		
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La Catalase 

La	catalase	est	particulièrement	présente	dans	les	érythrocytes,	le	foie	et	parfois	les	reins	plus	

particulièrement	 au	 niveau	 des	 peroxysomes.	 Celle-ci	 va	 catalyser	 la	 transformation	 du	 peroxyde	

d’hydrogène	en	eau	et	oxygène.	La	GPx	permet	 la	dégradation	de	faible	concentration	d’H2O2	alors	

que	la	catalase	joue	un	rôle	important	dans	la	dismutation	de	fortes	concentrations	d’H2O2.	

	

Les antioxydants non-enzymatiques 

Les vitamines C et E 

Les	vitamines	C	et	E	jouent	un	rôle	important	dans	l’inhibition	de	la	peroxydation	lipidique.	En	

effet,	la	vitamine	C	va	piéger	certains	radicaux	libres	comme	le	HO.	ou	le	O2.-	mais	va	aussi	permettre	

de	régénérer	la	vitamine	E	oxydée.	Cependant,	il	semblerait	que	la	vitamine	C	joue	un	rôle	différent	

en	fonction	de	sa	concentration.	Ainsi,	à	 faible	concentration	elle	agirait	comme	un	pro-oxydant	et	

participerait	 à	 la	 formation	 d’ERO,	 alors	 qu’à	 forte	 concentration,	 elle	 se	 comporterait	 comme	 un	

antioxydant302.	

	

Les polyphénols 

Les	 polyphénols	 sont	 des	 antioxydants	 présents	 dans	 les	 végétaux	 qui	 piègent	 les	 radicaux	

libres	et	protègent	contre	 la	glycoxydation	des	protéines.	 Ils	sont	également	connus	pour	avoir	des	

propriétés	anti-inflammatoires303,304.		

	

Stress oxydant et pathologies cardiovasculaires 

L’implication	 du	 stress	 oxydatif	 dans	 le	 développement	 et	 la	 progression	 des	 maladies	

cardiovasculaires	 est	 désormais	 amplement	 documentée.	 En	 effet,	 les	 perturbations	 cellulaires	

induites	par	 le	 stress	oxydant	 se	 répercutent	au	niveau	 tissulaire.	Plusieurs	études	ont	montré	son	

implication	dans	la	dysfonction	endothéliale,	 l’hypertension	artérielle,	 l’athérogénèse,	le	diabète	ou	

encore	 l’obésité305,306.	Depuis	plusieurs	années,	 le	 rôle	prépondérant	des	mécanismes	antioxydants	

dans	 le	maintien	de	 la	 fonction	 cellulaire	 a	 été	 clairement	 établi	 et	 ce,	 dès	 les	 stades	précoces	du	

développement.	 Il	a	notamment	été	démontré	chez	 la	 souris	mutante	pour	 le	gène	de	 la	Mn-SOD,	

une	létalité	en	période	néonatale	due	à	une	dysfonction	cardiaque298.	Ces	résultats	ont	été	appuyés	
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par	des	études	de	mutagenèse	dirigée,	 induisant	une	délétion	 spécifique	de	 la	Mn-SOD	cardiaque,	

montrant	 une	 défaillance	 de	 la	 respiration	 mitochondriale	 associée	 à	 une	 insuffisance	 cardiaque	

congestive307.	La	mitochondrie	est	capable	de	neutraliser	les	ERO	telles	que	le	peroxyde	d’hydrogène	

à	 l’aide	 de	 la	 peroxyredoxine	 3	 (Prx3)308.	 En	 outre,	 une	 surexpression	 de	 cette	 Prx3	 chez	 la	 souris	

diminue	le	remodelage	et	l’insuffisance	cardiaque	après	une	ischémie309.		

Plusieurs	 études	 expérimentales	 ont	 démontré	 l’implication	 d’autres	 sources	 de	 production	

des	ERO	dans	la	physiopathologie	cardiovasculaire.	Les	NADPH	oxydases	jouent	ainsi	un	rôle	dans	le	

développement	de	l’athérosclérose,	de	l’anévrisme	de	l’aorte	abdominale	(AAA),	de	l’hypertrophie	et	

de	 la	 fibrose	 cardiaque310–312.	 De	 plus,	 l’augmentation	 de	 l’activité	 des	 NADPH	 oxydases	 a	 été	

observée	dans	différents	modèles	animaux	d’hypertension	artérielle	 (HTA)313–315.	 La	eNOS	participe	

également	à	l’altération	du	système	cardiovasculaire	par	l’intermédiaire	de	son	co-facteur	la	BH4,	qui,	

lorsque	sa	biodisponibilité	est	diminuée,	est	responsable	du	découplage	enzymatique	conduisant	à	la	

production	 de	 l’anion	 superoxyde316.	 D’autres	 études	 viennent	 étayer	 le	 rôle	 du	 découplage	 de	 la	

NOS	dans	la	physiopathologie	vasculaire	notamment	chez	les	sujets	présentant	un	diabète	et/ou	des	

plaques	 athéromateuses317.	 Malgré	 un	 rôle	 néfaste	 du	 découplage	 de	 la	 NOS	 au	 niveau	

cardiovasculaire,	 il	 a	 été	 montré	 que	 cette	 enzyme	 joue	 un	 rôle	 cardioprotecteur,	 en	 atténuant	

l’hypertrophie	 ventriculaire	 gauche	et	 en	 rétablissant	 les	 fonctions	 cardiaque	après	un	 infarctus318.	

Quand	le	stress	oxydant	commence	à	se	mettre	en	place,	il	fait	intervenir	une	certaine	synergie	des	

mécanismes	 pro-oxydants,	 agissant	 ainsi	 de	 concert	 dans	 le	 développement	 des	 maladies	

cardiovasculaires.	 Les	 myeloperoxydases	 (MPO),	 principales	 génératrices	 de	 l'acide	 hypochloreux	

capable	 d’induire	 une	 dysfonction	 endothéliale,	 peuvent	 de	 manière	 concomitante	 stimuler	 le	

découplage	de	 la	NOS3319.	 Le	 taux	 plasmatique	de	MPO	est	 corrélé	 positivement	 à	 la	 sévérité	 des	

lésions	 athéromateuses	 coronariennes320	 et	 la	MPO	 circulante	 apparaît	 comme	 un	 bon	 indicateur	

pronostic	des	coronaropathies.	

En	résumé,	les	espèces	réactives	oxygénées	sont	produites	de	manière	continue	en	condition	

physiologique	 par	 des	 mécanismes	 pro-oxydants.	 Elles	 exercent	 plusieurs	 rôles	 sur	 le	 système	

cardiovasculaire	avant	leur	neutralisation	par	les	systèmes	de	défense	antioxydants	enzymatiques	et	

non-enzymatiques.	 De	 ce	 fait,	 on	 comprend	 l’intérêt	 majeur	 d’un	 ciblage	 des	 mécanismes	

antioxydants	dans	le	traitement	de	pathologies	telles	que	l’ICC.		
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IV. Evolution vers l’insuffisance cardiaque chronique 

Le	remodelage	cardiaque	a	été	décrit	comme	étant	à	 la	 fois	un	processus	d’adaptation	et	de	

décompensation,	 avec	 une	 composante	 adaptative	 (compensatoire)	 permettant	 au	 cœur	 de	

maintenir	sa	fonction	en	réponse	à	une	lésion	cardiaque.	Les	augmentations	de	la	charge	cardiaque,	

comme	celles	observées	dans	l’insuffisance	mitrale,	modulent	le	remodelage	du	ventriculaire	afin	de	

maintenir	 le	 débit	 cardiaque,	 mais	 souvent	 après	 une	 lésion	 cardiaque	 (comme	 l’IDM),	 ce	

remodelage	 peut	 ne	 pas	 assurer	 l’intégrité	 de	 la	 circulation.	 Dans	 de	 telles	 circonstances,	 le	

remodelage	 peut	 être	 considéré	 comme	 un	 évènement	 défavorable	 qui	 aboutit	 à	 une	

décompensation	progressive.	

La	progression	du	remodelage	peut	toujours	être	considérée	comme	délétère	et	associée	à	un	

mauvais	pronostic321.	Les	thérapeutiques	modernes	de	l’ICC	doivent	une	grande	partie	de	leurs	effets	

au	 fait	 qu’elles	 agissent	 sur	 le	 remodelage.	 Les	 mécanismes	 responsables	 de	 la	 transition	 de	

l’hypertrophie	 de	 compensation	 (adaptative)	 à	 l’ICC	 ne	 sont	 pas	 encore	 élucidés,	 mais	 plusieurs	

mécanismes	 ont	 été	 proposés	 et	 étudiés,	 dont	 les	 anomalies	 du	 métabolisme	 énergétique,	 les	

modifications	de	l’expression	ou	de	la	fonction	des	protéines	contractiles,	les	anomalies	du	couplage	

excitation-contraction,	 les	 anomalies	 du	 cytosquelette,	 les	 altérations	 de	 la	 transduction	 du	 signal	

adrénergique,	la	formation	de	fibrose	interstitielle	ou	encore	l’apoptose322.		

	

V. Sélénium, sélénoprotéines et pathologies cardiovasculaires 

Le	 sélénium	 est	 également	 considéré	 comme	 une	 molécule	 antioxydante.	 En	 effet,	

appartenant	à	 la	 famille	des	 chalcogène,	 il	 a	une	 forte	 tendance	à	 former	deux	 liaisons	 covalentes	

pour	 acquérir	 une	 couche	 saturée	 afin	 de	 respecter	 la	 règle	 de	 l’octet.	 Comme	développé	dans	 le	

premier	chapitre	de	cette	 introduction,	 le	 sélénium	 intervient	notamment	dans	 la	composition	des	

sélénoprotéines,	 dont	 la	 plupart	 ont	 été	 définies	 comme	 enzymes	 antioxydantes.	 Cet	 effet	

antioxydant	est	donc	capital	à	la	fonction	des	protéines	à	sélénium.	Certaines	études	ont	suggéré	que	

le	sélénium,	en	soi,	pouvait	avoir	des	effets	protecteurs	contre	les	maladies	cardiovasculaires.	Sur	le	

plan	 théorique,	 ces	 hypothèses	 peuvent	 être	 soutenues	 par	 la	 capacité	 des	 GPx	 à	 lutter	 contre	

l’oxydation	 des	 lipides	 et	 l’agrégation	 plaquettaire323.	 La	 Gpx4	 est	 capable	 de	 réduire	 les	

phospholipides	 hydroperoxydés	 ainsi	 que	 les	 esters	 de	 cholestérol	 associés	 aux	 lipoprotéines324	 et	
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pourrait	 ainsi	 contribuer	 à	 limiter	 l’accumulation	 de	 lipoprotéines	 de	 faible	 densité	 (LDL)	 dans	 les	

parois	artérielles.	Les	résultats	de	plusieurs	études	épidémiologiques	sont	pourtant	contradictoires;	

certains	auteurs	ont	observé	une	augmentation	du	 taux	d’apparition	de	maladies	cardiovasculaires	

lors	de	déficit	en	sélénium,	alors	que	d’autres	n’ont	pas	observé	de	corrélation	significative325,326.	Une	

explication	 moléculaire	 pourrait	 être	 que	 la	 GPx4,	 la	 seule	 enzyme	 capable	 de	 réduire	 les	 lipides	

hydroperoxydés,	 n’est	 pas	 présente	 dans	 les	 espaces	 extracellulaires	 où	 sont	 localisés	 les	 LDL.	 En	

outre,	la	GPx4	est	peu	affectée	par	les	carences	en	sélénium.	De	ce	fait,	son	activité	ne	devrait	jamais	

être	limitante	dans	les	pays	développés	où	les	carences	en	sélénium	sont	faibles	et	où	pourtant	 les	

problèmes	cardiovasculaires	sont	 le	plus	souvent	observés.	La	GPx3,	bien	qu’en	contact	direct	avec	

les	 LDL	 par	 sa	 localisation,	 n’a	 pas	 la	 spécificité	 de	 substrat	 lui	 permettant	 de	 réduire	 les	 lipides	

hydroperoxydés.	Le	cas	de	la	GPx1	est	surprenant.	En	effet,	il	a	été	montré	que	sa	surexpression	était	

associée	 à	 des	 cas	 d’obésité	 et	 de	 résistance	 à	 l’insuline327,328.	 Les	mécanismes	 sous-jacents	 à	 ces	

observations	 commencent	 à	 être	 connus:	 les	 radicaux	 libres	 oxygénés	 sont	 nécessaires	 au	 bon	

fonctionnement	de	l’insuline	et	par	conséquent	leur	élimination	par	la	GPx1	interfère	avec	l’activité	

de	 l’hormone.	Les	effets	bénéfiques	du	sélénium	en	prévention	de	maladies	cardiovasculaires	 sont	

donc	 controversés	et	nécessitent	des	 investigations	 supplémentaires.	 L’oligo-élément	pourrait	 être	

l’un	des	composants	impliqués	dans	l’émergence	de	ces	maladies	multifactorielles.		

Plus	récemment,	il	a	été	suggéré	que	trois	autres	sélénoprotéines	pouvaient	avoir	un	rôle	dans	

la	prévention	de	maladies	cardiovasculaires:	il	s’agit	de	la	sélénoprotéine	P	dont	une	forte	proportion	

est	 liée	 aux	 protéoglycanes	 à	 la	 surface	 des	 cellules	 épithéliales,	 notamment	 dans	 le	 système	

vasculaire,	ce	qui	pourrait	permettre	la	protection	de	l’endothélium	contre	les	agressions	oxydantes	

locales329,330.	 La	 deuxième	 protéine	 candidate	 est	 la	 sélénoprotéine	 S,	 dont	 la	 dérégulation	 a	 été	

identifiée	dans	certains	cas	de	diabète	ou	d’intolérance	au	glucose331,332.	Enfin,	 il	a	été	observé	que	

les	 acides	 biliaires,	 dont	 la	 fonction	 hormonale	 est	 connue	 depuis	 peu,	 préviennent	 l’obésité	 et	 la	

résistance	à	l’insuline,	en	stimulant	la	synthèse	de	la	DIO2333.	Ce	résultat	converge	avec	l’observation	

antérieure	d’un	polymorphisme	dans	le	gène	de	la	DIO2	chez	certains	patients	atteints	de	diabète334,	

et	confirme	l’implication	de	l’enzyme	dans	ces	processus.	

 
Dans	 le	 cadre	 des	 pathologies	 cardiovasculaires	 ischémiques,	 peu	 de	 données	 ont	 été	

rapportées	 concernant	 l’implication	du	 sélénium.	Néanmoins,	quelques	études	 réalisées	durant	 les	

années	 1990’,	 ont	 montré	 que	 l’ischémie	 ou	 l’I/R	 entraînait	 une	 altération	 du	 statut	 corporel	 en	

sélénium.		
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Il	 a	 été	 rapporté	 que	 l’ischémie	 ou	 l’ischémie/reperfusion	 entraîne	 une	 altération	 du	 statut	

corporel	 en	 sélénium.	 Il	 a	 notamment	 été	mis	 en	 évidence	 une	 baisse	 du	 sélénium	 plasmatique	 -

utilisé	 usuellement	 pour	 définir	 le	 statut	 en	 cet	 élément	 pendant	 la	 phase	 aigue	 du	 post-infarctus	

avec	 ou	 sans	 traitement	 par	 angioplastie	 coronaire	 des	 patients	 ayant	 eu	 un	 IDM335.	 Des	 résultats	

semblables	ont	été	également	obtenus	par	 Lafont	et	 coll.	 qui	ont	montré	que	 le	 taux	de	 sélénium	

sanguin	diminue	significativement	après	angioplastie	coronaire336.	La	déplétion	en	sélénium	entraîne	

une	baisse	à	la	fois	de	la	teneur	en	GSH-Px	et	de	son	activité337.	Encore	récemment,	les	études	de	la	

bioactivité	du	sélénium	se	sont	focalisées	sur	l’activité	de	cette	enzyme.		

Il	 a	 par	 la	 suite	 été	 montré	 que	 l’activité	 enzymatique	 du	 GSH-Px	 du	 myocarde	 diminuait	

progressivement	 dans	 le	 post-infarctus338.	 L’explication	 avancée	 est	 que	 l’ischémie	 ou	

l’ischémie/reperfusion,	 en	 engendrant	 un	 stress	 oxydant	 mobilise	 les	 défenses	 antioxydantes	 et	

entraîne	 un	 effondrement	 du	 pool	 tissulaire	 en	 sélénium.	 D’un	 côté,	 un	 apport	 insuffisant	 en	

sélénium	 a	 été	 associé	 à	 l’augmentation	 de	 la	 vulnérabilité	 à	 l’ischémie	 ou	 à	 une	 séquence	

d’ischémie/reperfusion	 du	 tissu	 cardiaque	 dans	 différents	 modèles	 animaux339–341.	 De	 l’autre,	 la	

supplémentation	en	cet	élément	dans	 les	 limites	des	doses	recommandées	réduit	significativement	

les	 manifestations	 du	 syndrome	 de	 reperfusion341–343.	 Eu	 égard	 à	 l’ensemble	 des	 observations,	 le	

statut	en	sélénium	apparaît	donc	comme	un	facteur	déterminant	dans	l’apparition	et	le	pronostic	de	

diverses	 maladies	 cardiovasculaires.	 Cependant,	 il	 est	 difficile	 de	 préciser	 si	 les	 maladies	

cardiovasculaires,	en	l’occurrence	l’IDM,	sont	à	l’origine	de	la	carence	en	sélénium	ou	inversement.	

Considérant	 la	 dualité	 de	 la	 question	 et	 compte	 tenu	 du	 fait	 que	 les	 sélénoprotéines	 sont	 les	

principales	sources	de	sélénium	dans	le	corps,	il	nous	incombe	de	s’intéresser	à	chacune	des	voies	:	la	

supplémentation	 en	 sélénoprotéine	 et	 l’évolution	 du	 taux	 plasmatique	 en	 sélénoprotéines	 dans	 le	

post-infarctus	chez	le	rat.	
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I. Introduction à la thérapie génique 

La	 thérapie	 génique	 est	 une	 biotechnologie	 basée	 sur	 le	 transfert	 de	matériel	 génétique.	 Il	

s’agit	en	effet	d’une	stratégie	thérapeutique	définie	par	 l’introduction	d’un	acide	nucléique,	 le	plus	

souvent	véhiculé	par	un	vecteur,	au	sein	de	cellules	cibles.	Selon	l’European	Medicine	Agency	(EMA),	

un	médicament	de	thérapie	génique	doit	 i)	contenir	une	séquence	d’acide	nucléique	recombinante	

qui	est	administrée	dans	le	but	de	réguler,	réparer,	remplacer,	ajouter	ou	déléter	une	séquence	chez	

le	receveur	et	ii)	avoir	un	effet	thérapeutique,	prophylactique	ou	diagnostique	directement	causé	par	

la	séquence	recombinante	ou	le	produit	de	son	expression	.	Les	vecteurs	permettent	la	transduction	

de	cellules	cibles	à	la	fois	in	vivo	 	et	ex	vivo.	De	manière	générale,	la	thérapie	génique	vise	à	traiter	

différentes	 pathologies,	 telles	 que	 des	 cancers,	 des	 maladies	 monogéniques	 ou	 encore	 des	

infections.	A	ce	jour,	plus	de	2200	essais	cliniques	ont	été	approuvés	à	travers	le	monde	(Figure	18).		

	

Figure	18	:	Domaines	d’application	de	la	thérapie	génique	

	

L’histoire	 de	 la	 thérapie	 génique	 n’est	 pas	 si	 récente.	 En	 effet,	 dès	 les	 années	 1960,	 de	

nombreux	 débats	 scientifiques	 et	 éthiques	 se	 penchent	 sur	 la	 problématique	 du	 traitement	 des	

maladies	 génétiques	 par	 la	 thérapie	 génique.	 A	 cette	 même	 époque,	 alors	 que	 les	 approches	 de	

remplacement	 protéique	 dans	 le	 but	 de	 traiter	 des	 déficits	 enzymatiques	 sont	 en	 plein	 essor,	 les	

techniques	permettant	de	transférer	un	gène	d’une	cellule	à	une	autre	ou	d’un	organisme	à	un	autre	

sont	encore	en	développement.	Ainsi,	 l’idée	d’apporter	une	copie	fonctionnelle	d’un	gène	déficient	
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dans	des	pathologies	sévères,	pour	lesquelles	aucun	traitement	n’existait	jusqu’alors,	a	été	peu	à	peu	

acceptée	au	sein	de	la	communauté	scientifique344.		

Les	 débuts	 du	 transfert	 de	 gènes	 eurent	 lieu	 au	 début	 des	 années	 1980.	 Dans	 cette	 étude,	

l’ADN	complémentaire	de	l’ARNm	codant	pour	l’hypoxanthine	phosphoribosyltransférase	(HGPRT)	a	

été	incorporé	dans	un	rétrovirus	murin	et	a	permis	la	transduction	et	la	sélection	positive	in	vitro	de	

cellules	humaines	et	murines	dépourvues	de	cette	enzyme345.	Par	ailleurs,	 la	première	tentative	de	

transfert	 de	 gène	 chez	 l’Homme	 a	 été	 réalisée	 par	 Martin	 Cline	 et	 Winston	 Salser	 de	 UCLA	 en	

1980346.	 Cette	étude	a	été	effectuée	 sur	deux	patients	 atteints	de	b-thalassémie.	 Elle	 a	 cependant	

suscité	 une	 forte	 polémique	 dans	 le	 milieu	 scientifique	 car	 l’auteur	 n’a	 bénéficié	 d’aucune	

autorisation	gouvernementale,	ni	même	d’un	consentement	de	 la	part	des	patients347.	 Il	 aura	 fallu	

attendre	 décembre	 1988	 pour	 voir	 la	 première	 approbation	 officielle	 d’essai	 clinique	 chez	

l’Homme348.		

Le	transfert	de	gène	à	visée	thérapeutique	a	connu	ses	débuts	bien	plus	tard,	le	14	septembre	

1990349.	 Le	 but	 de	 cet	 essai	 était	 de	 traiter	 deux	 enfants	 souffrants	 d’ADA-SCID	 (severe	 combined	

immunodeficiency),	 pathologie	 causée	 par	 une	 déficience	 en	 Adénosine	 Déaminase	 (ADA).	 Le	

traitement	a	alors	consisté	en	la	ré-injection	de	cellules	souches	hématopoïétiques	issues	des	mêmes	

patients.	 Ces	 cellules	 ont	 été	 transduites	 ex	 vivo	 par	 des	 vecteurs	 rétroviraux	 contenant	 une	

séquence	sauvage	du	gène	codant	pour	 l’ADA,	enzyme	nécessaire	au	métabolisme	des	purines.	Les	

premiers	résultats	furent	mitigés	mais	ne	mirent	en	évidence	aucun	effet	secondaire.	Néanmoins,	les	

effets	observés	avaient	disparu	au	bout	de	deux	ans350.		

	

Malgré	 une	 période	 d’ascension	 fulgurante	 pour	 la	 science	 durant	 les	 années	 1990,	 la	

recherche	en	thérapie	génique	fur	fortement	remise	en	cause	suite	à	l’issue	fatale	d’un	essai	clinique	

pour	 un	 patient	 âgé	 de	 18	 ans	 et	 souffrant	 de	 déficit	 pour	 une	 enzyme	 hépatique,	 l’ornithine	

transcarbamylase.	Dans	cette	étude,	deux	patients	ont	reçu	la	même	dose	d’adénovirus	et	seul	l’un	

d’entre	 eux	 a	 rencontré	 des	 effets	 indésirables.	 En	 effet,	 le	 vecteur	 s’est	 alors	 disséminé	 dans	 la	

circulation	 sanguine	 et	 s’est	 accumulé	 dans	 différents	 organes	 tels	 que	 la	 rate,	 les	 ganglions	

lymphatiques	 et	 la	 moelle	 osseuse.	 Cette	 dissémination	 a	 déclenché	 une	 réponse	 inflammatoire	

massive	 puis	 une	 tempête	 cytokinique351.	 Cette	 étude	 fut	 la	 première	 dans	 laquelle	 la	 mort	 d’un	

patient	était	directement	imputée	au	vecteur	viral,	mettant	ainsi	en	lumière	la	nécessité	de	maîtriser	

la	biologie	des	interactions	entre	les	vecteurs	viraux	et	le	système	immunitaire.		
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L’un	des	essais	les	plus	retentissant	dans	le	domaine	de	la	thérapie	génique	eut	lieu	en	2000,	

moyennant	 l’utilisation	d’un	vecteur	rétroviral	afin	de	traiter	des	patients	SCID-X1.	Cet	essai	 fut	un	

grand	succès	car	il	a	permis	de	corriger	le	déficit	immunitaire	induit	par	cette	pathologie	chez	9	des	

10	 patients	 traités352.	 Néanmoins,	 les	 deux	 plus	 jeunes	 patients	 de	 l’essai	 ont	 développé	 une	

lymphoprolifération	 incontrôlée	 trois	 ans	 plus	 tard.	 Plus	 tardivement,	 deux	 autres	 patients	 ont	

développé	 une	 leucémie	 et	 l’un	 d’eux	 est	 décédé353.	 Le	 risque	 de	 modification	 incontrôlée	 du	

génome	 humain	 constitue	 toujours	 l’un	 des	 plus	 forts	 arguments	 des	 opposants	 à	 la	 thérapie	

génique.		

Dès	lors,	les	recherches	en	thérapie	génique	se	portèrent	vers	d’autres	vecteurs	afin	de	mieux	

contrôler	 le	 lieu	 d’insertion	 du	 transgène.	 Malgré	 cet	 échec,	 la	 thérapie	 génique	 ne	 cessa	 de	 se	

développer	 dans	 différents	 domaines.	 De	 nos	 jours,	 la	 thérapie	 génique	 est	 appliquée	 à	 de	

nombreuses	maladies,	à	 la	fois	génétiques	et	acquises,	telles	que	le	SIDA,	 les	cancers	ou	encore	les	

maladies	 cardiovasculaires.	 Elle	 a	notamment	permis	 l’introduction	 sur	 le	marché	de	médicaments	

de	thérapie	génique.	Ceci	eu	tout	d’abord	lieu	en	Chine	en	2004	avec	l’introduction	de	la	Gendicine®	

puis	 en	 europe	 en	 2012	 avec	 l’alipogene	 tiparvovec	 (Glybera®	;	 uniQure)	 après	 approbation	 par	

l’EMA354.	 Ce	 dernier	 permet	 le	 traitement	 du	 déficit	 en	 lipoprotéine	 lipase	 (LPL),	 une	 maladie	

autosomique	 récessive	 rare	 (un	 cas	par	million),	perturbant	 le	métabolisme	des	 triglycérides	et	du	

cholestérol355.		

Après	 avoir	 connu	 une	 histoire	 tumultueuse,	 la	 thérapie	 génique	 reste	 une	 approche	

innovante	et	prometteuse.	Son	application	aux	maladies	acquises	repose	sur	 la	compréhension	des	

mécanismes	moléculaires	 impliqués	dans	 le	développement	de	 la	maladie	et	 sur	 l’identification	de	

cibles	 pouvant	 être	 modifiées	 par	 modulation	 de	 l’expression	 génique.	 Dans	 ce	 récit,	 nous	

présenterons	 les	 principes	 de	 la	 thérapie	 génique	 dans	 une	 première	 partie,	 afin	 de	 présenter	 les	

stratégies	et	les	techniques	nécessaires	à	la	mise	en	place	d’un	traitement	par	thérapie	génique.	Par	

la	suite,	nous	illustrerons	ces	principes	au	travers	de	plusieurs	maladies	à	l’étude	actuellement.		
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II. Principes de la thérapie génique 

	 Tout	d’abord,	il	est	important	de	souligner	que	la	thérapie	génique	a	été	créée	pour	pouvoir	

s’appliquer	 à	 l’ensemble	 des	 cellules	 eucaryotes,	 c’est-à-dire	 aux	 cellules	 germinales	 comme	 aux	

cellules	 somatiques.	 Grâce	 à	 la	 transfection	 de	 cellules	 de	 la	 lignée	 germinale,	 il	 serait	 possible	

d’éliminer	certaines	maladies	de	la	descendance	des	sujets	traités.	S’il	est	théoriquement	possible	de	

le	 réaliser,	 ceci	 soulève	un	 grand	nombre	de	problèmes	éthiques.	Néanmoins,	 la	 thérapie	 génique	

humaine	s’intéresse	exclusivement	aux	cellules	somatiques	pour	le	moment.	En	effet,	les	techniques	

de	thérapie	génique	germinale	sont	uniquement	utilisées	en	transgénèse	animale	afin	de	mettre	au	

point	des	modèles	 animaux356.	Un	décret	 interdisant	 la	 thérapie	 génique	germinale	humaine	a	été	

édité	par	le	Conseil	de	l’Europe	en	1991	mais	chaque	pays	possède	sa	propre	législation	à	ce	propos.	

Pour	exemple,	 l’Allemagne	considère	 la	thérapie	germinale	comme	un	crime,	en	opposition	avec	 la	

FDA	(Food	and	Drug	Administration)	qui	l’a	autorisée	aux	Etats-Unis.		

	 Les	vecteurs	de	thérapie	génique	se	doivent	de	transduire	de	façon	efficace	les	cellules	cibles	

et	d’induire	une	expression	à	long	terme	du	transgène,	tout	en	garantissant	une	absence	de	toxicité	

pour	l’organisme	hôte.	D’un	aspect	simpliste,	il	existe	deux	grandes	catégories	de	vecteurs	utilisés	en	

thérapie	génique	:	 les	vecteurs	viraux	et	non-viraux.	Du	fait	de	 l’immense	étendue	de	ces	vecteurs,	

nous	 nous	 focaliserons	 principalement	 dans	 cet	 exposé	 sur	 les	 vecteurs	 viraux,	 et	 notamment	 les	

virus	 adéno-associés	 que	 nous	 utiliserons	 dans	 nos	 études.	 Il	 est	 à	 souligner	 que	 les	 vecteurs	 non	

viraux,	tels	que	les	liposomes	ou	les	approches	sans	vecteurs	(acides	nucléiques	nus,	plasmides)	sont	

de	 moins	 en	 moins	 utilisés.	 Ceci	 est	 la	 conséquence	 de	 leur	 capacité	 de	 transduction	 réduite,	 à	

l’inverse	des	vecteurs	viraux	(Figure	19).	De	très	rares	essais	recensés	ont	eu	recours	à	des	vecteurs	

de	type	bactérien	ou	eucaryote	(levure)357.		
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Figure	19	:	Nombre	d’essais	cliniques	en	thérapie	génique	par	vecteur.	

	

1.	Stratégies	de	transduction	in	vivo	

	 Il	 existe	 trois	 stratégies	 de	 transduction	 in	 vivo	 par	 un	 vecteur	 de	 transfert	 de	 gène	 en	

thérapie	 génique	 en	 vue	 de	 traiter	 des	 pathologies.	 i)	 La	 première	 consiste	 en	 l’utilisation	 d’un	

organe	ciblé	par	 le	vecteur	afin	de	produire	une	protéine	normalement	sécrétée	dans	 le	sérum.	Le	

muscle	et	 le	 foie	sont	 les	 tissus	 les	plus	couramment	ciblés	en	essai	clinique	dans	ce	cas	de	 figure.	

Cette	stratégie	a	été	étayée	dans	des	pathologies	telles	que	l’hémophilie	B	(déficit	en	facteur	 IX	de	

coagulation).	 ii)	La	deuxième	approche	a	pour	but	 le	traitement	de	pathologies	affectant	toutes	 les	

cellules	d’un	organisme,	telle	qu’une	maladie	lysosomale.	L’injection	intramusculaire	ou	systémique	

du	 vecteur	 permet	 de	 transduire	 certaines	 cellules	 qui	 produisent	 dès	 lors	 une	 enzyme	 ensuite	

endocytée	 par	 des	 cellules	 à	 distance.	 Enfin,	 iii)	 la	 dernière	 approche	 s’effectue	 par	 injection	

chirurgicale	du	vecteur	directement	dans	 l’organe	à	traiter.	C’est	notamment	 le	cas	 le	plus	courant	

pou	 le	traitement	des	pathologies	oculaires	telles	que	 l’amaurose	génitale	de	Leber.	Néanmoins,	 la	

présence	d’un	acte	 chirurgical	majore	 les	 risques	de	 cette	 technique	et	ne	permet	par	 ailleurs	pas	

une	transduction	complète	de	la	rétine.		
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2.	Les	vecteurs	viraux	

	 Les	 vecteurs	 viraux	 utilisés	 pour	 le	 transfert	 de	 gènes	 peuvent	 être	 de	 différents	 types,	

présentant	chacun	des	avantages	et	des	inconvénients	(Tableau	2).	

	

	

Tableau	2	:	Tableau	représentant	les	caractéristiques	majeures	des	principaux	vecteurs	viraux.		

	

a. Les Retroviridae  

	 Les	retroviridae	 sont	une	 famille	de	virus	enveloppés	à	ARN	simple	brin.	 Ils	possèdent	 tous	

une	réverse	transcriptase	qui	permet	de	transcrire	leur	matériel	génétique	en	ADN,	une	intégrase	qui	

permet	 l’intégration	 du	 matériel	 génétique	 viral	 au	 génome	 de	 la	 cellule	 infectée	 et	 trois	 gènes	

principaux	(pol,	gag	et	env	qui	codent	respectivement	pour	la	reverse	transcriptase	et	l’intégrase,	les	

protéines	 de	 la	 capside	 et	 les	 protéines	 de	 l’enveloppe).	 On	 peut	 classer	 les	 rétrovirus	 en	 deux	

catégories	 distinctes	:	 les	 simples	 (alpharetrovirus,	 betaretrovirus,	 gammaretrovirus	 et	

epsilonretrovirus)	 et	 les	 complexes	 (deltaretrovirus,	 lentivirus	et	 spumavirus)	 selon	 la	diversité	des	

protéines	codées	par	 le	génome	viral.	En	effet,	 les	 rétrovirus	complexes	sont	capables	de	pénétrer	



 

	
	

	

85	

dans	le	noyau	cellulaire	via	un	transport	actif	alors	que	les	retrovirus	simples	profitent	de	la	mitose	

pour	pénétrer	le	noyau358.	La	figure	20	Illustre	le	cycle	de	réplication	des	retroviridae.		

	

	

	

Figure	20	:	Cycle	de	vie	des	rétrovirus	d’après	Spencer	et	Plamarini	(2012).		

	

Dans	le	cas	des	virus	enveloppés,	et	particulièrement	dans	celui	des	retroviridae,	il	est	possible	

de	 modifier	 le	 tropisme	 du	 vecteur	 viral	 en	 le	 pseudotypant.	 En	 effet,	 le	 pseudotypage	 est	 une	

technique	qui	consiste	en	 la	modification	des	glycoprotéines	de	surface	des	vecteurs	viraux	dans	 le	

but	 de	 modifier	 leur	 tropisme	 cellulaire.	 Cette	 technique	 est	 dérivée	 de	 la	 modification	 des	

enveloppes	des	virus	lorsque	deux	types	(ou	plus)	infectent	la	même	cellule359.		

Les	 rétrovirus	 simples	 ont	 été	 très	 utilisés	 comme	 vecteur	 au	 début	 des	 essais	 cliniques	 de	

thérapie	génique,	car	 ils	permettent	une	intégration	stable	du	transgène	dans	le	génome	de	l’hôte.	
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Néanmoins,	 ils	 ne	 peuvent	 transfecter	 que	 des	 cellules	 en	 division360.	 Leurs	 inconvénients	 sont	

cependant	majeurs	 dès	 lors	 qu’ils	 sont	 immunogènes	 et	 peuvent	 provoquer	 le	 déclenchement	 de	

cancers	 par	 activation	d’un	oncogène	ou	 l’inactivation	d’un	oncosuppresseur	 lors	 de	 l’insertion	du	

transgène	dans	le	génome	cellulaire.	Ce	fut	notamment	le	cas	lors	de	l’essai	clinique	conduit	en	2000	

sur	les	patients	SCID	que	nous	avons	évoqué	précédemment	et	dans	lequel	le	déclenchement	de	la	

leucémie	fut	attribué	à	l’insertion	du	transgène	au	sein	d’un	proto-oncogène361.		

Par	 ailleurs,	 les	 lentivirus	 sont	 particulièrement	 étudiés	 de	 nos	 jours	 comme	 vecteurs	 de	

thérapie	 génique.	 Ainsi,	 des	 «	self-inactivating	»	 lentivirus	 (ou	 SIN	 lentivirus)	 sont	 utilisés	 dans	

lesquels	 le	génome	a	été	modifié	afin	de	les	rendre	incapables	de	se	répliquer.	Les	 lentivirus	ont	 la	

capacité	d’infecter	 les	 cellules	quiescentes	grâce	à	des	protéines	virales	 capables	de	 faire	pénétrer	

leur	 matériel	 génétique	 dans	 le	 noyau	 des	 cellules	 cibles	 via	 les	 pores	 nucléaires362.	 Ces	

caractéristiques	permettent	aux	 lentivirus	d’être	des	vecteurs	de	choix	pour	 toutes	 les	pathologies	

impliquant	des	cellules	hautement	différenciées	et	qui	se	divisent	peu.	Comme	tous	les	rétrovirus,	les	

lentivirus	 ont	 la	 capacité	 d’intégrer	 leur	 génome	 à	 celui	 de	 la	 cellule	 cible,	 permettant	 ainsi	 une	

expression	 du	 transgène	 à	 long	 terme.	 Cependant,	 cette	 insertion	 dans	 le	 génome	hôte	 a	 déjà	 eu	

pour	conséquence	de	provoquer	des	mutations	par	 insertion361.	En	effet,	 ils	 insèrent	naturellement	

leur	matériel	génétique	près	des	sites	de	transcription	actifs	alors	que	les	autres	types	de	rétrovirus	

ont	plutôt	tendance	à	s’intégrer	près	des	promoteurs,	augmentant	le	risque	d’oncogenèse362.	D’autre	

part,	 il	est	également	possible	d’utiliser	des	«	Non	Integrating	LentiViruses	»	(NILVs)	qui	ne	peuvent	

pas	 intégrer	 leur	matériel	 génétique.	Dans	 ce	 cas,	 le	 transgène	 reste	dans	 le	 noyau	 cellulaire	 sous	

forme	d’épisome	et	l’expression	à	long	terme	du	transgène	est	liée	à	l’état	de	quiescence	des	cellules	

infectées358.	 En	 revanche,	 il	 est	 désormais	 clairement	 établi	 que	 les	 lentivirus	 induisent	 une	 forte	

réponse	immunitaire	de	l’hôte	à	l’encontre	du	transgène,	ce	qui	diminue	considérablement	la	durée	

de	vie	des	cellules	et	donc	l’effet	thérapeutique.		

	

	

b. Les adénovirus 

A	 l’inverse	 des	 vecteurs	 rétroviraux,	 les	 adénovirus	 permettent	 l’introduction	 de	 gènes	 de	

grandes	tailles	au	sein	de	 leur	génome	long	de	36	kb.	De	plus,	 ils	présentent	 l’avantage	de	pouvoir	

être	produits	à	de	forts	titres	et	ne	s’intègrent	pas	dans	le	génome	de	l’hôte,	persistant	plutôt	sous	
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forme	 épisomale.	 Cependant	 les	 vecteurs	 adénoviraux	 possèdent	 un	 fort	 potentiel	 pro-

inflammatoire.		

Il	existe	plus	de	cent	sérotypes	découverts	à	ce	jour	dont	51	infectant	l’Homme.	Les	adénovirus	

figurent	 parmi	 les	 virus	 les	 plus	 utilisés	 en	 thérapie	 génique	 et	 le	 sérotype	 5	 (HAd5)	 est	 le	 plus	

étudié363.	L’exposition	de	la	population	à	l’HAd5,	qui	est	particulièrement	forte	dans	les	pays	en	voie	

de	développement364,	 engendre	des	 réponses	 immunitaires	qui	 limitent	 son	utilisation	en	 clinique.	

L’utilisation	d’un	sérotype	différent	ou	 le	typage	des	patients,	conditionnant	 leur	 inclusion	dans	 les	

essais,	se	révèle	donc	être	une	nécessité.	Néanmoins,	ces	vecteurs	restent	les	plus	utilisés	et	c’est	un	

adénovirus,	vecteur	d’un	transgène	codant	pour	 l’onco-suppresseur	p53,	qui	a	constitué	 le	premier	

médicament	de	thérapie	génique	mis	sur	le	marché	(Gendicine®)365.			

	

c. Les virus adéno-associés 

Biologie des AAV 

Les	virus	adéno-associés	(AAV)	ont	été	identifiés	il	y	a	plus	de	50	ans	par	Atchison366,	ainsi	que	

par	Hoggan	et	Rowe367,	comme	contaminants	de	préparations	adénovirales	(Figure	21).	Depuis,	plus	

d’une	 centaine	 de	 variants	 ont	 été	 isolés	 chez	 différentes	 espèces	 animales,	 dont	 l’Homme,	 les	

primates	non	humains,	les	bovins	etc368.		

	

	

Figure	 21	:	 Découverte	 de	 particules	 AAV	 contaminants	 une	

préparation	adénovirale.	(Atchison	et	al.,	1965)		

Les	AAV	 (indiqués	par	des	 flèches	blanches)	entourent	une	particule	
adénovirale	 simienne	 (SV15)	 en	 bas	 de	 l’image.	 La	 barre	 d’échelle	
représente	100	nm.		
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Les	AAV	sont	des	virus	non	enveloppés	issus	de	la	famille	des	parvoviridae,	les	plus	petits	virus	

animaux	 à	 ADN	 et	 appartiennent	 à	 la	 sous-famille	 des	 parvovirinae.	 Ils	 ne	 peuvent	 répliquer	 leur	

génome	 au	 sein	 de	 la	 cellule	 hôte	 de	 façon	 autonome	et	 nécessitent	 la	 co-infection	 avec	 un	 virus	

helper	(adénovirus,	herpesvirus,	virus	de	la	vaccine	ou	papillomavirus	humain).	Cette	caractéristique	

les	fait	appartenir	au	genre	des	dependovirus369.	En	l’absence	de	virus	helper,	leur	réplication	est	en	

effet	 limitée	 et	 ils	 peuvent	 alors	 entrer	 dans	 une	 phase	 de	 latence.	 Le	 génome	 de	 l’AAV	 sauvage	

s’intègre	alors	dans	l’ADN	de	la	cellule	hôte,	dont	la	région	AAVS1	de	4	kb	située	dans	la	séquence	du	

gène	MBS85	 sur	 le	 chromosome	 19	 (q13.4)	 dans	 45%	 des	 cas.	 Cette	 intégration	 n’a	 jamais	 été	

corrélée	avec	une	éventuelle	tumorigénicité	chez	l’homme.		

Tous	les	sérotypes	humains	et	non-humains	possèdent	une	capside	à	géométrie	icosaédrique,	

composée	des	protéines	VP1,	VP2	et	VP3	qui	s’associent	en	60	sous-unités	pour	 former	 le	virion370	

(Figure	22).		

	

	

	

Figure	22	:	Topologie	de	la	capside	de	l’AAV2.	(Tiré	de	Samulski	&	

Muzyczka,	2014).		

Les	 acides	 aminés	 de	 surface	 sont	 colorés	 en	 fonction	 de	 leur	
distance	 du	 centre	 de	 la	 capside.	 Du	 plus	 près	 au	 plus	 éloigné	:	
bleu,	cyan,	vert,	jaune,	rouge.		

	

	

	

	

	

Les	protéines	VP1,	VP2	et	VP3	sont	respectivement	représentées	Au	sein	de	 la	capside	virale	

au	ratio	1/1/10.	Les	capsides	sont	tout	d’abord	synthétisées	vides,	puis	le	génome	les	intègrerait	via	

un	 pore	 de	 8,5	 Å	 de	 diamètre.	 Il	 a	 en	 effet	 été	 démontré	 que	 des	mutations	modifiant	 les	 acides	

aminés	qui	constituent	ce	pore	affectent	l’efficacité	d’encapsidation	de	l’ADN	génomique371.		

	

Le	génome	des	AAV	est	 constitué	d’un	ADN	monocaténaire	 long	de	4,7	kb.	 Il	est	 composé	à	

chaque	 extrémité	 de	 séquences	 inverted	 terminal	 repeats	 (ITR)	 de	 145	 pb,	 dont	 les	 125	 premiers	
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nucléotides	 constituent	 une	 séquence	 palindromique	 permettant	 l’organisation	 en	 une	 structure	

secondaire	de	type	épingle	à	cheveux	(T-shaped	hairpin).	Ces	séquences	 ITR	encadrent	trois	cadres	

de	lectures	ouverts	codant	pour	huit	protéines	sous	le	contrôle	de	trois	promoteurs.	La	séquence	Rep	

code	 quatre	 protéines	 dont	 le	 rôle	 est	 la	 régulation	 de	 l’expression	 du	 génome	 en	 fonction	 de	 la	

présence	ou	non	de	virus	helper	(Rep78,	Rep68,	Rep52	et	Rep40).	Cap	code	pour	les	trois	protéines	

de	la	capside	(VP1,	VP2	et	VP3)	selon	un	épissage	alternatif	de	l’ARNm	initié	par	le	promoteur	p40.	

Un	cadre	de	lecture	alternatif	du	gène	Cap	code	pour	l’Assembly-activating	protein	(AAP)	qui	permet	

l’assemblage	des	capsides	au	sein	du	nucléole	de	la	cellule	hôte372.	

La	 réplication	 virale	 implique	 l'ADN	 polymérase	 δ	 qui	 synthétise	 le	 brin	 complémentaire	 en	

débutant	son	activité	par	l'extrémité	3'	de	la	séquence	ITR.	A	la	suite	des	étapes	de	transcription	et	

de	traduction	du	génome,	les	capsides	sont	formées	dans	le	noyau	de	la	cellule	hôte.	Les	particules	

virales	 ainsi	 assemblées	 sont	 libérées	 lors	 de	 la	 lyse	 cellulaire	 induite	 par	 l'infection	 d'un	 virus	

helper369.		

	

En	 1984,	 Hermonat	 et	 Muzyczka	 ont	 réalisé	 la	 preuve	 de	 concept	 de	 l’utilisation	 des	 AAV	

comme	vecteur	de	transfert	de	gène.	Ainsi,	ils	ont	isolé	des	AAV	dans	lesquels	le	gène	de	résistance	à	

la	néomycine	a	été	 incorporé	en	 lieu	et	place	de	Cap.	 Le	 rAAV	obtenu	a	permis	de	 transduire	des	

cellules	humaines	de	lignée	D6373.	En	parallèle,	le	groupe	de	Carter	a	produit	un	vecteur	rAAV	codant	

pour	la	chloramphenicol	acetyltransférase	qui	a	permis	l’expression	de	ce	transgène	dans	les	lignées	

cellulaires	humaines	Hela	et	HEK293374.	

	

Synthèse des vecteurs rAAV 

Les	AAV	peuvent	être	produits	 in	vitro	selon	deux	grandes	méthodes	distinctes.	 La	première	

s’effectue	par	transfection	de	la	lignée	cellulaire	HEK	avec	trois	plasmides	différents,	contenant	i)	la	

séquence	 du	 transgène	 d’intérêt,	 ii)	 les	 séquences	 Rep	 et	 Cap	 de	 l’AAV	 et	 iii)	 les	 séquences	

adénovirales	E2A	et	E4.	La	seconde	méthode	consiste	en	une	construction	baculovirale	de	la	cassette	

de	l’AAV	qui	permet	de	co-infecter	les	cellules	d’insecte	Sf9	avec	un	autre	baculovirus	exprimant	Rep	

et	 Cap371.	 Le	 génome	 encapsidé	 au	 sein	 des	 vecteurs	 rAAV	 ainsi	 produit	 se	 limite	 au	 transgène	

thérapeutique,	à	son	promoteur	et	à	un	signal	de	polyadénylation.	Seules	les	séquences	ITR	de	l’AAV	

sauvage	 sont	 alors	 conservées,	 limitant	 considérablement	 le	 risque	 de	 réplication	 virale	même	 en	

présence	de	virus	helper.	
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Avantages des rAAV en thérapie génique 

A	 ce	 jour,	 les	 rAAV	 ont	 été	 utilisés	 en	 essai	 clinique	 sur	 plus	 de	 1300	 sujets.	 Comme	

précédemment	 évoqué	 (cf.	 Tableau	 2),	 les	 AAV	 présentent	 différents	 avantages	 par	 rapport	 aux	

autres	vecteurs	viraux.	En	effet,	ce	sont	des	virus	non	pathogènes,	ce	qui	représente	un	fort	bénéfice	

quant	 à	 leur	manipulation	 en	 vue	 d'un	 usage	 thérapeutique.	De	 plus,	 99%	des	 génomes	 issus	 des	

vecteurs	rAAV	persistent	sous	forme	épisomale	dans	les	cellules	 infectées375,	seulement	1%	d’entre	

eux	 s’intègrent	 au	 sein	 de	 génome	 hôte376.	 Cette	 caractéristique	 diminue	 fortement	 le	 risque	 de	

mutagenèse	insertionnelle	et	permet	ainsi	une	utilisation	des	AAV	pour	une	correction	à	long-terme,	

cependant	restreinte	à	des	cellules	post-mitotiques.	Les	rares	intégrations	dans	le	matériel	génétique	

des	cellules	cibles	ont	été	décrites	comme	non	spécifiques	d’un	 locus,	bien	qu’elles	semblent	avoir	

préférentiellement	 lieu	 chez	 l’homme	 au	 sein	 de	 l’ADN	mitochondrial377.	 Les	 nombreux	 sérotypes	

d’AAV	existants	ont	permis	d’obtenir	de	nombreux	vecteurs	possédant	des	tropismes	pour	différents	

tissus,	ce	qui	représente	un	grand	avantage	pour	une	application	thérapeutique378.	

	

Limites des rAAV 

Néanmoins,	les	rAAV	ont	de	nombreuses	limites	que	nous	détaillerons	dans	ce	chapitre.	Tout	

d’abord,	il	est	à	noter	que	la	capacité	de	taille	du	transgène	encapsidé	constitue	une	limite	majeure	

des	rAAV	par	rapport	aux	autres	vecteurs	viraux.	Par	ailleurs,	la	synthèse	du	brin	complémentaire	du	

génome	de	l’AAV	constitue	une	étape	limite	dans	la	transduction	cellulaire,	raison	pour	laquelle	des	

rAAV	 au	 génome	 bicaténaire	 ont	 été	 développés,	 les	 self-complementary	 self-complementary	AAV	

(scAAV).	En	s’affranchissant	de	cette	étape	réplicative,	ils	permettent	de	réduire	le	délai	d’expression	

du	 transgène	 et	 lui	 confèrent	 une	 meilleure	 efficacité	 d’expression	 aussi	 bien	 in	 vitro	 qu’in	 vivo.	

Néanmoins,	 la	taille	du	transgène	inséré	dans	ces	vecteurs	est	limitée	à	la	moitié	de	celui	des	rAAV	

simple	brin,	constituant	un	inconvénient	important	quant	à	leur	utilisation	en	thérapeutique	pour	le	

transfert	 de	 gène	 de	 grande	 taille379.	 De	 plus,	 les	 scAAV	 présentent	 une	 immunogénicité	 plus	

importante.	

Par	ailleurs,	aucune	toxicité	des	rAAV	n’a	été	constatée	chez	l’Homme	en	clinique,	à	l’inverse	

des	vecteurs	viraux	 intégratifs	 (rétrovirus)	ou	 fortement	pro-inflammatoires	 (adénovirus).	Bien	que	

les	vecteurs	AAV	soient	faiblement	intégratifs,	une	étude	publiée	en	2001	a	montré	que	le	transfert	

de	 gène	 dans	 un	 modèle	 murin	 de	 mucopolysaccharidose	 de	 type	 7	 induisait	 des	 carcinomes	

hépatocellulaires	et	des	angiosarcomes380.	A	 l’inverse,	une	autre	étude	a	été	 réalisée	dans	 laquelle	

des	 souris	 sont	 suivies	 18	 mois	 après	 le	 transfert	 de	 gène.	 Cette	 dernière	 n’a	 pas	 révélé	 de	
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tumorogénicité	 supérieure	 ou	 de	 région	 d’intégration	 différente	 par	 rapport	 aux	 animaux	

contrôles298.	Des	observations	semblables	ont	été	faites	chez	des	souris	nouveau-nées	après	transfert	

de	gène	hépatique	par	scAAV382.		

Néanmoins,	le	risque	de	tumorogénicité	n’est	pas	totalement	écarté.	En	effet,	des	travaux	chez	

le	macaque	Rhésus	ont	montré	que	l’intégration	aléatoire	du	transgène	peut	entraîner	des	délétions	

de	séquence	génique	(jusqu’à	3kb).	De	plus,	l’intégration	s’avère	trois	fois	plus	importante	en	cas	de	

transfert	dans	 le	 foie	par	 rapport	au	 tissu	musculaire	squelettique383.	Récemment,	un	suivi	au	 long	

cours	de	souris	nouveau-nées	injectées	avec	des	rAAV8	a	fait	l’objet	d’une	étude.	Les	animaux	traités	

avec	de	fortes	doses	de	rAAV	ont	développé	significativement	plus	de	carcinomes	hépatocellulaires,	

indépendamment	du	promoteur	ou	du	transgène	transféré	(GFP	ou	methylmalonylCoA	mutase)	ainsi	

que	 de	 la	 souche	 de	 souris.	 Les	 auteurs	 ont	 ici	 associé	 ces	 cancers	 à	 des	 insertions	 transgéniques	

dans	le	locus	RNA	imprinted	and	accumulated	in	nucleus	(Rian)	sur	le	chromosome	12,	au	sein	d’une	

séquence	 codant	 un	 micro	 ARN384.	 L’impact	 de	 ces	 études	 doit	 être	 pondéré	 car	 elles	 ont	 été	

réalisées	dans	des	modèles	animaux	particuliers.	De	plus,	plus	d’une	centaine	d’essais	cliniques	ont	

été	 réalisés	 avec	 des	 rAAV	 et	 aucune	 tumorogénicité	 n’a	 été	 rapportée,	 seule	 une	 hépatite	

symptomatique	et	transitoire	a	été	constatée	suite	à	leur	utilisation	chez	l’homme.	

	

Les rAAV en clinique 

La	première	application	d’un	AAV	recombinant	chez	l’homme	a	eu	lieu	lors	d’un	essai	clinique	

chez	des	patients	atteints	de	mucoviscidose.	Il	s’agissait	d’un	transfert	du	gène	codant	pour	le	canal	

chlore	 cystic	 fibrosis	 transmembrane	 regulator	 (CFTR)	 au	 sein	des	 épithéliums	nasal	 et	 pulmonaire	

chez	dix	patients.	Cet	essai	a	permis	de	démontrer	l’innocuité	de	ce	vecteur	ainsi	que	sa	capacité	à	

induire	 l’expression	du	 transgène.	Cependant,	 aucun	effet	 thérapeutique	n’a	 été	 constaté	 chez	 les	

sujets	traités385.	Depuis,	de	nombreux	essais	cliniques	dans	le	cadre	de	pathologies	très	diverses	ont	

été	menés.	
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III. Exemples d’application de la thérapie génique 

Les	 techniques	 de	 thérapie	 génique	 se	 sont	 majoritairement	 développées	 grâce	 aux	

pathologies	qui	ont	été	ciblées.	La	majorité	des	études	a	visé	à	traiter	les	cancers,	mais	également	les	

maladies	génétiques	et	 infectieuses.	Nous	prendrons	 l’exemple	de	 l’hémophilie	B	pour	 illustrer	nos	

propos.	

Les	 maladies	 génétiques,	 congénitales	 ou	 héréditaires,	 sont	 les	 maladies	 pour	 lesquelles	 la	

thérapie	génique	a	initialement	été	créée.	Si	elles	sont	reléguées	loin	derrière	les	cancers	en	tant	que	

sujet	d’étude,	 la	thérapie	génique	reste	pour	 la	plupart	 la	meilleure,	si	ce	n’est	 la	seule,	alternative	

thérapeutique	pour	ces	pathologies.		

Dans	 le	 cas	 des	maladies	 génétiques,	 nous	 prendrons	 l’exemple	 de	 l’hémophilie	 B	 qui	 a	 été	

longuement	étudiée	en	thérapie	génique.	L’hémophilie	est	un	trouble	de	la	coagulation	héréditaire,	

récessif	et	lié	au	chromosome	X.	Cette	maladie	monogénique	est	due	à	l’absence	de	certains	facteurs	

de	coagulation	fonctionnels.	 Il	existe	deux	types	principaux	d’hémophilie	:	 l’hémophilie	A,	due	à	un	

défaut	de	facteur	VIII	et	l’hémophilie	B,	due	à	un	défaut	de	facteur	IX	de	coagulation.	Le	traitement	

actuel	est	principalement	préventif	et	consiste	en	des	injections	régulières	de	facteurs	de	coagulation	

recombinants.	 Malgré	 son	 efficacité,	 ce	 traitement	 reste	 extrêmement	 lourd	 pour	 les	 patients	 et	

entraîne	la	formation	d’inhibiteurs	qui	sont	des	anticorps	anti-facteur	IX.		

De	ce	fait,	de	nombreuses	études	ont	été	réalisées	afin	de	traiter	ces	pathologies.	Ainsi,	dans	le	

cadre	de	 l’hémophilie	B,	une	étude	de	thérapie	génique	a	récemment	été	réalisée	et	a	consisté	en	

l’utilisation	 d’un	 AAV8	 exprimant	 le	 facteur	 IX.	 Ce	 vecteur	 a	 été	 testé	 dans	 une	 étude	 clinique	 de	

phase	 I,	 dans	 laquelle	 six	 patients	 atteints	 d’une	 hémophilie	 B	 sévère	 ont	 été	 inclus.	 Ainsi,	 une	

injection	unique	du	vecteur	a	permis	d’augmenter	 le	 taux	de	 facteur	 IX	à	un	niveau	 suffisant	pour	

réduire	considérablement	les	hémorragies	et	la	nécessité	des	injections	préventives386.	Le	suivi	de	ces	

patients	pendant	plus	de	trois	ans	a	montré	qu’aucune	nouvelle	injection	n’avait	été	nécessaire	pour	

maintenir	 le	 taux	 de	 facteur	 IX	 satisfaisant,	 permettant	 alors	 de	 réduire	 considérablement	 la	

fréquence	des	accidents	hémorragiques	et	donc	d’éviter	 les	perfusions	de	 facteur	 IX.	Ces	 résultats	

étaient	 observés	 en	 l’absence	 d’effet	 indésirable	 notable.	 Malgré	 ces	 effets	 encourageants,	 ces	

derniers	doivent	toutefois	être	confirmés	par	des	études	incluant	un	plus	grand	nombre	de	patients.		 	
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Malgré	une	prédominance	de	 la	 recherche	en	 thérapie	génique	 sur	 les	maladies	génétiques,	

les	 maladies	 acquises	 ou	 dégénératives	 peuvent	 également	 être	 traitées	 par	 thérapie	 génique.	

Néanmoins,	 les	 mécanismes	 sous-jacents	 au	 développement	 et	 à	 la	 progression	 de	 la	 pathologie	

doivent	être	préalablement	compris	et	maitrisés.	C’est	notamment	le	cas	de	l’insuffisance	cardiaque,	

pathologie	 sur	 laquelle	 porte	 ce	 travail	 de	 thèse.	 Différentes	 recherches	 ont	 préalablement	 été	

entreprises	et	nous	les	détaillerons	dans	ce	chapitre.		

	

I. Intérêt de la thérapie génique 

Grâce	 à	 la	 compréhension	 des	 mécanismes	 moléculaires	 impliqués	 dans	 la	 dysfonction	

cardiaque,	la	thérapie	génique	est	aujourd’hui	une	alternative	thérapeutique	au	fort	potentiel.		

Le	principe	de	la	thérapie	génique	dans	le	traitement	de	l’insuffisance	cardiaque	est	le	ciblage	

des	mécanismes	moléculaires	 permettant	 de	 réduire	 ou	 d’inverser	 les	modifications	 subies	 par	 le	

cœur.	 Comme	 précisé	 précédemment,	 l’insuffisance	 cardiaque	 est	 une	 pathologie	 aux	 étiologies	

diverses.	De	fait,	les	solutions	de	thérapie	génique	auront	comme	enjeu	de	s’adapter	à	l’origine	de	la	

maladie.	 Néanmoins,	 une	 fois	 la	 pathologie	 installée,	 certaines	 modifications	 moléculaires	 sont	

semblables	 malgré	 les	 étiologies	 différentes.	 C’est	 donc	 sur	 ces	 mécanismes	 que	 se	 concentrent	

actuellement	les	stratégies	de	recherche387.		

	

II. Les vecteurs viraux et l’insuffisance cardiaque 

En	 théorie,	 le	 vecteur	 idéal	 pour	 la	 thérapie	 génique	 de	 l’insuffisance	 cardiaque	 devrait	

posséder	deux	caractéristiques	essentielles	à	 l’efficacité	du	 traitement.	En	effet,	 il	doit,	d’une	part,	

permettre	une	expression	à	long	terme	du	transgène	et	d’autre	part,	être	capable	de	transduire	un	

nombre	suffisance	de	cellules	cardiaques	pour	que	la	thérapie	génique	ait	un	impact	sur	la	fonction	

ventriculaire388,389.		

Les	vecteurs	viraux	sont	les	vecteurs	les	plus	utilisés	en	thérapie	génique	cardiaque	car	ils	sont	

à	 l’heure	actuelle,	 les	plus	efficaces.	Du	fait	de	 leur	 intégration	aléatoire,	 les	 lentivirus	et	rétrovirus	

ont	été	écartés	de	ce	champ	de	recherche.	Par	ailleurs,	les	adénovirus	ont	longtemps	été	utilisés	en	
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recherché	préclinique.	Néanmoins,	leur	immunogénicité	reste	problématique	car	dangereuse	pour	le	

patient	 et	 probablement	 responsable	 de	 l’expression	 à	 court	 terme	 du	 transgène.	 De	 ce	 fait,	

l’ensemble	de	ces	vecteurs	est	de	moins	en	moins	employé	au	profit	des	AAV.		

Certains	 sérotypes	 d’AAV	 ont	 un	 tropisme	 pour	 les	 cellules	 cardiaques,	 en	 particulier	 les	

sérotypes	1,	6,	8	et	9.	Cependant,	ce	tropisme	n’est	que	partiel	et	les	AAV	infectent	en	même	temps	

d’autres	 tissus	 comme	 le	 foie	 notamment.	 Des	 modifications	 de	 la	 capside	 visent	 à	 réduire	 ces	

infections	erratiques.	L’expression	du	transgène	est	stable	au	cours	du	temps,	mais	une	partie	de	la	

population	présente	des	anticorps	neutralisants,	ce	qui	les	exclut	des	essais	cliniques388.		

Brièvement,	 l’utilisation	des	vecteurs	non	viraux	en	thérapie	génique	cardiaque	n’en	est	qu’à	

ses	débuts.	De	nombreuses	pistes	 sont	étudiées,	mais	 aucune	ne	présente	assez	d’avantages	pour	

être	 développée	 au-delà	 du	 stade	 de	 l’expérimentation	 animale.	 Le	 problème	majeur	 est	 le	 faible	

taux	de	transfection	et	une	expression	transitoire	du	transgène388.		

	

III. Modalités d’administration du transgène 

De	nombreuses	techniques	sont	utilisées	pour	administrer	le	transgène	au	niveau	cardiaque.	Il	

a	été	montré	que	la	modalité	d’administration	permettait	de	cibler	plus	ou	moins	l’organe	cible.		

Tout	d’abord,	 l’injection	intraveineuse	est	 la	technique	la	plus	simple.	Elle	permet	de	délivrer	

le	 transgène	 dans	 la	 circulation	 et	 mise	 sur	 le	 tropisme	 du	 vecteur	 pour	 les	 effets	 du	 transgène.	

Néanmoins,	elle	ne	permet	pas	de	s’affranchir	de	la	réponse	immunitaire	possible	suite	à	l’injection	

et	 ne	 force	 pas	 le	 ciblage	 du	 cœur	 en	 tant	 qu’organe	 cible.	 De	 ce	 fait,	 le	 transgène	 se	 retrouve	

exprimé	dans	d’autres	tissus	et	ce	qui	implique	une	observation	plus	globale	de	ses	effets.		

De	 plus,	 la	 cathétérisation	 de	 l’artère	 coronaire	 (Figure	 23	A)	 est	 une	 technique	 aujourd’hui	

bien	maîtrisée,	peu	 invasive	et	plutôt	sûre	chez	 l’animal.	Elle	permet	une	répartition	homogène	du	

vecteur	 dans	 le	myocarde,	mais	 la	 vitesse	 de	 circulation	 du	 sang	 n’autorise	 qu’un	 court	 temps	 de	

contact.	L’occlusion	de	la	veine	coronaire	est	possible	par	ballonisation	et	permet	alors	d’augmenter	

le	 temps	 de	 séjour	 du	 vecteur	 dans	 le	 cœur	 (Figure	 23	 B).	 Il	 est	 également	 possible	 d’inverser	 la	

technique	en	injectant	le	vecteur	dans	la	veine	coronaire	et	en	obstruant	l’artère.	Cette	modalité	est	

plus	sûre	pour	les	patients	présentant	une	maladie	coronarienne.		
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Un	by-pass	peut	également	être	mis	en	place	durant	l’intervention.	Le	cœur	est	alors	isolé	du	

reste	 de	 la	 circulation	 et	 le	 vecteur	 peut	 rester	 en	 contact	 plus	 longtemps.	 De	 plus,	 l’ischémie	

cardiaque	 provoquée	 augmente	 la	 transfection.	 Des	 études	 réalisées	 chez	 le	 mouton	 ont	 prouvé	

l’efficacité	 de	 cette	 méthode	 par	 rapport	 aux	 autres,	 car	 elle	 réduit	 fortement	 l’expression	

extracardiaque	 du	 transgène,	 mais	 les	 risques	 d’œdème	 myocardique	 et	 d’hémorragie	 sont	 non	

négligeables388.		

	

	

Figure	23	:	Techniques	de	perfusion	via	les	artères	ou	les	veines	coronaires,	d’après	Hajjar	et	al.,	2013	

	

L’injection	 locale	est	une	 technique	 très	utilisée.	Elle	est	 réalisée	en	 injectant	directement	 le	

vecteur	via	une	aiguille	de	petit	calibre	dans	l’épicarde,	l’endocarde	ou	le	péricarde	(Figure	24).	Cette	

modalité	 d’administration	 a	 notamment	 été	 utilisée	 au	 sein	 de	 notre	 équipe	 dans	 un	 modèle	 de	

thérapie	protéique	pro-angiogénique	ciblée	moyennant	des	biopolymères	et	a	montré	son	efficacité	

dans	un	contexte	d’insuffisance	cardiaque390.	Cette	technique	présente	trois	avantages	majeurs	:	elle	

permet	 de	 traverser	 la	 barrière	 endothéliale,	 de	 minimiser	 le	 contact	 avec	 les	 anticorps	 présents	

dans	le	sang	et	de	réduire	l’expression	extracardiaque	du	transgène.		
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Figure	24	:	Techniques	d’injection	locale,	d’après	Hajjar	et	al.,	2013	

	

	

Il	existe	une	autre	méthode,	relativement	simple	mais	plus	invasive	qui	consiste	en	l’injection	

du	transgène	lors	d’une	thoracotomie.	Celle-ci	permet	d’observer	directement	 le	 lieu	de	l’injection,	

notamment	en	périphérie	de	l’infarctus.		

L’injection	péricardique	permet	de	mettre	en	contact	le	vecteur	avec	toute	la	surface	du	cœur	

(Figure	24	C).	Elle	est	 réalisable	par	voie	sous-xyphoïdienne	sous	contrôle	échographique	 (avec	par	

exemple,	 une	 sonde	 intravasculaire).	 Néanmoins,	 la	 transfection	 ne	 se	 fait	 que	 dans	 les	 cellules	

superficielles	 du	 myocarde	 et	 il	 existe	 une	 expression	 extracardiaque,	 probablement	 due	 à	 la	

résorption	rapide	du	fluide	intra-péricardique	par	le	système	lymphatique.	Il	est	également	possible,	

même	si	 l’utilisation	de	cette	méthode	est	encore	marginale,	d’administrer	en	parallèle	des	agents	

pharmacologiques	 (enzymes	 protéolytiques	 ou	 polyéthylènimine	 par	 exemple),	 car	 il	 a	 été	 prouvé	

qu’ils	augmentaient	la	profondeur	de	pénétration	du	vecteur	dans	le	myocarde388.		

Il	existe	une	dernière	méthode	qui	émerge	et	qui	consiste	en	l’utilisation	de	microbulles.	Il	est	

possible	d’insérer	un	vecteur	viral	dans	une	microbulle,	de	 l’injecter	par	voie	 intraveineuse	et	de	 la	

faire	exploser	au	niveau	cardiaque	par	application	d’ultrasons.	Ainsi,	on	peut	protéger	le	vecteur	des	

anticorps	 circulant,	 le	 diriger	 vers	 le	 tissu	 cible	 et	 ainsi	 augmenter	 la	 transfection	 par	 l’application	
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d’ultrasons	 (création	 de	 pores).	 L’efficacité	 de	 l’utilisation	 des	microbulles	 a	 été	 prouvée	 dans	 de	

nombreuses	 études	 expérimentales391.	 Cependant,	 cette	 technique	 crée	 des	 pores	 dans	

l’endothélium	 et	 le	 risque	 associé	 à	 ces	 lésions,	 qu’elles	 soient	 permanentes	 ou	 transitoires,	 est	

encore	aujourd’hui	 inconnu389.	A	 l’heure	actuelle,	 l’utilisation	de	ces	microbulles	est	cantonnée	aux	

modèles	animaux	jusqu’à	l’évaluation	des	risques	de	cette	technique	à	plus	long	terme.			

	

IV. Ciblage et régulation de l’expression des gènes 

Grâce	à	la	connaissance	des	mécanismes	moléculaires	impliqués	dans	le	fonctionnement	de	la	

cellule	 cardiaque,	 l’identification	 de	 protéines	 capables	 d’améliorer,	 voire	 de	 rétablir	 le	

fonctionnement	normal	de	la	cellule	cardiaque	lors	de	l’insuffisance	cardiaque	a	été	rendue	possible.	

A	 l’heure	 actuelle,	 de	 nombreuses	 études	 ont	 été	 réalisées	 mais	 nous	 détaillerons	 les	 plus	

marquantes	dans	l’histoire	de	la	thérapie	génique	cardiaque.		

	

1.	Le	système	b-adrénergique	

Il	est	désormais	clairement	établi	que	l’insuffisance	cardiaque	engendre	une	diminution	de	la	

sensibilité	 des	 cellules	 cardiaques	 aux	 signaux	 du	 système	 sympathique.	 Cette	 désensibilisation	 se	

fait	via	une	diminution	du	nombre	de	récepteurs	b2-adrénergiques	(b-AR)	à	la	surface	de	la	cellule.	

Ceci	provoque	une	perte	d’inotropisme	au	niveau	cardiaque.	L’utilisation	d’agonistes	b	a	montré	de	

nombreux	effets	délétères	à	long	terme,	d’où	l’arrêt	de	ce	type	de	traitement	et	leur	substitution	par	

les	b-bloquants392.	Ces	dernières	années,	 l’étude	de	 la	surexpression	du	gène	codant	pour	 les	b-AR	

chez	l’animal	a	montré	une	efficacité	certaine393.		

D’autres	cibles	de	ce	système	ont	également	été	étudiées.	On	peut	notamment	citer	le	GRK2	

(pour	récepteur	kinase	couplé	à	la	protéine	G)	qui	est	impliqué	dans	le	rétrocontrôle	négatif	de	cette	

voie.	 Cette	 molécule	 phosphoryle	 les	 b-AR,	 empêchant	 leur	 liaison	 avec	 l’adrénaline	 ou	 la	

noradrénaline394.	 Ce	 récepteur	 est	 inhibé	 par	 un	 peptide,	 le	bARKct	 et	 des	 études	 réalisées	 sur	 le	

rongeur	 ont	 pu	 montrer	 que	 l’insertion	 d’un	 transgène	 codant	 pour	 ce	 peptide	 permettait	

l’amélioration	de	la	contraction	ventriculaire	gauche395.	
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Par	ailleurs,	l’adényl-cyclase	de	type	VI	est	également	une	molécule	capable	d’inhiber	le	GRK2.	

Une	étude	 réalisée	chez	 le	cochon	a	montré	une	amélioration	de	 la	 fonction	cardiaque	ainsi	qu’ne	

augmentation	de	la	capacité	du	cœur	à	régénérer	l’AMPC	(adénosine	monophosphate	cyclique),	un	

second	messager	intracellulaire	impliqué	dans	la	contraction	musculaire388.		

	

2.	Circulation	du	calcium	

Comme	détaillé	dans	précédemment,	la	circulation	calcique	est	fortement	altérée	au	cours	de	

l’insuffisance	cardiaque,	passant	par	une	moindre	activité	de	la	pompe	calcique	SERCA2a	située	dans	

la	 membrane	 du	 RS	 et	 permettant	 l’entrée	 du	 calcium	 intracellulaire	 dans	 le	 RS	 au	 cours	 de	 la	

diastole.		

Il	 a	 été	montré,	dans	plusieurs	modèles	 animaux,	que	 la	 transduction	de	 cellules	 cardiaques	

avec	 le	 gène	 codant	pour	 la	pompe	SERCA2a	permettait	 une	nette	 amélioration	de	 la	 contractilité	

cardiaque,	 un	 rétablissement	 de	 la	 géométrie	 cardiaque	 et	 de	 la	 consommation	 énergétique.	 Ce	

traitement	permettait	également	de	diminuer	 le	 risque	d’arythmies	et	d’augmenter	 le	 flux	sanguin	

coronaire	grâce	à	l’activation	de	la	eNOS	par	les	cellules	endothéliales	coronaires393.		

Il	 existe	 trois	 autres	 mécanismes	 qui	 permettent	 d’augmenter	 l’activité	 de	 la	 pompe	

SERCA2a388.	En	premier	 lieu,	 le	phospholamban	(PLB),	 lorsqu’il	est	phosphorylé,	augmente	 l’activité	

de	la	pompe.	Au	cours	de	l’insuffisance	cardiaque,	le	PP1	(protéine	phosphatase	1),	inhibiteur	du	PLB	

par	déphosphorylation,	est	 surexprimé,	alors	que	son	 inhibiteur,	 le	PP1-I	est	 sous-exprimé.	 Il	 a	été	

montré	 qu’une	modulation	 de	 l’expression	 de	 l’une	 de	 ces	 deux	 cibles	 permettait	 à	 elle	 seule	 de	

rétablir	l’activité	de	la	pompe	SERCA2a.		

Par	 ailleurs,	 le	 S100A1	 est	 une	 molécule	 régulatrice	 qui	 augmente	 l’activité	 de	 la	 pompe	

SERCA2a	et	du	canal	calcique	RyR	(récepteur	à	 la	ryanodine)	qui	permet	 la	sortie	du	calcium	du	RS	

vers	le	cytoplasme	au	cours	de	la	systole.		

Un	nouveau	mécanisme	cellulaire	a	été	découvert	au	début	des	années	2010.	Des	molécules	

appelées	 SUMO	 (petits	 modificateurs	 ubiquitine-like)	 interviennent	 dans	 la	 modification	 post-

traductionnelle	 de	 certaines	 protéines	 et	 la	 surexpression	 du	 gène	 SUMO	 de	 type	 1	 conduit	 à	 un	

rétablissement	de	l’activité	de	la	pompe	SERCA2a	au	cours	de	l’insuffisance	cardiaque.		 	
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L’insuffisance	cardiaque	est	donc	un	syndrome	complexe	dont	les	traitements	actuels,	malgré	

qu’ils	 soient	 efficaces,	 ne	 permettent	 pas	 d’inverser	 les	 dommages	 subis	 au	 niveau	 cardiaque	 et	

vasculaire.	L’enjeu	des	stratégies	de	thérapie	génique	est	donc	majeur.	De	nos	jours,	seuls	trois	essais	

cliniques	principaux	sont	en	cours	et	offrent	des	perspectives	prometteuses.	Le	premier,	en	phase	I,	

étudie	le	système	AAV6-SERCA2a	par	rapport	à	un	placebo,	et	deux	autres	essais	de	phase	II	étudient	

le	système	AAV1-SERCA2a388.	La	thérapie	génique	pour	l’insuffisance	cardiaque	commence	donc	à	se	

développer	 et	 on	 comprend	 l’importance	 des	 recherches	 précliniques	 pour	 trouver	 de	 nouvelles	

cibles	thérapeutiques	prometteuses.		

Par	 ailleurs,	 l’une	 des	 voies	 possibles	 de	 traitement	 de	 l’insuffisance	 cardiaque	 serait	

l’utilisation	de	molécules	renforçant	les	défenses	antioxydantes	endogènes	pour	palier	au	défaut	de	

la	 balance	 EROs/antioxydants.	 Si	 l’administration	 d’antioxydants/chélateurs	 d’EROs,	 tels	 que	 les	

vitamines	 C	 et	 E396	 ou	 le	mitoQ397,	 ralentissent	 la	 progression	 de	 l’insuffisance	 cardiaque	 dans	 des	

modèles	 animaux,	 aucun	 traitement	 antioxydant	 n’a	 clairement	 démontré	 son	 efficacité	 chez	

l’Homme.	 Ces	 traitements	 d’origine	 exogène	 étant	 inefficaces	 chez	 l’Homme,	 il	 est	 néanmoins	

envisageable	que	l’activité	d’une	ou	plusieurs	enzymes	antioxydantes	puisse	être	bénéfique.		

Sur	la	base	des	données	obtenues	dans	les	travaux	pionniers	ayant	contribué	à	caractériser	la	SelT	–	

rôle	 antioxydant,	 effets	 bénéfiques	 dans	 différents	 organes	 -,	 nous	 pouvons	 formuler	 l’hypothèse	

que	 ces	 effets	 puissent	 se	 retrouver	 au	 niveau	 cardiaque,	 en	 particulier	 dans	 le	 remodelage	

ventriculaire	gauche	et	 l’insuffisance	cardiaque.	A	ce	 jour,	aucune	étude	expérimentale	ou	clinique	

n’a	 montré	 le	 rôle	 de	 la	 SelT	 dans	 le	 développement	 et	 la	 progression	 de	 pathologies	

cardiovasculaires.	Dans	ce	contexte,	les	objectifs	de	cette	thèse	ont	été	:		

v D’étudier	 au	 cours	 du	 remodelage	 ventriculaire	 gauche,	 l’impact	 d’une	 thérapie	 protéique	

par	la	SelT	chez	le	rat	Wistar.		

v D’évaluer	 l’impact	 d’une	 thérapie	 génique	 par	 la	 SelT,	moyennant	 l’utilisation	 de	 plusieurs	

sérotypes	de	rAAV	:		

• Un	rAAV	à	tropisme	majoritairement	cardiaque,	à	savoir	le	rAAV9,	qui	permettra	une	

surexpression	majoritairement	cardiaque	du	gène	de	la	SelT	

• Un	 rAAV	 à	 tropisme	 cardiaque,	 mais	 également	 musculaire,	 qui	 permettra	 une	

expression	 plus	 étendue	 d’une	 forme	 sécrétable	 de	 la	 protéine,	 permettant	 une	

comparaison	plus	aisée	avec	la	thérapie	protéique.		
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I. Modèles animaux 

L’ensemble	des	 expérimentations	que	nous	 avons	 réalisées	ont	 été	 réalisées	 sous	 l’égide	de	

l’habilitation	 du	 projet	 01354.01.	 Les	 personnes	 ayant	 participé	 au	 travail	 sur	 les	 animaux	 sont	

titulaires	 du	 diplôme	 de	 niveau	 I	 d’Expérimentation	 Animale.	 Au	 cours	 de	 ce	 travail,	 le	 protocole	

expérimental	et	 les	soins	apportés	aux	animaux	ont	été	conformes	aux	réglementations	en	vigueur	

(décret	2013-118	du	1er	février	2013).	Les	animaux	ont	été	acclimatés	au	moins	7	jours	avant	le	début	

de	 chaque	 expérimentation.	 L’animalerie	 est	 équipée	 d’un	 système	 d’éclairage	 automatisé,	

permettant	de	reproduire	un	cycle	jour/nuit	de	12h	et	est	stabilisée	à	une	température	de	21	±	1°C	

et	 à	un	 taux	d’hygrométrie	de	65	±	5%.	De	plus,	 les	 animaux	ont	eu	un	 libre	accès	à	 la	nourriture	

(RM1,	SDS,	Royaume	Uni)	ainsi	qu’à	l’eau	de	boisson.	

	

1.	Modèle	de	thérapie	protéique	par	la	SelT	chez	le	rat	Wistar	

La	 première	 étude	 réalisée	 avait	 pour	 but	 d’évaluer	 les	 effets	 d’une	 supplémentation	

systémique	en	SelT,	moyennant	 l’utilisation	de	minipompes	osmotiques.	Cette	étude	a	été	réalisée	

sur	des	rats	Wistar	ayant	subi	ou	non	une	ischémie-reperfusion	coronaire.		

Le	 design	 expérimental	 de	 cette	 étude	 fut	 de	 randomiser	 les	 rats	 en	 trois	 groupes	 distincts	

(Figure	25).	Au	sein	du	premier	groupe,	 les	 rats	ont	 subi	une	opération	 fantôme	et	 seront	appelés	

«	contrôles	».	 Les	 deux	 autres	 groupes	 d’animaux	 ont	 subi	 une	 opération	 d’ischémie-reperfusion	

coronaire	dans	le	but	d’induire	un	infarctus	du	myocarde.	Ces	animaux	seront	ensuite	randomisés	en	

deux	groupes	distincts	huit	 jours	après	 l’opération.	A	ce	stade,	des	minipompes	osmotiques	 (Alzet)	

sont	implantées	de	manière	intra-péritonéale	chez	les	rats	et	permettent	de	délivrer	en	continu	soit	

de	 la	 solution	 saline,	 soit	 la	 protéine	 SelT	 à	 une	 dose	 de	 15	 µg/kg/j.	 Un	 mois	 après	 l’opération,	

l’évaluation	de	la	fonction	cardiaque	et	vasculaire	a	été	réalisée	et	les	animaux	sacrifiés.	Différentes	

mesures	 ont	 ensuite	 été	 réalisées	 sur	 le	 ventricule	 gauche	 (biologie	 moléculaire,	 immuno-

histochimie,	évaluation	du	stress	oxydant	etc.).		
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Figure	25	:	Schéma	expérimental	de	l’étude	de	thérapie	protéique	par	la	SelT	moyennant	l’utilisation	

de	minipompes	osmotiques.		

Sept	 jours	 après	 avoir	 subi	 une	 ischémie/reperfusion	 coronaire,	 les	 rats	 se	 voient	 implanter	 des	
minipompes	 osmotiques	 en	 ip	 de	 manière	 à	 délivrer	 en	 continu	 la	 protéine	 SelT.	 Un	 mois	 après,	
différentes	évaluations	cardiaques	et	vasculaires	sont	réalisées.		

	

2.	 Modèle	 de	 thérapie	 génique	 par	 un	 rAAV9-SelT	 dans	 un	 modèle	 d’insuffisance	

cardiaque	chez	le	rat		

L’autre	grand	chapitre	de	ce	travail	de	thèse	a	été	 la	mise	au	point	d’un	modèle	de	thérapie	

génique	 chez	 le	 rat.	 Cette	 étude	 a	 été	 permise	 grâce	 à	 une	 collaboration	 avec	 le	 Dr.	 Adriouch,	

immunologiste	 au	 sein	 de	 l’Unité	 U905	 à	 Rouen.	 Cette	 partie	 a	 été	 divisée,	 par	 soucis	 de	

compréhension	 en	 deux	 études.	 La	 première,	 que	 je	 détaillerai	 dans	 ce	 paragraphe,	 a	 permis	

l’évaluation	 des	 effets	 d’un	 traitement	 par	 un	 AAV9	 recombinant	 permettant	 la	 majoration	 de	

l’expression	 de	 la	 SelT,	 principalement	 au	 niveau	 cardiaque.	 Lors	 de	 cette	 étude,	 les	 rats	 ont	 été	
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randomisés	 en	 trois	 groupes	 distincts	 afin	 de	 procéder	 à	 l’administration	 du	 biomédicament.	 Le	

premier	groupe	d’animaux,	n’ayant	pas	subi	 la	 ligature	coronaire,	mais	une	opération	 fantôme	(les	

détails	sur	le	protocole	chirurgical	seront	expliqués	dans	le	chapitre	dédié	à	cet	effet),	a	constitué	le	

groupe	«	contrôle	».	Les	deux	autres	groupes	ont	subi	une	 ligature	coronaire	et	ont	été	traités	soit	

avec	de	 la	solution	saline,	constituant	 le	groupe	«	ICC	»,	qui	sera	notre	groupe	témoin	négatif	;	soit	

avec	 l’AAV9	recombinant	exprimant	 la	SelT,	qui	sera	 le	groupe	«	ICC+rAAV9-SelT	».	Les	 traitements	

ont	été	administrés	7	jours	après	la	ligature	coronaire	en	iv	à	la	dose	de	1.1011	particules	virales/rat	

(Figure	26).		

Le	choix	d’initiation	du	 traitement	à	7	 jours	 suivant	 la	chirurgie	 repose	principalement	sur	 la	

cinétique	 du	 remodelage	 cardiaque	 chez	 le	 rat.	 En	 effet,	 il	 est	 désormais	 clairement	 établi	 chez	

l’Homme	 et	 chez	 l’animal,	 que	 le	 remodelage	 cardiaque	 passe	 par	 deux	 phases	 essentielles	:	 la	

première	 phase	 dite	 «	d’expansion	 de	 l’infarctus	»	 qui	 s’étend	 de	 l’épisode	 ischémique	 jusqu’à	 7	

jours	 et	 une	 deuxième	 phase	 dite	 «	de	 dilatation	 du	myocarde	 sain	»	 qui	 débute	 7	 jours	 après	 la	

chirurgie	et	se	prolonge	quelques	semaines	voire	quelques	mois	plus	tard.	Du	fait	de	cette	cinétique,	

les	 premiers	 jours	 suivant	 l’épisode	 ischémique	 sont	 les	 plus	 critiques,	 notamment	 chez	 l’animal,	

avec	 une	mortalité	 accentuée	 des	 animaux	 dans	 les	 7	 premiers	 jours	 suivant	 la	 chirurgie.	 Ainsi,	 le	

traitement	 par	 le	 rAAV9-SelT,	 initié	 7	 jours	 après	 la	 ligature	 coronaire,	 a	 permis	 d’une	 part	 de	

s’affranchir	de	la	mortalité	précoce	consécutive	à	l’opération,	et	d’autre	part,	d’évaluer	le	rôle	de	la	

SelT	dans	la	physiopathologie	de	la	phase	tardive.		

Au	cours	de	cette	étude,	un	suivi	échocardiographique	sera	réalisé	à	1	et	3	mois.	En	point	final,	

avant	 le	 sacrifice	 à	 3	 mois,	 nous	 avons	 évalué	 la	 perfusion	 cardiaque	 par	 IRM,	 l’hémodynamique	

cardiaque	 en	 courbes	 pression-volume,	 ainsi	 que	 la	 fonction	 vasculaire	 coronaire.	 Par	 la	 suite,	

différentes	mesures	seront	réalisées	sur	différents	organes,	y	compris	le	cœur.		
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Figure	26	:	Schéma	expérimental	résumant	le	principe	de	l’étude	de	thérapie	génique	cardiaque	par	

la	SelT	moyennant	l’utilisation	d’un	rAAV9-SelT.		

	

3.	 Modèle	 de	 thérapie	 génique	 par	 un	 rAAV8-SelT	 dans	 un	 modèle	 d’insuffisance	

cardiaque	chez	le	rat	

La	 seconde	étude	du	chapitre	de	 thérapie	génique	a	 consisté	en	 l’évaluation	des	effets	d’un	

traitement	par	un	AAV8	recombinant,	permettant	la	majoration	de	l’expression	de	la	SelT	au	niveau	

systémique.	 Dans	 le	 cadre	 de	 ce	 projet,	 l’objectif	 a	 été	 de	 comparer	 ces	 effets	 à	 ceux	 que	 nous	

observions	 lors	 de	 la	 thérapie	 protéique	par	 la	 SelT.	 Pour	 ce	 faire,	 nous	 avons	 construit	 un	 rAAV8	

codant	 pour	 une	 forme	 modifiée	 de	 la	 SelT,	 laquelle	 forme	 permettrait	 d’exprimer	 une	 forme	

sécrétable	de	 la	protéine.	Ainsi,	 injectée	de	manière	 intra-musculaire,	 cet	 rAAV8-SelT	permettra	 la	

surexpression	de	la	SelT	au	niveau	musculaire,	site	préférentiel	d’expression	de	ce	sérotype	d’AAV,	et	

permettra	 ainsi	 la	 sécrétion	 de	 la	 SelT	 dans	 la	 circulation	 sanguine,	 entraînant	 l’expression	 de	 la	

protéine	dans	l’ensemble	des	tissus	de	l’organisme.		
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Par	ailleurs,	un	second	objectif	de	cette	étude	a	été	d’appréhender	 l’implication	du	sélénium	

dans	la	protéine	SelT.	Pour	ce	faire,	nous	avons	également	construit	un	dernier	rAAV8	dans	lequel	la	

séquence	de	 la	protéine	a	été	modifiée	avec	pour	but	de	remplacer	 la	Sec	de	 la	séquence	(c’est-à-

dire	 le	 sélénium	 incorporé	 dans	 la	 séquence	 protéique)	 par	 une	 Alanine,	 afin	 de	mesurer	 la	 part	

spécifique	de	la	Sec	dans	les	effets	de	la	SelT.		

Ainsi,	pour	cette	partie,	les	rats	ont	été	randomisés	en	quatre	groupes	distincts	(Figure	27).	

§ Un	premier	groupe	dans	lequel	les	rats	ont	subi	une	opération	dite	fantôme,	qui	sera	appelé	

«	contrôle	».	

§ Un	 second	 groupe	 dans	 lequel	 les	 rats	 subissent	 une	 ligature	 coronaire	 définitive	 et	 sont	

traités	avec	de	la	solution	saline	au	7e	jour	suivant	l’opération,	constituant	le	groupe	«	ICC	».	

§ Un	 troisième	 groupe	 dans	 lequel	 les	 rats	 subissent	 également	 une	 ligature	 coronaire	

définitive.	Ils	seront	traités	à	J7	par	une	injection	intra-musculaire	unique	de	rAAV8-SelTSec	à	

la	 dose	 de	 1.1011	 particules	 virales/rat.	 Ces	 animaux	 constitueront	 le	 groupe	 «	ICC+rAAV8-

SelTSec	».		

§ Enfin,	 un	 quatrième	 groupe	 dans	 lequel	 les	 animaux	 subissent	 une	 ligature	 coronaire	

définitive	 et	 sont	 traités	 à	 J7	 par	 une	 injection	 intra-musculaire	 unique	 de	 rAAV8-SelTAla	

(exprimant	 la	 forme	modifiée	de	 la	 SelT	dans	 laquelle	 le	 résidu	Sec	 sera	 remplacé	par	une	

alanine)	 à	 la	 dose	 de	 1.1011	 particules	 virales/rat.	 Ces	 animaux	 constitueront	 le	 groupe	

«	ICC+rAAV8-SelTAla	».	

	

De	manière	identique	à	l’étude	précédente,	un	suivi	échocardiographique	sera	réalisé	à	1	et	3	

mois.	En	point	 final,	avant	 le	sacrifice	à	3	mois,	nous	avons	évalué	 la	perfusion	cardiaque	par	 IRM,	

l’hémodynamique	cardiaque	en	courbes	pression-volume,	ainsi	que	la	fonction	vasculaire	coronaire.	

Par	la	suite,	différentes	mesures	seront	réalisées	sur	différents	organes,	y	compris	le	cœur.	
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Figure	27	:	Schéma	expérimental	résumant	le	principe	de	l’étude	de	thérapie	génique	systémique	par	

la	 SelT	moyennant	 l’utilisation	 d’un	 rAAV8-SelT	 contenant	 soit	 la	 forme	 sauvage	 de	 la	 protéine,	 le	

rAAV8-SelTSec,	 soit	 la	 forme	modifiée	dans	 laquelle	 le	 résidu	Sec	est	 remplacé	par	un	 résidu	Ala,	 le	

rAAV8-SelTAla.	
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II. Protocole expérimental 

1.	Modèles	chirurgicaux	

Lors	de	ce	travail	de	thèse,	deux	modèles	chirurgicaux	ont	été	utilisés	dans	le	but	d’induire	une	

insuffisance	 cardiaque	 chronique,	 soit	 une	 ligature	 coronaire	 définitive,	 soit	 une	 ischémie-

reperfusion	coronaire.		

Cette	 opération	 consiste	 en	 la	 ligature	 transitoire	 ou	 définitive	 de	 l’artère	 coronaire	 gauche	

descendante,	suivie	par	une	restauration	permanente	de	la	perfusion	sanguine	jusqu’au	sacrifice	de	

l’animal.	 Dans	 ce	 but,	 les	 rats	 Wistar	 ont	 été	 anesthésiés	 par	 injection	 intrapéritonéale	 (ip)	 d’un	

mélange	de	kétamine	(100	mg/kg)	et	de	Xylasine	(30	mg/kg).		

L’abord	chirurgical	fut	identique	pour	tous	les	animaux.	Brièvement,	les	animaux	sont	intubés	

afin	 de	 permettre	 leur	 ventilation	mécanique,	moyennant	 un	 ventilateur	 spécifique	 pour	 rongeurs	

(Ugo	Basile®,	modèle	7025,	Milan,	Italie).	Le	volume	courant	était	fixé	à	10	mL/kg	avec	une	fréquence	

respiratoire	 de	 60	 cycles	 par	minute.	 Afin	 d’accéder	 à	 l’artère	 coronaire	 gauche	 interventriculaire,	

une	thoracotomie	gauche	est	réalisée	puis	le	péricarde	est	délicatement	disséqué.	L’artère	coronaire	

gauche	 est	 ensuite	 ligaturée	 moyennant	 un	 fil	 de	 suture	 en	 propylène	 6.0	 (Prolène®,	 Ethicon,	

France).	 L’ischémie	 myocardique	 est	 alors	 visible	 immédiatement	 par	 cyanose	 du	 myocarde,	

confirmant	ainsi	l’occlusion	complète	de	l’artère	coronaire	(Figure	28).		

Dans	 le	 cadre	 de	 l’opération	 d’ischémie-reperfusion,	 a	 ligature	 a	 ensuite	 été	 maintenue	

pendant	45	minutes	puis	le	nœud	autour	de	l’artère	a	été	desséré,	permettant	ainsi	la	reperfusion	du	

myocarde.	Pour	 finir,	 le	 thorax	est	 refermé	plan	par	plan	 à	 l’aide	d’un	 fil	 en	polyester	2.0	 (Vicryl®,	

Ethicon,	France)	et	le	pneumothorax	a	été	résorbé	par	aspiration.		

Dans	 le	cadre	de	 la	 ligature	définitive,	 la	 ligature	a	été	maintenue	et	 le	thorax	a	été	refermé	

plan	par	plan	selon	le	même	protocole	que	précédemment.		

Au	 terme	 du	 protocole	 chirurgical	 et	 conformément	 aux	 recommandations	 du	 bien-être	

animal,	 des	 injections	 d’analgésique	 (Nelbuphine	;	 10	 mg/mL	;	 Sigma-Aldrich,	 France)	 ont	 été	

réalisées	par	voie	intra-musculaire	pendant	les	72	heures	suivant	l’opération.		

Des	opérations	 fantômes	ont	également	été	réalisées,	au	cours	desquelles	 les	cœurs	ont	été	

exposés	à	la	même	chirurgie	sans	serrer	le	fil	de	ligature	autour	de	l’artère	coronaire.		
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Figure	28	:	Photographies	d’un	cœur	après	ligature	de	l’artère	coronaire	gauche	descendante.	

	

	

2.	Evaluation	de	la	fonction	cardiaque	

a. Echocardiographie 

Les	 mesures	 échocardiographiques	 ont	 été	 réalisées	 à	 l’aide	 d’un	 échographe	 Vivid	 7	

Ultrasound	 (General	 Electric	 Healthcare),	 équipé	 d’une	 sonde	 linéaire	 de	 14MHz	 (M12L)	 et	 d’un	

système	d’analyse	(EchoPac	PC).		

	

Mode Temps-Mouvements 

L’acquisition	 des	 images	 en	 mode	 Temps-Mouvements	 (bidimensionnel)	 a	 été	 réalisée	 en	

coupe	parasternale	petit	axe,	au	niveau	des	muscles	papillaires	et	a	permis	la	mesure	des	dimensions	

du	 VG.	 En	 effet,	 ce	 mode	 nous	 a	 permis	 de	 mesurer	 directement	 les	 épaisseurs	 des	 parois	

antérieures	du	VG	en	télé-diastole	 (EPATD-VG	;	mm)	et	 télé-systole	 (EPATS-VG	 ;	mm),	ainsi	que	 les	

diamètres	ventriculaires	gauches	 télé-diastolique	et	 télé-systolique	 (DTD-VG,	DTS-VG	 ;	mm)	 (Figure	

29).	De	plus,	selon	la	méthode	«	leading	Edge	»	de	la	société	américaine	d’échographie,	le	calcul	de	la	

fraction	de	raccourcissement	(FR	;	%)	a	pu	être	réalisé	à	l’aide	de	la	formule	suivante	:	
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FR	(%)			=				[(DTDVG	-	DTSVG)/	DTDVG]				x			100	

La	FR	permet	d’évaluer	la	fonction	ventriculaire	gauche.	

	

	

	

Figure	29	:	Exemple	d’un	enregistrement	en	mode	Temps-Mouvements.	

	

Mode Doppler Pulsé 

Le	mode	Doppler	pulsé	permet	de	visualiser	les	flux	sanguins	au	sein	des	cavités	cardiaques	et	

vasculaires,	 et	 de	 calculer	 les	 vitesses	 de	 leurs	 déplacements	 (Figure	 30).	 Afin	 de	 réaliser	 ces	

mesures,	la	sonde	de	l’échographe	a	été	placée	au	niveau	de	l’aorte	thoracique,	permettant	ainsi	de	

visualiser	 le	 flux	sanguin	sortant	du	VG.	La	 fréquence	cardiaque	(FC	 ;	Bat/min)	et	 l’Intégrale	Temps	

Vitesse	(ITV	;	cm),	qui	rendent	compte	de	la	vélocité	sanguine,	ont	été	directement	mesurés	et	ont	

permis	de	calculer	le	volume	d’éjection	systolique	(VES	;	mL)	selon	la	formule	:	

VES	(ml)			=				[ITV	x	π		x		(D2aortique	/	4)]	

Le	 VES	 représente	 la	 capacité	 du	 VG	 à	 éjecter	 le	 sang	 vers	 le	 système	 périphérique.	 Ce	

paramètre	a	été	multiplié	par	la	FC	pour	le	calcul	du	débit	cardiaque	(DC	;	mL/min).	
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Figure	30	:	Exemple	d’un	enregistrement	en	mode	Doppler	pulsé.	

	

b. Mesure hémodynamique invasive 

Les	 mesures	 hémodynamiques	 ventriculaires	 gauches	 ont	 été	 réalisées	 sur	 des	 animaux	

anesthésiés	par	injection	de	Briétal	(ip	;	60mg/kg)	(Sigma-Aldrich,	France)	et	par	application	locale	de	

Lidocaïne	(locale	;	2mg/kg)	(Sigma-Aldrich,	France).	Les	animaux	ont	été	maintenus	à	37°	C	pendant	

toute	 la	 durée	 de	 l’expérimentation	 à	 l’aide	 d’un	 support	 chauffant.	 L’artère	 carotide	 droite	 a	 été	

repérée	 et	 isolée	 du	 nerf	 vague,	 puis	 canulée	 à	 l’aide	 d’un	 micro-manomètre	 électronique	

permettant	 l’enregistrement	 des	 pressions	 ainsi	 que	 des	 volumes	 (SR-839	 type	 1.4F,	 Millar	

instrument,	USA).	Les	pressions	artérielles	systolique	(PAS	;	mmHg)	et	diastolique	(PAD	;	mmHg)	et	la	

fréquence	cardiaque	(FC	;	bpm),	ont	ainsi	pu	être	enregistrées	au	niveau	carotidien.	En	progressant	

de	façon	rétrograde	dans	l’artère,	la	tête	de	pression	a	été	introduite	dans	le	VG.	Au	sein	de	la	cavité	

gauche,	 les	 pressions	 télé-diastolique	 (PTD-VG	;	 mmHg)	 et	 télé-systolique	 (PTS-VG	;	 mmHg),	 les	

valeurs	minimale	et	maximale	de	la	dérivée	de	la	pression	par	rapport	au	temps	(dP/dtmin,	dP/dtmax	;	

mmHg	/sec)	 ainsi	 que	 la	 constante	 de	 relaxation	 tau	 (ms),	 ont	 été	 enregistrées.	 Les	 pentes	 des	

relations	 pressions	 pression-volume	 télé-systolique	 (RPVTS-VG)	 et	 télé-diastolique	 (RPVTD-VG),	

reflétant	 respectivement	 l’élastance	 et	 la	 compliance	 ventriculaire	 gauche,	 de	 façon	 charge	 et	

fréquence	 indépendantes,	ont	été	obtenues	après	enregistrement	et	analyse	des	courbes	pression-

volume	du	VG.	Ces	pentes	ont	été	analysées	au	cours	d’une	épreuve	d’effort	cardiaque	simulée	par	

l’occlusion	 de	 l’aorte	 abdominale,	 conduisant	 à	 une	 forte	 augmentation	 de	 la	 post-charge	 du	 VG.	

L’ensemble	 de	 ces	 expérimentations	 a	 été	 numérisé	 puis	 analysé	 à	 l’aide	 du	 logiciel	 d’analyse	 IOX	

(EMKA,	France).	
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c. Imagerie par résonance magnétique 

La	perfusion	myocardique	a	été	évaluée	par	 imagerie	par	résonance	magnétique	(IRM).	Les	

séquences	d’acquisitions	ont	été	réalisées	sur	animaux	anesthésiés	par	un	mélange	de	Kétamine	et	

de	Xylasine	(IP,	100	mg/kg	Kétamine	et	30	mg/kg	de	Xylasine)	(Sigma-Aldrich,	France)	à	l’aide	d’une	

IRM	Brucker	BioSpec	4.7	T/30	(Brucker,	Allemagne).		

Cette	 mesure	 a	 été	 effectuée,	 au	 niveau	 du	 septum,	 par	 la	 technique	 d’	«	 Arterial	 spin	

labeling	»	 (ASL).	 Cette	 méthode	 utilise	 l’eau	 du	 sang	 artériel	 marqué	 électro-magnétiquement	

comme	 un	 traceur	 diffusible	 pour	 mesurer	 la	 perfusion	 de	 manière	 non-invasive.	 Pour	 cela,	 les	

noyaux	 d’hydrogène	 de	 l’eau	 intravasculaire	 artérielle	 ont	 été	 marqués	 par	 une	 inversion	

magnétique	 juste	en	amont	de	 la	 zone	d’intérêt	 (la	 zone	médiane	du	cœur).	En	effet,	 l’application	

d’impulsions	de	radiofréquences	entraîne	une	inversion	de	l’aimantation	longitudinale	des	spins	des	

molécules	d’H2O	du	sang	artériel	dans	cette	zone.	Après	un	certain	temps	de	transit,	le	changement	

de	magnétisation	au	niveau	de	la	coupe	médiane	marque	l’arrivée	des	spins	récemment	marqués	et	

par	conséquent	l’arrivée	du	sang	au	niveau	de	la	coupe	d’intérêt.	L’expérience	a	ensuite	été	répétée	

mais	cette	fois	ci	en	entraînant	une	inversion	de	tous	les	spins	au	niveau	de	la	zone	d’intérêt	(la	zone	

médiane),	ce	qui	a	eu	pour	but	de	discriminer	la	part	du	bruit	de	fond	dans	le	signal	précédemment	

obtenu.	La	différence	entre	les	deux	images	acquises	lors	de	ces	deux	conditions	reflète	la	perfusion	

myocardique.	

	

3.	Evaluation	du	remodelage	cardiaque	

a. Histomorphométrie cardiaque 

Les	études	ex	vivo	ont	été	effectuées	suite	au	sacrifice	des	animaux,	sacrifice	qui	a	été	réalisé	

sous	 anesthésie.	 Encore	 battant,	 le	 cœur	 a	 été	 prélevé	 et	 plongé	 dans	 une	 solution	 saturée	 de	

chlorure	de	potassium,	permettant	son	arrêt	en	diastole.		

Par	ailleurs,	 le	cœur	a	été	pesé,	puis	 les	oreillettes	sont	retirées	ainsi	que	 le	ventricule	droit.	

Les	 différentes	 parties	 sont	 alors	 pesées,	 puis	 le	 VG	 est	 ensuite	 coupé	 transversalement	 en	 trois	

parties.	 Les	 pôles	 du	VG	 serviront	 pour	 les	 analyses	moléculaires.	 Ils	 sont	 déposés	 dans	 des	 tubes	

Eppendorf,	congelés	dans	l’azote	liquide	puis	conservés	à	-80°C.	La	partie	médiane,	quant	à	elle,	est	
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fixée	sur	du	tissu	Tec	(OCT,	SAKURA	ref	n°4583)	déposée	dans	un	cryotube,	congelée	également	dans	

l’azote	liquide,	puis	conservée	à	-80°C.		

Les	différentes	pesées	réalisées	ont	permis	d’appréhender	l’hypertrophie	ventriculaire	(gauche	

et	droite),	témoin	du	remodelage	cardiaque.		

	

b. Mesure histologique de la taille d’infarctus 

Des	coupes	de	cœur	de	8	µm	d’épaisseur	ont	été	réalisées	au	cryostat.	Différentes	colorations	

et	immunomarquages	ont	ensuite	été	effectués,	moyennant	une	coloration	au	rouge	Sirius	ou	encore	

l’utilisation	de	différents	marqueurs	sanguins,	de	la	matrice	extracellulaire	etc.		

La	coloration	au	rouge	Sirius	a	été	effectuée	après	fixation	des	cœurs	au	liquide	de	Bouin	(30	

min,	T°	ambiante)	sur	quatre	niveaux	sur	la	hauteur	du	cœur.	Cette	coloration	permet	d’appréhender	

la	taille	d’infarctus	ainsi	que	la	quantité	de	fibrose,	dès	lors	qu’elle	permet	de	révéler	les	collagènes	

de	type	I	et	III	en	les	colorant	en	rouge.		

Ainsi,	les	coupes	de	cœurs	ont	été	plongées	dans	un	bain	de	rouge	Sirius	(45	min,	T°	ambiante)	

puis	 rincées	 successivement	 dans	 un	 bain	 d’H2O,	 puis	 dans	 trois	 bains	 d’éthanol.	 Les	 coupes	 ont	

ensuite	été	maintenues	dans	le	xylène	avant	d’être	montées	ente	lame	et	lamelle.		

Par	la	suite,	les	lames	ont	été	observées	au	microscope	optique	(Zeiss	;	logiciel	:	AxioVision)	au	

grossissement	 x1.25	 afin	 d’observer	 l’intégralité	 du	 plan	 transversale	 du	 cœur.	 Des	 photographies	

ont	été	prises,	puis,	à	l'aide	du	logiciel	ImageJ,	la	surface	externe	totale	du	VG,	de	la	cavité	interne	du	

VG	 ainsi	 que	 celle	 la	 zone	 infarcie,	 entièrement	 fibrotiques	 et	 donc	 colorées	 en	 rouge,	 ont	 été	

détourés	et	la	taille	d’infarctus	pour	un	niveau	donné	a	été	obtenue	selon	la	formule	suivante	:	

Taille	de	l’infarctus	(%)			=			[A.	zone	infarcis	/	(A.	ext	-	A.	int)]			x			100	

Finalement,	 la	 taille	 d’infarctus	 sur	 l’ensemble	 de	 cœur	 a	 été	 obtenue	 en	 moyennant	 les	

différentes	tailles	d’infarctus	obtenues	sur	plusieurs	niveaux	et	a	été	exprimée	sous	forme	de	%	de	

VG.	

c. Mesure histologique de la fibrose cardiaque  

Des	 coupes	 de	 cœur	 de	 8	 µm	 d’épaisseur	 ont	 été	 colorées	 selon	 la	 même	méthode	 que	

décrite	 précédemment.	 Afin	 d’évaluer	 la	 fibrose	 cardiaque,	 les	 coupes	 médianes	 de	 VG	 ont	 été	
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observées	au	microscope	optique	(Zeiss	;	logiciel	:	AxioVision)	au	grossissement	x40.	A	partir	de	cette	

coupe,	 six	 photographies	 ont	 été	 prises	 dans	 chacune	 des	 deux	 zones	 d’intérêts	 comprenant	

(respectivement)	 le	 septum	 interventriculaire	 ainsi	 que	 les	 bordures	 de	 part	 et	 d’autre	 de	 la	 zone	

nécrosée.	La	densité	en	collagène	(%),	a	ensuite	été	évaluée	par	le	calcul	du	rapport	du	nombre	de	

pixels	colorés	en	rouge	sur	l’aire	totale	de	l’image	multiplié	par	100,	ceci	à	l’aide	du	logiciel	ImageJ.			

	

d. Evaluation de la densité capillaire 

	

Durant	 nos	 travaux,	 les	 immunomarquages	 ont	 été	 réalisés	 sur	 les	 coupes	 de	 cœurs	

précédemment	 décrites.	 La	 densité	 capillaire	 est	 mesurée	 grâce	 à	 l’association	 d’un	

immunomarquage	PECAM-I	spécifique	des	cellules	endothéliales	(PECAM-I	:	Platelet	and	Endothelial	

Cell	Adhesion	Molecule	I)	et	d’une	coloration	à	l’agglutinine	de	blé	(WGA	:	Wheat	Germ	Agglutinin)	

qui	permet	de	 révéler	 la	matrice	extracellulaire	et	 les	membranes	des	myocytes	 cardiaques.	Après	

avoir	décongelé	les	lames	à	température	ambiante	pendant	environ	30	min,	ces	dernières	sont	fixées	

par	immersion	dans	un	bain	d’acétone	pendant	10min.	Les	lames	sont	ensuite	réhydratées	dans	du	

PBS	 1X	 (10min,	 T°	 ambiante)	 puis	 recouvertes	 d’une	 solution	 de	 BSA	 (0.3%	 dans	 du	 PBS)	 afin	 de	

perméabiliser	les	membranes	(10min).	Les	sites	non-spécifiques	de	marquage	sont	bloqués	par	le	kit	

avidine-biotine	 (Avidine	:	 10min	;	 Biotine	:	 10min)	 (Dako,	 cat	:	 X0590).	 Deux	 rinçages	 au	 PBS	 1X	

(2x5min)	 s’en	 suivent	puis	 les	 cellules	 endothéliales	 sont	marquées	par	 l’ajout	d’un	anticorps	 anti-

PECAM-1	 (CD31*b	 rat	 anti	 souris	 1/100,	 1h,	 à	 T°	 ambiante	 et	 à	 l’obscurité)	 puis	 d’un	 anticorps	

secondaire,	 le	SA-fluoprobe	547	(1/500,	30min,	T°	ambiante	et	à	 l’obscurité).	Deux	rinçages	au	PBS	

1X	sont	ensuite	effectués	puis	 la	matrice	extracellulaire	est	marquée	par	 l’agglutinine	de	germe	de	

blé	 (WGA	:	Wheat	 Germ	Agglutinin	 –	 Invitrogen,	 cat	:	MP00831,	 30min,	 à	 l’obscurité,	 en	 chambre	

humide,	 couplée	 à	 un	 fluorochrome	 FITC	 (vert)).	 Suivent	 deux	 rinçages	 au	 PBS	 1X	 (2x5min)	 qui	

précèdent	la	coloration	au	Hoescht	(Sigma,	cat	:	H33258)	permettant	la	mise	en	évidence	des	noyaux	

cellulaires	(1/10	000,	2min).	Les	coupes	sont	rincées	dans	de	l’eau	distillée	et	montées	entre	lames	et	

lamelle	maintenues	entre	elles	par	de	la	colle	Vectashield	(Abcys,	cat	:	H1000).		

Les	 lames	 sont	 observées	 sur	 microscope	 à	 fluorescence	 (Imager-Z1,	 ZEISS)	 à	 l’objectif	

microscopique	 x40.	 L’évaluation	 de	 la	 densité	 capillaire	 est	 réalisée	 sur	 les	 mêmes	 champs	

photographiques	 que	 ceux	 décrits	 dans	 l’étude	 de	 la	 fibrose.	 La	 densité	 capillaire	 est	 mesurée	
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comme	 le	 rapport	 du	 nombre	 de	 vaisseaux	 sur	 le	 nombre	 de	 cardiomyocytes	 par	 champ.	 Ces	

mesures	sont	effectuées	à	l’aveugle	grâce	au	logiciel	d’analyse	d’image	ImageJ.	

	

	

e. Mesure de la taille des cardiomyocytes 

La	taille	des	cardiomyocytes	a	été	mesurée	sur	les	mêmes	images	que	celles	utilisées	pour	la	

mesure	de	la	densité	capillaire,	en	utilisant	le	logiciel	ImageJ,	qui	permet	de	délimiter	manuellement	

le	contour	des	cardiomyocytes	et	ainsi	de	calculer	leur	aire.		

	

	

Figure	 31	:	 Photographie	 représentant	 la	 technique	 de	 mesure	 de	 l’aire	 des	 cardiomyocytes	 sur	

ImageJ.		

	

4.	Evaluation	de	la	fonction	vasculaire	

Les	études	vasculaires	ont	été	réalisées	in	vitro	sur	des	artères	coronaires	septales	à	différents	

temps	 selon	 les	 études	 à	 l’aide	 d’un	 myographe	 de	 Mulvany	 (Dual	 Myograph	 410A,	 Aarhus,	

Dannemark).	Ces	dernières	ont	été	effectuées	par	le	Dr.	Najah	Harouki.		
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Après	anesthésie	des	animaux	par	injection	d’un	mélange	de	Kétamine	et	de	Xylasine	(ip,	100	

mg/kg	 Kétamine	 et	 30	mg/kg	 Xylasine),	 le	 cœur	 a	 été	 prélevé	 et	 immédiatement	 placé	 dans	 une	

solution	de	Krebs	 (NaCl	120,	KCl	4.96,	CaCl2	2.61,	NAHCO3	24,	KH2PO4	1.21,	MgSO4	1.2,	glucose	5	 ;	

mmol/L)	 (Sigma-Aldrich,	 France)	 froide	 (4°C)	 et	 oxygénée	 (95%	 O2,	 5%	 CO2).	 Un	 petit	 segment	

(≈1mm)	d’artère	coronaire	est	soigneusement	isolé	sous	loupe	binoculaire	(grossissement	x4)	avant	

d’être	monté	sur	deux	fils	de	tungstène	de	25	µm	de	diamètre	chacun,	dans	la	cuve	du	myographe	de	

Mulvany,	 contenant	10	mL	de	 solution	de	Krebs	 froide	et	oxygénée.	 Les	deux	extrémités	des	deux	

différents	 fils	 ont	 été	 fixées	 respectivement	 à	 un	 support	 relié	 à	 une	 vis	 micrométrique	 ou	 à	 un	

transducteur,	 permettant	 d’étudier	 les	 variations	 de	 tensions	 isométriques,	 correspondant	 à	 la	

contraction	 ou	 à	 la	 relaxation	 du	muscle	 lisse	 coronaire	 (Figure	 32).	 Par	 la	 suite,	 un	 processus	 de	

normalisation	a	été	effectué	après	augmentation	progressive	de	la	température	de	la	cuve	à	35,8	°C.	

Le	but	de	la	normalisation	est	d’appliquer	à	l’artère	le	diamètre	interne	théorique	qu’elle	aurait	sous	

une	pression	transmurale	de	100	mmHg	(ou	13	KPa).		

	

	

Figure	32	:	Montage	de	l’artère	coronaire	sur	le	myographe	de	Mulvany.		

	

Dans	 cette	 étude,	 après	 pré-constriction	 des	 artères	 à	 la	 Sérotonine	 5-HT	 (10-5	M,	 Sigma-

Aldrich,	 France),	 et	 afin	 d’évaluer	 la	 relaxation	 endothélium-dépendante,	 une	 courbe	 de	

concentration-réponse	est	réalisée,	moyennant	des	concentrations	croissantes	d’acétylcholine	(ACh,	

Sigma-Aldrich,	 France),	 allant	 de	 10-9	 à	 3.10-5	 M.	 A	 chaque	 concentration	 correspond	 une	 force	

exercée	sur	le	fil	par	la	contraction	de	l’artère.	Par	la	suite,	la	réponse	endothélium-indépendante	a	
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été	 évaluée	 au	 moyen	 du	 nitroprussiate	 de	 sodium	 (NPS	;	 10-9	 à	 10-4,5	 M),	 un	 donneur	 de	 NO,	

permettant	d’étudier	la	sensibilité	du	muscle	lisse	vasculaire	au	NO.	

	

5.	Biologie	moléculaire	et	biochimie	

Suite	 aux	 différents	 prélèvements	 d’organes,	 diverses	 expérimentations	 de	 biologie	

moléculaire	et	de	biochimie	ont	été	réalisées.	Elles	sont	décrites	dans	le	chapitre	suivant.		

	

a. RT-qPCR semi-quantitative en temps réel 

Extraction des ARNs totaux 

Nous	 avons	 réalisé	 des	 extractions	 d’ARNs	 totaux	 sur	 différents	 organes	 prélevés	 sur	 nos	

animaux.	Pour	ce	faire,	les	échantillons	sont	placés	dans	des	tubes	à	microbilles	de	1,5	mL	(Precellys)	

remplis	de	Trizol	 (1	mL	pour	50-100	mg	de	 tissu	;	 Trizol,	 Invitrogen).	 Les	 tubes	 sont	ensuite	placés	

dans	un	homogénéisateur	de	tissu	(Precellys	24,	Bertin	Technologies,	France),	qui	va	effectuer	deux	

cycles	d’agitation	(2	x	10	sec,	550	tours	par	min),	séparés	d’une	minute.	Au	cours	de	l’agitation,	 les	

microbilles	 broient	 mécaniquement	 les	 tissus,	 permettant	 in	 fine	 d’obtenir	 un	 homogénat.	 Ces	

derniers	sont	transférés,	après	centrifugation	(12	000	g,	10	min,	4	°C),	dans	d’autres	tubes	où	200	µL	

de	chloroforme	(pour	1	mL	de	Trizol)	leurs	sont	ajoutés.	Ils	sont	agités	et	laissés	à	incuber	(3min,	T°	

ambiante)	avant	d’être	à	nouveau	centrifugés	(12	000	g,	20	min,	4	°C).	La	phase	aqueuse	contenant	

l’ARN	 est	 récupérée	 et	 précipitée	 avec	 de	 l’isopropanol	 (volume	 à	 volume).	 Le	 mélange	 est	 agité	

quelques	secondes	puis	incubé	(10	min,	T°	ambiante)	et	centrifugé	(12	000	g,	20	min,	4°C).	Ensuite,	le	

surnageant	est	éliminé	et	le	culot	d’ARN	lavé	deux	fois	avec	de	l’éthanol	à	75	%	(1	mL	d’éthanol	par	

mL	de	Trizol).	Après	avoir	bien	mélangé	au	vortex,	 les	tubes	sont	centrifugés	(7	500	g,	5	min,	4	°C).	

L’éthanol	 est	 alors	 éliminé	 et	 le	 culot	 d’ARN	 est	 laissé	 à	 sécher	 à	 l’air	 libre	 pendant	 environ	 10	

minutes	puis	repris	dans	30	µL	d’eau	RNase-free	avant	d’être	chauffé	(5	min,	55-60	°C).		

La	 concentration	 et	 la	 qualité	 des	 ARNs	 sont	 évaluées	 par	 spectrophotométrie	 (Nanodrop,	

Thermo	Scientific,	USA).	Une	mesure	est	effectuée	à	260	nm,	permettant	de	déterminer	la	quantité	

d’ARN,	 et	 une	 seconde	 à	 280	 nm,	 correspondant	 à	 la	 concentration	 protéique	 de	 l’échantillon.	 Le	

ratio	 260/280	 permet	 alors	 d’évaluer	 la	 qualité	 de	 l’extraction,	 un	 ratio	 compris	 entre	 1,8	 et	 2	



 

	
	

	

121	

témoigne	 de	 la	 bonne	 qualité	 des	 ARNs.	 Les	 échantillons	 sont	 ensuite	 conservés	 à	 -20	 °C	 jusqu’à	

utilisation.		

	

Traitement à la DNase I 

Malgré	 les	 précautions	 prises	 pour	 l’extraction	 des	 ARNs,	 une	 petite	 quantité	 d’ADN	 peut	

persister,	pouvant	fausser	les	résultats	par	la	suite.	Un	traitement	préalable	par	la	DNase	diminue	ce	

risque.		

Pour	ce	faire,	un	kit	de	traitement	à	 la	DNase	I	(Invitrogen)	est	utilisé	et	 le	protocole	 indiqué	

par	 le	 fournisseur	 est	 suivi	 précautionneusement.	 Brièvement,	 2	 µg	 d’ARN	 de	 chaque	 échantillon	

sont	traités	par	un	mix	contenant	2	µL	de	DNase	I	(1U/µL)	et	2	µL	de	tampon	DNase	10X	(15	min,	T°	

ambiante).	La	DNase	I	est	ensuite	inactivée	en	ajoutant	2	µL	d’EDTA	(10	min,	65	°C).	Les	ARNs	sont	

finalement	redosés	grâce	au	Nanodrop.			

	

Réaction de transcription inverse 

La	 transcription	 inverse	 (Reverse	 Transcription,	 RT)	 permet	 de	 néo-synthétiser	 de	 l’ADN	

complémentaire	(ADNc)	double	brin	à	partir	d’un	simple	brin	d’ARN.	La	RT	est	réalisée	à	partir	d’1	µg	

d’ARN	extrait,	préalablement	traité	à	la	DNase	I.	La	composition	du	mix	RT	est	la	suivante	:		

	

Amorces	aléatoires		 hexamériques	(oligopd(N)6,	100	µM,	Invitrogen)	 2,5	µL	

Mélange	de	dNTP	(10		 	 	 	 	 mM,	Invitrogen)	 3	µL	

Tampon	5X	(	 	 	 	 	 	 	 Invitrogen)	 6	µL	

RNaseOUT	 	 	 	 	 ™	(30	U/µL,	Invitrogen)	 0,75	µL	

ARN	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 volume	pour	1	µg	

Eau		 	 	 	 	 	 	 	 ultrapure	 qsp	30	µL	
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Les	 échantillons	 sont	 incubés	 5	 min	 à	 65	 °C,	 puis	 1	 heure	 à	 37	 °C,	 en	 présence	 d’1	 µL	 de	

transcriptase	inverse	(M-MLV	Reverse	Transcriptase,	400	unités,	 Invitrogen).	La	réaction	est	ensuite	

arrêtée	par	dénaturation	de	l’enzyme	par	une	incubation	de	5	min	à	95	°C.	Les	ADNc	peuvent	ensuite	

être	conservés	à	-20	°C	jusqu’à	utilisation.		

	

qPCR  

Les	 produits	 de	 RT	 sont	 amplifiés	 par	 réaction	 de	 polymérisation	 en	 chaîne	 en	 utilisant	 un	

appareil	 de	 RT-PCR	 quantitative	 (Light	 Cycler	 LC480,	 Roche),	 qui	 permet	 le	 suivi	 en	 temps	 réel	 de	

l’amplification,	 grâce	à	 l’utilisation	du	SYBR	Green	 I,	un	agent	 intercalant	qui	 se	 lie	à	 l’ADN	double	

brin	néo-synthétisé.	La	fluorescence	émise	par	le	SYBR	Green	I	est	directement	proportionnelle	à	la	

quantité	 d’ADN	 amplifié.	 Pour	 ce	 faire,	 tous	 les	 échantillons	 sont	 dilués	 au	 1/10ème	 avec	 de	 l’eau	

extra-pure.	Puis,	2,5	µL	d’ADNc	(1/10ème)	sont	mélangés	et	déposés	sur	une	plaque	96	puits	avec	7,5	

µL	d’un	mix	contenant	5	µL	du	kit	LightCycler®	480	SYBR	Green	 I	Master	 (Roche),	0,5	µL	d’amorces	

sens	et	anti-sens	(10	µM)	et	1,5	µL	d’eau	ultra	pure.	La	PCR	se	déroule	de	la	manière	suivante	:		

	

Dénaturation		 	 	 	 95°C,	10	min		

Amplification	(40	cycles)		 	 Dénaturation	95	°C,	10	sec	

	 	 	 	 	 Hybridation	60	°C,		10	sec	

Elongation		 	 	 	 Variable	en	fonction	de	l’amorce		

Une	étape	de	fusion	est	réalisée	pour	vérifier	la	spécificité	de	l’amplification.		

	

Le	logiciel	LightCycler	480	calcule	la	concentration	d’ADNc	cible	grâce	à	une	gamme	de	dilution	

allant	de	1/2	à	1/164,	obtenue	suite	au	mélange	de	quelques	µL	d’ADNc	prélevés	dans	chaque	tube	

d’échantillon	pur.	De	plus,	afin	de	rationaliser	nos	résultats,	les	amplifications	des	gènes	de	ménage	

que	sont	l’eef2	(eukaryotic	elongation	factor	2),	la	b-actine	et	la	b-2-microglobuline	sont	effectuées.	

Pour	 les	 différents	 protocoles,	 la	 moyenne	 des	 gènes	 de	 ménage	 pour	 chaque	 échantillon	 a	 été	

utilisée.		
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b. Western Blot 

Les	échantillons	ont	été	broyés	dans	un	tampon	de	lyse	RIPA	(NaCL	150	mM,	1	%	Triton	X-100,	

0,5	%	SDS,	Tris	pH	8	50	mM)	contenant	des	inhibiteurs	de	protéases	afin	d’extraire	les	protéines	du	

tissus.	 Après	 broyage,	 une	 centrifugation	 a	 été	 effectuée	 (15	 000g,	 10	 min,	 4	 °C).	 Un	 dosage	 de	

protéines	par	la	méthode	de	Bradford	a	été	réalisé,	puis	le	volume	équivalent	à	100	µg	de	protéines	a	

été	 prélevé	 et	 dilué	 dans	 du	 tampon	 Laemmli	 de	 charge	 (Biorad),	 contenant	 5	 %	 de	 b-

mercaptoéthanol.	 Les	 protéines	 ont	 ensuite	 été	 dénaturées	 à	 95	 °C	 pendant	 10	minutes,	 puis	 les	

échantillons	 ont	 été	 déposés	 sur	 des	 gels	 de	 polyacrylamide	 (Biorad,	 4-12	 %	 acrylamide)	 et	 la	

migration	a	été	 réalisée	pendant	30-40	min	à	240	V	dans	un	 tampon	Tris-Glycine-SDS	 (Biorad).	 Les	

gels	 sont	 ensuite	 irradiés	 aux	 UV	 pour	 activer	 la	 technologie	 StainFree®	 (Biorad)	 qui	 permet	 de	

révéler	 les	 protéines	 totales.	 Les	 protéines	 ont	 ensuite	 été	 transférées	 sur	 une	 membrane	 de	

nitrocellulose	via	le	Trans-Bot	Turbo®	(Biorad).	Le	blocage	des	sites	non	spécifiques	a	été	réalisé	dans	

du	Tris-Buffer	Salin	Tween20	0,1	%	(TBST	–	NaCl	140	mM,	Tris	base	20	mM,	pH=7,6)	avec	soit	de	la	

BSA	 à	 5	 %	 ou	 du	 lait	 en	 poudre	 à	 5	 %	 pendant	 30	minutes	 à	 température	 ambiante.	 L’anticorps	

primaire	 a	 été	 appliqué	 sur	 la	 nuit	 à	 4	 °C,	 puis,	 après	 trois	 rinçages	 dans	 du	 TBST	 sur	 agitation,	

l’anticorps	 secondaire,	 couplé	 à	 l’enzyme	 HRP,	 a	 été	 appliqué	 pendant	 1	 heure	 à	 température	

ambiante.	 Après	 trois	 rinçages,	 les	membranes	 sont	 incubées	 avec	 dans	 un	 volume	minimal	 d’ECL	

Clarity	(Biorad),	qui	permet	la	production	d’un	signal	chimiluminescent	proportionnel	à	l’expression	

de	la	protéine	d’intérêt.	L’analyse	densitométrique	du	signal	de	chimiluminescence	a	été	réalisée	via	

le	 logiciel	 ImageLab	 (Biorad).	 La	 normalisation	 des	 échantillons	 a	 été	 réalisée	 en	 divisant	 le	 signal	

d’intérêt	par	le	signal	des	protéines	totales.		

	

III. Statistiques  

Les	analyses	statistiques	ont	été	réalisées	avec	le	logiciel	GraphPad	Prism	(Version	5.01).	Tous	

les	résultats	sont	exprimés	sous	forme	de	moyenne	±	erreur	standard	(ESM,	Error	Standard	Mean).	

Dans	 toutes	 les	 expériences,	 le	 n	 représente	 le	 nombre	 d’animaux	 utilisés	 par	 condition.	 Afin	

d’explorer	 la	distribution	des	données	quantitatives,	trois	tests	ont	été	utilisés,	à	savoir	 les	tests	de	

Kolmogorov-Smirnov,	 d’Agostino	 et	 Pearson	 et	 de	 Shapiro-Wilk.	 Si	 la	 distribution	 suit	 une	 loi	

normale,	les	tests	paramétriques	ont	été	appliqués.	Le	cas	échéant,	des	tests	non	paramétriques	ont	

été	utilisés.		
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Dans	le	cas	d’une	distribution	normale,	la	comparaison	de	plusieurs	groupes	est	effectuée	en	

deux	étapes.	Initialement,	un	test	ANOVA	à	un	seul	facteur	est	appliqué.	Si	la	valeur	p	est	significative	

et	que	la	variance	est	équivalente,	les	comparaisons	de	paire	de	groupes	sont	réalisées	avec	un	post-

test	 de	 Tukey.	Dans	 le	 cas	d’une	 cinétique,	 la	 comparaison	entre	 groupes	 est	 réalisée	 initialement	

avec	un	test	ANOVA	répété.	Si	la	valeur	p	est	significative	et	que	la	variance	est	équivalente,	le	post-

test	de	Tukey	est	réalisé.		

Dans	le	cas	d’une	distribution	non	normale,	la	comparaison	de	plusieurs	groupes	est	effectuée	

en	deux	étapes.	Initialement,	un	test	de	Kruskall-Wallis	est	réalisé.	Si	la	valeur	p	est	significative,	les	

comparaisons	 de	 paires	 de	 groupes	 sont	 réalisées	 avec	 un	 post-test	 de	 Dunns.	 Dans	 le	 cas	 d’une	

cinétique,	 la	 comparaison	 entre	 groupes	 est	 réalisée	 initialement	 avec	 un	 test	 de	 Friedman.	 Si	 la	

valeur	p	est	significative,	les	comparaisons	de	paires	de	groupes	sont	réalisées	avec	un	post-test	de	

Dunns.		

L’analyse	univariée	de	la	mortalité	en	fonction	du	temps	a	été	réalisée	à	l’aide	de	courbes	de	

survie	et	d’un	test	de	Mantel	Cox.		

Dans	le	cas	de	comparaisons	multiples,	la	correction	de	Bonferroni	a	été	apliquée.	Les	valeurs	

de	p<0,05	sont	considérées	comme	statistiquement	significatives.			
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I. Evaluations cardiaques 

1.	Mesures	échocardiographiques	

a. Modèle de thérapie protéique par la SelT  

	

	

Figure	33	:	 Effets	d’une	 thérapie	protéique	par	 la	 SelT	 sur	 l’épaisseur	de	 la	paroi	 antérieure	du	VG	

dans	un	modèle	d’I/R	chez	le	rat	Wistar	

Les	épaisseurs	de	la	paroi	antérieure	du	ventricule	gauche	en	télé-systole	«	EPATS-VG	»	(A)	et	en	télé-
diastole	«	EPATD-VG	»	(B)	ont	été	mesurées	par	échocardiographie	28	jours	après	 l’I/R.	*	p<0,05,	vs	
Sham	;	†	p<0,05,	vs	I/R.	

	

Les	 évaluations	 échocardiographiques	 ont	 été	 réalisées	 4	 semaines	 après	 l’implantation	 des	

mini-pompes	chez	les	rats,	soit	30	jours	après	l’I/R.	Ces	dernières	ont	permis	d’évaluer	l’épaisseur	de	

la	 paroi	 antérieure	 en	 télé-diastole	 «	EPATD-VG	»	 et	 en	 télé-systole	 «	EPATS-VG	»,	 la	 dilatation	

ventriculaire	gauche	par	la	mesure	des	diamètres	télé-diastolique	«	DTD	»	et	télé-systolique	«	DTS	»,	

ainsi	que	la	fonction	cardiaque	par	la	mesure	de	la	fraction	de	raccourcissement	«	FR	»	du	VG.		

Ces	mesures	nous	ont	permis	de	mettre	en	évidence	un	amincissement	de	la	paroi	antérieure	

du	VG	(ayant	subi	l’I/R),	à	la	fois	en	systole	et	en	diastole,	en	comparaison	des	rats	contrôles	(Figure	

33	A).	 Le	 traitement	par	 la	 SelT,	 initié	 à	7	 jours	post-I/R,	ne	modifie	pas	 les	épaisseurs	de	 la	paroi	

antérieure	en	systole	et	en	diastole	(Figure	33	B).	
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Figure	34	:	Effets	d’une	thérapie	protéique	par	la	SelT	sur	la	fonction	cardiaque	dans	un	modèle	d’I/R	

chez	le	rat	Wistar.		

Les	diamètres	télé-systolique	«	DTS	»	(A),	télé-diastolique	«	DTD	»	(B),	la	fraction	de	raccourcissement	
«	FR	»	 (C)	 et	 le	 débit	 cardiaque	 «	DC	»	 (D)	 ont	 été	 mesurés	 par	 échocardiographie	 au	 28e	 jour	 de	
protocole.	*	p<0,05,	vs	Sham	;	†	p<0,05,	vs	I/R.	

	

De	plus,	nous	avons	montré	une	dilatation	ventriculaire	gauche	des	rats	ayant	subi	une	I/R	par	

rapport	 aux	 rats	 contrôles.	 Celle-ci	 est	 responsable	 d’un	 effondrement	 de	 la	 FR	 chez	 ces	 mêmes	

animaux.	 Le	 traitement	 par	 la	 SelT	 limite	 la	 dilatation	 ventriculaire	 gauche	 et	 améliore	

significativement	la	FR	par	rapport	aux	rats	non	traités	(Figure	34	A-C).		

Nous	 avons	 également	 démontré	 par	 échocardiographie,	 que	 l’I/R	 est	 responsable,	 chez	 les	

animaux	ayant	subi	une	I/R,	d’une	importante	diminution	du	DC	(Figure	34	D).	La	thérapie	protéique	

par	la	SelT	entraîne	une	normalisation	du	DC	à	des	valeurs	quasi	similaires	à	celles	des	animaux	non	

traités.		
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b. Modèle de thérapie génique par utilisation d’un rAAV9  

	

Les	 évaluations	 échocardiographiques	 ainsi	 que	 la	 mesure	 des	 différents	 paramètres	 de	 la	

fonction	 cardiaque	 ont	 également	 été	 réalisés	 dans	 le	modèle	 de	 thérapie	 génique	 par	 utilisation	

d’un	rAAV9-SelT.		

		

Figure	35	:	Effets	d’un	traitement	par	un	rAAV9-SelT	sur	l’épaisseur	de	la	paroi	antérieure	du	VG	dans	

un	modèle	d’ICC	chez	le	rat	Wistar	

Les	épaisseurs	de	la	paroi	antérieure	du	ventricule	gauche	en	télé-systole	«	EPATS-VG	»	(A)	et	en	télé-
diastole	 «	EPATD-VG	»	 (B)	 ont	 été	mesurées	 par	 échocardiographie	 après	 90	 jours	 de	 protocole.	 *	
p<0,05,	vs	Sham.	

	

Nous	 avons	 ainsi	 pu	montrer	 un	 amincissement	 de	 la	 paroi	 antérieure	 du	 VG,	 à	 la	 fois	 en	

systole	et	en	diastole,	en	comparaison	des	rats	contrôles	n’ayant	pas	subis	de	ligature	coronaire.	De	

plus,	 la	 thérapie	 génique	 par	 la	 SelT,	 moyennant	 l’utilisation	 d’un	 rAAV9,	 ne	 modifie	 pas	 les	

épaisseurs	de	la	paroi	antérieure	en	systole	et	en	diastole	(Figure	35).		
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Figure	36	:	Effets	d’un	traitement	par	un	rAAV9-SelT	sur	la	fonction	cardiaque	dans	un	modèle	d’ICC	

chez	le	rat	Wistar.		

Les	diamètres	télé-systolique	«	DTS	»	(A),	télé-diastolique	«	DTD	»	(B),	la	fraction	de	raccourcissement	
«	FR	»	 (C)	 et	 le	 débit	 cardiaque	 «	DC	»	 (D)	 ont	 été	 mesurés	 par	 échocardiographie	 au	 90e	 jour	 de	
protocole.	*	p<0,05,	vs	Sham	;	†	p<0,05,	vs	ICC.	

	

D’autre	 part,	 la	 dilatation	 ventriculaire	 gauche	 et	 l’effondrement	 du	 DC	 classiquement	

observés	chez	les	rats	insuffisants	cardiaques	sont	significativement	améliorés	par	le	traitement	par	

un	rAAV9-SelT.	Néanmoins,	 le	rAAV9-SelT,	administré	8	 jours	post-LC,	n’améliore	pas	 la	 fraction	de	

raccourcissement	cardiaque	(Figure	36).		
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c. Modèle de thérapie génique par utilisation d’un rAAV8 

Nous	 avons	 également	 évalué	 la	 fonction	 cardiaque	 par	 échocardiographies	 dans	 le	modèle	

d’insuffisance	cardiaque	traitée	par	un	rAAV8	codant	soit	pour	une	forme	normale	de	SelT	soit	pour	

une	forme	modifiée,	dans	laquelle	l’acide	aminé	sélénocystéine	a	été	modifié	par	une	alanine.		

	

	

Figure	37	:	Effets	d’un	traitement	par	un	rAAV8-SelT	sur	l’épaisseur	de	la	paroi	antérieure	du	VG	dans	

un	modèle	d’ICC	chez	le	rat	Wistar	

Les	épaisseurs	de	la	paroi	antérieure	du	ventricule	gauche	en	télé-systole	«	EPATS-VG	»	(A)	et	en	télé-
diastole	 «	EPATD-VG	»	 (B)	 ont	 été	mesurées	 par	 échocardiographie	 après	 90	 jours	 de	 protocole.	 *	
p<0,05,	vs	Sham	;	†	p<0,05,	vs	ICC	;	#	p<0,05,	vs	ICC+rAAV8-SelTAla.	

	

	

Nous	avons	également	pu	montrer	un	amincissement	de	la	paroi	antérieure	du	VG,	à	la	fois	

en	systole	et	en	diastole,	en	comparaison	des	rats	contrôles	n’ayant	pas	subis	de	ligature	coronaire	

(Figure	 37).	 De	 plus,	 la	 thérapie	 génique	 par	 la	 SelT,	 moyennant	 l’utilisation	 d’un	 rAAV9-SelTSec,	

permet	une	augmentation	de	l’épaisseur	de	la	paroi	antérieure,	à	la	fois	en	systole	et	en	diastole.	Le	

traitement	 par	 la	 forme	 modifiée	 de	 la	 SelT,	 à	 savoir	 par	 le	 rAAV8-SelTAla	 ne	 modifie	 pas	 les	

épaisseurs	de	la	paroi	antérieure.	

	

	

0

1

2

3

4

5

E
P

A
TD

-V
G

 (m
m

)

Epaisseur de la paroi antérieure
en diastole 

*
*#†

Sham ICC
ICC

+ rAAV8
-SelT/Sec

ICC
+ rAAV8
-SelT/Ala

0

1

2

3

E
P

A
TD

-V
G

 (m
m

)

Epaisseur de la paroi antérieure
en diastole 

*

*#†

Sham ICC
ICC

+ rAAV8
-SelT/Sec

ICC
+ rAAV8
-SelT/Ala

A B



 

	
	

	

132	

	

Figure	38	:	Effets	d’un	traitement	par	un	rAAV8-SelT	sur	la	fonction	cardiaque	dans	un	modèle	d’ICC	

chez	le	rat	Wistar.		

Les	diamètres	télé-systolique	«	DTS	»	(A),	télé-diastolique	«	DTD	»	(B),	la	fraction	de	raccourcissement	
«	FR	»	 (C)	 et	 le	 débit	 cardiaque	 «	DC	»	 (D)	 ont	 été	 mesurés	 par	 échocardiographie	 au	 90e	 jour	 de	
protocole.	*	p<0,05,	vs	Sham	;	†	p<0,05,	vs	ICC	;	#	p<0,05,	vs	ICC+rAAV8-SelTAla.	

	

	

D’autre	part,	le	traitement	par	un	rAAV8-SelTSec	diminue	la	dilatation	du	ventricule	gauche	à	

la	 fois	 en	 systole	 et	 en	 diastole	 (Figure	 38	 A-B).	 De	 plus,	 ce	 vecteur	 permet	 d’améliorer	

significativement	la	fraction	de	raccourcissement	ainsi	que	le	débit	cardiaque	qui	sont	classiquement	

altérés	dans	l’insuffisance	cardiaque	(Figure	38	C).	En	revanche,	 le	vecteur	rAAV8-SelTAla	ne	modifie	

pas	la	dilatation	ventriculaire	gauche	ainsi	que	la	fraction	de	raccourcissement	et	le	débit	cardiaque	

en	comparaison	des	rats	contrôles	insuffisants	cardiaques	non	traités	(Figure	38	D).		
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2.	Evaluations	hémodynamiques	

a. Modèle de thérapie protéique par la SelT  

	

	

Figure	 39	 :	 Effets	 d’une	 thérapie	 protéique	 par	 la	 SelT	 sur	 l’hémodynamique	 cardiaque	 dans	 un	

modèle	d’I/R	chez	le	rat	Wistar.		

Les	 paramètres	 de	 la	 fonction	 systolique	 (pression	 télé-systolique	 «	PTS-VG	»	 (A),	 dérivée	 de	 la	
pression	 en	 fonction	 du	 temps	 «	dP/dt	 max	»	 (B)	 et	 la	 relation	 pression	 volume	 en	 fin	 de	 systole	
«	RPVTS	»	 (C)),	 ainsi	 que	 les	 paramètres	 de	 la	 fonction	diastolique	 (pression	 télé-diastolique	«	PTD-
VG	»	(D),	dérivée	de	la	pression	en	fonction	du	temps	«	dP/dt	min	»	(E)	et	la	relation	pression	volume	
en	fin	de	diastole	«	RPVTD	»	(F))	ont	été	mesurés	par	cathétérisme	cardiaque	chez	le	rat	Wistar	au	28e	
jour	de	protocole.*p<0,05,	vs	Sham	;	†	p<0,05,	vs	I/R.	

	

Au	 terme	 des	 28	 jours	 du	 protocole	 expérimental,	 les	 rats	 Wistar	 ont	 été	 soumis	 à	 des	

évaluations	de	l’hémodynamique	cardiaque.	Nous	avons	pu	montrer	que	l’I/R	entraîne	une	altération	

de	 la	 fonction	 systolique	 et	 diastolique	 du	 VG.	 En	 effet,	 au	 niveau	 systolique,	 la	 pression	 télé-

systolique	 (PTS-VG),	 la	dérivée	de	pression	en	 fonction	du	temps	 (dP/dt	max),	ainsi	que	 l’élastance	

cardiaque,	représentée	par	 la	pente	de	la	relation	pression/volume	télé-systolique	(RPVTS-VG)	sont	

diminuées	(Figure	39	A-C).	Au	niveau	diastolique,	l’I/R	provoque	une	augmentation	significative	de	la	

pression	télé-diastolique	et	de	 la	relation	pression/volume	télé-diastolique,	ainsi	qu’une	diminution	

de	la	dérivée	de	pression	en	fonction	du	temps	(dP/dt	min)	par	rapports	aux	animaux	contrôles.	
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Nous	 avons	 également	 pu	 montrer	 que	 les	 animaux	 traités	 par	 la	 SelT	 par	 minipompes	

osmotiques	voient	 leur	 fonction	systolique	améliorée,	notamment	grâce	à	une	augmentation	de	 la	

pression	 télé-systolique,	 de	 la	 dP/dt	 max,	 ainsi	 qu’une	 amélioration	 de	 l’élastance	 cardiaque,	

représentée	 par	 une	 augmentation	 de	 la	 relation	 pression/volume	 en	 fin	 de	 systole.	 De	 plus,	 la	

fonction	diastolique	de	ces	animaux	est	significativement	améliorée	dès	 lors	que	 la	dP/dt	min	ainsi	

que	 la	 compliance	 cardiaque,	 représentée	 par	 la	 relation	 pression/volume	 en	 fin	 de	 diastole	 sont	

améliorées	(Figure	39	D-F).		

	

b. Modèle de thérapie génique par utilisation d’un rAAV9 

	

Figure	40	 :	Effets	d’un	 traitement	par	 rAAV9-SelT	 sur	 l’hémodynamique	cardiaque	dans	un	modèle	

d’ICC	chez	le	rat	Wistar.		

Les	 paramètres	 de	 la	 fonction	 systolique	 (pression	 télé-systolique	 «	PTS-VG	»	 (A),	 dérivée	 de	 la	
pression	 en	 fonction	 du	 temps	 «	dP/dt	 max	»	 (B)	 et	 la	 relation	 pression	 volume	 en	 fin	 de	 systole	
«	RPVTS	»	 (C)),	 ainsi	 que	 les	 paramètres	 de	 la	 fonction	diastolique	 (pression	 télé-diastolique	«	PTD-
VG	»	(D),	dérivée	de	la	pression	en	fonction	du	temps	«	dP/dt	min	»	(E)	et	la	relation	pression	volume	
en	fin	de	diastole	«	RPVTD	»	(F))	ont	été	mesurés	par	cathétérisme	cardiaque	chez	le	rat	Wistar	au	90e	
jour	de	protocole.*p<0,05,	vs	Sham	;	†	p<0,05,	vs	ICC.	
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Dans	 le	 cadre	 des	 études	 de	 thérapie	 génique,	 les	 évaluations	 hémodynamiques	 cardiaques	

ont	été	réalisées	au	terme	du	protocole	expérimental,	c’est-à-dire	au	90ème	jour.		

Ces	évaluations	nous	ont	permis	de	démontrer	que	l’ICC	est	responsable	d’une	altération	des	

fonctions	systoliques	et	diastoliques	du	VG.	En	effet,	cette	dernière	entraîne	une	franche	diminution	

de	 la	 PTS,	 de	 la	 dP/dt	 max	 ainsi	 que	 de	 l’élastance	 cardiaque.	 Au	 niveau	 diastolique,	 l’ICC	 est	

responsable	 d’une	 augmentation	 de	 la	 PTD	 et	 de	 la	 compliance	 cardiaque,	mais	 également	 d’une	

diminution	de	la	dP/dt	min.		

La	 thérapie	 génique	 par	 la	 SelT,	 moyennant	 l’utilisation	 d’un	 rAAV9	 permet	 d’améliorer	

significativement	l’élastance	et	la	compliance	cardiaque.	En	revanche,	elle	ne	modifie	pas	les	autres	

paramètres	hémodynamiques	en	comparaison	des	animaux	contrôles	ICC	(Figure	40).		
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c. Modèle de thérapie génique par utilisation d’un rAAV8 

	

	

Figure	41	 :	Effets	d’un	 traitement	par	 rAAV8-SelT	 sur	 l’hémodynamique	cardiaque	dans	un	modèle	

d’ICC	chez	le	rat	Wistar.		

Les	 paramètres	 de	 la	 fonction	 systolique	 (pression	 télé-systolique	 «	PTS-VG	»	 (A),	 dérivée	 de	 la	
pression	 en	 fonction	 du	 temps	 «	dP/dt	 max	»	 (B)	 et	 la	 relation	 pression	 volume	 en	 fin	 de	 systole	
«	RPVTS	»	 (C)),	 ainsi	 que	 les	 paramètres	 de	 la	 fonction	diastolique	 (pression	 télé-diastolique	«	PTD-
VG	»	(D),	dérivée	de	la	pression	en	fonction	du	temps	«	dP/dt	min	»	(E)	et	la	relation	pression	volume	
en	fin	de	diastole	«	RPVTD	»	(F))	ont	été	mesurés	par	cathétérisme	cardiaque	chez	le	rat	Wistar	au	90e	
jour	de	protocole.	*	p<0,05,	vs	Sham	;	†	p<0,05,	vs	ICC	;	#	p<0,05,	vs	ICC+rAAV8-SelTAla.	

	

De	 la	même	manière	que	dans	 l’étude	précédente,	 l’évaluation	hémodynamique	cardiaque	a	

été	réalisée	au	90ème	jour	du	protocole	expérimental.		

Nous	avons	ainsi	mi	en	évidence	des	modifications	semblables	des	paramètres	systoliques	et	

diastoliques	chez	les	animaux	ICC	non	traités.		

De	 plus,	 le	 traitement	 par	 un	 rAAV8-SelTSec,	 codant	 pour	 la	 forme	 normale	 de	 la	 protéine,	

permet	 une	 quasi	 restauration	 des	 paramètres	 systoliques.	 On	 observe	 ainsi	 une	 augmentation	
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significative	 de	 la	 PTS,	 de	 la	 dP/dt	 max	 ainsi	 que	 de	 l’élastance	 du	 VG.	 Au	 niveau	 diastolique,	 le	

rAAV8-SelTSec	 permet	 de	 diminuer	 significativement	 la	 PTD	 et	 la	 compliance	 cardiaque,	 mais	

également	d’augmenter	la	dP/dt	min	(Figure	41).			

	

3.	Evaluation	de	la	perfusion	myocardique	et	de	la	densité	capillaire	

	

a. Modèle de thérapie protéique par la SelT 

	

Figure	 42	 :	 Effets	 d’une	 thérapie	 protéique	 par	 la	 SelT	 sur	 la	 perfusion	 cardiaque	 et	 la	 densité	

capillaire	cardiaque	dans	un	modèle	d’I/R	chez	le	rat	Wistar	

La	 perfusion	 myocardique	 a	 été	 évaluée	 au	 terme	 du	 protocole	 expérimental	 (28	 jours)	 par	 la	
technique	d’imagerie	par	résonance	magnétique	(IRM).	La	densité	capillaire	est	calculée	comme	étant	
le	ratio	entre	le	nombre	de	vaisseaux	capillaires	et	le	nombre	de	cardiomyocytes	sur	les	images	prises	
au	microscope	(C).	.*p<0,05,	vs	Sham	;	†	p<0,05,	vs	I/R.		

	

La	perfusion	myocardique	des	rats	Wistar	a	été	évaluée	au	terme	du	protocole	expérimental	(90jours)	

par	 la	 technique	 d’imagerie	 par	 résonance	 magnétique	 (IRM).	 (n=	 8	 rats/	 groupe).	 *	 p<0,05,	 vs	

Témoin	;	†	p<0,05,	vs	I/R	

Au	 terme	du	 protocole	 expérimental,	 la	 perfusion	myocardique	 a	 été	 appréhendée	 par	 IRM	

par	 la	méthode	 d’Arterial	 spin	 labeling	 «	ASL	».	 Cette	mesure	 nous	 a	 permis	 de	montrer	 que	 l’I/R	

cardiaque	est	responsable	d’une	altération	de	 la	perfusion	cardiaque.	En	revanche,	 l’I/R	ne	modifie	
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pas	la	densité	capillaire	du	VG.	De	plus,	le	traitement	par	la	SelT	permet	de	corriger	la	perfusion	du	

VG,	sans	pour	autant	modifier	la	densité	capillaire.	(Figure	42).		

	

b. Modèle de thérapie génique par utilisation d’un rAAV9 

	

	

Figure	43	 :	Effets	d’un	 traitement	par	 rAAV9-SelT	sur	 la	perfusion	cardiaque	et	 la	densité	capillaire	

cardiaque	dans	un	modèle	d’ICC	chez	le	rat	Wistar	

La	 perfusion	 myocardique	 a	 été	 évaluée	 au	 terme	 du	 protocole	 expérimental	 (28	 jours)	 par	 la	
technique	d’imagerie	par	résonance	magnétique	(IRM).	La	densité	capillaire	est	calculée	comme	étant	
le	ratio	entre	le	nombre	de	vaisseaux	capillaires	et	le	nombre	de	cardiomyocytes	sur	les	images	prises	
au	microscope	(C).	*p<0,05,	vs	Sham;	†	p<0,05,	vs	ICC.	

	

Nous	avons	également	évalué	la	perfusion	du	VG	de	la	même	manière	dans	les	protocoles	de	

thérapie	 génique.	 Ainsi,	 l’analyse	 IRM	 a	 révélé	 une	 altération	 significative	 de	 la	 perfusion	

ventriculaire	 gauche	 chez	 les	 animaux	 ICC	 au	 90e	 jour	 du	 protocole	 ainsi	 qu’une	 altération	 de	 la	

densité	capillaire	du	VG.	Le	traitement	par	un	rAAV9-SelT	entraîne	une	amélioration	significative	de	

cette	perfusion	cardiaque	sans	modifier	la	densité	capillaire	(Figure	43).		
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c. Modèle de thérapie génique par utilisation d’un rAAV8 

	

Figure	44	 :	Effets	d’un	 traitement	par	 rAAV8-SelT	sur	 la	perfusion	cardiaque	et	 la	densité	capillaire	

cardiaque	dans	un	modèle	d’ICC	chez	le	rat	Wistar	

La	 perfusion	 myocardique	 a	 été	 évaluée	 au	 terme	 du	 protocole	 expérimental	 (28	 jours)	 par	 la	
technique	d’imagerie	par	résonance	magnétique	(IRM).	La	densité	capillaire	est	calculée	comme	étant	
le	ratio	entre	le	nombre	de	vaisseaux	capillaires	et	le	nombre	de	cardiomyocytes	sur	les	images	prises	
au	microscope	(C).	*	p<0,05,	vs	Sham	;	†	p<0,05,	vs	ICC	;	#	p<0,05,	vs	ICC+rAAV8-SelTAla.	

	

De	même	que	dans	l’étude	précédente,	l’ICC	est	responsable	d’une	diminution	similaire	de	la	

perfusion	 du	 VG.	 Le	 traitement	 par	 le	 rAAV8-SelTSec	 permet	 une	 amélioration	 significative	 de	 la	

perfusion	cardiaque	et	de	la	densité	capillaire,	en	les	restaurant	à	des	valeurs	similaires	aux	témoins	

(Figure	 44).	 De	 plus,	 le	 traitement	 par	 le	 rAAV8-SelTAla	 ne	modifie	 ni	 la	 perfusion	 VG	 ni	 la	 densité	

capillaire	en	comparaison	des	animaux	ICC	non	traités.		
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II. Evaluations de la morphologie cardiaque  

1.	Evaluation	de	l’hypertrophie	et	de	la	fibrose		

a. Modèle de thérapie protéique par la SelT 

Figure	 45	 :	 Effets	 d’une	 thérapie	 protéique	 par	 la	 SelT	 sur	 l’hypertrophie	 cardiaque,	 la	 fibrose	

cardiaque	et	l’hypertrophie	des	cardiomyocytes	dans	un	modèle	d’I/R	chez	le	rat	Wistar	

L’hypertrophie	cardiaque	(A)	a	été	évaluée	par	pesée	des	ventricules	gauches	au	terme	du	protocole.	
La	densité	en	collagène	(B)	a	été	mesurée	histologiquement	par	coloration	au	rouge	Sirius.	Enfin,	 la	
taille	des	cardiomyocytes	(C)	est	mesurée	sur	coupes	histologiques	après	immuno-marquage	au	WGA.	
*	p<0,05,	vs	Sham	;	†	p<0,05,	vs	I/R.	

	

Afin	d’investiguer	le	rôle	délétère	l’I/R	ainsi	que	les	impacts	des	traitements	par	la	SelT	sur	la	

morphologie	cardiaque,	l’évaluation	de	la	fibrose	et	de	l’hypertrophie	cardiaque	ont	été	investiguées	

sur	les	cœurs	provenant	des	différents	groupes.	
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Ainsi,	la	pesée	des	ventricules	gauches	a	révélé	une	augmentation	significative	du	poids	de	ces	

derniers	 chez	 les	 rats	 I/R	 par	 rapport	 aux	 rats	 contrôles	 (Figure	 45	 A).	 Cette	 hypertrophie	

ventriculaire	 est	 également	 corrélée	 à	 une	 augmentation	 de	 la	 densité	 de	 collagène	 au	 niveau	

interstitiel	 (Figure	 45	 B).	 De	 plus,	 le	 traitement	 par	 la	 SelT,	 débutant	 à	 7	 jours	 post	 I/R,	 réduit	

significativement	 le	poids	des	VG	et	 la	 fibrose	cardiaque	 (7.97	±	0.65	 	vs	6.89	±	0.59	%,	 I/R-SelT	vs	

I/R).	

Par	 ailleurs,	 nous	 avons	 pu	 montrer	 que	 l’I/R	 entraînait	 une	 augmentation	 de	 la	 taille	 des	

cardiomyocytes	 et	 que	 la	 thérapie	 protéique	par	 la	 SelT	 permettait	 de	 corriger	 cette	 hypertrophie	

(Figure	45	C).	
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b. Modèle de thérapie génique par utilisation d’un rAAV9 

	

Figure	46	:	Effets	d’un	traitement	par	rAAV9-SelT	sur	l’hypertrophie	cardiaque,	la	fibrose	cardiaque	et	

l’hypertrophie	des	cardiomyocytes	dans	un	modèle	d’I/R	chez	le	rat	Wistar	

L’hypertrophie	cardiaque	(A)	a	été	évaluée	par	pesée	des	ventricules	gauches	au	terme	du	protocole.	

La	densité	en	collagène	(B)	a	été	mesurée	histologiquement	par	coloration	au	rouge	Sirius.	Enfin,	 la	

taille	des	cardiomyocytes	(C)	est	mesurée	sur	coupes	histologiques	après	immuno-marquage	au	WGA.	

*p<0,05,	vs	Sham;	†	p<0,05,	vs	ICC.	

	

	 Nous	avons	également	évalué	 l’hypertrophie	du	VG	ainsi	 que	 la	 fibrose	 lors	des	études	de	

thérapie	génique.	Ainsi,	l’ICC	est	responsable	d’une	augmentation	significative	du	poids	des	VG,	de	la	

taille	des	cardiomyocytes	ainsi	que	d’une	augmentation	de	la	densité	en	collagène.		
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	 De	plus,	 le	 traitement	par	un	 rAAV9-SelT	ne	permet	pas	de	diminuer	 l’hypertrophie	du	VG	

mais	 permet	 cependant	 de	 prévenir	 le	 dépôt	 de	 collagène	 au	 niveau	 interstitiel	 et	 également	

l’hypertrophie	des	cardiomyocytes	du	VG	(Figure	46).	

	

c. Modèle de thérapie génique par utilisation d’un rAAV8 

Figure	47	:	Effets	d’un	traitement	par	rAAV8-SelT	sur	l’hypertrophie	cardiaque,	la	fibrose	cardiaque	et	

l’hypertrophie	des	cardiomyocytes	dans	un	modèle	d’I/R	chez	le	rat	Wistar	

L’hypertrophie	cardiaque	(A)	a	été	évaluée	par	pesée	des	ventricules	gauches	au	terme	du	protocole.	
La	densité	en	collagène	(B)	a	été	mesurée	histologiquement	par	coloration	au	rouge	Sirius.	Enfin,	 la	
taille	des	cardiomyocytes	(C)	est	mesurée	sur	coupes	histologiques	après	immuno-marquage	au	WGA.	
*	p<0,05,	vs	Sham	;	†	p<0,05,	vs	ICC	;	#	p<0,05,	vs	ICC+rAAV8-SelTAla.	
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	 Lors	 de	 cette	 seconde	 étude	 de	 thérapie	 génique,	 nous	 avons	 pu	montrer	 que	 l’ICC	 était	

également	responsable	d’une	augmentation	du	poids	des	VG,	de	la	taille	des	cardiomyocytes	et	de	la	

densité	en	 collagène.	 L’utilisation	d’un	 rAAV8-SelTSec	 permet	de	 restaurer	 les	poids	du	VG,	 la	 taille	

des	cardiomyocytes	et	la	densité	en	collagène	à	des	niveaux	quasi	similaires	à	ceux	observés	chez	les	

animaux	contrôles	Sham.	En	revanche,	 le	traitement	par	un	rAAV8-SelTAla	ne	modifie	ni	 le	poids	du	

VG,	ni	la	taille	des	cardiomyocytes,	ni	la	densité	en	collagène	en	comparaison	des	animaux	contrôles	

ICC	(Figure	47).		

	

2.	Evaluation	de	la	taille	d’infarctus	

Figure	48	:	Effets	des	différents	traitements	utilisés	sur	la	taille	d’infarctus	

La	 taille	 d’infarctus	 a	 été	mesurée	 chez	 le	 rat	Wistar	 au	 terme	 des	 protocoles	 expérimentaux	 par	
coloration	au	rouge	Sirius.	*	p<0,05,	vs	Témoin	;	†	p<0,05,	vs	I/R	

	

Nous	 avons	par	 ailleurs	 cherché	 à	 évaluer	 les	 effets	 de	 traitements	par	 la	 SelT	 sur	 la	 taille	

d’infarctus.	Nous	 avons	pu	observé	que	 l’ischémie	 coronaire	 entraîne	 la	mise	 en	place	d’une	 zone	

infarcie	 de	 l’ordre	 de	 30%	 du	 VG	 qui	 se	 maintient	 au	 cours	 du	 temps	 (90	 jours).	 Du	 fait	 de	

l’administration	 des	 différents	 traitements	 7	 jours	 après	 l’ischémie	 coronaire,	 nous	 nous	 sommes	

affranchis	des	phases	précoces	de	remodelage	et	de	cicatrisation	de	 l’infarctus.	Ainsi,	nos	résultats	

démontrent	 sans	 surprise	 que	 la	 thérapie	 protéique	 par	 la	 SelT,	 la	 thérapie	 génique	 moyennant	

l’utilisation	d’un	rAAV9,	mais	également	moyennant	l’utilisation	d’un	rAAV8-SelT	n’influent	pas	sur	la	

taille	d’infarctus.	(Figure	48).		
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III. Evaluation de la fonction vasculaire  

1.	Modèle	de	thérapie	protéique	par	la	SelT	

	

Figure	49	 :	Effets	d’une	 thérapie	protéique	par	 la	SelT	 sur	 la	 fonction	vasculaire	coronaire	dans	un	

modèle	d’I/R	chez	le	rat	Wistar	

L’évaluation	de	 la	 fonction	vasculaire,	a	été	réalisée	à	 l’aide	du	myographe	de	Mulvany	sur	

les	 artères	 coronaires	 septales	 isolées	 de	 rats	 provenant	 des	 différents	 groupes.	 Cette	 mesure	

consiste	à	évaluer	la	réactivité	vasculaire	par	la	mesure	de	la	relaxation	NO-dépendante	des	artères	

coronaires	 en	 réponse	 à	 des	 concentrations	 croissantes	 d’ACh	 (10-9	 à	 3.10-5M)	 et	 ceci	 après	 pré-

constriction	par	la	5-HT.		

Nous	 avons	 pu	 constater	 que	 l’I/R	 entraîne	 une	 diminution	 significative	 de	 la	 capacité	 de	

relaxation	des	artères	coronaires.	De	plus,	la	thérapie	protéique	par	la	SelT,	initiée	7	jours	après	l’I/R	

et	poursuivie	pendant	28jours	améliore	significativement	la	relaxation	coronaire	(Figure	49).		
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2.	Modèle	de	thérapie	génique	par	utilisation	d’un	rAAV9	

	

Figure	50	:	Effets	d’un	traitement	par	rAAV9-SelT	sur	la	fonction	vasculaire	coronaire	dans	un	modèle	

d’ICC	chez	le	rat	Wistar	

L’évaluation	de	la	réactivité	vasculaire	des	artères	coronaires	septales	a	été	également	réalisée	

dans	 l’étude	de	 thérapie	 génique	par	 traitement	 par	 un	 rAAV9-SelT.	 Cette	 étude	 fonctionnelle	 sur	

artère	isolée	a	révélé	la	présence	d’une	importante	dysfonction	coronaire	chez	les	rats	ICC.	De	plus,	

le	 traitement	 par	 le	 rAAV9-SelT	 améliore	 significativement	 la	 relaxation	 coronaire	 médiée	 par	

l’acétylcholine	(Figure	50).	
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3.	Modèle	de	thérapie	génique	par	utilisation	d’un	rAAV8	

	

Figure	51	:	Effets	d’un	traitement	par	rAAV8-SelT	sur	la	fonction	vasculaire	coronaire	dans	un	modèle	

d’ICC	chez	le	rat	Wistar	

	

Ces	mesures	ont	également	été	réalisées	dans	l’étude	de	thérapie	génique	par	traiement	par	

un	 rAAV8-SelT.	 Nous	 avons	 pu	 montrer	 que	 le	 rAAV8-SelTSec	 permettait	 d’améliorer	

significativement,	 à	 des	 niveaux	 quasi	 comparables	 à	 ceux	 observés	 chez	 les	 contrôles	 Sham,	 la	

relaxation	 coronaire	 médiée	 par	 l’acétylcholine.	 En	 revanche,	 le	 rAAV8-SelTAla	 ne	 modifie	 pas	 la	

relaxation	coronaire	par	rapports	aux	rats	contrôles	ICC	(Figure	51).		
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IV. Evaluation du remodelage cardiaque 

1.	Mesure	du	stress	oxydant	cardiaque	

	

a. Modèle de thérapie protéique par la SelT 

Figure	52	:	Effets	d’une	thérapie	protéique	par	la	SelT	sur	les	taux	d’ARNm	de	différentes	molécules	

impliquées	dans	le	stress	oxdatif	dans	un	modèle	d’I/R	chez	le	rat	Wistar	

	

	 D’autre	 part,	 du	 fait	 du	 rôle	 antioxydant	 de	 la	 SelT	 dans	 d’autres	 contextes	

physiopathologiques,	 nous	 avons	 cherché	à	 évaluer	 ses	 effets	dans	 le	 remodelage	VG	 consécutif	 à	

une	 I/R	cardiaque.	Nous	avons	ainsi	pu	montrer	que	 l’I/R	était	responsable	d’une	augmentation	de	

l’expression	 de	 la	 NOX4,	 molécule	 pro-oxydante,	 mais	 également	 d’une	 diminution	 de	 molécules	

antioxydantes	telles	que	la	SOD2	et	la	GPx1.	De	plus,	nous	avons	démontré	que	la	thérapie	protéique	

par	la	SelT	permettait	une	diminution	significative	des	taux	d’ARNm	de	la	NOX4	et	une	augmentation	

significative	des	taux	d’ARNm	de	la	GPx1,	sans	pour	autant	modifier	les	taux	de	SOD2	(Figure	52).		
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b. Modèle de thérapie génique par utilisation d’un rAAV9 

	

Figure	53	:	Effets	d’un	traitement	par	rAAV9	sur	les	taux	d’ARNm	de	différentes	molécules	impliquées	

dans	le	stress	oxydatif	dans	un	modèle	d’ICC	chez	le	rat	Wistar	

	

Nous	avons	également	mesuré	les	taux	d’expression	des	mêmes	molécules	impliquées	dans	

la	balance	rédox	dans	nos	études	de	thérapie	génique.	Nous	avons	ainsi	pu	montrer	que	 l’ICC	était	

responsable	 d’un	 stress	 oxydatif	 cardiaque,	 représenté	 par	 une	 augmentation	 significative	 de	

molécules	 pro-oxydantes	 telles	 que	 la	 NOX4,	 et	 par	 une	 diminution	 significative	 des	 taux	 de	

molécules	 antioxydantes	 telles	 que	 la	 SOD2	 et	 la	 GPx1.	 De	 plus,	 la	 thérapie	 génique	 par	 la	 SelT,	

moyennant	l’utilisation	d’un	rAAV9-SelT	permet	de	contrebalancer	les	modifications	d’expression	de	

la	NOX4	et	de	 la	GPx1	mais	ne	modifie	pas	 les	taux	de	SOD2	en	comparaison	des	animaux	ICC	non	

traités	(Figure	53).		
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c. Modèle de thérapie génique par utilisation d’un rAAV8 

Figure	 54	:	 Effets	 d’un	 traitement	 par	 rAAV8-SelT	 sur	 les	 taux	 d’ARNm	 de	 différentes	 molécules	

impliquées	dans	le	stress	oxydatif	dans	un	modèle	d’ICC	chez	le	rat	Wistar	

	

Dans	 cette	 dernière	 étude	 de	 thérapie	 génique,	 nous	 avons	 montré	 que	 l’ICC	 était	

responsable	de	modification	similaires	des	profils	d’expression	géniques	de	NOX4,	SOD2	et	GPx1.	Le	

traitement	des	animaux	ICC	par	le	rAAV8-SelTSec	permet	de	rétablir	les	taux	d’expression	de	ces	trois	

gènes	à	des	taux	quasi	similaires	à	ceux	observés	chez	les	animaux	Sham.	De	plus,	le	traitement	par	

l’AAV	modifié	 rAAV8-SelTAla	ne	modifie	pas	 l’expression	de	ces	gènes	en	comparaison	des	animaux	

contrôles	ICC	(Figure	54).		

	

2.	Evaluations	des	propriétés	contractiles	des	cardiomyocytes	

Dans	 le	 but	 d’évaluer	 l’implication	 de	 la	 SelT	 dans	 la	 contractilité	 des	 cardiomyocytes,	 nous	

avons	réalisé	différentes	expérimentations	en	collaboration	avec	le	laboratoire	Inserm	U955	et	plus	

particulièrement	 le	Dr.	A.	de	Tassigny.	 	Nous	avons	ainsi	évalué	 l’impact	de	nos	thérapies	géniques	

par	la	SelT	sur	la	contraction	des	cardiomyocytes	ainsi	que	la	vitesse	de	contraction/relaxation	de	ces	

derniers.		
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a. Modèle de thérapie génique par utilisation d’un rAAV9 

	

	

	

	

Figure	 55	:	 Effets	 d’un	 traitement	 par	 rAAV9-SelT	 sur	 différents	 paramètres	 d’évaluation	 des	

propriétés	contractiles	des	cardiomyocytes	dans	un	modèle	d’ICC	chez	le	rat	Wistar	

	

	

Tout	 d’abord,	 nous	 avons	 pu	 montrer	 que	 l’ICC	 est	 à	 l’origine	 d’une	 diminution	 de	

pourcentage	de	raccourcissement	des	sarcomères.	De	plus,	l’ICC	entraîne	également	une	diminution	

des	 vitesses	 de	 contraction	 et	 de	 relaxation	 des	 cardiomyocytes.	 Le	 traitement	 par	 le	 rAAV9-SelT	

permet	d’améliorer	le	pourcentage	de	raccourcissement	du	sarcomère	mais	ne	modifie	pas	la	vitesse	

de	contraction/relaxation	des	cardiomyocytes	(Figure	55).		
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b. Modèle de thérapie génique par utilisation d’un rAAV8 

	

	

Figure	 56	:	 Effets	 d’un	 traitement	 par	 rAAV8-SelT	 sur	 différents	 paramètres	 d’évaluation	 des	

propriétés	contractiles	des	cardiomyocytes	dans	un	modèle	d’ICC	chez	le	rat	Wistar	

Dans	cette	seconde	étude,	nous	avons	pu	confirmer	nos	résultats	des	effets	de	l’ICC	sur	 les	

différents	paramètres	mesurés.	De	plus,	le	traitement	par	le	rAAV8-SelTSec	permet	un	rétablissement	

du	pourcentage	de	raccourcissement	du	sarcomère	à	des	niveaux	comparables	à	ceux	observés	chez	

les	 animaux	 contrôles	 Sham.	 Ce	 traitement	 permet	 également	 d’améliorer	 significativement	 les	

vitesses	 de	 contraction	 mais	 également	 de	 relaxation	 des	 cardiomyocytes	 en	 comparaison	 des	

animaux	contrôles	ICC	(Figure	56).		 	
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En	1817,	le	chimiste	suédois	Jöns	Jacob	Berzelius	découvrit	un	nouvel	élément	dans	une	cuve	

de	sa	fabrique	d’acide	sulfurique,	aux	caractéristiques	proches	du	tellure	et	du	soufre.	Cet	élément,	

baptisé	sélénium,	fut	considéré	telle	une	substance	toxique,	notamment	au	niveau	cardiovasculaire,	

et	 ce,	 jusqu’à	 la	 fin	 des	 années	 1950,	 lorsque	 la	 caractérisation	 du	 21ème	 acide	 aminé,	 la	

sélénocystéine,	et	des	sélénoprotéines	a	bouleversé	notre	vision	du	code	génétique	et	de	la	synthèse	

des	 protéines403.	 Bien	 que	 ce	 pan	 de	 la	 biologie	 soit	 en	 pleine	 expansion	 avec	 notamment	 la	

caractérisation	de	nouvelles	 sélénoprotéines	ou	de	 formes	Cys	 retrouvées	dans	divers	phylums	du	

vivant,	certaines	d’entre	elles	restent	à	ce	jour	peu	connues.		

La	 SelT	 fut	 découverte	 pour	 la	 première	 fois	 à	 l’aide	 du	 programme	 bio-informatique	

SECISearch62.	 Néanmoins	 il	 fallut	 attendre	 quatre	 années	 supplémentaires	 pour	 que	 celle-ci	 soit	

identifiée	au	cours	d’un	processus	cellulaire	par	les	chercheurs	de	l’Unité	Inserm	U982,	à	Rouen.	En	

effet,	 la	 SelT	 fait	 partie	 d’un	 ensemble	 de	 gènes	 dont	 l’expression	 est	 augmentée	 lors	 de	 la	

différenciation	de	cellules	sympatho-surrénaliennes	induite	par	le	neuropeptide	PACAP404.	Au	sein	de	

cette	lignée	cellulaire,	cette	sélénoprotéine	jouerait	un	rôle	potentiateur	sur	la	sécrétion	hormonale	

induite	par	le	PACAP,	en	facilitant	la	libération	du	calcium	stocké	dans	le	RE128.	Dès	lors,	les	travaux	

ont	 montré	 que	 la	 SelT	 est	 fortement	 exprimée	 lors	 de	 l’embryogénèse	 chez	 les	 rongeurs,	

notamment	au	sein	du	 futur	 système	nerveux,	puis	que	son	expression	décline	dès	 la	naissance	et	

n’est	 retrouvée	 que	 de	manière	 résiduelle	 dans	 quelques	 populations	 cellulaires	 du	 SNC128,133.	 De	

plus,	des	travaux	récemment	publiés	ont	montré	le	rôle	neuroprotecteur	de	la	SelT	et	son	implication	

dans	les	processus	comportementaux405.		

Pour	déterminer	les	fonctions	de	la	SelT,	les	chercheurs	de	l’Unité	Inserm	U982	ont	développé	

un	modèle	de	souris	transgénique	basé	sur	 la	technologie	Cre-loxP.	Le	croisement	de	souris	SelTfl/fl,	

dans	lesquelles	des	séquences	loxP	ont	été	insérées	de	part	et	d’autre	des	exons	2	et	3	du	gène	de	la	

SelT,	avec	des	souris	CMV-Cre,	a	permis	l’invalidation	de	ce	gène	dans	leur	descendance,	par	l’action	

de	 la	 recombinase	Cre	dont	 l’expression	est	 induite	par	 le	promoteur	du	 cytomegalovirus	humain.	

Toutefois,	 ce	modèle	 totalement	 invalidé	 pour	 cette	 sélénoprotéine	 n’a	 pu	 être	 exploité,	 puisqu’il	

s’est	avéré	 létal	dès	 les	premiers	stades	développementaux,	 témoignant	pourtant	du	rôle	essentiel	

de	la	SelT.		

Pour	répondre	à	nos	questions	sur	les	fonctions	de	cette	protéine	au	niveau	cardiovasculaire,	

un	second	modèle,	non	détaillé	dans	ce	manuscrit,	a	été	généré	pour	obtenir	une	invalidation	de	la	

SelT	restreinte	à	l’endothélium,	et	dont	la	caractérisation	a	fait	partie	de	ces	travaux	de	thèse.	Nous	
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avons	pu	montrer	que,	dans	une	lignée	de	souris	déficientes	en	SelT	endothéliale	(appelées	Tie2-SelT-

/-),	l’absence	de	SelT	au	niveau	des	cellules	endothéliales	entraînait	une	exacerbation	de	la	mortalité	

post-infarctus,	 comme	 vous	 pouvez	 le	 constater	 en	 figure	 57.	 Ainsi,	 la	 SelT	 endothéliale	 semble	

essentielle	à	la	survie	post-infarctus,	dès	lors	que	100%	des	animaux	Tie2-SelT-/-	décèdent	dans	les	12	

premiers	jours	de	remodelage	cardiaque.		

	

	

	

Figure	57	:	Evolution	de	la	mortalité	dans	les	jours	suivant	une	ligature	coronaires	chez	les	animaux	

Tie2-SelT-/-	

	

Ces	données	nous	 laissent	donc	supposer	un	rôle	bénéfique	 intrinsèque	de	 la	SelT	au	niveau	

cardiovasculaire,	dès	les	premières	phases	de	remodelage	cardiaque.		

Nous	 nous	 sommes	 ainsi	 intéressés	 au	 remodelage	 cardiaque	 consécutif	 à	 une	 I/R	 (ou	 LC	

définitive)	 et	 à	 son	 évolution	 en	 insuffisance	 cardiaque	 chronique.	 Tout	 d'abord,	 nous	 avons	 pu	

montrer	qu'une	ischémie	de	45	minutes	par	ligature	de	l'artère	coronaire	gauche	chez	le	rat	Wistar,	

suivie	 d'une	 reperfusion	 est	 responsable	 d'une	 altération	 morphologique	 et	 fonctionnelle	 du	 VG	

similaire	 à	 celle	 observée	 lors	 d'une	 ligature	 coronaire	 définitive.	 En	 effet,	 les	 mesures	

échocardiographiques	réalisées	un	mois	post	I/R	ainsi	que	celles	réalisées	à	3	mois	post-ligature,	ont	

permis	 de	 montrer	 un	 amincissement	 progressif	 de	 la	 paroi	 de	 la	 zone	 infarcie	 et	 une	 dilatation	
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croissante	 de	 la	 cavité	 du	 ventricule	 gauche,	 traduite	 par	 une	 augmentation	 des	 diamètres	

systoliques	et	diastoliques	du	ventricule	gauche.	De	plus,	nous	avons	pu	montrer	 l’existence	d’une	

taille	 d'infarctus	 comparable	 aux	 deux	 temps	 mesurés,	 nous	 permettant	 de	 distinguer	 les	 deux	

phases	 de	 remodelage	 cardiaque	 traditionnellement	 décrites,	 à	 savoir	 la	 phase	 d'expansion	 de	

l'infarctus	ainsi	que	la	phase	de	dilatation	du	VG,	en	nous	focalisant	sur	l’étude	de	la	seconde	phase	

du	remodelage.		

De	 plus,	 ces	 modifications	 morphologiques	 ne	 sont	 pas	 isolées	 mais	 sont	 associées	 à	 des	

altérations	de	la	fonction	du	VG.	En	effet,	nous	avons	pu	montrer	une	diminution	progressive	de	la	

fraction	de	 raccourcissement	du	VG	ainsi	qu'une	chute	du	débit	 cardiaque.	En	outre,	 la	mesure	de	

l'hémodynamique	 cardiaque	 invasive,	 par	 évaluation	 des	 courbes	 pression-volume,	 nous	 a	 permis	

d'évaluer	 la	 fonction	 cardiaque	 indépendamment	de	 la	 charge	et	de	 la	 fréquence	cardiaque.	Ainsi,	

nous	avons	pu	mettre	en	évidence	une	altération	de	la	capacité	contractile	du	cœur,	illustrée	par	une	

diminution	 significative	 de	 la	 pente	 des	 relations	 pression-volume	 en	 télé-systole,	 reflet	 d'une	

diminution	 de	 l'élastance	 ventriculaire	 gauche	 ;	 associée	 à	 une	 atteinte	 de	 la	 fonction	 diastolique,	

illustrée	 par	 une	 augmentation	 significative	 de	 la	 pente	 des	 relations	 pression-volume	 en	 télé-

diastole,	reflet	d'une	diminution	de	la	compliance	cardiaque.	Ces	résultats,	que	nous	avons	obtenus	à	

moyen	et	à	long	terme,	sont	comparables	à	ceux	observés	classiquement	dans	la	littérature,	que	ce	

soit	moyennant	des	modèles	d'I/R	ou	des	modèles	de	ligature	coronaire	définitive.		

A	l’heure	actuelle,	aucune	étude	expérimentale	ou	clinique	n’a	démontré	de	corrélation	entre	

les	taux	de	SelT	et	le	remodelage	cardiaque	induit	par	l’ischémie.	Néanmoins,	nous	avons	également	

pu	montrer	que	la	SelT	était	réexprimée	précocement	et	durablement	suite	à	une	ligature	coronaire	

chez	 la	souris	(donnée	non	détaillées	dans	ce	manuscrit).	En	effet,	 la	SelT	est	réexprimée	au	niveau	

cardiaque	 dès	 30	minutes	 d’ischémie	 et	 son	 expression	 reste	 significativement	 augmentée	 7	 jours	

après	 la	 ligature	 coronaire.	 Ces	 données	 sont	 en	 concordance	 avec	 celles	 observées	 lors	 d'une	

hypoxie	 cérébrale	 chez	 la	 souris.	 En	 effet,	 Ikematsu	 et	 ses	 collaborateurs	 ont	 pu	 montrer	 une	

augmentation	de	l'expression	de	la	SelT	au	niveau	cérébral	dès	30	minutes	d’hypoxie.	Cette	hypoxie	

modérée	a	été	suggérée	comme	étant	à	l’origine	de	cette	augmentation	d’expression,	mais	ne	l’est	

probablement	 pas	 en	 ce	 qui	 concerne	 l’augmentation	 précoce	 observée	 au	 niveau	 cardiaque.	 En	

effet,	au	niveau	cardiaque,	une	hypoxie/ischémie	tissulaire	dans	la	zone	non	infarcie	ne	s’installe	que	

très	 progressivement	 dans	 les	 heures	 qui	 suivent	 l’infarctus,	 secondairement,	 d’une	 part,	 à	 une	

diminution	 de	 la	 perfusion	 tissulaire	 causée	 par	 une	 raréfaction	 capillaire	 et	 d’autre	 part,	 à	 une	

augmentation	du	travail	cardiaque398.	Ainsi,	durant	la	première	semaine	suivant	la	ligature	coronaire,	
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correspondant	à	notre	étude,	ce	phénomène	n’est	pas	encore	opérationnel	dans	la	zone	non	infarcie	

et	laisse	au	contraire	place	à	une	hyper-perfusion	du	tissu	viable399.		

Au	vu	de	ces	données	et	de	l’absence	de	publication	relative	à	l’implication	de	la	SelT	dans	le	

post-infarctus,	nos	travaux	se	sont	dirigés	vers	la	mise	en	évidence	d’un	rôle	potentiel	de	la	SelT	au	

cours	de	cette	pathologie	et	au	cours	du	développement	de	l’insuffisance	cardiaque	chronique.	De	ce	

fait,	 le	but	principal	de	notre	étude	a	été	d’évaluer	 les	effets	d’une	supplémentation/surexpression	

en	 SelT	 (moyennant	 soit	 la	 perfusion	 de	 peptide	 via	 des	 minipompes	 osmotiques,	 soit	 la	

surexpression	génique	de	la	SelT	moyennant	deux	vecteurs	rAAV	différents)	sur	la	fonction	cardiaque	

et	 vasculaire	 dans	 un	 modèle	 d’ischémie	 cardiaque	 chez	 le	 rat.	 De	 plus,	 nous	 avons	 fait	 le	 choix	

d’initier	 notre	 traitement	 7	 jours	 après	 l’épisode	 ischémique	 afin	 de	 nous	 affranchir	 de	 la	 phase	

d’expansion	 de	 l’infarctus	 et	 de	 nous	 focaliser	 sur	 la	 phase	 de	 remodelage	 tardif	 observé	

consécutivement	à	l’infarctus	du	myocarde.		

Nous	 avons	 ainsi	 pu	montrer	 que	 la	 supplémentation	 en	 SelT	 lors	 d’une	 thérapie	 protéique	

permet,	à	moyen	terme,	d’améliorer	l’amincissement	de	la	paroi	antérieure	du	VG	à	la	fois	en	systole	

et	en	diastole,	mais	également	la	dilatation	ventriculaire	gauche	par	rapport	aux	animaux	non	traités.	

Cette	limitation	du	remodelage	cardiaque	à	moyen	terme	n’est	pas	liée	à	une	modification	de	la	taille	

de	 l’infarctus.	 Ceci	 s’explique	 par	 le	 fait	 qu’à	 7	 jours	 de	 reperfusion,	 date	 à	 laquelle	 est	 initié	 le	

traitement,	la	zone	infarcie	est	entièrement	remplacée	par	une	zone	cicatricielle	fibreuse.	Ainsi,	nos	

résultats	témoignent	pour	la	première	fois	d’une	action	bénéfique	de	la	SelT	dans	le	mécanisme	de	

remodelage	 post-I/R	 de	 la	 zone	 saine	 du	 myocarde.	 Parallèlement	 à	 ces	 améliorations	

morphologiques,	nous	avons	pu	montrer	une	amélioration	de	la	fonction	du	VG	suite	au	traitement	

protéique.	En	effet,	la	thérapie	protéique	par	la	SelT	entraîne	une	amélioration	de	la	FR	et	du	DC	en	

comparaison	 des	 animaux	 non	 traités.	 De	 même,	 l’altération	 des	 paramètres	 hémodynamiques	

ventriculaires	 gauche	 est	 clairement	 améliorée	 par	 le	 traitement.	 Ainsi,	 en	 améliorant	

considérablement	la	fonction	et	l’altération	de	la	morphologie	du	VG,	nos	données	montrent	pour	la	

première	fois	l’intérêt	du	ciblage	thérapeutique	de	la	SelT	dans	le	post-infarctus.		

Ces	 données	 ont	 été	 confirmées	 dans	 les	 différents	modèles	 de	 thérapie	 génique	 que	 nous	

avons	utilisés.	En	effet,	 le	traitement	des	animaux	ICC	par	un	rAAV-SelT	(soit	8,	soit	9,	exprimant	la	

forme	classique	de	la	protéine),	permet	d’améliorer	significativement	la	fonction	cardiaque	mesurée	

par	échocardiographie	à	90	jours.	La	SelT	permet	donc	de	limiter	le	remodelage	tardif	du	myocarde	

et	de	restreindre	la	perte	fonctionnelle	observée	classiquement	dans	l’ICC.		
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L’amélioration	de	la	fonction	cardiaque	après	traitement	par	la	SelT	pourrait	s’expliquer	par	les	

effets	de	la	SelT	sur	la	signalisation	calcique.	En	effet,	il	a	été	montré	dans	des	travaux	expérimentaux	

réalisés	 par	 Grumolato	 et	 ses	 collaborateurs	 que	 la	 SelT	 était	 impliquée	 dans	 la	 régulation	 de	 la	

signalisation	 calcique	 124.	 De	 plus,	 la	 localisation	 subcellulaire	 de	 la	 SelT	 dans	 le	 réticulum	

endoplasmique,	 source	 majeure	 du	 calcium	 intracellulaire	 souligne	 son	 rôle	 potentiel	 sur	 cette	

signalisation.	 Nous	 avons	 ainsi	 pu	 montrer	 que	 l’ICC	 entraînait	 une	 altération	 significative	 de	 la	

contractilité	des	cardiomyocytes	par	fonction	isolée.	Dans	nos	travaux,	la	stimulation	de	l’expression	

de	 la	 SelT	 permet	 une	 nette	 amélioration	 de	 ces	 paramètres,	 et	 pourrait	 donc	 expliquer	

l’amélioration	de	la	fonction	cardiaque.		

De	plus,	comme	décrit	précédemment,	 les	dommages	cardiaques	au	cours	du	remodelage	et	

de	l’ICC	se	caractérisent	notamment	par	une	altération	de	la	compliance	cardiaque.	L’augmentation	

de	 la	rigidité	cardiaque	a	souvent	été	associée	à	 la	présence	d’une	importante	fibrose	 interstitielle.	

Nos	mesures	de	la	fibrose	cardiaque	par	coloration	au	Rouge	Sirius	ont	révélé	une	augmentation	de	

la	densité	en	collagène,	attendue	du	 fait	des	processus	de	cicatrisation	et	de	remodelage	observés	

consécutivement	 à	 l’infarctus.	 La	 mise	 en	 place	 d’une	 fibrose	 cicatricielle	 pourrait	 participer	 à	 la	

dégradation	de	la	fonction	cardiaque.	Il	semblerait	donc	dans	notre	modèle	que	la	SelT	ait	un	rôle	à	

jouer	 sur	 la	 fibrose	 interstitielle	dès	 lors	qu’elle	est	 significativement	diminuée	dans	 l’ensemble	de	

nos	modèles	expérimentaux,	expliquant	en	partie	l’amélioration	de	la	fonction	cardiaque.		

Outre	 ces	 mécanismes,	 le	 statut	 rédox	 cardiaque	 semble	 être	 un	 facteur	 majeur	 afin	

d’expliquer	les	effets	bénéfiques	d’une	stimulation	de	la	Selt	dans	le	remodelage	VG	et	l’ICC.	En	effet,	

il	 est	 désormais	 clairement	 établi	 que	 la	 mort	 cellulaire	 engendrée	 par	 l’ischémie,	 l’inflammation	

ainsi	que	la	déplétion	en	O2,	résultent	en	un	déséquilibre	de	la	balance	pro-/anti-oxydante	et	donc	en	

l’instauration	 d’un	 stress	 oxydant	 majeur	 au	 niveau	 cardiaque400.	 Plusieurs	 études	 ont	 montré,	 à	

l’aide	 d’outils	 pharmacologiques,	 que	 la	 supplémentation	 en	 enzymes	 antioxydantes	 au	 cours	 du	

remodelage	VG	est	capable	de	diminuer	 l’apoptose,	de	 limiter	 la	 fragmentation	de	 l’ADN	et	 in	 fine	

d’améliorer	la	fonction	cardiaque	.	

Ainsi,	 il	 semblerait	 que	 l’amélioration	 de	 la	 fonction	 cardiaque	 induite	 par	 la	 stimulation	 de	

l’expression	de	 la	SelT	 soit	due	à	 l’amélioration	des	 flux	calciques	permettant	ainsi	une	diminution	

globale	 du	 stress	 oxydant	 au	 sein	 du	 VG.	 Ceci	 est	 illustré	 par	 la	 diminution	 des	 enzymes	 pro-

oxydantes	 telles	 que	 la	 NOX4,	mais	 également	 par	 une	 augmentation	 des	 défenses	 antioxydantes	

telles	que	les	SOD.		
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De	 plus,	 l’amélioration	 de	 la	 relaxation	 coronaire	 permet	 également	 d’étayer	 cet	 argument,	

avec	 notamment	 une	 augmentation	 des	 taux	 de	 NO	 au	 niveau	 cardiomyocytaire	 qui	 permet	

d’améliorer	la	contractilité	et	la	relaxation398.	Cette	amélioration	de	la	relaxation	coronaire	contribue	

à	 l’amélioration	de	 la	 perfusion	myocardique	 et	 ainsi	 à	 une	diminution	de	 l’hypoxie.	 Ceci	 entraîne	

donc	par	conséquence	une	diminution	de	l’activation	des	mécanismes	du	remodelage	cardiaque,	tels	

que	l’inflammation	et	l’activation	du	système	RAA.		

	

Parallèlement,	 nous	 avons	 également	 souhaité	 investiguer	 l’implication	 de	 la	 sélénocystéine	

dans	 les	différents	effets	médiés	par	 la	 SelT	au	niveau	 cardiaque	et	 vasculaire.	Pour	 ce	 faire,	nous	

avons	 utilisé	 deux	 vecteurs	 rAAV	 différents,	 l’un	 permettant	 l’expression	 de	 la	 SelT	 sous	 sa	 forme	

native,	et	l’autre	permettant	l’expression	d’un	gène	dans	lequel	le	résidu	Sec	a	été	modifié	par	une	

Ala.	Nous	 avons	 pu	montrer	 que	 la	 thérapie	 génique	par	 l’utilisation	 du	 rAAV8-SelTSec	 permet	 une	

amélioration	franche	de	la	fonction	et	du	remodelage	cardiaque	ainsi	que	de	la	relaxation	coronaire.	

En	 revanche,	 l’utilisation	 du	 rAAV8-SelTAla	 ne	 modifie	 pas	 l’ensemble	 de	 ces	 paramètres	 en	

comparaison	des	animaux	non	traités.	Il	semblerait	donc	que	l’ensemble	des	effets	bénéfiques	de	la	

SelT	soient	médiés	par	le	résidu	Sec.		

L’implication	du	résidu	Sec	dans	les	effets	bénéfiques	de	la	SelT	a	été	suggérée	au	travers	de	la	

séquence	 CXXU	 401–403.	 En	 effet,	 des	 travaux	 réalisés	 in	 vitro	 dans	 une	 lignée	 de	 neuroblastomes	

humains	 (SH-5Y)	 et	 in	 vivo,	 dans	un	modèle	murin	 invalidé	pour	 la	 SelT	 dans	 les	 cellules	 neurales,	

révèlent	 que	 la	 SelT	 protège	 les	 cellules	 du	 stress	 oxydatif	 via	 son	 motif	 CXXU402.	 Castex	 et	 ses	

collaborateurs	 ont	 montré	 que	 la	 SelT	 est	 nécessaire	 à	 la	 survie	 des	 neurones	 durant	 le	

développement	cérébral	en	prévenant	 l’augmentation	des	ERO403.	Enfin,	Abid	et	ses	collaborateurs	

ont	montré	l’implication	de	la	SelT	dans	une	cascade	de	signalisation	cellulaire	qui	intervient	dans	la	

survie	cellulaire	contre	le	stress	oxydant	(Abid	et	al.,	soumis).		

De	plus,	il	est	établi	que	certaines	sélénoprotéines	(GPx5,	7,	8	et	Trx2)	conservent	leur	fonction	

lorsque	le	résidu	Sec	est	remplacé	par	une	Cys62.	En	effet,	l’avantage	que	procure	la	présence	d’une	

Sec	en	comparaison	du	Cys	au	sein	des	sélénoprotéines	fait	l’objet	de	débats	actuellement.	Il	semble	

que	l’environnement	du	résidu	Sec	ait	plus	d’influence	sur	le	potentiel	rédox	que	la	nature	Sec	ou	Cys	

du	 résidu	 présent	 au	 niveau	 du	 site	 actif	 404.	 En	 revanche,	 l’incorporation	 du	 sélénium	 dans	 les	

sélénoprotéines	 leur	 confère	 un	 niveau	 de	 régulation	 supplémentaire	 dont	 sont	 dépourvus	 les	

homologues	contenant	une	Cys.		
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Nos	 résultats	 semblent	 donc	 conforter	 cette	 hypothèse	 d’importance	 du	 résidu	 Sec	 en	

comparaison	 d’une	 alanine,	 résidu	 simple	 et	 sans	 propriété	 antixodyante.	 Néanmoins,	 la	 part	

d’importance	de	 la	Sec	en	comparaison	de	 la	Cys	 reste	encore	à	déterminer	en	ce	qui	 concerne	 la	

SelT.			
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Les	travaux	présentés	dans	cette	thèse	ont	permis	de	montrer	l’importance	de	la	SelT	dans	le	

système	cardiovasculaire	ainsi	que	l’importance	de	sa	stimulation	dans	le	traitement	de	l’ICC.		

La	première	partie	de	ce	travail	a	permis	de	révéler,	pour	 la	première	fois,	qu’une	thérapie	

protéique	par	la	SelT,	moyennant	l’utilisation	de	minipompes	osmotiques,	améliore	significativement	

le	 débit	 cardiaque	 et	 la	 fraction	 de	 raccourcissement	 du	 VG.	 Cette	 thérapie	 permet	 également	

d’améliorer	les	pressions	télé-systoliques	et	diastoliques	ainsi	que	la	perfusion	coronaire	du	VG.	Ces	

changements	sont	associés	à	une	diminution	du	stress	oxydant	au	niveau	cardiaque	ainsi	qu’à	une	

diminution	 de	 l’inflammation.	 Cette	 étude	 fut	 un	 préalable	 à	 nos	 études	 de	 thérapie	 génique	 que	

nous	avons	réalisé	dans	un	second	temps.		

Le	second	chapitre	de	ce	travail	a	visé	en	la	mise	au	point	d’un	modèle	de	thérapie	génique	

cardiaque	chez	le	rat.	Cette	étude	a	été	réalisée	en	collaboration	étroite	avec	le	Dr.	Adriouch	(U905,	

Rouen).		

Tout	 d’abord,	 nous	 avons	 évalué	 les	 effets	 d’un	 traitement	 par	 un	 AAV9	 recombinant	

permettant	la	majoration	de	l’expression	de	la	SelT,	principalement	au	niveau	cardiaque.	Nous	avons	

pu	montrer	que	 le	 traitement	par	 le	 rAAV9-SelT	permettait	de	diminuer	 la	dilatation	du	VG	3	mois	

après	 la	 LC.	 La	 thérapie	 génique	 cardiaque	 a	 ainsi	 permis	 d’améliorer	 le	 débit	 et	 la	 perfusion	

cardiaque,	mais	également	la	compliance	et	l’élastance	du	ventricule	gauche,	paramètres	essentiels	à	

sa	fonction.		

Enfin,	la	dernière	partie	de	cette	thèse	nous	a	permis	d’évaluer	les	effets	d’un	traitement	par	

un	AAV8	recombinant,	entraînant	la	majoration	de	l’expression	de	la	SelT	au	niveau	systémique.	Le	

suivi	échocardiographique	des	animaux	nous	a	permis	de	montrer	que	la	thérapie	par	rAAV8-SelTSec	

restaure	le	débit	cardiaque	3	mois	après	LC,	et	améliore	considérablement	la	dilatation	du	ventricule	

gauche.	Par	ailleurs,	l’élastance	et	la	compliance	du	VG	sont	significativement	améliorées,	ainsi	que	la	

fraction	de	raccourcissement	du	VG.		

De	plus,	nous	avons	pu	montrer	l’importance	cruciale	du	résidu	sélénocystéine	au	sein	de	la	

séquence	de	la	protéine	SelT.	En	effet,	 l’ensemble	des	effets	bénéfiques	observés	a	totalement	été	

inhibé	par	le	remplacement	de	ce	résidu	Sec	par	une	Alanine.	Il	semblerait	donc	que	l’essentiel	des	

mécanismes	 d’actions	 de	 la	 SelT	 soient	 médiés	 par	 le	 résidu	 sélénocystéine.	 Néanmoins,	 il	 serait	

intéressant	de	poursuivre	cette	étude	en	comparant	les	effets	de	la	SelT	médiés	par	la	sélénocystéine	

en	les	opposants	à	ceux	médiés	par	le	sélénium	seul.		
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	 Ce	travail	de	thèse	a	ainsi	permis	d’apporter	la	preuve	de	concept	de	l’intérêt	d’une	thérapie	

cardiovasculaire	 par	 la	 SelT,	 moyennant	 l’utilisation	 d’un	 vecteur	 rAAV.	 Néanmoins,	 ces	 résultats	

restent	à	conforter	par	des	études	à	plus	long	terme,	impliquant	notamment	la	mesure	de	la	survie	à	

moyen	et	long	terme,	paramètre	essentiel	à	la	validation	de	l’intérêt	thérapeutique.		

Enfin,	l’utilisation	des	rAAV	étant	soumise	à	de	nombreuses	réglementations,	notamment	en	

ce	 qui	 concerne	 les	 dosages,	 il	 serait	 intéressant	 de	 tester	 d’autres	 doses	 de	 vecteur	 afin	 de	

minimiser	 l’impact	 immunologique	potentiel	 de	 cette	 thérapie	 sur	 le	 court	 et	 long	 terme,	 à	 la	 fois	

chez	l’animal,	mais	également	chez	l’homme.		
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1

Myocardial infarction (MI) is increasing worldwide and is 
a major cause of death in industrialized countries, with 

≈25% of patients developing congestive heart failure (HF).1 
MI is associated with adverse left ventricular (LV) remodel-
ing, involving cardiomyocyte hypertrophy and cardiac fibrosis, 
which together contribute to alterations in cardiac architecture 
and ischemic HF.2 Identification of novel therapeutic targets to 
reduce cardiac remodeling, post-infarct, is a current challenge.

Aldosterone, via activation of the mineralocorticoid recep-
tor (MR), is a key regulator of blood pressure and electrolytic 
balance.3 It plays an important role in cardiac remodeling via 
the MR, promoting inflammation, fibrosis, and hypertrophy.4–6 

Previous studies have demonstrated the beneficial effects of 
MR antagonists (MRAs) in preclinical models of MI7 and 
in patients with HF after MI. The EPHESUS (Eplerenone 
Post-Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and 
Survival Study)8 reported that the addition of eplerenone to 
standard medical therapy improved survival in patients with 
LV dysfunction after MI. The beneficial effects of MRAs, 
post-MI, have also been demonstrated in patients without HF.9 
A recent study has demonstrated that a nonsteroidal MRA, 
finerenone, improved LV and coronary function post-MI.10 
Despite accumulating evidence that MRAs are beneficial 
in MI, a better understanding of the underlying mechanism 

See Editorial Commentary, pp xxx–xxx

Abstract—Myocardial infarction (MI) is accompanied by cardiac fibrosis, which contributes to cardiac dysfunction. 
Mineralocorticoid receptor (MR) antagonists have beneficial effects in patients with left ventricular (LV) dysfunction 
after MI. We herein investigated the role of the MR target NGAL (neutrophil gelatinase–associated lipocalin) in post-
MI cardiac damages. Both higher baseline NGAL and a greater increase in serum NGAL levels during follow-up were 
significantly associated with lower 6-month LV ejection fraction recovery in a cohort of 119 post-MI patients, as assessed 
by cardiac magnetic resonance imaging. NGAL protein levels increased in the LV at 7 days post-MI in wild-type mice 
with MI. This effect was prevented by treatment with the nonsteroidal MR antagonist finerenone (1 mg/kg per day). NGAL 
knockout mice with MI had lower LV interstitial fibrosis and inflammation, better LV contractility and compliance, and 
greater stroke volume and cardiac output than wild-type mice with MI at 3 months post-MI. Aldosterone (10−8 mol/L) 
increased NGAL expression in cultured human cardiac fibroblasts. Cells treated with aldosterone or NGAL (500 ng/mL) 
showed increased production of collagen type I. The effects of aldosterone were abolished by finerenone (10−6 mol/L) or 
NGAL knockdown. This NGAL-mediated activity relied on NFκB (nuclear factor-κB) activation, confirmed by the use of 
the NFκB-specific inhibitor BAY11-7082, which prevented the effect of both aldosterone and NGAL on collagen type I 
production. In conclusion, NGAL, a downstream MR activation target, is a key mediator of post-MI cardiac damage. NGAL 
may be a potential therapeutic target in cardiovascular pathological situations in which MR is involved.  (Hypertension. 
2017;70:00-00. DOI: 10.1161/HYPERTENSIONAHA.117.09791.) • Online Data Supplement
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linking MR activation and its impact on MI is critical and may 
help to identify new biotargets in MI.

Lcn2 (lipocalin 2), also known in humans as NGAL (neu-
trophil gelatinase–associated lipocalin) or oncogene 24p3, 
was previously identified as a novel MR target in the cardio-
vascular system.11–13 NGAL is a 25 kDa glycoprotein belong-
ing to the lipocalin superfamily.14,15 In a recent study from our 
group, we demonstrated that NGAL plays a key role in blood 
pressure and cardiovascular extracellular matrix remodel-
ing after MR activation. Genetic NGAL inactivation in mice 
blunted hypertension and vascular fibrosis induced by aldo-
sterone/salt challenge.12 We hypothesized that the MR target 
NGAL is a key factor in the development of cardiac fibrosis 
and cardiac dysfunction induced by MI, as MR activation is 
associated with deleterious effects in MI.

We studied the direct effects of NGAL on cardiac func-
tion and extracellular matrix remodeling by combining a 
clinical survey of NGAL serum levels in a cohort of post-
MI patients and preclinical studies in NGAL knockout (KO) 
mice subjected to left coronary artery ligations. We explored 
underlying mechanisms in primary cultures of human car-
diac fibroblasts, one of the major cellular components of 
the heart.

Methods
Detailed methods are available in the online-only Data Supplement.

Post-MI Cohort
The study population comprised 119 patients who were success-
fully reperfused after a first acute ST-segment–elevation myocardial 
infarction, included in a prospective monocentric cohort study (REMI 
Study [Relation Between Aldosterone and Cardiac Remodeling After 
Myocardial Infarction]), and performed in a university hospital 
between April 2010 and December 2013.16 Patients underwent car-
diac magnetic resonance during the first 4 days of the acute event and 
at the 6-month follow-up. The study was approved by an institutional 
review committee, and the subjects gave informed consent. It was 
sponsored by the Nancy Centre Hospitalier Régional Universitaire.

Myocardial Infarction
Experiments conformed to the 2010/63 directive of the European 
Union and the Guide for Care and Use of Laboratory Animals of the 
US National Institute of Health (No. 85-23). Left coronary artery 
ligations were performed in 8-week-old male NGAL KO C57BL/6J 
mice with MI (NGAL KO-MI; n=6–13) and wild-type littermates 
with MI (WT-MI; n=6–13) under anesthesia (3.6 mg/kg xylazine, 
intraperitoneal, plus 2% isoflurane). Analgesia was induced using 
buprenorphine (0.05 mg/kg, subcutaneous) just after induction of 
anesthesia and after 6, 12, 24, and 48 hours after coronary artery 
ligation. The snare was not tied for sham-operated mice (WT-Sham; 
n=6–9). Finerenone (1 mg/kg per day) was administered as a food 
additive for 7 days, starting the day after MI.

Cell Culture
Human cardiac fibroblasts were obtained from Promocell and main-
tained in medium (Fibroblast Media 3). Cells were cultured according 
to the manufacturer’s instructions and used between passages 5 and 7. 
Cells were stimulated with aldosterone (10−8 mol/L; Sigma), finere-
none (10−6 mol/L; Bayer), or recombinant human NGAL (hNGAL; 
500 ng/mL; R&D Systems) for 24 hours for protein analysis. The 
doses were chosen based on previous studies.6,12

For the study of the intracellular pathways, cells were treated 
with recombinant hNGAL for 5, 10, 30, and 60 minutes. The chemi-
cal inhibitors PD98059 (Sigma Aldrich) and BAY 11-7082 (Sigma 
Aldrich) were added at 10−5 mol/L 1 hour before NGAL stimulation.

Statistics
Data are presented as the means±SEM. Student t test (2-tailed) was 
used to compare paired groups of independent samples. ANOVA 
with Bonferroni adjustment for post hoc tests was used for multiple 
comparisons.

Continuous data from the REMI cohort are presented either as the 
means+SD or the median (25–75 percentile). A paired t test was used 
to compare values obtained at baseline and 6 months. The associa-
tions between baseline NGAL levels and changes in NGAL levels 
with LV ejection fraction (LVEF) recovery were evaluated using 
multivariable linear regression models. The outcome variable of this 
model was the change in the LVEF between baseline and 6 months, 
expressed as a continuous variable. Thus, a positive β value provid-
ed by the linear regression model indicates greater LVEF recovery 
(ie, an increased LVEF within 6 months of the baseline evaluation). 
Adjustment variables were selected a priori based on their known as-
sociation with post-MI remodeling.

Data analysis was performed using GraphPad Prism V6.01 
(GraphPad Software, San Diego, CA) Software Inc and SAS version 
9.3 (SAS Institute Inc, Cary, NC). The predetermined significance 
level was P <0.05.

Results
NGAL Is Associated With Lower LVEF Recovery in 
Patients After MI
The study group consisted of 119 post-MI patients: 56±10 
years old, 85.7% men, Killip class 2 to 3 9.2%, baseline 
median B-type natriuretic peptide 152 pg/mL (80–257), 
and loop diuretics at baseline 2.1%. Overall, NGAL levels 
remained stable during follow-up (71.6 ng/mL [60.3–91.3 ng/
mL] at baseline versus 71.7 ng/mL [55.9–89.0 ng/mL] at 6 
months [P=0.35]), and the LVEF rose from 42±8% to 49±9% 
(P<0.001). In multivariable linear regression adjusted for ante-
rior myocardial location, baseline B-type natriuretic peptide, 
baseline infarct size, and baseline LVEF, both higher baseline 
serum NGAL levels (β per 10 ng/mL increase=−0.82±0.25; 
P=0.001) and a larger increase in serum NGAL levels during 
follow-up (β per 10 ng/mL increase=−0.82±0.22; P=0.0003) 
were significantly associated with lower recovery of LVEF 
after 6 months, evaluated by cardiac magnetic imaging 
(Table 1).

Inactivation of NGAL Improves LV Function and 
Cardiac Remodeling in MI
We investigated the role of NGAL in the recovery of LV func-
tion and cardiac remodeling after MI in mice by inducing MI 
in NGAL KO mice and WT littermates. Of note, all functional 
and histological parameters were similar between WT-Sham 
and NGAL KO-Sham mice (Table 1 in the online-only Data 
Supplement). We measured a 1.7-fold increase in cardiac 
NGAL protein levels at 7 days post-MI in WT mice (Figure 
S1) and aldosterone plasma levels in WT-MI mice (572.8±6.9 
pg/mL) when compared with WT-Sham mice (416.7±6.9 
pg/mL; P<0.05). Echocardiography showed that WT-MI 
mice at 7 days post-MI displayed greater LV end-systolic 
and end-diastolic diameters than sham-operated (WT-Sham) 
mice, together with reduced fractional shortening without 
modifications in stroke volume or in cardiac output. NGAL 
KO-MI mice partly blunted the modifications in LV diameters 
observed in WT-MI mice (Table 2). Infarct size was similar 
between WT-MI and NGAL KO-MI (%: WT-MI 34±3, n=9 
versus NGAL KO-MI 39±4, n=8; nonsignificant).
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Echocardiography data 3 months post-MI showed that 
WT-MI mice displayed greater LV end-systolic and LV end-
diastolic diameters than WT-Sham, together with reduced 
fractional shortening (Table 2). This was accompanied by 
decreased stroke volume and reduced cardiac output in the 
WT-MI mice. NGAL KO-MI mice had a lower LV end-sys-
tolic diameter, with a trend toward better fractional shorten-
ing, than WT-MI mice, participating in the improvement of 
both stroke volume and cardiac output at 3 months post-MI 
(Table 2).

Three months post-MI, LV hemodynamic studies showed 
that the dP/dt

max
 and dP/dt

min
 rates of LV pressure rise and 

fall, taken as indices of global LV contractility and diastolic 
function, were negatively altered in WT-MI versus WT-Sham 
mice, but were much less strongly affected in NGAL KO-MI 
mice (Table 2). LV pressure–volume curves showed that there 
were no modification of LV end-systolic pressure (Figure 1A) 
and no significant increase in LV end-diastolic pressure, that 
is, LV filling pressure, in the NGAL KO-MI mice relative to 
WT-Sham mice (Figure 1B). However, WT-MI mice had a 
lower LV end-systolic pressure–volume relation (Figure 1A) 
and higher LV end-diastolic pressure–volume relation than 
WT-Sham mice (Figure 1B), indicating impaired LV contrac-
tility and compliance, respectively. Again, both LV contractil-
ity and compliance were better in NGAL KO-MI than WT-MI 
mice (Figure 1A and 1B).

Improvements in LV function were sustained by improve-
ments in LV remodeling at 3 months post-MI: LV weight was 
higher for WT-MI than WT-Sham mice, whereas there was no 
increase in NGAL KO-MI mice (Table 2). WT-MI mice pre-
sented and increase in myocyte cross-sectional area and the 
hypertrophic marker atrial natriuretic peptide (Figure S2) when 
compared with WT-Sham mice, effects not prevented in NGAL 
KO mice. Furthermore, the increase in interstitial myocardial 
fibrosis observed in WT-MI mice was markedly reduced in 
NGAL KO-MI mice (Figure 1C). WT-MI mice presented an 
increase in cardiac α-SMA (α-smooth muscle actin) protein lev-
els, an effect not observed in NGAL KO-MI mice (Figure S3).

In addition, WT-MI mice showed an increase in sev-
eral inflammatory markers such as IL-6 (interleukin-6; 
Figure S4A), CD3 (Figure S4B), CD45 (Figure S4C), CD68 
(Figure S4D), and CD80 (Figure S4E) when compared with 
WT-Sham mice at 3 months post-MI. The increase in proin-
flammatory markers, except CD45, was prevented in NGAL 
KO-MI mice (Figure S4).

NGAL Mediates the Effects of Aldosterone in 
Human Cardiac Fibroblasts
We next investigated the role of NGAL in aldosterone-
mediated effects in human cardiac fibroblasts. Aldosterone 
induced NGAL protein synthesis in human cardiac fibro-
blasts (Figure 2A) and enhanced the secretion of collagen 
type I (Figure 2B) after 24 hours of stimulation. These effects 
were prevented by the MRA finerenone (Figure 2A and 2B). 

Table 1. Linear Regression Evaluating the Association of NGAL Levels With LVEF Recovery Assessed by Cardiac 
Magnetic Resonance in 119 Patients After Myocardial Infarction

Variables

Univariable Adjusted on ST Segment Multivariable

β±SD P Value β±SD P Value β±SD P Value

NGAL changes (per 10 ng/mL) −0.78±0.20 0.0002 −0.82±0.20 <.0001 −0.82±0.22 0.0003

Baseline NGAL (per 10 ng/mL) −0.68±0.24 0.0046 −0.76±0.24 0.0016 −0.82±0.25 0.001

Anterior ST segment   −2.307±1.140 0.0453 −2.591±1.204 0.0336

BNP at v1 (per 10 pg/mL)     0.05±0.04 0.2381

Total infarct size at v1 (per 1 %)     −0.060±0.046 0.2028

LVEF at v1 (%) −0.239±0.066 0.0005 −0.264±0.067 0.0001 −0.273±0.079 0.0008

BNP indicates B-type natriuretic peptide; NGAL, neutrophil gelatinase–associated lipocalin; and LVEF, left ventricular ejection fraction.

Table 2. LV Remodeling and Functional Parameters 3 Months 
After Myocardial Infarction

Parameter WT-Sham WT-MI NGAL KO-MI

Infarct size, % … 34±3 39±4

SBP, mm Hg 86.6±1.9 83.6±4.4 85.8±3.5

DBP, mm Hg 51.7±5.5 58.5±3.28 57.1±2.2

LVESD, mm 2.14±0.12 4.84±0.16*† 4.01±0.33‡

LVEDD, mm 3.37±0.08 5.80±0.14*† 5.28±0.32

FS, % 36.6±2.5 16.7±1.4*† 24.4±3.4

Heart rate, bpm 429±17 415±10 389±13

Stroke volume, mL/
beat

0.092±0.003 0.069±0.003† 0.094±0.009§

Cardiac output, mL/
min

39.4±1.8 28.9±1.4† 36.6±3.5‡

+dP/dt, mm Hg/s 5219±528 3747±412* 4958±257‡

−dP/dt, mm Hg/s −4873±550 −2807±358† −3864±320‡

BW, g 34.0±0.7 31.1±0.8* 31.3±0.5*

HW/TL, mg/mm 8.54±0.41 11.32±0.56† 9.89±0.38

LVW/TL, mg/mm 6.25±0.30 8.37±0.34† 7.13±0.27

BW indicates body weight; DBP, diastolic blood pressure; +dP/dt, the 
first derivative of LV pressure rise over time; −dP/dt, the first derivative of 
LV pressure decline over time; FS, fractional shortening; HW, heart weight; 
KO, knockout; LV, left ventricle; LVEDD, LV end-diastolic diameters; LVESD, 
LV end-systolic diameters; LVW, left ventricular weight; MI, myocardial 
infarction; NGAL, neutrophil gelatinase–associated lipocalin; SBP, systolic 
blood pressure; TL, tibia length; and WT, wild type.

*P<0.05.
†P<0.01 vs WT-Sham.
‡P<0.05.
§P<0.01 vs WT-MI.
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Increased cardiac NGAL expression in MI was also blunted by 
finerenone treatment in vivo (Figure S1). We studied the direct 
effect of NGAL on collagen production by treating human 
cardiac fibroblasts with recombinant hNGAL (500 ng/mL) for 
24 hours. Human NGAL induced an increase in collagen type 
I (Figure 2C) and collagen type III (Figure 2D) protein levels. 
These data indicate that NGAL has direct profibrotic effects in 
human cardiac fibroblasts.

Aldosterone also induced collagen type I (Figure 2E), but 
not collagen type III production in human cardiac fibroblasts 
(Figure 2F). We performed NGAL silencing experiments to inves-
tigate the role of NGAL in these aldosterone-mediated effects. 
siRNA-mediated downexpression of NGAL prevented the aldo-
sterone-induced increase in collagen type I levels (Figure 2E). 
Altogether, these data suggest that NGAL may directly control 
collagen production in MI and that aldosterone/MR-mediated 
NGAL expression may be involved in the MR-mediated deleteri-
ous effects that are prevented by finerenone in MI.10

NFκB Mediates the Profibrotic Actions of NGAL
We then investigated the intracellular mechanism by which 
NGAL exerts its profibrotic effects in human cardiac fibro-
blasts. Recombinant hNGAL induced the phosphoryla-
tion of ERK 1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2; 
Figure 3A) and NFκB (nuclear factor-κB) after 5 minutes of 
stimulation (Figure 3B), whereas phosphorylation of STAT-3 
(signal transducer and activator of transcription-3) was not 
altered (Figure 3C). The addition of PD98059, a specific 
inhibitor of ERK 1/2, was unable to block the hNGAL-medi-
ated increase in collagen type I protein levels (Figure 3D). In 
contrast, pretreatment with BAY 11-7082, a specific NFκB 
pathway inhibitor, blocked the increase in collagen type I 

protein levels induced by hNGAL (Figure 3E), highlight-
ing the role of NFκB in the profibrotic effect of NGAL. Our 
data indicate that NGAL could activate the NFκB pathway 
promoting an increase in the phosphorylation of its negative 
modulator IκB (inhibitor of nuclear factor-κB; Figure S5). 
BAY 11-7082 was also able to prevent the increase in collagen 
type I protein levels induced by aldosterone in human cardiac 
fibroblasts, indicating that NFκB activation has a key role in 
the profibrotic action of both aldosterone and NGAL in these 
cells (Figure 3F). Genetic deletion of NGAL in mice blunted 
the cardiac NFκB phosphorylation observed 7 days post-MI 
(Figure 4A), without modifications of NFκB phosphorylation 
in any of the groups studied at 3 months post-MI (Figure S3).

Discussion
The purpose of this study was to investigate the role of the 
recently identified MR target NGAL in cardiac remodeling and 
function after MI. Serum NGAL was associated with less LVEF 
improvement after MI. We demonstrated that cardiac NGAL 
expression is elevated at 7 days post-MI and that this effect is 
dependent on MR activation. The absence of NGAL expression 
in vivo prevented the interstitial cardiac fibrosis, inflammation, 
and cardiac dysfunction observed after MI. Recombinant human 
NGAL exerted direct profibrotic actions in human cardiac fibro-
blasts by increasing collagen type I, whereas NGAL knockdown 
prevented aldosterone-induced synthesis of collagen type I. 
The MR target NGAL thus seems to be a key mediator of car-
diac damage induced by MI, through its profibrotic properties.

Increased systemic levels of NGAL have been reported in 
clinical studies in patients with MI.17–20 NGAL is also a bio-
marker of renal injury,21,22 and it is thus difficult to dissociate the 
modulation of NGAL, related to renal dysfunction, associated 

Figure 1. NGAL (neutrophil gelatinase–associated lipocalin) deletion improves hemodynamics and reduces cardiac fibrosis 3 mo after 
myocardial infarction (MI). Left ventricular end-systolic pressure (LVESP) and pressure–volume relationship (LVESPVR; A) and LV end-
diastolic pressure (LVEDP) and pressure–volume relationship (LVEDPVR; B) in sham-operated mice (WT-Sham), wild-type mice with 
myocardial infarction (WT-MI), and NGAL knockout mice with MI (NGAL KO-MI). Representative microphotographs and quantification of 
interstitial fibrosis in WT-Sham, WT-MI, and NGAL KO-MI mice (C). Histogram bars represent the mean±SEM. **P<0.01; ***P<0.001 vs 
WT-Sham; †P<0.05; ††P<0.01; †††P<0.001 vs WT-MI.
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with cardiovascular diseases from a direct relationship with 
cardiac or vascular injury. NGAL plasma levels are elevated in 
coronary heart disease in patients without renal dysfunction23 
and correlate with the severity of the disease.19 In addition, 
NGAL predicts mortality and cardiovascular disease in older 
adults without kidney disease,24 as well as in patients with 
HF after MI.25,26 In the present study, increased serum NGAL 
levels were correlated with lower LVEF recovery in post-MI 
patients after 6 months. NGAL has already been reported to 
be associated with clinical outcome in a biomarker substudy 
of the OPTIMAAL trial (Optimal Trial in Mydocardial infarc-
tion With the Angiotensin II Antagonist Losartan).26 Patients 
in the REMI cohort were of similar age (55 years old) but 
had higher LVEF (50% versus 32%) when compared with the 
OPTIMAAL biomarker substudy population. Most impor-
tantly, all patients included in the OPTIMAAL substudy were 
NYHA 2 (New York Heart Association) or higher, whereas 
only 3 patients of the REMI population had diuretics, suggest-
ing that the vast majority had no symptoms of HF. In the REMI 
cohort, our results indicate that higher serum NGAL is associ-
ated with less LVEF improvement (ie, less reverse remodeling) 

after MI. Reverse remodeling has been mainly studied after 
cardiac resynchronization27 but is also frequent after MI. It 
has been reported to occur in a third of patients after MI and 
is strongly associated with favorable clinical outcome.28,29 Of 
note, Funaro et al28 reported that in a cohort of acute MI, the 
only variable (while competing with age and baseline systolic 
LV volumes) significantly associated with a 2-year event-free 
survival was reverse remodeling (hazard ratio, 0.28 [0.12–
0.66]). Similarly, Spinelli et al29 reported extreme association 
(HR, <0.20) between reverse remodeling and the composite of 
reinfarction, HF hospitalization and death. As a consequence, 
our results, in light of the aforementioned evidence, suggest 
that higher NGAL levels could have a detrimental effect in 
patients after MI through its association with less reverse isch-
emic remodeling. A limitation of the analysis deserves to be 
mentioned. Because the REMI cohort was primarily design to 
study the factors associated with the early myocardial remodel-
ing post-MI, no control population was considered.

Elevated vascular and myocardial levels of NGAL have 
been reported in several experimental models of cardiovas-
cular diseases, such as atherosclerosis30 and aortic abdominal 

Figure 2. NGAL (neutrophil gelatinase–associated lipocalin) mediates the profibrotic actions of aldosterone in human cardiac fibroblasts. 
Effects of aldosterone (Aldo; 10−8 mol/L) and finerenone (Fine; 10−6 mol/L) on the intracellular expression of NGAL (A) and collagen type 
I secretion (B) at 24 h. Effects of NGAL (500 ng/mL) on collagen type I (C) and collagen type III (D) protein synthesis at 24 h. Effect of 
aldosterone on NGAL-silenced cells on collagen type I (E) and collagen type III (F) protein synthesis. All conditions were performed at 
least in triplicate. Histogram bars represent the mean±SEM in arbitrary units normalized to β-actin. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 vs 
Control. †P<0.05; ††P<0.01; †††P<0.001 vs Aldo.
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aneurysm,31 as well as after MI.26,32–34 We confirmed these 
results in mice at 7 days post-MI and showed that increased 
NGAL levels were because of MR activation. A previous 
study showed that the lack of NGAL improved the functional 
recovery and reduced infarct size of isolated mouse hearts 
subjected to ischemia/reperfusion. This effect was associated 
with the restoration of mitochondrial function and phospho-
lipid remodeling.35 Mice lacking NGAL were protected from 
cardiac cell death and elicited a higher autophagic response in 
a study limited to the first 24 hours after cardiac ischemia.33 We 
show in the present study that the absence of NGAL expres-
sion in vivo is beneficial after MI, reducing cardiac fibrosis, 
inflammation, and the impairment of cardiac function.

Changes in collagen synthesis occur in patients with conges-
tive HF and LV systolic dysfunction after acute MI,1 an effect 
partially mediated by MR activation.10 Finerenone is a highly 
selective nonsteroidal MRA that mediates end-organ protection 
with a lower risk of electrolyte disturbances than other MRAs.36 
Previous studies have demonstrated the beneficial effects of 
finerenone, which improves post-MI LV function.10,36 We show 
here that NGAL levels did not increase at 7 days post-MI in 
finerenone-treated animals and that aldosterone modulates 
NGAL expression through MR activation in human cardiac 
fibroblasts. Indeed, aldosterone also modulates NGAL expres-
sion in cardiomyocytes and smooth muscle cells.11 We further 

demonstrated that NGAL mediates the profibrotic actions of 
aldosterone in human cardiac fibroblasts: aldosterone did not 
increase collagen type I protein levels in NGAL knockdown 
cells. We propose that NGAL is a mediator of aldosterone-
induced fibrosis after MI. This is in accordance with another 
experimental setting where we reported that genetic disruption 
of NGAL prevented hypertension and cardiovascular remodel-
ing associated with MR activation by aldosterone treatment.12

The underlying mechanisms linking NGAL, MR activa-
tion, and collagen type I expression are centered on NFκB 
activation; we demonstrated that NFκB activation is neces-
sary for the profibrotic effects of NGAL. NFκB regulates 
many processes in the cardiovascular system, including 
inflammation, cell survival, differentiation, fibrosis, and pro-
liferation.37 NFκB is a key regulator of cardiac responses to 
ischemia and reperfusion. The alterations in oxygen avail-
ability that occur in MI can activate NFκB.38 Several stud-
ies have demonstrated that NFκB is upregulated 3 days after 
MI in mice39 and that this increase is maintained at 7 and 30 
days post-MI.40–42 These results are in accordance with our 
data showing an increase in the phosphorylation of NFκB 
7 days after MI. Frantz et al43 have demonstrated that the 
genetic inactivation of NFκB improves survival and reduces 
LV dilatation 8 weeks after MI. Our data suggest that NGAL 
could activate NFκB through a phosphorylation of IκB. In 

Figure 3. NFκB mediates the profibrotic actions of NGAL (neutrophil gelatinase–associated lipocalin) in human cardiac fibroblasts. 
Phosphorylation of ERK 1/2 (p-ERK1/2, extracellular signal-regulated kinases 1/2; A), NFκB (p-NFκB, nuclear factor-κB; B), and STAT-3 
(p-Stat-3, signal transducer and activator of transcription-3; C) in human cardiac fibroblasts treated with NGAL (500 ng/mL) for 5, 10, 30, and 
60 min. Effects of the ERK 1/2 inhibitor, PD98059 (D), and the NFκB inhibitor, BAY 11-7082 (E), on collagen type I protein synthesis induced 
by NGAL or aldosterone (F). Histogram bars represent the mean±SEM in arbitrary units normalized to total ERK 1/2 (t-ERK1/2), total NFκB 
(t-NFκB), total STAT-3 (t-Stat-3), or β-actin. *P<0.05; **P<0.01 vs Control; ††P<0.01 vs NGAL or Aldo. A.U. indicates arbitrary units.
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addition, inhibition of NFκB phosphorylation by pharma-
cological approaches reduced extracellular matrix deposi-
tion and adverse cardiac remodeling after MI.40,41 NFκB is 
therefore involved in the NGAL-mediated profibrotic effect 
of aldosterone, as summarized in Figure 4B.

In conclusion, this study demonstrates the beneficial effects 
of NGAL deletion in mice subjected to left artery coronary 
ligation by limiting cardiac fibrosis, inflammation, and LV dys-
function associated with MI. It also demonstrates the detrimen-
tal effect of increased cardiac NGAL levels within days of MI 
and shows a correlation between circulating NGAL levels and 
reduced recovery of systolic function in patients during the first 
6 months after an MI. NGAL is a novel mediator of the actions 
of aldosterone and is an exciting potential therapeutic target for 
cardiovascular diseases in which MR is involved, such as MI, 
as well as perhaps mineralocorticoid-independent extracellular 
matrix remodeling in the cardiovascular system and beyond.

Perspectives
NGAL, which is overexpressed by the heart after MI, is an 
emerging potential therapeutic target for the detrimental con-
sequences associated with MI. NGAL deletion blocks cardiac 
dysfunction and fibrosis in experimental MI. Further studies 
are required to establish the potential therapeutic benefit of 
NGAL inhibition in patients with MI.

Acknowledgments
We are grateful for the excellent technical assistance of the Centre 
d’Exploration Fonctionalles team and their support with animal care. 
We are grateful to the staffs of the Nancy Centre d’Investigation 
Clinique Plurith (CIC-P), Centre d’Investigation Clinique-Innovation 
Technologie (CIC-IT), and Cardiology Unit, who managed the cohort 
study. We are grateful to Marie Pieronne-Deperrois and Jean-Paul 

Henry for their technical help and Thorsten Berger and Tak W. Mak 
(University of Toronto, Canada) for kindly sharing the NGAL (neu-
trophil gelatinase–associated lipocalin) knockout (KO) mice.

Sources of Funding
This work was funded by grants from the Institut National de la Santé 
et de la Recherche Médicale, the Centre de Recherche Industrielle et 
Technique, the European Fibro-Targets Project (grant agreement No. 
FP7#602904), the European Regional Development Fund (ERDF) 
in Normandy, the FP7-funded COST ADMIRE network (BM1301), 
ANR MRFOCUS (ANR-15-CE14-0032-02), the Fight-HF Avenir 
investment program (ANR-15-RHUS-0004), the French Programme 
Hospitalier de Recherche Clinique, and a research grant from Bayer 
(12127a10). N. López-Andrés was supported by a Miguel Servet con-
tract CP13/00221 from the Instituto de Salud Carlos III-FEDER.

Disclosures
P. Kolkhof is an employee of BAYER AG. The other authors report 
no conflicts.

References
 1. Iraqi W, Rossignol P, Angioi M, Fay R, Nuée J, Ketelslegers JM, 

Vincent J, Pitt B, Zannad F. Extracellular cardiac matrix biomarkers in 
patients with acute myocardial infarction complicated by left ventricu-
lar dysfunction and heart failure: insights from the Eplerenone Post-
Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and Survival Study 
(EPHESUS) study. Circulation. 2009;119:2471–2479. doi: 10.1161/
CIRCULATIONAHA.108.809194.

 2. Sutton MG, Sharpe N. Left ventricular remodeling after myocardial infarc-
tion: pathophysiology and therapy. Circulation. 2000;101:2981–2988.

 3. Rogerson FM, Fuller PJ. Mineralocorticoid action. Steroids. 
2000;65:61–73.

 4. López-Andrés N, Martin-Fernandez B, Rossignol P, Zannad F, Lahera V, 
Fortuno MA, Cachofeiro V, Díez J. A role for cardiotrophin-1 in myocar-
dial remodeling induced by aldosterone. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 
2011;301:H2372–H2382. doi: 10.1152/ajpheart.00283.2011.

 5. Briet M, Schiffrin EL. Aldosterone: effects on the kidney and cardio-
vascular system. Nat Rev Nephrol. 2010;6:261–273. doi: 10.1038/
nrneph.2010.30.

Figure 4. NFκB (nuclear factor-κB) phosphorylation (p-NFκB) 7 d after myocardial infarction. NFκB phosphorylation in sham-operated 
mice (WT-Sham), wild-type mice with myocardial infarction (WT-MI), and NGAL (neutrophil gelatinase–associated lipocalin) KO mice with 
MI (NGAL KO-MI) (A). Histogram bars represent the mean±SEM in arbitrary units normalized to total NFκB (t-NFκB). *P<0.05 vs Sham; 
†P<0.05 vs MI. B, Scheme illustrating the possible mechanism involved in the profibrotic effects of NGAL. A.U. indicates arbitrary units; 
IKB, inhibitor of nuclear factor-κB; MR, mineralocorticoid receptor; and MRE, mineralocorticoid response element.

 by guest on O
ctober 23, 2017

http://hyper.ahajournals.org/
D

ow
nloaded from

 

http://hyper.ahajournals.org/


8  Hypertension  December 2017

 6. Martínez-Martínez E, Calvier L, Fernández-Celis A, Rousseau E, Jurado-
López R, Rossoni LV, Jaisser F, Zannad F, Rossignol P, Cachofeiro V, López-
Andrés N. Galectin-3 blockade inhibits cardiac inflammation and fibrosis 
in experimental hyperaldosteronism and hypertension. Hypertension. 
2015;66:767–775. doi: 10.1161/HYPERTENSIONAHA.115.05876.

 7. Reddy NM, Mahajan UB, Patil CR, Agrawal YO, Ojha S, Goyal 
SN. Eplerenone attenuates cardiac dysfunction and oxidative stress 
in β-receptor stimulated myocardial infarcted rats. Am J Transl Res. 
2015;7:1602–1611.

 8. Pitt B, Remme W, Zannad F, Neaton J, Martinez F, Roniker B, Bittman 
R, Hurley S, Kleiman J, Gatlin M; Eplerenone Post-Acute Myocardial 
Infarction Heart Failure Efficacy and Survival Study Investigators. 
Eplerenone, a selective aldosterone blocker, in patients with left ventricular 
dysfunction after myocardial infarction. N Engl J Med. 2003;348:1309–
1321. doi: 10.1056/NEJMoa030207.

 9. Beygui F, Labbé JP, Cayla G, Ennezat PV, Motreff P, Roubille F, Silvain 
J, Barthélémy O, Delarche N, Van Belle E, Collet JP, Montalescot G. 
Early mineralocorticoid receptor blockade in primary percutaneous coro-
nary intervention for ST-elevation myocardial infarction is associated 
with a reduction of life-threatening ventricular arrhythmia. Int J Cardiol. 
2013;167:73–79. doi: 10.1016/j.ijcard.2011.11.076.

 10. Gueret A, Harouki N, Favre J, Galmiche G, Nicol L, Henry JP, Besnier M, 
Thuillez C, Richard V, Kolkhof P, Mulder P, Jaisser F, Ouvrard-Pascaud A. 
Vascular smooth muscle mineralocorticoid receptor contributes to coronary 
and left ventricular dysfunction after myocardial infarction. Hypertension. 
2016;67:717–723. doi: 10.1161/HYPERTENSIONAHA.115.06709.

 11. Latouche C, El Moghrabi S, Messaoudi S, Nguyen Dinh Cat A, 
Hernandez-Diaz I, Alvarez de la Rosa D, Perret C, López Andrés N, 
Rossignol P, Zannad F, Farman N, Jaisser F. Neutrophil gelatinase-
associated lipocalin is a novel mineralocorticoid target in the car-
diovascular system. Hypertension. 2012;59:966–972. doi: 10.1161/
HYPERTENSIONAHA.111.187872.

 12. Tarjus A, Martínez-Martínez E, Amador C, Latouche C, El Moghrabi S, 
Berger T, Mak TW, Fay R, Farman N, Rossignol P, Zannad F, López-
Andrés N, Jaisser F. Neutrophil gelatinase-associated lipocalin, a novel 
mineralocorticoid biotarget, mediates vascular profibrotic effects of 
mineralocorticoids. Hypertension. 2015;66:158–166. doi: 10.1161/
HYPERTENSIONAHA.115.05431.

 13. Gilet A, Zou F, Boumenir M, Frippiat JP, Thornton SN, Lacolley P, Ropars 
A. Aldosterone up-regulates MMP-9 and MMP-9/NGAL expression in 
human neutrophils through p38, ERK1/2 and PI3K pathways. Exp Cell 
Res. 2015;331:152–163. doi: 10.1016/j.yexcr.2014.11.004.

 14. Flower DR, North AC, Sansom CE. The lipocalin protein family: struc-
tural and sequence overview. Biochim Biophys Acta. 2000;1482:9–24.

 15. Grzyb J, Latowski D, Strzałka K. Lipocalins - a family portrait. J Plant 
Physiol. 2006;163:895–915. doi: 10.1016/j.jplph.2005.12.007.

 16. Huttin O, Marie PY, Benichou M, Bozec E, Lemoine S, Mandry D, 
Juillière Y, Sadoul N, Micard E, Duarte K, Beaumont M, Rossignol P, 
Girerd N, Selton-Suty C. Temporal deformation pattern in acute and 
late phases of ST-elevation myocardial infarction: incremental value of 
longitudinal post-systolic strain to assess myocardial viability. Clin Res 
Cardiol. 2016;105:815–826. doi: 10.1007/s00392-016-0989-6.

 17. Helanova K, Littnerova S, Kubena P, Ganovska E, Pavlusova M, Kubkova 
L, Jarkovsky J, Pavkova Goldbergova M, Lipkova J, Gottwaldova J, Kala 
P, Toman O, Dastych M, Spinar J, Parenica J. Prognostic impact of neutro-
phil gelatinase-associated lipocalin and B-type natriuretic in patients with 
ST-elevation myocardial infarction treated by primary PCI: a prospective 
observational cohort study. BMJ Open. 2015;5:e006872. doi: 10.1136/
bmjopen-2014-006872.

 18. Sahinarslan A, Kocaman SA, Bas D, Akyel A, Ercin U, Zengin O, 
Timurkaynak T. Plasma neutrophil gelatinase-associated lipocalin levels 
in acute myocardial infarction and stable coronary artery disease. Coron 
Artery Dis. 2011;22:333–338. doi: 10.1097/MCA.0b013e3283472a71.

 19. Zografos T, Haliassos A, Korovesis S, Giazitzoglou E, Voridis E, Katritsis 
D. Association of neutrophil gelatinase-associated lipocalin with the 
severity of coronary artery disease. Am J Cardiol. 2009;104:917–920. doi: 
10.1016/j.amjcard.2009.05.023.

 20. Lindberg S, Pedersen SH, Mogelvang R, Jensen JS, Flyvbjerg A, Galatius 
S, Magnusson NE. Prognostic utility of neutrophil gelatinase-associated 
lipocalin in predicting mortality and cardiovascular events in patients with 
ST-segment elevation myocardial infarction treated with primary percuta-
neous coronary intervention. J Am Coll Cardiol. 2012;60:339–345. doi: 
10.1016/j.jacc.2012.04.017.

 21. Singer E, Markó L, Paragas N, Barasch J, Dragun D, Müller DN, 
Budde K, Schmidt-Ott KM. Neutrophil gelatinase-associated lipocalin: 

pathophysiology and clinical applications. Acta Physiol. 2013;207:663–
672. doi: 10.1111/apha.12054.

 22. Di Grande A, Giuffrida C, Carpinteri G, Narbone G, Pirrone G, Di Mauro 
A, Calandra S, Noto P, Le Moli C, Alongi B, Nigro F. Neutrophil gelatin-
ase-associated lipocalin: a novel biomarker for the early diagnosis of acute 
kidney injury in the emergency department. Eur Rev Med Pharmacol Sci. 
2009;13:197–200.

 23. Choi KM, Lee JS, Kim EJ, Baik SH, Seo HS, Choi DS, Oh DJ, Park CG. 
Implication of lipocalin-2 and visfatin levels in patients with coronary heart 
disease. Eur J Endocrinol. 2008;158:203–207. doi: 10.1530/EJE-07-0633.

 24. Daniels LB, Barrett-Connor E, Clopton P, Laughlin GA, Ix JH, Maisel 
AS. Plasma neutrophil gelatinase-associated lipocalin is independently 
associated with cardiovascular disease and mortality in community-
dwelling older adults: the Rancho Bernardo Study. J Am Coll Cardiol. 
2012;59:1101–1109. doi: 10.1016/j.jacc.2011.11.046.

 25. van Deursen VM, Damman K, Voors AA, van der Wal MH, Jaarsma 
T, van Veldhuisen DJ, Hillege HL. Prognostic value of plasma neu-
trophil gelatinase-associated lipocalin for mortality in patients 
with heart failure. Circ Heart Fail. 2014;7:35–42. doi: 10.1161/
CIRCHEARTFAILURE.113.000242.

 26. Yndestad A, Landrø L, Ueland T, Dahl CP, Flo TH, Vinge LE, Espevik T, 
Frøland SS, Husberg C, Christensen G, Dickstein K, Kjekshus J, Øie E, 
Gullestad L, Aukrust P. Increased systemic and myocardial expression of 
neutrophil gelatinase-associated lipocalin in clinical and experimental heart 
failure. Eur Heart J. 2009;30:1229–1236. doi: 10.1093/eurheartj/ehp088.

 27. Sutton MS, Keane MG. Reverse remodelling in heart failure with car-
diac resynchronisation therapy. Heart. 2007;93:167–171. doi: 10.1136/
hrt.2005.067967.

 28. Funaro S, La Torre G, Madonna M, Galiuto L, Scarà A, Labbadia A, 
Canali E, Mattatelli A, Fedele F, Alessandrini F, Crea F, Agati L; AMICI 
Investigators. Incidence, determinants, and prognostic value of reverse left 
ventricular remodelling after primary percutaneous coronary intervention: 
results of the Acute Myocardial Infarction Contrast Imaging (AMICI) multi-
center study. Eur Heart J. 2009;30:566–575. doi: 10.1093/eurheartj/ehn529.

 29. Spinelli L, Morisco C, Assante di Panzillo E, Izzo R, Trimarco B. Reverse 
left ventricular remodeling after acute myocardial infarction: the prog-
nostic impact of left ventricular global torsion. Int J Cardiovasc Imaging. 
2013;29:787–795. doi: 10.1007/s10554-012-0159-5.

 30. Eilenberg W, Stojkovic S, Piechota-Polanczyk A, Kaun C, Rauscher 
S, Gröger M, Klinger M, Wojta J, Neumayer C, Huk I, Demyanets S. 
Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL) is associated with 
symptomatic carotid atherosclerosis and drives pro-inflammatory state 
in vitro. Eur J Vasc Endovasc Surg. 2016;51:623–631. doi: 10.1016/j.
ejvs.2016.01.009.

 31. Tarín C, Fernandez-Garcia CE, Burillo E, Pastor-Vargas C, Llamas-Granda 
P, Castejón B, Ramos-Mozo P, Torres-Fonseca MM, Berger T, Mak TW, 
Egido J, Blanco-Colio LM, Martín-Ventura JL. Lipocalin-2 deficiency 
or blockade protects against aortic abdominal aneurysm development in 
mice. Cardiovasc Res. 2016;111:262–273. doi: 10.1093/cvr/cvw112.

 32. Hemdahl AL, Gabrielsen A, Zhu C, Eriksson P, Hedin U, Kastrup J, Thorén 
P, Hansson GK. Expression of neutrophil gelatinase-associated lipocalin 
in atherosclerosis and myocardial infarction. Arterioscler Thromb Vasc 
Biol. 2006;26:136–142. doi: 10.1161/01.ATV.0000193567.88685.f4.

 33. Sung HK, Chan YK, Han M, Jahng JWS, Song E, Danielson E, Berger T, 
Mak TW, Sweeney G. Lipocalin-2 (NGAL) attenuates autophagy to exac-
erbate cardiac apoptosis induced by myocardial ischemia. J Cell Physiol. 
2017;232:2125–2134. doi: 10.1002/jcp.25672.

 34. Cheng L, Xing H, Mao X, Li L, Li X, Li Q. Lipocalin-2 promotes m1 
macrophages polarization in a mouse cardiac ischaemia-reperfusion 
injury model. Scand J Immunol. 2015;81:31–38. doi: 10.1111/sji.12245.

 35. Yang B, Fan P, Xu A, Lam KS, Berger T, Mak TW, Tse HF, Yue JW, 
Song E, Vanhoutte PM, Sweeney G, Wang Y. Improved functional recov-
ery to I/R injury in hearts from lipocalin-2 deficiency mice: restoration of 
mitochondrial function and phospholipids remodeling. Am J Transl Res. 
2012;4:60–71.

 36. Kolkhof P, Delbeck M, Kretschmer A, Steinke W, Hartmann E, Bärfacker 
L, Eitner F, Albrecht-Küpper B, Schäfer S. Finerenone, a novel selective 
nonsteroidal mineralocorticoid receptor antagonist protects from rat car-
diorenal injury. J Cardiovasc Pharmacol. 2014;64:69–78. doi: 10.1097/
FJC.0000000000000091.

 37. Van der Heiden K, Cuhlmann S, Luong le A, Zakkar M, Evans PC. Role 
of nuclear factor kappaB in cardiovascular health and disease. Clin Sci. 
2010;118:593–605. doi: 10.1042/CS20090557.

 38. Cummins EP, Berra E, Comerford KM, Ginouves A, Fitzgerald KT, 
Seeballuck F, Godson C, Nielsen JE, Moynagh P, Pouyssegur J, 

 by guest on O
ctober 23, 2017

http://hyper.ahajournals.org/
D

ow
nloaded from

 

http://hyper.ahajournals.org/


Martínez-Martínez et al  NGAL in Myocardial Infarction  9

Taylor CT. Prolyl hydroxylase-1 negatively regulates IkappaB kinase-
beta, giving insight into hypoxia-induced NFkappaB activity. Proc 
Natl Acad Sci USA. 2006;103:18154–18159. doi: 10.1073/pnas. 
0602235103.

 39. Yin H, Li P, Hu F, Wang Y, Chai X, Zhang Y. IL-33 attenuates cardiac 
remodeling following myocardial infarction via inhibition of the p38 
MAPK and NF-κB pathways. Mol Med Rep. 2014;9:1834–1838. doi: 
10.3892/mmr.2014.2051.

 40. He Q, Zhou W, Xiong C, Tan G, Chen M. Lycopene attenuates inflamma-
tion and apoptosis in post-myocardial infarction remodeling by inhibiting 
the nuclear factor-κB signaling pathway. Mol Med Rep. 2015;11:374–
378. doi: 10.3892/mmr.2014.2676.

 41. Onai Y, Suzuki J, Maejima Y, Haraguchi G, Muto S, Itai A, Isobe 
M. Inhibition of NF-{kappa}B improves left ventricular remod-
eling and cardiac dysfunction after myocardial infarction. Am J 
Physiol Heart Circ Physiol. 2007;292:H530–H538. doi: 10.1152/
ajpheart.00549.2006.

 42. Xu D, Wang A, Jiang F, Hu J, Zhang X. Effects of interleukin-37 on car-
diac function after myocardial infarction in mice. Int J Clin Exp Pathol. 
2015;8:5247–5251.

 43. Frantz S, Hu K, Bayer B, Gerondakis S, Strotmann J, Adamek A, Ertl G, 
Bauersachs J. Absence of NF-kappaB subunit p50 improves heart failure 
after myocardial infarction. FASEB J. 2006;20:1918–1920. doi: 10.1096/
fj.05-5133fje.

What Is New?
•	NGAL (neutrophil gelatinase–associated lipocalin) mediates aldosterone-

induced cardiac fibrosis in human cardiac fibroblasts.
•	The increase in cardiac NGAL levels is dependent on mineralocorticoid 

receptor activation.
•	NGAL blockade protects against cardiac fibrosis, inflammation, and dys-

function after myocardial infarction (MI).
•	NGAL exerts its profibrotic effects through NFκB (nuclear factor-κB) ac-

tivation.
•	NGAL is associated with lower left ventricular ejection fraction in post-MI 

patients.

What Is Relevant?
•	The data demonstrate the beneficial effects of NGAL blockade after 3 

months of experimental MI and could be a new biotarget in pathological 
situations in which mineralocorticoid receptor is involved, such as in MI.

Summary

This study demonstrated that NGAL levels increase a short time 
after MI and play an important role in the cardiac remodeling asso-
ciated with MI. This may have important consequences for cardiac 
function. The inhibition of NGAL decreased cardiac fibrosis in ex-
perimental MI, as well as aldosterone-induced collagen synthesis 
in human cardiac fibroblasts.

Novelty and Significance
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SUPPLEMMENTAL METHODS 

 

Post-myocardial infarction cohort 

The study population was comprised of 119 patients who were successfully reperfused 

following a first acute STEMI, included in a prospective monocentric cohort study 

(Relation Between Aldosterone and Cardiac Remodeling After Myocardial Infarction - 

REMI Study), performed in a university hospital between April 2010 and December 

2013.1 Patients underwent cardiac magnetic resonance (CMR) during the first four days 

of the acute event and at the six-month follow-up. The study was approved by an 

institutional review committee and the subjects gave informed consent. It was 

sponsored by the Nancy CHRU. 

 

Myocardial infarction 

Experiments conformed to the 2010/63 directive of the EU and the Guide for Care and 

Use of Laboratory Animals of the US National Institute of Health (No.85-23). Left 

coronary artery ligations were performed in eight-week-old male NGAL KO C57BL/6J 

mice (NGAL KO-MI, n = 6-13) and wild type littermates (WT-MI; n = 6-13) under 

anesthesia (3.6mg/kg xylazine, IP, plus 2% isoflurane). Analgesia was induced using 

buprenorphine (0.05 mg/kg, SC) just after induction of anesthesia and after 6, 12, 24, 

and 48 h following coronary artery ligation. The snare was not tied for sham-operated 

mice (WT-Sham; n=6-9). Finerenone (1 mg/kg/day) was administered as a food 

additive for seven days, starting the day after MI (Fine-MI). 

 

LV Hemodynamics 

Mice were anesthetized (Inactin 50mg.kg-1, IP) and the carotid artery cannulated with a 

pressure-volume catheter (SPR839, Millar-Instruments, USA) to record arterial pressure 

(mmHg) and heart rate, after which the catheter was advanced into the LV. Pressure-

volume loops were recorded at baseline, and during loading, by gently occluding the 

abdominal aorta with a cotton swab, allowing the calculation of dP/dtmax and dP/dtmin 

(mmHg/s), LV end-systolic and end-diastolic pressures (mmHg), and LV end-systolic 

and end-diastolic pressure-volume relations as indicators of load-independent LV 

passive compliance and contractility, respectively, using IOXTM software (EMKA, 

France). 

 

Echocardiography 

Mouse echocardiography was performed at three months post-MI in isoflurane 

anesthetized closed-chest mice (1%; 1.5 mL/min; Baxter), using a Vivid 7 ultrasound 

echograph equipped with a M12L linear probe, operating at 14 MHz, and fitted out with 

Echopac PC software (GE medical). In brief, a two-dimensional short axis view of the 

LV was obtained at the level of the papillary muscle, and the M-mode tracing was 

recorded. LV Diastolic and Systolic Diameters (LVDD; LVSD) were measured by the 

leading-edge method, according to the American Society of Echocardiography 

guidelines. Fractional Shortening (FS) was calculated as previously described.2 In 

addition, a pulsed Doppler of the LV outflow was performed to obtain heart rate and 

time velocity integral (TVI) to calculate stroke volume (mL/beat) and cardiac output 

(mL/min).  

 

Cardiac magnetic resonance (CMR) 

Imaging was performed on a General Electric 3T system (General Electric 3T signa 

hdxt). Cine imaging for cardiac morphology and function was performed using the 



steady-state free precession technique. To evaluate LV ejection fraction (LVEF), the 

outline of the endocardial border of the left ventricle was manually traced on all slices 

of each phase, in the short axis view, by an experienced cardiologist or radiologist using 

standard software (Mass Research software, version V2013-EXP, Leiden University 

Medical Center). Volumes were computed using Simpson’s method of disk summation, 

whereby the sum of cross-sectional areas was multiplied by slice thickness. The 

quantitative determination of EF was calculated using left ventricular end-diastolic 

volume (LVEDV) and left ventricular end-systolic volume (LVESV) estimates as 

follows: LVEF=(LVEDV-LVESV)/LVEDV. 

 

Histology 

Mice were sacrificed by cervical disruption at seven days or three months post-MI. 

Hearts were rapidly excised and arrested in ice-cold saturated KCl buffer. The LV was 

dissected before being snap-frozen in liquid nitrogen for Western-blot analyses or 

embedded in Tissue-Tek for histological analyses. Infarct size [total infarction 

perimeter/(epicardial LV perimeter + endocardial LV perimeter) x100] and LV fibrosis 

(evaluated as the percentage under polarized light at a magnification of x20) were 

calculated in 6-10 μm-thick mid-LV frozen sections stained with Sirius Red using 

Image Pro-Plus (version 6.3) software. For myocyte cross sectional area, mid-LV 

cryosections (6–10µm) were fixed in acetone and stained according to standard 

protocols using wheat germ agglutinin WGA-A488 (1:100; Invitrogen). Photographs 

were taken at x20 magnification using fluorescence microscope (AxioImager Z1; Carl-

Zeiss). Mean cross sectional area were measured using Image Pro-Plus 6.3 in 6-8 fields 

/ heart and an average of 16 cardiomyocytes / field. 

 

Cell culture 

Human cardiac fibroblasts were obtained from Promocell and maintained in medium 

(Fibroblast Media 3). Cells were cultured according to the manufacturer´s instructions 

and used between passages 5 and 7. Cells were stimulated with aldosterone (10-8 M, 

Sigma), finerenone (10-6 M, Bayer), or recombinant hNGAL (500 ng/mL, R&D 

Systems) for 24 h for protein analysis. The doses were chosen based on previous 

studies.3, 4 

For the study of the intracellular pathways, cells were treated with recombinant hNGAL 

for 5, 10, 30, and 60 min. The chemical inhibitors PD98059 (Sigma Aldrich) and BAY 

11-7082 (Sigma Aldrich) were added at 10-5 mol/L 1 h prior to NGAL stimulation. 

 

Transfection of cells with siRNA 

Cells were seeded into 6-well plates at 70% confluence and transfected with a pool of 

three NGAL target-specific siRNAs (GeneCust) using MATra-si (IBA), according to 

the manufacturer's recommendations. Cells were allowed to recover for 24 h before 

stimulation. Scrambled siRNAs were used as a control. 

 

Western blot analysis 

Total protein aliquots of 20 μg were prepared from either cell extracts or cardiac non-

infarcted homogenates and electrophoresed on SDS polyacrylamide gels and transferred 

to Hybond-c Extra nitrocellulose membranes (Amersham Biosciences). Membranes 

were incubated with primary antibodies for: NGAL (Abcam; dilution 1:500),  CD 3 

(Santa Cruz; dilution 1:100), CD45 (Santa Cruz; dilution 1:100), CD68 (Abcam; 

dilution 1:100), CD80 (Santa Cruz; dilution 1:100), α-SMA (Santa Cruz; dilution 

1:250),  Collagen type I (Santa Cruz; dilution 1:500), Collagen type III (Santa Cruz; 



dilution 1:500), ERK1/2 and ERK1/2-P (Thr202/Tyr204) at 1/1000 (Cell Signaling), 

NFκB and NFκB-P (Ser536) at 1/1000 (Cell Signaling), STAT3 and STAT3-P (Tyr705) 

at 1/1500 (Cell Signaling) and β-actin (Sigma; dilution 1:1000) as a loading control. 

After washing, the blots were incubated with peroxidase-conjugated secondary 

antibody, and binding revealed by ECL chemiluminescence (Amersham). After 

densitometric analyses, optical density values were expressed as arbitrary units. Results 

are expressed as an n-fold increase over the values of the control group in densitometric 

arbitrary units. All Western Blots were performed at least in triplicate for each 

experimental condition. 

 

ELISA 

Aldosterone plasma levels, cardiac NGAL protein levels, IL-6 and collagen type I in 

cell supernatants were measured by ELISA according to the manufacturer's instructions 

(Diagnostic Biochem Canada and R&D Systems). 

 

Statistics 

Data are presented as the means ± SEM. Student’s t test (2-tailed) was used to compare 

paired groups of independent samples. ANOVA with Bonferroni adjustment for post-

hoc tests was used for multiple comparisons.  

Continuous data from the REMI cohort are presented either as the means + SD or the 

median (25-75 percentile). A paired t-test was used to compare values obtained at 

baseline and six months. The associations between baseline NGAL levels and changes 

in NGAL levels with LVEF recovery were evaluated using multivariable linear 

regression models. The outcome variable of this model was the change in the LVEF 

between baseline and six months, expressed as a continuous variable. Thus, a positive 

Beta value provided by the linear regression model indicates greater LVEF recovery 

(i.e. an increased LVEF within six months of the baseline evaluation). Adjustment 

variables were selected a priori based on their known association with post-myocardial 

infarction remodeling. 

Data analysis was performed using GraphPad Prism V6.01 (GraphPad Software, San 

Diego, CA) Software Inc and SAS version 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA). 

The predetermined significance level was P < 0.05. 
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SUPPLEMENTAL TABLES 

 

Table S1: LV remodeling and functional parameters three months after myocardial 

infarction in WT-Sham and NGAL KO-Sham mice 

Parameter WT-Sham NGAL KO-Sham 

SBP, mm Hg 86.6±1.9 82.7±4.3 

DBP, mm Hg 51.7±5.5 51.0±6.6 

+dP/dt, mm Hg/s 5219±528 5079±613 

-dP/dt, mm Hg/s -4873±550 -4608±352 

LVESP, mm Hg 85.05±1.39 82.87±4.70 

LVESPVR, mm Hg/RVU 19.29±1.05 21.16±1.15 

LVEDP, mm Hg 2.73±0.95 3.13±0.46 

LVEDPVR, mm Hg/RVU 1.43±0.28 1.35±0.14 

BW, g 34.0±0.7 33.0±1.4 

HW/TL, mg/mm 8.54±0.41 8.20±0.35 

LVW/TL, mg/mm 6.25±0.30 5.95±0.29 

MCSA (A.U.) 40.21±1.8 42.67±1.3 

LV collagen density, % 2.30±0.6 3.02±0.4 

 

SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; +dP/dt: the first derivative 

of LV pressure rise over time; -dP/dt: the first derivative of LV pressure decline over 

time; LVESP: LV end-systolic pressure; LVESPVR: LV end-systolic pressure–volume 

relation; LVEDP: LV end-diastolic pressure; LVEDPVR: LV end-systolic pressure–

volume relation; BW: body weight; HW: heart weight; LVW: left ventricular weight; 

TL: tibia length. MCSA: myocyte cross sectional area.  

 

 

 

  



Table S2: Echocardiography data at seven days post-MI. 

Parameter WT-Sham WT-MI NGAL KO-MI NGAL KO-

Sham 

BW, g 29.8±0.4 25.9±0.8*** 27.6±0.5* 29.6±0.7 

LVESD, mm 2.8±0.1 4.5±0.2*** 3.6±0.2**† 2.4±0.1 

LVEDD, mm 4.1±0.1 5.2±0.2*** 4.5±0.1† 3.8±0.1 

FS, % 32.8±1.1 13.9±1.6*** 18.6±2.0*** 39.3±1.9 

SV, mL/beat 0.09 ±0.003 0.079±0.005 0.086±0.004 0.089±0.004 

CO, mL/min 44.0±1.4 40.4±2.5 43.2±2.1 46.5±1.4 

 

BW: body weight. LVESD and LVEDD: LV end-systolic and end-diastolic diameters. 

FS: Fractional Shortening. SV: Stroke volume. CO: Cardiac output. *p<0.05; **p < 

0.01;***p < 0.001 vs. WT-Sham; †p < 0.05 vs. WT-MI. 

  



SUPPLEMENTAL FIGURES 

 

 
 

Figure S1: NGAL protein levels in WT-Sham, WT-MI and MI treated with finerenone 

mice. Histogram bars represent the mean±SEM. *p<0.05 vs. WT-Sham; †p<0.05 vs. 

WT-MI. 

 

 

 

 

 
 

 

Figure S2: Myocyte cross sectional area (MCSA) (A) and atrial natriuretic peptide 

(ANP) (B) protein levels at three months post-MI in WT-Sham, WT-MI, and MI NGAL 

KO mice. Scale bar 100 µm. Histogram bars represent the mean ± SEM in arbitrary 

units. *p < 0.05; **p < 0.01 vs. WT-Sham. 
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Figure S3: Alpha-smooth muscle actin (α-SMA) (A) and phosphorylation of NFκB (B) 

protein levels at three months post-MI in WT-Sham, WT-MI, and MI NGAL KO mice. 

Histogram bars represent the mean ± SEM in arbitrary units. *p < 0.05 vs. WT-Sham; 

†p<0.05 vs. WT-MI. 

 

 

N
F

κ
B

 a
ct

iv
a
ti

o
n

(A
.U

.)
 

p-NFκB

t-NFκB

α
-S

M
A

 p
ro

te
in

le
v
el

s

(f
o
ld

o
f 

co
n

tr
o
l)

*

†

α-SMA

α-tubulin

A B



Figure S4. NGAL deletion improves cardiac inflammation three months after 

myocardial infarction. IL-6 (A), CD3 (B), CD45 (C), CD68 (D) and CD80 (E) in WT-

Sham, WT-MI, and NGAL KO-MI mice. Histogram bars represent the mean ± SEM in 

arbitrary units normalized to β-actin. *p < 0.05 vs. WT-Sham; †p <0.05 vs. WT-MI. 

 

 

 

 

Control NGAL

500 ng/ml

Iκ
B

 a
ct

iv
a
ti

o
n

 (
A

.U
.)

**

p-IκB

t-IκB



Figure S5: Phosphorylation of IκB in human cardiac fibroblasts treated with NGAL 

(500 ng/mL). Histogram bars represent the mean ± SEM in arbitrary units normalized to 

total IκB. **p < 0.01 vs. Control. 
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The lymphatic system plays a crucial role in the mainte-
nance of tissue fluid balance and immune surveillance 

in most vascularized tissues. The heart carries an elaborate 
lymphatic network, first described by Rudbeck.1–3 The heart 
depends heavily on its lymphatics for the return to the blood 
circulation of extravasated macromolecules and fluids.4 
Accordingly, surgical obstruction of cardiac lymphatics rap-
idly leads to myocardial edema with well-described acute, 
and chronic, as well, deleterious effects on cardiac function.5–7 
Clinically detectable myocardial edema is a frequent finding 

in the acute phase of myocardial ischemia,8 initially because 
of vascular hyperpermeability.9–11 Concurrently, there is rapid 
infiltration of neutrophils, macrophages, and other immune 
cells, which participate in the inflammatory tissue response 
to injury. These cells perform important beneficial roles such 
as the removal of dead cells and debris and the stimulation 
of reparative or regenerative processes, including angio-
genesis.12,13 However, cardiac inflammation also has many 

Background—The lymphatic system regulates interstitial tissue fluid balance, and lymphatic malfunction causes edema. 
The heart has an extensive lymphatic network displaying a dynamic range of lymph flow in physiology. Myocardial 
edema occurs in many cardiovascular diseases, eg, myocardial infarction (MI) and chronic heart failure, suggesting that 
cardiac lymphatic transport may be insufficient in pathology. Here, we investigate in rats the impact of MI and subsequent 
chronic heart failure on the cardiac lymphatic network. Further, we evaluate for the first time the functional effects of 
selective therapeutic stimulation of cardiac lymphangiogenesis post-MI.

Methods and Results—We investigated cardiac lymphatic structure and function in rats with MI induced by either temporary 
occlusion (n=160) or permanent ligation (n=100) of the left coronary artery. Although MI induced robust, intramyocardial 
capillary lymphangiogenesis, adverse remodeling of epicardial precollector and collector lymphatics occurred, leading 
to reduced cardiac lymphatic transport capacity. Consequently, myocardial edema persisted for several months post-MI, 
extending from the infarct to noninfarcted myocardium. Intramyocardial-targeted delivery of the vascular endothelial 
growth factor receptor 3–selective designer protein VEGF-C

C152S
, using albumin-alginate microparticles, accelerated 

cardiac lymphangiogenesis in a dose-dependent manner and limited precollector remodeling post-MI. As a result, 
myocardial fluid balance was improved, and cardiac inflammation, fibrosis, and dysfunction were attenuated.

Conclusions—We show that, despite the endogenous cardiac lymphangiogenic response post-MI, the remodeling 
and dysfunction of collecting ducts contribute to the development of chronic myocardial edema and inflammation-
aggravating cardiac fibrosis and dysfunction. Moreover, our data reveal that therapeutic lymphangiogenesis may 
be a promising new approach for the treatment of cardiovascular diseases.  (Circulation. 2016;133:1484-1497.  
DOI: 10.1161/CIRCULATIONAHA.115.020143.)

Key Words: edema ◼ edema, cardiac ◼ fibrosis ◼ heart failure ◼ lymphatic vessels ◼ therapeutics  
◼ vascular endothelial growth factor C ◼ ventricular remodeling
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deleterious effects, including induction of blood vascular 
rarefaction and dysfunction and stimulation of cardiac fibro-
sis, contributing to the development of chronic heart failure 
.14 Furthermore, many inflammatory mediators, and oxygen 
radicals generated during inflammation, as well, negatively 
affect lymphatic function, causing impairment of lymph flow 
and initiation of lymph edema and chronic inflammation.15,16 
It is noteworthy that clinically detectable myocardial edema, 
extending beyond the infarct zone, may persist for up to 6 to 
12 months post–myocardial infarction (MI) in humans, which 
is suggestive of lymphatic insufficiency.17,18

Whether cardiac lymphatic dysfunction occurs after myo-
cardial injury, and the impact this may have on myocardial 
fluid balance and cardiac inflammation, remains to be investi-
gated. Moreover, although the advent of molecular lymphatic 
markers has fueled investigations into lymphatic anatomy, 
function, and growth in many organs,19–21 only a handful of 
articles have assessed lymphangiogenesis in the heart. It was 
recently shown that cardiac lymphangiogenesis and lymphatic 
remodeling occur in humans with cardiovascular diseases, 
such as infective endocarditis, acute or chronic myocardial 
ischemia, and terminal chronic heart failure.22,23 However, 
little information exists on the functional role of cardiac lym-
phangiogenesis in the native heart, and it is unknown whether 
insufficient lymphangiogenesis contributes to chronic myo-
cardial edema, inflammation, and fibrosis in cardiovascular 
diseases.

Stimulation of lymphatic vessel growth (therapeutic lym-
phangiogenesis) has been proposed as a treatment to resolve 
peripheral edema of different etiologies, including secondary 
lymphedema.24 Promisingly, experimental research over the 
past decade has shown that stimulation of lymphangiogenesis 
may reduce edema and limit or resolve chronic inflamma-
tion.25,26 To the best of our knowledge, targeted stimulation of 
cardiac lymphangiogenesis has never before been attempted 
in the MI setting.

Here, we present a molecular study of the cardiac lym-
phatic tree describing the endogenous lymphangiogenic 
response to myocardial injury and its impact on cardiac lym-
phatic function, myocardial interstitial fluid balance, and 
immune cell infiltration. Furthermore, we investigate for the 
first time whether targeted intramyocardial lymphangiogenic 
therapy may exert beneficial effects on cardiac remodeling 
and function post-MI.

Methods
Animals and Reagents
Male Wistar rats (220 g) were obtained from Janvier. Animal hous-
ing and experiments were in accordance with National Institutes of 
Health guidelines, and the study ethically approved by the Normandy 
University regional review board according to French and EU legis-
lation (project no. 01181.01). Recombinant rat vascular endothelial 
growth factor (VEGF)-C

C152S
 was purchased from Reliatech. Sources 

of antibodies and other reagents are listed in the online-only Data 
Supplement Methods (Tables I through III in the online-only Data 
Supplement).

Surgical Model
Left ventricular (LV) MI was induced by left coronary artery ante-
rior descending branch ligation (permanent model) or occlusion (45 

minutes of ischemia; temporary model) as previously described.27 
Albumin-alginate microparticles, loaded or not with VEGF-C

C152S
, 

were injected in the LV free wall after reperfusion in the temporary 
MI model.

Functional Evaluations

Echocardiography, MRI, and Hemodynamics
Echocardiography was performed in sedated rats as previously 
described.27 MRI analyses were performed in anesthetized rats, as 
described,27 and for T2-mapping of cardiac water content by using a 
4.7T horizontal bore scanner (Bruker). Invasive hemodynamic assess-
ment of cardiac function was performed by LV catheterization as pre-
viously described.28 See online-only Data Supplement Methods.

Lymphangiography
Invasive cardiac lymphangiography was performed at 4, 8, or 12 
weeks post-MI. Fluorescent quantum dots (Molecular Probes) were 
injected intramyocardially, and fluorescein isothiocyanate-dextran 
(Sigma-Aldrich) was injected intravenously, followed by macro-
confocal imaging (TCS LSI, Leica) of the anterolateral epicardium. 
Images were assembled using NIH ImageJ software for 3D recon-
struction of cardiac surface blood and lymphatic vascular networks. 
For details see online-only Data Supplement Methods.

Gravimetry
Cardiac water content was evaluated by wet weight–dry weight 
method after desiccation of tissues for 5 days at 65°C, similar to what 
has been described.29

Immunohistochemistry and Histology

Immunohistochemistry
Hearts were arrested in diastole and either fixed in 3% parafor-
maldehyde or snap-frozen. Whole hearts or sequential cryosections 
(8 μm) were immunolabeled by using lymphatic markers (LYVE, 
Podoplanin, Prox-1, vascular endothelial growth factor receptor 3 
[VEGFR3], FOXC2, and CCL21), blood vessel markers (CD31, 
SMA), immune cell markers (CD68, CD11b, CD11c), and wheat 
germ agglutinin for cardiomyocyte contours. 4′,6-Diamidino-
2-phenylindole provided nuclear stain. Signals were visualized 
with either peroxidase-based colorimetry or immunofluorescence. 
Images were assembled using ImageJ software and 3D-modeled 
using Amira software (FEI). For details, see online-only Data 
Supplement Methods.

Histology
Cardiac cryosections (8 μm) were stained with Sirius Red. Infarct 
size was calculated as: (%) Infarct area/total LV area. Cardiac 
interstitial collagen density (fibrosis) in noninfarct areas was evalu-
ated as described.27 For details, see online-only Data Supplement 
Methods.

Western Blot
Cardiac LV samples were extracted, and denatured samples were sep-
arated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
and blotted to nitrocellulose membranes incubated with antibodies as 
detailed in online-only Data Supplement Methods.

Statistics
Data are presented as mean±standard error of the mean. Differences 
between multiple groups were evaluated by parametric 1-way anal-
ysis of variance followed by Tukey post hoc test for samples with 
normal distribution and n>7 rats/group, or alternatively for samples 
with non-Gaussian distribution, or n<8 rats/group, using nonpara-
metric Kruskal-Wallis analysis followed by the Dunn post hoc test. 
Parametric Pearson or nonparametric Spearman rank order tests were 
used for evaluating correlations. Statistical analyses were performed 
with GraphPad Prism5.
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Results
Remodeling of Cardiac Lymphatics Post-MI
First, we performed immunohistochemical analyses to 
assess the molecular and structural profile of the cardiac 
lymphatic network in the LV of healthy, adult rats. The den-
sity of intramyocardial LYVE-1+ lymphatics was 10 times 
lower than the corresponding density of CD31+ blood ves-
sels; whereas the blood vessel-to-cardiomyocyte ratio 
was ≈1:1, the lymphatic-to-cardiomyocyte ratio was 1:10 
(Figure 1A through 1F, L, Figure IA in the online-only 
Data Supplement). Cardiac LYVE-1+ lymphatic vessels 
expressed VEGFR3 (Figure IB and IC in the online-only 
Data Supplement) and Prox-1 online-only Data Supplement 
Figure IE). In the subepicardium, LYVE-1+/VEGFR3+ 
precollector-like vessels of at least 20 μm in diameter also 
expressed podoplanin (Figure 1C and 1D, Figure IC in the 
online-only Data Supplement). However, in midmyocardial 
areas lymphatic podoplanin expression was less frequent 
(Figure ID in the online-only Data Supplement). Indeed, 
the vast majority (>80%) of LYVE-1+ vessels were small 
(lumen diameter <5 μm) lymphatic capillaries that showed 
variable expression of VEGFR3, were negative for podo-
planin, and devoid of smooth muscle cells (Figure IIA in the 
online-only Data Supplement), and did not express macro-
phage markers (Figure IIB through IID in the online-only 
Data Supplement). The intramyocardial lymphatics drain 
centrifugally, with each cardiac contraction, toward the 
superficial epicardial lymphatic network composed of both 
blunt-ended capillaries and larger precollectors and valved 
collecting ducts (Figure 1M, Figure III in the online-only 
Data Supplement), which empty into periaortic and paratra-
cheal lymph nodes.2,30

Next, we investigated the remodeling of the cardiac lym-
phatics following MI induced by permanent ligation of the 
left coronary artery anterior descending branch. The lym-
phatic density in the infarct scar literally exploded by 12 
weeks post-MI in comparison with sham rat levels (1042±100 
versus 141±7 LYVE-1+ lymphatics/mm2; P<0.001). The 
infarct lymphangiogenesis essentially involved generation 
of small, capillary lymphatics but also some large, sac-like 
LYVE-1+ vessels lacking podoplanin expression (Figure IVA 
in the online-only Data Supplement). Beyond the infarct, in 
adjacent LV free wall areas, we found that, whereas the lym-
phatic capillary density was unaltered in the midmyocardium 
(Figure IVC in the online-only Data Supplement), it progres-
sively increased in the subepicardium during development 
of chronic heart failure, reaching 138±8% (P<0.01) of sham 
levels by 12 weeks (Figure 1A). This increase in cardiac lym-
phatics occurred concomitant with a significant decrease in 
myocardial blood capillary, and arteriolar densities, as well, 
reduced to 74% (P<0.001) and 78% (P<0.05) of sham lev-
els by 12 weeks, respectively (Figure 1E through 1H). The 
increase in subepicardial lymphatic density was associated 
with a transient decrease in podoplanin+ vessel density, and 
the relative percentage of LYVE-1+/podoplanin+ precollec-
tors was reduced to 57±10% (P<0.001) of sham levels at 4 
weeks post-MI (Figure 1C and 1D, Figure IVB in the online-
only Data Supplement). Vessel size analyses revealed that the 

percentage of open vessels (diameter >5μm) was ≈6% of all 
LYVE-1+ vessels in healthy sham rats, and all these essentially 
subepicardial vessels were podoplanin+ (Figure 1I, Figure IB 
and IC in the online-only Data Supplement). MI significantly 
reduced the percentage of open vessels because of preferen-
tial growth of small lymphatic capillaries. Furthermore, the 
mean diameter among remaining open vessels was reduced 
to 58±5% (P<0.01) of sham levels at 4 weeks, leading to a 
transient reduction by 76±6% (P<0.001) of the total area of 
open cardiac lymphatics (Figure 1J and 1K).

Thus, whereas MI was associated with a significant 
increase in the density of lymphatic capillaries, extending 
well beyond the infarct to the subepicardium of noninfarct 
areas, there was progressive relative rarefaction of larger pre-
collector vessels (15–50 μm diameter) that may influence 
the lymphatic drainage capacity of the heart. Moreover, the 
superficial epicardial lymphatic network also underwent sig-
nificant remodeling, again extending beyond the scar region 
(Figure 1K).

Molecular Regulation of Cardiac 
Lymphangiogenesis
Next, we assayed the levels of lymphangiogenic regula-
tors VEGF-A, VEGF-C, and VEGFR3 in cardiac samples. 
In agreement with previous studies, we found that, whereas 
VEGF-A levels, peaking early after ischemia,9 were reduced 
to sham levels by 12 weeks post-MI, the cardiac levels of 
VEGF-C and VEGFR3 remained elevated, and even tended to 
increase, from 4 to 12 weeks (Figure 2A), in support of active 
cardiac lymphangiogenesis. The cardiac VEGF-C may in part 
be derived from recruited macrophages, where its expression 
is induced by both inflammatory mediators and osmotic pres-
sure–regulated pathways.31,32

Alteration of Cardiac Lymphatic Transport and 
Myocardial Fluid Balance Post-MI
In view of the structural alterations of the cardiac lymphatic 
network post-MI, we investigated cardiac lymphatic function. 
Cardiac lymphangiography, based on a macroconfocal ex vivo 
imaging approach developed in our laboratory, revealed atten-
uated lymphatic transport by 4 weeks, and partially restored 
transport capacity by 12 weeks post-MI (Figure 2B). This 
transient functional deficit mirrors the timeline of structural 
modifications, notably the decrease in the percentage of pre-
collectors and total area of open lymphatics (Figure 1D and 
1K), indicating that transport function and lymphatic precol-
lector structure, rather than lymphatic capillary density, are 
linked.

Similar to previous studies,8 we found that cardiac water 
content, as a proxy for myocardial edema, was increased in 
the LV infarct zone for up to 16 weeks post-MI (Figure 2C). 
Moreover, we also detected significantly increased water 
content in the noninfarcted LV free wall for at least 4 weeks 
post-MI (Figure 2C). These findings of slowly dissipating 
myocardial edema, extending to noninfarcted areas and per-
sisting long after the acute ischemia–induced vascular hyper-
permeability has subsided,10 point to insufficient cardiac 
lymphatic transport as a limiting factor for reinstatement of 
cardiac fluid homeostasis post-MI.
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Figure 1. Alterations of cardiac lymphatics following MI. LYVE-1+ lymphatic density (A), LYVE-1+ lymphatic-to-cardiomyocyte (CM) ratio (B), LYVE1+/
podoplanin+ precollector density (C), and percentage of podoplanin+ vessels (among LYVE-1+ lymphatics; D) in noninfarcted LV subepicardium 
following MI induced by permanent LCAd ligation (n=8–13 rats/group). Dotted line indicates healthy sham levels. CD31+ blood vessel density (E), 
CD31+ blood vessel-to-CM ratio (F), SMA+ arteriolar density (G), and percentage of arterioles (among CD31+ blood vessels; H) in rat myocardium 
(n=8–16 rats/group). Lymphatic vessel sizes were evaluated, and the frequency of open lymphatics (diameter>5 μm) among LYVE-1+ vessels was 
calculated (I). Average vessel diameter among open lymphatics (J), and total open lymphatic area per mm2 (K). (n=8–10 rats/group). Example of the 
rat subepicardial lymphatic network (L): LYVE-1 (red); cardiomyocytes (green); nuclei (blue). Scale bar, 50 μm. Colorimetric whole-mount imaging of 
epicardial surface lymphatics in healthy sham rats (M) or at 4 weeks post-MI (N). Valved collectors indicated by white arrows in inset (M). Permanent 
LCAd ligation in blue (N). Scale bar, 2 mm. Values represent mean±SEM. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 vs sham. #P<0.05; ##P<0.01 as indicated. 
LCAd indicates left coronary artery anterior descending branch; LV, left ventricle; MI, myocardial infarction; and SEM, standard error of the mean.
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Selective Stimulation of Cardiac Lymphangiogenesis 
by Targeted Delivery of VEGF-CC152S
To assess whether lymphangiogenic therapy might improve 
cardiac lymphatic transport and reduce cardiac water imbal-
ance post-MI, we developed a targeted approach using 
microparticle-based intramyocardial delivery of the VEGFR3-
selective designer protein VEGF-C

C152S
.33 Our biodegradable, 

injectable albumin-alginate microparticles release bioactive 

growth factors, including VEGF-C
C152S

, over several weeks, as 
assessed in vitro (Figure VA through VC in the online-only 
Data Supplement), leading to increased therapeutic efficacy 
over naked protein delivery, and spatiotemporally controlled 
effects, as well, as demonstrated previously.27

One of the many advantages of our microparticle-based 
approach is that it is associated with minimal immunologi-
cal interference, as opposed to adenoviral therapy, which in 

Figure 2. Alteration of lymphangiogenic regulators, cardiac lymphatic transport, and myocardial fluid balance post-MI. A, Relative 
cardiac protein levels of VEGF-A, VEGF-C, and VEGFR3 evaluated in healthy sham and at 1 week, 4 weeks, or 12 weeks post-MI Values 
represent mean±SEM of fold above sham of protein levels normalized to actin. Several VEGF-A bands were observed, notably in sham, 
corresponding to 188, 164, and 121 amino acid VEGF-A isoforms. VEGF-C also migrated as 2 bands, corresponding to full-length and 
cleaved growth factor, respectively (n=4–10 rats/group). B, Cardiac lymphangiography. Left, Macroconfocal imaging of the cardiac 
surface (anterolateral views) in a sham rat, and at 4 weeks or 12 weeks post-MI. Scale bar, 1 mm. White lines indicate infarct area. White 
arrows in the bottom row indicate transporting lymphatics, and double arrowheads indicate periaortic lymph nodes. Right, Illustration 
of the setup used for evaluating cardiac lymphatic transport capacity: fluorescent quantum dots (red) are injected intramyocardially 
in the apex where they are captured by superficial cardiac lymphatics and transported toward the heart base and periaortic draining 
lymph nodes through 1 or several of the main cardiac collectors. The blood vasculature is visualized by intravenous injection of FITC-
dextran (green). Images are captured at a time point when, in healthy sham rats, quantum dots have reached the cardiac lymph nodes. 
C, Gravimetric analyses of cardiac water content in the infarct (● ) vs noninfarcted (◯) LV wall following MI (n=7–22 rats/group). $P=0.08; 
*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 vs sham. FITC indicates fluorescein isothiocyanate; LV, left ventricle; MI, myocardial infarction; SEM, 
standard error of the mean; VEGF, vascular endothelial growth factor; and VEGFR3, vascular endothelial growth factor receptor 3. 
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Figure 3. Targeted delivery of VEGF-CC152S selectively stimulates cardiac lymphangiogenesis. Examples of rat subepicardial lymphatics 
(A): Top row, LYVE-1+ (red)/podoplanin+ (green) precollectors; nuclei, blue. Bottom row, Cardiomyocytes (green); CD31+ blood vessels 
(red); LYVE-1+ (blue). LYVE-1+ lymphatic density (B), LYVE-1+ vessel-to-CM ratio (C), and relative density of podoplanin+ precollectors 
(D) in the noninfarcted subepicardium at 3 weeks or 8 weeks post-MI (n=6–13 rats/group). CD31+ blood vessel density (E) and CD31+ 
blood vessel-to-CM ratio (F), and cardiomyocyte sizes (G) (n=7–11 rats/group). Frequency of open lymphatics (diameter>5 μm) among 
LYVE-1+ vessels (H), lymphatic vessel diameter (I), and total area of open lymphatics (J) (n=5–11 rats/group). Dotted line indicates healthy 
sham levels (◯). Controls (● ) and VEGF-CC152S–treated rats (low dose, ∆; high dose, ▼). Values represent mean±SEM. $P=0.08; *P<0.05 
vs sham; #P<0.05 as indicated. Scale bar, 50 μm. CM indicates cardiomyocyte; HD, high dose; LD, low dose; MI, myocardial infarction; 
SEM, standard error of the mean; and VEGF, vascular endothelial growth factor.
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addition may lead to lymphatic uptake and transport of active 
virions.34 In contrast, our microparticles are small enough to be 
readily injectable, yet large enough to be entrapped between 
cardiomyocytes at the injection site, thus limiting spatially, in 
addition to temporally, the release of bioactive factors.

We opted for a temporary occlusion MI model in our sub-
sequent studies because of its higher pertinence to the clinical 
situation, and to avoid confounding effects on cardiac lym-
phatic transport caused by inadvertent permanent ligation of 
one of the main cardiac collectors that run alongside the left 
coronary artery anterior descending branch (Figures 1M and 
2B). Our experimental design included sham-operated ani-
mals, MI controls injected with empty microparticles, and 
2 groups of VEGF-C

C152S
–treated MI rats: low-dose (1.5 μg/

rat: VEGF-C
LD

) and high-dose VEGF-C (5μg/rat VEGF-C
HD

) 
(Figure VD and VE in the online-only Data Supplement). 
Despite similar infarct sizes at 3 weeks and 8 weeks post-MI, 
the cardiac hypertrophy, present in control MI rats by 8 weeks, 
was less pronounced in VEGF-C

HD
–treated rats (Figure VIA 

through VIC in the online-only Data Supplement), suggesting 
attenuated LV remodeling in the group receiving high-dose 
VEGF-C

C152S
.

Similar to our findings in the permanent ligation model, 
control MI rats displayed an endogenous capillary lymphan-
giogenic response together with lymphatic remodeling in 
the infarct (Figure VID through VIH in the online-only Data 
Supplement). However, neither lymphatic capillary density 
nor lymphatic sizes in the infarct area were further increased 
by VEGF-C

C152S
 therapy, in comparison with controls (Figure 

VIF, VIG, and VIH in the online-only Data Supplement).
In the adjacent subepicardium of the noninfarcted LV free 

wall, the lymphangiogenic response in controls was slower than 
in the permanent ligation model, and the lymphatic capillary 
density was still not significantly increased by 8 weeks post-
MI, although capillary-to-cardiomyocyte ratios were already 
increased by 3 weeks (Figure 3A through 3C). Furthermore, 
only VEGF-C

HD
 significantly increased lymphatic capillary 

density and lymphatic-to-cardiomyocyte ratios in the subepi-
cardium by 3 weeks in comparison with controls (Figure 3A 
through 3C), and further tended to increase midmyocardial 
lymphatic density (Figure VIIA through VIID in the online-
only Data Supplement), indicating an accelerated cardiac 
lymphangiogenesis. By 8 weeks, the lymphatic capillary den-
sities were similar among all 3 MI groups, demonstrating that 
VEGF-C

C152S
 therapy increased the speed, but not the extent, 

of the cardiac lymphangiogenic response post-MI. However, 
in this temporary MI model, where the relative rarefaction 
of LYVE-1+/podoplanin+ precollectors was less pronounced 
(Figure 3D), VEGF-C

C152S
 therapy did not significantly alter 

precollector densities, indicating lymphatic capillary expan-
sion as the main effect. The MI-induced myocardial blood 
vessel rarefaction was less pronounced in controls in this 
temporary occlusion MI model (Figure 3E). Although higher 
blood capillary density was observed at 8 weeks in the VEGF-
C

HD
 group, this was the result of simultaneously decreased 

cardiac hypertrophy (Figure 3G), and the blood capillary-to-
cardiomyocyte ratio was unaffected by VEGF-C

C152S
 therapy 

(Figure 3F), indicating the absence of effects on myocardial 
angiogenesis. Furthermore, MI-induced arteriolar rarefaction 

was also not altered by VEGF-C
C152S

 therapy (arteriolar den-
sity: 65±3%, P<0.05, and 64±5%, P<0.01, of sham levels at 8 
weeks in controls and VEGF-C

HD
 groups, respectively).

Vessel size analyses revealed that the frequency of open 
lymphatics (diameter>5μm) was reduced by 8 weeks in con-
trols because of the preferential growth of small lymphatic 
capillaries (Figure 3H). However, neither open vessel mean 
diameter (Figure 3I) nor total area of open intramyocardial 
lymphatics (Figure 3J) were significantly reduced in compar-
ison with sham rats in this temporary occlusion MI model. 
Although VEGF-C

C152S
 therapy did not increase the frequency 

of open vessels, again indicating capillary expansion as the 
main effect, VEGF-C

LD
 treatment, but not VEGF-C

HD
, did 

limit MI-induced slimming-remodeling of precollectors 
(Figure 3I). This led to an increase (154±52% of control lev-
els, P=0.08) in the total area of open lymphatics in the nonin-
farcted subepicardium of VEGF-C

LD
–treated rats (Figure 3J).

Assessment of the Epicardial Lymphatic Network 
Remodeling and Function
In the surface epicardial lymphatic network, examined by 
whole mount, virtually all vessels, ranging from LYVE-1 
highly expressing capillaries to LYVE-1 weakly expressing 
valved collectors, were positive for podoplanin (Figure 4, 
Figure VIIE in the online-only Data Supplement). However, 
some podoplanin+ structures were negative for LYVE-1, con-
firming LYVE-1 as the most selective and consistent marker 
of intra- and epicardial lymphatics (Figure 4, Figure I in 
the online-only Data Supplement). Temporary left coronary 
artery anterior descending branch occlusion, similar to per-
manent ligation, led to almost complete loss of draining lym-
phatics over the infarct, and to severe remodeling of epicardial 
lymphatics in the adjacent, noninfarcted LV surface, as well 
(Figure 4). Three-dimensional modeling, followed by vessel-
size profiling, revealed that the relative frequency of small 
lymphatics (<15 μm diameter, blue-green) was increased in 
control and VEGF-C

LD
 groups by 8 weeks post-MI (Figure 4). 

In contrast, in VEGF-C
HD

–treated rats, the frequency of 
larger (>30 μm diameter, red) epicardial precollectors was 
increased in comparison with sham and controls. This pre-
vention by VEGF-C

HD
 treatment of MI-induced epicardial 

lymphatic profile shifting, together with increased intramyo-
cardial lymphatic density (Figures 3B, 3C, and 4), but also 
the enlargement of intramyocardial lymphatics, as observed 
in VEGF-C

LD
–treated rats (Figure 3I and 3J), could poten-

tially lead to improved cardiac lymphatic drainage in compar-
ison with MI controls. However, cardiac lymphangiography 
revealed no major improvement in lymphatic transport capac-
ity in the anterior LV surface (encompassing both infarct and 
peri-infarct regions) of VEGF-C

LD
–treated versus controls at 8 

weeks post-MI (Figure 5).

Effect of Therapeutic Lymphangiogenesis  
on Myocardial Edema, Inflammation, and  
Cardiac Fibrosis
Despite the lack of evidence of macroscopically improved 
cardiac lymphatic function in the VEGF-C

LD
–treated group, 

we investigated whether our lymphangiogenic therapy 
influenced myocardial fluid balance post-MI. Similar to 
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our observations in the permanent ligation model, cardiac 
water content was significantly increased in controls for up 
to 8 weeks post-MI (Figure 6). Again, the myocardial edema 
extended from the infarct to noninfarcted areas. In VEGF-
C

HD
–treated rats, the MI-induced myocardial water imbal-

ance, assessed by gravimetry, was reduced by 3 weeks in the 
noninfarcted LV free wall and septum, but not in the infarct 
or right ventricle (Figure 6A). In the VEGF-C

LD
 group, there 

was no difference from MI controls in cardiac water content 
at 3 weeks (data not shown), and, by 6 weeks, only a small, 
nonsignificant reduction was found (–10±3% of T2 signal, 
P=0.12), as assayed by MRI T2 mapping (Figure 6B and 
6C). However, by 8 weeks, there was a significant reduc-
tion of both right ventricular and total cardiac water content, 
as assessed by gravimetry, in VEGF-C

LD
 rats in comparison 

with controls (Figure 6E).

Figure 4. Remodeling of cardiac surface lymphatics post-MI. Whole-mount labeling of epicardial surface lymphatics in healthy rats 
(sham) or in the LV infarct (dotted white line) border zone at 8 weeks post-MI in controls or VEGF-CC152S–treated rats. Scale bar, 500 μm. 
Examples of 3D modeling of the epicardial LYVE-1+ lymphatic network at mid-LV level with color coding of lymphatic diameters. Color 
bar: 0 to 30 μm vessel diameter. HD indicates high dose; LD, low dose; LV, left ventricle; MI, myocardial infarction; and VEGF, vascular 
endothelial growth factor.

Figure 5. Altered cardiac lymphatic transport 
post-MI. Cardiac lymphangiography: examples 
of quantum dot transport from apex to heart 
base through epicardial surface lymphatics in 
healthy rats (sham), and reduced acute transport 
capacity in the peri-infarct area (infarct border 
traced in white dotted line) at 8 weeks post-MI 
in controls and VEGF-CLD–treated rats. Quantum 
dots (red); FITC-dextran–labeled cardiac blood 
vessels (green). Bottom row, White arrows 
indicate transporting lymphatic collectors and 
double arrowheads draining periaortic lymph 
nodes. Scale bar, 1 mm. FITC indicates fluorescein 
isothiocyanate; MI, myocardial infarction; and 
VEGF, vascular endothelial growth factor.
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Apart from the role of lymphangiogenesis in restoring 
interstitial fluid balance, expansion and remodeling of cardiac 
lymphatics may influence the extent, duration, or quality of 
the inflammatory response to myocardial injury. Examining 
infarcted (Figure 7B) and noninfarcted (Figure 7A and 7C) LV 
at 3 weeks post-MI, when the acute inflammatory response has 
subsided, we found that VEGF-C

C152S
 treatment led to a dose-

dependent reduction in CD68+ macrophage levels in both the 
infarct (VEGF-C

HD
: 48±3% of control levels, P<0.05) and the 

noninfarcted LV (VEGF-C
HD

: 68±5% of controls, P<0.05). 
By 8 weeks, immune cell infiltration was similarly reduced 
in controls (data not shown), indicating that targeted deliv-
ery of VEGF-C

C152S
 modulates the duration, but not the extent, 

of the inflammatory response in the chronic phase of MI. 
This may involve increased egress of immune cells, notably 
antigen-presenting cells such as macrophages and dendritic 
cells, by cardiac lymphatics. Indeed, CD68+ cells were occa-
sionally observed in the lumen of intramyocardial lymphatics 

Figure 6. Therapeutic lymphangiogenesis improves myocardial water balance post-MI. A, Gravimetric assessment of cardiac water 
content at 3 weeks post-MI (n=4–11 rats/group). B, Examples of cardiac MRI T2 mapping and a native view indicating the infarct region. 
Color-coded MRI images show edematous (red/yellow, Right) infarct and peri-infarct areas of the LV in a control at 8 weeks post-MI in 
comparison with baseline (sham) T2 signals (turquoise/blue, Left). Color bar indicates range of T2 signal intensity (ms). C, MRI-based 
quantification of cardiac water content (T2 map signal intensity, ms) in the LV free wall at 6 weeks post-MI. D, Correlation of T2 map 
signals with gravimetric measures of cardiac water content. Data pool corresponds to individual measurements obtained in sham rats 
and at 8 weeks post-MI, r=Spearman correlation coefficient. E, Gravimetric assessment of cardiac water content at 8 weeks (n=8–11 
rats/group). Dotted lines indicate healthy sham levels (◯). Controls (● ) and VEGF-CC152S–treated rats (low dose, ∆; high dose, ▼). Values 
represent mean±SEM. *P<0.05; ***P<0.001 vs sham. $P=0.07; #P<0.05 as indicated. LV indicates left ventricle; MI, myocardial infarction; 
RV, right ventricle; SEM, standard error of the mean; and VEGF, vascular endothelial growth factor.
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Figure 7. Therapeutic lymphangiogenesis limits macrophage levels and cardiac fibrosis. A, Examples of macrophage infiltration 
in noninfarcted LV at 3 weeks post-MI. Quantification of CD68+ macrophage density in infarct (B) and noninfarcted LV (C) (n=5–11 
rats/group). CD68+ cells (green) were occasionally observed in the lumen of precollector lymphatics (red). D, Correlation between 
macrophages and intramyocardial lymphatic density. E, Quantification and example of CD11c+ dendritic cell density in the noninfarcted 
LV. F, Correlation between dendritic cells and CCL21-expressing lymphatics. Quantification (G) and examples (H) of interstitial cardiac 
collagen levels in noninfarcted LV at 3 weeks or 8 weeks post-MI (n=5–10 rats/group). Values represent mean±SEM. *P<0.05; ***P<0.001 
vs sham. #P<0.05; ###P<0.001 as indicated. Scale bar, 50 μm. DAPI indicates 4′,6-diamidino-2-phenylindole; HD, high dose; LD, low 
dose; LV, left ventricle; MI, myocardial infarction; SEM, standard error of the mean; and VEGF, vascular endothelial growth factor.
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(Figure 7C, Figure IIB through IID in the online-only Data 
Supplement), and CD68+ cell density correlated inversely 
with lymphatic density (Figure 7D), but not with CCL21 
expression. Lymphatic-selective expression of the chemokine 
CCL21 has been shown to regulate immune cell clearance.35 
We found that VEGF-C

HD
 treatment led to a nonsignificant 

increase in CD11c+ dendritic cell density (Figure 7E) associ-
ated with a trend for lower CCL21 expression levels in subepi-
cardial lymphatics in the noninfarct LV, but not in the infarct, 
in comparison with controls (Figure VIII in the online-only 
Data Supplement). Indeed, in agreement with a prominent role 
for this chemokine in directing dendritic, but not macrophage, 
cell egress, we found that cardiac CD11c+ density correlated 
inversely with lymphatic CCL21 expression (Figure 7F).

Both myocardial edema and inflammatory mediators 
released by immune cells, including macrophages, stimu-
late collagen production in fibroblasts leading to the initia-
tion of cardiac fibrosis extending to noninfarcted areas.36,37 
Whereas interstitial collagen levels in controls were signifi-
cantly increased by 8 weeks post-MI in comparison with sham 
(135±5% of sham levels, P<0.001), we remarkably found that 
cardiac fibrosis was completely prevented in VEGF-C

C152S
–

treated rats (Figure 7G and 7H).

Effect of Therapeutic Lymphangiogenesis on 
Cardiac Perfusion and Function
Reduction of myocardial edema and immune cell infiltration 
may influence cardiac perfusion levels even in the setting of 
unaltered arteriolar densities. However, MRI analyses per-
formed at 6 weeks post-MI revealed only a weak tendency 
for improvement of cardiac perfusion in VEGF-C

HD
 rats in 

comparison with controls (127±17%, P=0.08 versus controls, 
Figure 8A).

Echocardiography showed limitation of LV dilation (LV 
end-diastolic diameter and LV end-systolic diameter) at 3 
weeks, but not at 6 weeks post-MI, in VEGF-C

HD
–treated rats 

(Figure 8B through 8D). Furthermore, LV fractional short-
ening was not altered by VEGF-C

C152S
 therapy (Figure 8E). 

In contrast, invasive hemodynamic assessment, by LV cath-
eterization, performed at 8 weeks, uncovered substantial and 
significant improvement of cardiac diastolic function (com-
pliance, LV end-diastolic pressure-volume relation) in both 
VEGF-C

C152S
–treated groups, and a smaller improvement 

of systolic function (contractility, LV end-systolic pressure-
volume relation), significant only in VEGF-C

HD
–treated rats 

(Figure 8F through 8I).

Discussion
We found that MI leads to the loss of lymphatic collectors 
in the scar region, deleterious remodeling of precollectors 
extending to noninfarcted regions of the LV, and expansion of 
the subepicardial capillary lymphatic network. These modi-
fications are associated with transient lymphatic transport 
dysfunction, causing poor myocardial water handling and 
persistent edema. Remarkably, although VEGF-C

C152S
 ther-

apy dose-dependently stimulated lymphatic capillary growth 
in the heart, it also reduced MI-induced relative rarefaction 
and remodeling of epicardial/subepicardial large podoplanin+ 
precollectors, increasing the total area of open lymphatics 

accessible for active transport. This development, seen at 8 
weeks post-MI, coincided with significant improvement of 
cardiac water content in the VEGF-C

LD
 group, and prevention 

of cardiac fibrosis and dysfunction. However, in the VEGF-
C

HD
 group, both myocardial fluid balance and cardiac immune 

cell infiltration were already reduced by 3 weeks when only 
lymphatic capillary density, but not total open lymphatic 
area, was significantly different from controls. It is possible 
that VEGF-C

C152S
 therapy may have influenced lymphatic 

chemokine signaling other than CCL21 leading to improved 
active lymphatic uptake and removal of macrophages before 
expansion of lymphatic precollector and collector vessels.35,38 
Conversely, inhibition of cardiac lymphangiogenesis has been 
reported to protect allogenic heart transplants against rejection 
by limiting lymphatic transport of activated antigen-present-
ing cells.35

We found, similar to previous reports,39–41 that the infarct 
zone was teeming with lymphatic capillaries, with no fur-
ther increase in VEGF-C

C152S
–treated rats. The remarkable 

endogenous lymphangiogenic response is likely induced 
by the rich exudate and prolymphangiogenic immune cells 
found in the scar, similar to the situation in skin inflamma-
tion.31 Despite this lymphatic capillary hypervascularity, the 
evidenced destruction of precollector and collector vessels 
in the scar epicardium supports our observations of severely 
altered lymphatic drainage over the infarct, and explains the 
persistent edema and inflammation of the region. On the other 
hand, in the bordering noninfarcted LV wall, where VEGF-
C

C152S
 therapy led to partial rescue of epicardial/subepicardial 

precollectors from MI-induced remodeling, cardiac lymphatic 
transport was still found to be inefficient when acutely chal-
lenged in our lymphangiography approach. However, given 
that we observed reductions in both cardiac water content and 
macrophage density in noninfarcted myocardium, the struc-
tural and molecular effects of VEGF-C

C152S
 treatment seem 

to have sufficed for improving physiologically relevant lym-
phatic drainage of the heart.

The marginal decrease in cardiac water content observed 
with VEGF-C

HD
 therapy, in comparison with controls (0.8% 

reduction at 3 weeks), may seem anodyne, but given the 
heart’s exquisite sensitivity to changes in interstitial fluid 
volume, linked to its immediate impact on interstitial fluid 
pressure in this organ,2 even small changes may significantly 
impact cardiac function. Indeed, an increase in cardiac water 
content by as little as 2.5% leads to a 30% to 40% reduction 
in cardiac output.42,43 Furthermore, the remarkable improve-
ment of cardiac function seen with our lymphangiogenic 
therapy is likely attributable to a combination of both direct 
(interstitial fluid pressure normalization) and indirect (cardiac 
fibrosis) effects of limiting myocardial edema. Different from 
lymphatic networks in other organs,44,45 notably the essential 
absence of smooth muscle cells on cardiac precollectors, and 
only sparse muscular cells on its collecting ducts,30 the heart 
largely depends on extrinsic factors for regulation of its lym-
phatic drainage. Consequently, cardiac contractile (systolic) 
dysfunction is likely a major contributing factor to the insuf-
ficient cardiac lymphatic drainage observed post-MI.46,47

VEGF-C therapy has previously been investigated in clini-
cal trials in patients with myocardial ischemia. However, these 
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trials were performed with the native protein almost 15 years 
ago, with the rationale at the time being that VEGF-C (also 
called VEGF-2) would stimulate cardiac angiogenesis.48,49 Of 
note, although VEGF-C in its spliced, mature form indeed may 
activate VEGFR2 in blood endothelial cells, leading to stimula-
tion of angiogenesis,50,51 it is a far more powerful activator of 
VEGFR3 on lymphatic endothelial cells leading to the stimu-
lation of lymphangiogenesis. Surprisingly, in retrospect, the 
potential effects of VEGF-C therapy on cardiac lymphatics and 
dependent parameters, including myocardial edema, inflamma-
tion, and fibrosis, were completely overlooked in these early 
studies. It thus remains unknown whether VEGF-C gene or 
protein therapy in humans stimulated cardiac lymphangiogen-
esis, and further if this mechanism may have contributed to 
any beneficial cardiac functional effects in patients. Our cur-
rent findings strongly support renewed interest in VEGF-C as a 
potential therapeutic option for ischemic heart disease, notably 

in patients with signs of chronic myocardial edema and inflam-
mation. Conversely, our study indirectly suggests that humans 
with genetic or acquired lymphangiogenic deficits20 may be 
at increased risk to develop chronic myocardial edema and 
severe cardiac dysfunction in the advent of increased blood 
vascular permeability, eg, during myocardial ischemia.

Most studies on therapeutic lymphangiogenesis have 
focused on gene or protein delivery of VEGF-C, which stimu-
lates both sprouting lymphangiogenesis and lymphatic vessel 
enlargement (lymphatic hyperplasia). In addition, mature native 
VEGF-C, acting on VEGFR2, may also increase blood as well 
as lymphatic vascular permeability, causing transient lymphatic 
dysfunction.48,52,53 However, over the past decade, many addi-
tional growth factors have been found to stimulate lymphan-
giogenesis, including VEGF-A, angiopoietins, platelet-derived 
growth factors, insulin-like growth factors, fibroblast growth 
factor 2, and hepatocyte growth factor.24,54 It is still unknown 

Figure 8. Functional cardiac impact of therapeutic lymphangiogenesis. A, MRI analyses of cardiac blood perfusion at 6 weeks post-MI 
(n=5–13 rats/group). B, Examples of echocardiography time-motion views. Evaluation of LV cavity dimensions in end-diastole (LVDD, C), 
end-systole (LVSD, D), and fractional shortening (FS, E) by echocardiography at 3 weeks and 6 weeks (n=4–13 rats/group). Hemodynamic 
assessment at 8 weeks of LV end-diastolic pressure (LVDP, F), dP/dT min (G), LV end-diastolic pressure-volume relation (LVDPVR, H), and 
LV end-systolic pressure-volume relation (LVSPVR, I) (n=7–13 rats/group). Values represent mean±SEM. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 
vs sham. $P=0.08; #P<0.05; ##P<0.01 as indicated. LV indicates left ventricle; SEM, standard error of the mean; and VEGF, vascular 
endothelial growth factor.
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what growth factor(s) therapy yields stable lymphatic vessels 
that durably increase lymphatic transport. Although in our study, 
VEGF-C

C152S
 monotherapy was sufficient to improve lymphatic 

network structure and reduce edema, future studies should per-
haps envisage the use of growth factor combinations.55 Indeed, 
developmental studies have shown that multiple growth factors 
are necessary for the correct differentiation and patterning of 
lymphatic endothelial cells into a functional lymphatic system. 
Interestingly, a recent study revealed synergistic stimulation 
of corneal lymphangiogenesis by using VEGF-C combined 
with fibroblast growth factor 2.56

In conclusion, our data show that MI leads to significant 
remodeling of the cardiac lymphatic network with an endog-
enous lymphangiogenic response that is insufficient to pre-
vent lymphatic transport dysfunction and initiation of chronic 
myocardial edema. Promisingly, targeted lymphangiogenic 
therapy improves both precollector remodeling and capil-
lary lymphangiogenesis, leading to accelerated resolution of 
myocardial edema and inflammation, and prevention of car-
diac fibrosis and dysfunction. Our study represents a striking 
example of a previously unexplored aspect of cardiac patho-
physiology, which may significantly impact future therapeutic 
options for patients with MI or chronic heart failure.
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CLINICAL PERSPECTIVE
The pathophysiological role of the lymphatic system has become increasingly recognized over the past decade, extending from 
control over interstitial fluid balance to regulation of inflammation, but also impacting tumor metastasis in patients who have cancer. 
However, the lymphatic network of the heart has been largely neglected. Although therapeutic lymphangiogenesis is currently being 
proposed as a novel treatment against edema or chronic inflammation in peripheral organs, it has remained unknown whether lym-
phangiogenesis in the heart may impact cardiac function, notably in cardiovascular diseases such as myocardial infarction and chronic 
heart failure, characterized by myocardial edema and inflammation. In this study, we show that myocardial infarction induces severe 
cardiac lymphatic network remodeling and lymphatic transport dysfunction, which together with insufficient lymphangiogenesis 
contribute to the initiation of chronic myocardial edema and inflammation. Furthermore, we assessed the impact of selective targeted 
lymphangiogenic therapy in the heart. Promisingly, we demonstrate for the first time that cardiac therapeutic lymphangiogenesis is 
beneficial post–myocardial infarction because it leads to expedited lymphatic clearance of both excess tissue fluids and infiltrating 
macrophages. As a result, cardiac fibrosis, remodeling, and dysfunction are reduced. Our findings provide new mechanistic insight 
into the pathophysiology of cardiac remodeling and dysfunction, and open up novel therapeutic approaches to treat cardiovascular 
diseases including, but not limited to, myocardial infarction and chronic heart failure. Notably, our data may bring renewed inter-
est in vascular endothelial growth factor C therapy for ischemic heart disease, because they provide a new rationale for the 
clinical trials that were already performed with this angiogenic/lymphangiogenic growth factor 15 years ago.
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Supplemental methods 

Preparation, characterization, and loading of albumin-alginate microparticles 

Albumin-alginate microspheres were prepared using a transacylation reaction in emulsion. This method 

avoids the use of toxic cross-linking reagents or volatile solvents, while allowing the formation of 

microparticles made of a stable and biocompatible network of covalently linked protein and 

polysaccharide
1
. Briefly, 6 mL of an aqueous phase consisting of 2 % propylene glycol alginate (FMC 

BioPolymer) and 20 % human serum albumin (LFB) in water was emulsified in 40 mL of isopropyl 

myristate (SDF) at a stirring speed of 3000 rpm. After 5 min stirring, 2 mL of a 2 % NaOH solution in 95 

% (v/v) ethanol (Charbonneaux-Brabant) was added and agitation was continued for 15 min to allow the 

transacylation reaction to occur. Then, 2 mL of an 8.5 % (v/v) acetic acid solution in ethanol was added 

for neutralization of the emulsion. After 15 more min, agitation was stopped and the microspheres were 

then washed, congealed and lyophilized. 

The particles were sized by laser diffraction granulometry (Coulter) and scanning electron microscopy 

(LEO 982 microscope) was performed on lyophilized samples after coating with a thin layer of Au/Pd. 

Microparticles were passively loaded with growth factors by imbibition, as previously described
2
. Briefly, 

rat VEGF-CC152S was added at the dose of 1-10 microgram per mg desiccated microparticles. After 

swelling of the microparticles in the VEGF-C-containing solution for 60 min at +4°C, they were 

resuspended in an artificial interstitial fluid mimetic release buffer as described to a final concentration of 

4 mg microparticles/mL in sterile eppendorf tubes. Microparticle-suspensions were incubated at 37°C at 3 

rpm and aliquots were taken every to every other day to determine the daily release levels of VEGF-C 

using ELISA (Reliatech). 

To verify that the microparticle-released VEGF-CC152S retained full bioactivity, we assayed its effects on 

stimulation of VEGFR3-expressing PAE cell proliferation in vitro. Briefly, PAE-VEGFR3 cells were 



3 
 

plated in 12-well plates and incubated in DMEM medium supplemented with 1% fetal calf serum for cell 

cycle arrest 24h prior to stimulation of cell proliferation with either recombinant “fresh” VEGF-CC152S 

(Reliatech), or the same protein released from our microparticles at the concentrations of 50 and 100 

ng/mL. After 48h in culture, the released VEGF-CC152S displayed the same stimulation of cell proliferation 

as the “fresh” growth factor (WST-1 colorimetric assay), confirming full retention of bioactivity of the 

microparticle-released recombinant growth factor. 

For lymphangiogenic therapy, loading was performed in the same manner at the dose of 5 or 10 

microgram rat VEGF-CC152S per mg microparticles, and the solution was resuspended at the concentration 

of 7.5 mg/mL before intramyocardial injections. The total dose per rat heart was 1.5 (low dose) or 5 

microgram (high dose) of VEGF-C C152S distributed equally in four spots in the anterolateral LV free wall. 

Surgical model 

Left ventricular (LV) MI was induced by LCAd ligation (permanent model) or occlusion (45 min of 

ischemia; temporary model) in ketamine-xylazine-anaesthetized, mechanically-ventilated rats. Albumin-

alginate microparticles, loaded or not with VEGF-CC152S, were injected in the LV freewall after 

reperfusion in the temporary MI model. Total dose of VEGF-CC152S was 1.5μg/heart in the low-dose group 

“VEGF-CLD” and 5μg/heart in the high-dose group “VEGF-CHD”. 

Functional evaluations 

Echocardiography 

Non-invasive echocardiography was performed in sedated (Sodium Methohexital: 50mg/kg IP) rats at 3 

and 6 weeks post-MI using a Vivid 7 ultrasound echograph equipped with a M12L linear probe operating 

at 14MHz and outfitted with Echopac PC software (GE medical). 
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Hemodynamics 

Invasive hemodynamic assessment of cardiac function was performed by LV catheterism at 8 weeks post-

MI using a Millar probe (model SPR-838) connected to a pressure-conductance unit (MPCU-200, Millar). 

MRI 

MRI analyses were performed in anaesthetized (Sodium Methohexital: 50 mg/kg IP) rats at 6 weeks post-

MI (temporary model) for cardiac perfusion analysis, as previously described
2
, and for T2-mapping of 

cardiac water content using a 4.7 T horizontal bore scanner (Bruker). Briefly, after adiabatic double 

inversion pulses to cancel the blood signal in the cavities and the blood flow T2 contribution, a single slice 

12 spin echo readout was acquired in short axis views located at the base of the papillary muscles. The 

acquisition was synchronized with cardiac rhythm to acquire the signal only during diastole. The T2 map 

was generated after exponential regression using paravision 5.1 software. 

Lymphangiography 

Invasive cardiac lymphangiography was performed in anaesthetized (ketamine-xylazine) rats at 4, 8 or 12 

weeks following MI (permanent and temporary MI models). Briefly, 10 μL fluorescent quantum dots (20 

pmol QDot655, Molecular Probes) was injected intramyocardially in the apex of the heart. After 20 

minutes, 0.8 mL of a 30 mg/mL solution of FITC-dextran (Mw: 500 kDa, Sigma-Aldrich) was injected 

intravenously, followed by animal sacrifice and extraction of the heart subsequently arrested in diastole 

and mounted for macroconfocal imaging (Leica). Anterolateral cardiac views were acquired by 

assembling partially overlapping fields. Cardiac areas lacking quantum dot signals were omitted from 

imaging to expedite the process (about 8-10 microscopic fields required for full anterior view of the heart 

with 10 min. acquisition time per field) generating occasionally only partial views of the heart. 3D images 

were assembled using Image J software (NIH) for reconstruction of perfused cardiac blood vasculature 

and quantum dot-filled epicardial draining lymphatics. 
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Structural and molecular evaluations 

Western Blot 

Cardiac tissue samples (LV infarct, freewall and septum pooled) were extracted using a standard Tris SDS 

lysis buffer including protease inhibitors. Bradford method was used to determine total protein 

concentrations. Samples were denatured for 10 min at 95°C, and 150 or 300 μg protein per sample were 

separated by 4-12% bis-Tris SDS-PAGE, followed by transfer to either 0.22 μm (VEGF-A, VEGF-C) or 

0.45 μm (VEGFR3) HyBond ECL membranes (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) during 90 min 

at 100 V (Mini Trans-Blot Cell; Bio-Rad Laboratories). Membranes were incubated over night at +4°C 

with primary antibodies diluted in PBS/milk (table 1). After repeated washing, horseradish peroxidase-

conjugated secondary antibodies (goat anti-rabbit, goat anti-rat, or goat anti-mouse, Jackson 

ImmunoResearch Laboratories) were used. Target proteins were visualized using an ECLplus 

chemiluminescence kit (Lumi-Light, Roche Molecular Biochemicals) and bands were analyzed using 

Image J software. For VEGF-A blots, several bands were visible (notably in sham rats) ranging from 18-

28 kD in size. These correspond to rat VEGF-A 120, 164 and 188 a.a. isoforms. All three bands were 

included in the densitometric analyses to quantify total VEGF-A. Absolute densitometric levels were 

normalized to beta-actin, probed after brief incubation of membranes in stripping buffer (GeneBio 

Application), and reported values represent averages of duplicate samples run on separate gels (n=3-10 

rats/group) expressed as fold of sham levels. 

 

Table 1. Antibodies used for Western Blot: 

antigen code supplier species reactivity host dilution target size 

VEGF-C ab9546 Abcam mouse, rat rabbit 1/500 19-25 kDa 

VEGFR3 ab51874 Abcam mouse, rat rat 1/100 146 kDa 

VEGF-A sc-507 Santa Cruz human, rat rabbit 1/100 18-28 kDa 

beta-actin sc-8432 Santa Cruz human, rat mouse 1/500 43 kDa 
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Immunohistochemistry 

Cardiac sections were cut on a cryostat (8 μm or 30 μm thickness) and collected on SuperFrost plus glass 

slides. After fixation in acetone for 10 min, non-specific binding sites were blocked using Dako Diluent, 

followed by Biotin-Avidin Blocking kit (Thermo Scientific) when streptavidin (SA)-conjugates were used 

to detect biotinylated secondary antibodies. Primary antibodies, diluted in blocking buffer, were incubated 

on the sections at r.t. for 1h (table 2), followed by repeated washing in PBS and incubation with 

secondary antibodies for 30 minutes to 1h (table 3). Double or triple stainings were performed 

sequentially, and negative controls included omission of primary antibodies. Slides were mounted in 

Vectashield containing DAPI, and images were acquired using x5, x10, x20, or x40 objectives on a Zeiss 

epifluorescence microscope (AxioImager J1) equipped with an apotome and Axiovision Mosaic X 

software (Zeiss). Images were analyzed by an operator blinded to the treatment groups using ImageJ 

software (NIH). 

Table 2. Primary antibodies used for immunohistochemistry: 

 

Table 3. Secondary antibodies used for immunohistochemistry: 

reactivity article supplier dilution 

SA fluoprobe 547 H FP-CA5570 Interchim fluoroprobes 1/1500 

Donkey anti-mouse FITC 715-095-151 Jackson Immunoresearch 1/400 

Donkey anti-rabbit Cy3 711-165-152 Jackson Immunoresearch 1/400 

antigen article supplier species reactivity host dilution 

alpha SMA F3777 Sigma Aldrich mouse, rat mouse 1/100 

CCL21 AF457 RnD system mouse, rat goat 1/100 

CD11c MCA1441 AbD Serotec rat mouse 1/200 

CD31/PECAM 555026 BD rat mouse 1/100 

CD68/macrosialin MCA341R Biorad rat mouse 1/400 

FOXC2 Ab55004 Abcam human, rat mouse 1/100 

Lyve-1 103-PA50 Reliatech mouse, rat rabbit 1/1000 

Podoplanin 104-M4 Reliatech rat mouse 1/400 

Prox-1 AF2727 RnD system human, rat goat 1/50 

VEGFR3 AF743 RnD system human, rat goat 1/200 
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Donkey anti-rabbit Cy5 711-605-152 Jackson Immunoresearch 1/400 

Donkey anti-goat FITC A50-201D2 Bethyl Laboratories 1/400 

Donkey anti-goat Cy3 A50-201D3 Bethyl Laboratories 1/400 

Biotinylated donkey anti-goat RPN10251 GE Healthcare 1/300 

 

Image analysis of cardiac sections 

Blood vessels were defined as strongly CD31-positive structures. These clearly differed from lymphatic 

vessels that either lacked or displayed very weak CD31 signal. Conversely, in adult rat hearts, both sham 

and post-MI, blood vessel endothelial cell were consistently found not to express lymphatic markers: 

LYVE-1, Podoplanin, Prox-1, or VEGFR3. Blood to cardiomyocyte ratios were evaluated in sections 

double stained for CD31 and WGA imaged at x40. Individual endothelial cells were not counted, rather 

vessels structures were assessed. If two vessels were adjacent and partly overlapping, they were counted 

as two vessels. For one vessel that divides into two branches, two vessels were counted.  

Arterioles were defined as smooth muscle actin-positive, CD31-positive vessels with a diameter <150 

micrometers. Photos were captured at x10. 

Lymphatic vessels were defined as strongly LYVE-1-positive structures. These clearly differed from 

CD68-expressing macrophages that either lacked or displayed very weak LYVE-1 signal. However, in the 

infarct zone (1-3 months post-MI), large, rounded CD68
+
 macrophages were found weakly positive for 

LYVE-1 and/or VEGFR3. These macrophages, also differing in size and morphology from the elongated 

cell body and nucleus typical of lymphatic endothelial cells, were however readily excluded from 

lymphatic counts in the infarct. Additional analyses with the marker Prox-1, particularly useful in the 

infarct (where no or only few Prox-1
+
 cardiomyocytes reside), revealed that these CD68

+
/LYVE-

1
+
/VEGFR3

+
 infarct macrophages, in contrast to true CD68

-
/LYVE-1

+
/VEGFR3

+
 lymphatics, lack Prox-1 

signal (data not shown). Photos were captured at x5, x10, x20 or x40. 

Pre-collectors were identified as LYVE-1-positive structures co-expressing podoplanin. Intramyocardial 

“open” vessels (diameter >5 μm) expressed LYVE-1, VEGFR3, Podoplanin,, and often CCL21, and were 
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preferentially located in the subepicardium, rather than in the mid-myocardium. To assess the size and 

frequency of open lymphatic vessels, an average of 2.2±0.2 mm² of the LV freewall, or 0.4±0.1 mm² of 

the infarct zone, was imaged and analyzed for each rat. The absolute density (open/mm²) was measured 

and used to calculate relative open density (open/mm² normalized to LYVE-1+ lymphatics/mm²; “open 

lymphatics % of total”). Lumen areas were measured and used to calculate mean vessel diameter. The 

parameter “area of open lymphatics, %” was calculated as the total sum of all measured open vessel areas 

divided by the total LV area analyzed for each rat. 

The sizes of intramyocardial capillaries ranged from <5-15 µm diameter, precollectors 20-50 µm 

diameter, and collectors 50-200 µm diameter, as assessed in cardiac cryosections. In whole mount 

stainings of the epicardial surface layer lymphatics, vessels were larger (as not compressed in-between 

cardiomyocytes): blunt-ended capillaries ranged from 10-80 µm in diameter, pre-collector segments that 

drain these initial lymphatics ranged from 50-100 µm, and larger, valved collectors of 100-200 µm in 

diameter were observed. 

Whole mount 

Hearts were arrested in diastole and fixed in 3% paraformaldehyde for 6h at +4°C. Following dehydration 

in graded methanol baths, and post-fixation in Dent’s fixative, samples were either directly rehydrated (for 

fluorescence imaging) or first bleached in 3% H2O2 to block endogenous peroxidases (for colorimetric 

samples). After extensive blocking of non-specific binding sites and tissue permeation with Triton-X100, 

the cardiac surface lymphatics were revealed using LYVE-1 (rabbit polyclonal, Reliatech, 1/500) and/or 

podoplanin (mouse monoclonal, Reliatech, 1/250)-reactive antibodies visualized using either peroxidase-

coupled secondary reagents (antirabbit N-Histofin, Cosmo Bio) followed by DAB colorimetric 

development and direct imaging under a dissecting light macroscope, or using fluorescence-coupled 

secondary antibodies (Cy3-conjugated donkey antirabbit, 1/400, and Cy5-conjugated goat anti mouse, 

1/400) followed by macroconfocal imaging (Leica). Z-stacked images were acquired from partially 

overlapping fields in the anterior surface of the heart. About 10-12 microscopic fields were required for a 
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full anterior view of the heart. With as long as 20-30 minutes acquisition time per field, only partial views 

of the heart were technically feasible for macroconfocal whole mount fluorescence imaging of cardiac 

surface lymphatics in rats. Images were assembled and 3D projected using Image J software (NIH). 3D-

modeling (skeletonization) and vessel profile analyses were performed using Amira software (FEI). 

Histology 

Cardiac cryosections (8μm) of rat hearts were processed for Sirius Red staining as described
32

. Infarct 

sizes were evaluated in 4-5 sections spanning the LV, and calculated as: (%) Infarct area/ Total LV area. 

Cardiac interstitial collagen density (“fibrosis”) was evaluated in Sirius Red-stained sections imaged on a 

light microscope (Zeiss) equipped with a x20 objective. Image analysis was performed in ImageJ using an 

in-house developed macro-program. 
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Suppl. Figure 1 Molecular profile and structure of intramyocardial lymphatics 

Immunohistochemical analyses of intramyocardial lymphatics in rats revealed that only lymphatics, but 

not blood vessels (CD31
+
, red), expressed LYVE-1 (blue, a). Lymphatics ranged from small, "closed" 

capillaries (upper row, a), to large, "open" lymphatics (vessel lumen >5 μm, bottom row, a). The 

lymphatic-to-cardiomyocyte ratio, visualized by co-staining for wheat geam agglutinin (WGA, green), 

was about 10 times lower than the blood-to-cardiomyocyte ratio (a). VEGFR3 (red) was strongly 

expressed in a subset of LYVE
+
 vessels (b, c), but was not present in blood vessels (CD31, blue, b). In the 

subepicardium, many VEGFR3
+
 LYVE

+
 vessels expressed Podoplanin (green, c) and these frequently 

displayed "open" lumen, and were designated as precollectors. In contrast, in mid-myocardial regions of 

the LV lymphatic podoplanin expression and "open" lumen was less frequent, and here the lymphatic 

network was essentially composed of small capillaries (d). LYVE-1 (green) lymphatics, as well as 

surrounding cardiomyocytes, expressed Prox-1 (red, e). Scale bar = 20 μm. Photos taken using x20 or x40 

objectives. 
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Suppl. Figure 2 Molecular profile of intramyocardial lymphatics vs. macrophages 

Immunohistochemical analyses of intramyocardial lymphatics in rats revealed that only arterioles, but not 

lymphatics (LYVE-1
+
, red), were coated with smooth muscle cells (SMA, green, a). Cardiac CD11b

+
 

macrophages (green) did not express LYVE-1 (red), but were sometimes found in the close vicinity of 

lymphatic vessels (b). Further, LYVE
-
 CD68

+
 macrophages (green) were seen entering strongly LYVE-1 

expressing (red) lymphatics (white asterix, c). Some CD68
+
 macrophages (white) were weakly positive for 

LYVE-1 (red, white arrow), but generally did not express VEGFR-3 (green, d, e). In the infarct scar, at 1 

month post-MI, many large, rounded CD68
+
 macrophages (white) were found to be weakly positive for 

LYVE-1 (red) and/or VEGFR3 (green) (white arrowhead, e). Scale bars = 50 μm in a; 20 μm in b-e . 

Photos taken using x10, x20, or x40 objectives. 
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Suppl. Figure 3 Structure of epicardial surface collector lymphatics 

Immunohistochemical whole mount analysis of rat LV surface lymphatics revealed that epicardial 

collecting vessels of 100-200 μm in diameter contain bicuspid valves, outlined by Prox-1 (green), LYVE-

1 (red), and FOXC2 (blue) staining. Scale bar = 50 μm. Maximal intensity 3D projection of a 280 μm z 

stack image taken using a Leica macroconfocal. 

 



 

Suppl. Figure 4 Rarefaction of subepicardial precollectors and absence of 
lymphangiogenic remodeling in mid-myocardium after MI 
Schematic illustration of infarct (“I”) vs  subepicardial (“S”) vs mid-myocardial (“M”) regions in the non-

infarcted LV free wall (a). LYVE-1
+
 lymphatics (red), cardiomyocytes (green). Examples of LYVE-1

+
 

(red) and podoplanin
+
 (green) double-labeled lymphatic pre-collectors in the subepicardium of healthy 

(sham) rats, and at 4 or 12 weeks post-MI (b). Nuclei (blue). Mid-myocardial LYVE-1
+
 lymphatic density 
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(c), podoplanin
+
 LYVE-1

+
 pre-collector density (d), and percentage podoplanin

+
 (among LYVE-1

+
 

lymphatics; e). Values represent mean ± SEM (n= 8-9 rats/group). Scale bars = 2 mm (a), or 50 µm (b) 

.
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Suppl. Figure 5 Targeted delivery of VEGF-CC152S by albumin-alginate microparticles 
Albumin-alginate microparticles displayed an average diameter of 90±50 µm, as determined by 

granulometry (a), and a porous surface and interior (b), as revealed by scanning electron microscopy. 

Scale bar = 5 μm. The daily release rate (c) of VEGF-CC152S was proportional to the pay load (amount 

growth factor per mg of microparticles): at 5 µg VEGF-CC152S per mg microparticles (the payload used in 

our in vivo study for low dose treatment) the daily release levels by 14 days of incubation was around 200 

ng VEGF-CC152S per mg microparticles. In vivo, we applied 0.3 mg microparticles/heart for a total dose of 

1.5 µg VEGF-CC152S per rat (“VEGF-CLD”), or 0.5 mg microparticles/heart for a total dose of 5 µg VEGF-

CC152S per rat (“VEGF-CHD”). Experimental setup used in our therapeutic lymphangiogenesis study (d-e): 

Control and “VEGF-C” male Wistar rats were exposed to 45 min of ischemia (induced by temporary 

LCAd occlusion), followed by 10 minutes of reperfusion, after which microparticles loaded or not with 

VEGF-CC152S were injected intramyocardially in 4 spots of the LV free wall. Sham operated rats were 

exposed to thoracotomy without tying of the snare. Structural and functional evaluations were carried out 

as indicated.



 

 

Suppl. Figure 6 Infarct size and infarct lymphatic remodeling during VEGF-CC152S therapy in 

temporary occlusion model of MI 

Infarct sizes were determined in serial histological sections stained with sirius red (a-b). Infarct size, 

assayed at 3 and 8 weeks post-MI (n= 5-11 rats/group). Dotted line indicates average infarct size. Body 

weight gain was not different between groups throughout the study. Cardiac dry weight to body weight 

ratio (c) (n= 5-13 rats/group). Example of infarct zone podoplanin
+
 (green) LYVE-1

+
 (red) lymphatics at 

1 month post-MI (d). Quantification of LYVE-1
+
 lymphatic density (e), relative frequency of “open” 

lymphatics (diameter >5 µm) (f), “open” lymphatic mean vessel diameter (g), and total area of open 

lymphatics/mm² (h). (n=6-13 rats/group). Control rats (filled circles) and VEGF-CC152S-treated rats (low 

dose, open triangles; high dose, filled triangles) at 3 or 8 weeks post-MI. Healthy sham rats (open circle). 
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One-way ANOVA (f, g, h) or Kruskal Wallis (a, c, e): * p<0.05; *** p<0.001 vs sham. # p<0.05 as 

indicated. Scale bar = 500 μm.  
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Suppl. Figure 7 Lymphangiogenesis in mid-myocardium following VEGF-CC152S therapy 

Examples of LYVE-1
+
 (red) capillaries and few podoplanin

+
 (green) lymphatics in the mid-myocardium 

of the non-infarcted LV (a). Scale bar = 50 μm. Mid-myocardial LYVE-1
+
 lymphatic density (b), 

podoplanin
+
 LYVE-1

+
 “pre-collector” density (c), and percentage podoplanin

+
 lymphatics (among LYVE-

1
+ 

vessels; d). Dotted line indicates healthy sham levels. Control rats (filled circles) and VEGF-CC152S-

treated rats (low dose, open triangles; high dose, filled triangles) at 3 or 8 weeks post-MI. Healthy sham 

rats (open circle). (n=5-13 rats/group) Values represent mean ± SEM. Kruskal Wallis (b-d): * p<0.05; ** 

p<0.01 vs sham. Example of LYVE-1
+
 podoplanin

+
 lymphatics (ranging from blunt-ended ‘terminal” 

capillaries to larger pre-collectors and collector lymphatics) in the anterior cardiac surface of a healthy, 

adult rat as visualized by macroconfocal whole mount fluorescence imaging (e). White arrows point to 

weakly LYVE-1
+
 podoplanin

+
 lymphatic collectors endowed with valves. White arrow head point to 

unidentified podoplanin
+
 structures that lack LYVE-1 expression. Scale bar = 500 μm.  
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Suppl. Figure 8 Cardiac lymphatic CCL21 expression following VEGF-CC152S therapy 

Examples of CCL21 expression (green) in LYVE-1
+
 (red) lymphatics in the subepicardium of the non-

infarcted LV (a). Note the grainy appearance of the CCL21 signal, representing lymphatic secretion 

(yellow) and extracellular matrix deposition (green) of the chemokine. Scale bar = 20 μm. Photos taken at 

x20. Quantification of lymphatic CCL21 expression (presented as % of CCL21 positive LYVE-1
+
 vessels) 

among all subepicardial lymphatics in the non-infarct LV freewall (b), or in the infarct scar lymphatics 

(c). Dotted line indicates healthy sham levels. Control rats (filled circles) and VEGF-CC152S-treated rats 

(low dose, open triangles; high dose, filled triangles) at 3 weeks post-MI. Healthy sham rats (open circle). 

(n=4-10 rats/group). Values represent mean ± SEM. Kruskal Wallis (b, c):$,p=0.07 vs sham. 
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Summary  This  study  presents  a  methodological  approach  for  the  visualization  of  the  glyco-
calyx by  electron  microscopy.  The  glycocalyx  is  a  three  dimensional  network  mainly  composed
of glycolipids,  glycoproteins  and  proteoglycans  associated  with  the  plasma  membrane.  Since
less than  a  decade,  the  epithelial  and  endothelial  glycocalyx  proved  to  play  an  important  role
in physiology  and  pathology,  increasing  its  research  interest  especially  in  vascular  functions.
Therefore,  visualization  of  the  glycocalyx  requires  reliable  techniques  and  its  preservation
remains challenging  due  to  its  fragile  and  dynamic  organization,  which  is  highly  sensitive  to
the different  process  steps  for  electron  microscopy  sampling.  In  this  study,  chemical  fixation
was performed  by  perfusion  as  a  good  alternative  to  conventional  fixation.  Additional  lanthanum
nitrate in  the  fixative  enhances  staining  of  the  glycocalyx  in  transmission  electron  microscopy
bright field  and  improves  its  visualization  by  detecting  the  elastic  scattered  electrons,  thus
providing a  chemical  contrast.
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Résumé  Cette  étude  présente  un  protocole  expérimental  pour  la  visualisation  du  glycocalyx  en
microscopie  électronique.  Le  glycocalyx  est  un  réseau  tridimensionnel  principalement  composé
de glycoprotéines,  glycolipides  et  protéoglycanes  associés  à  la  membrane  plasmique.  Il  suscite
depuis moins  d’une  décennie  d’un  regain  d’intérêt  en  raison  de  son  rôle  majeur  dans  la  physi-
ologie et  pathologie  vasculaire.  Dès  lors  la  visualisation  du  glycocalyx  requiert  des  techniques
adaptées car  sa  préservation  reste  difficile,  dû  à  son  organisation  fragile  qui  reste  particulière-
ment sensible  aux  différentes  étapes  de  préparation  pour  la  microscopie  électronique.  Dans
cette étude,  la  fixation  chimique  par  perfusion  a  été  réalisée  et  reste  une  bonne  alternative  à
la fixation  conventionnelle  par  immersion.  La  supplémentation  de  la  solution  de  fixation  par  le
nitrate de  lanthane  permet  de  réhausser  le  contraste  du  glycocalyx  en  microscopie  électronique
transmission  champ  clair  et  d’utiliser  la  diffusion  élastique  des  électrons  pour  son  observation
en contraste  chimique  (STEM-HAADF).
© 2017  Elsevier  Masson  SAS.  Tous  droits  réservés.

Introduction

The  outer  surface  layer  of  the  plasma  membrane  is  cov-
ered  by  a  complex  gel  like  network  named  the  glycocalyx
mainly  made  up  of  oligosaccharides  chains  linked  to  lipid,
intrinsic  protein  and  absorbed  peripheral  proteins  of  the
cellular  membrane.  Glycocalyx  covers  large  amount  of  cel-
lular  type  as  suggested  by  Bennet  [1]  and  was  observed  by
electron  microscopy  for  the  first  time  by  Luft  [2].  Its  appear-
ance  in  fine  structure  varies  from  cell  to  cell  as  well  as  its
composition  in  glycoproteins,  glycolipids  and  proteoglycan.
Those  structural  differences  contribute  to  the  wide  biolog-
ical  functions  of  the  glycocalyx  based  on  the  properties  of
its  constitutive  membrane  glycoconjugates.

Intestinal  glycocalyx

In  the  intestinal  epithelium,  the  glycocalyx  is  imaged  as  a
uniform  layer  of  dense  filamentous  material,  surrounded  by
the  microvilli  of  the  enterocytes  and  is  rich  in  glycopro-
teins  and  glycolipids.  Glycoproteins  have  oligosaccharides
chains  covalently  bounded  to  the  peptide  backbone  by  N-
linkage  to  the  asparagine  amino  acid.  The  carbohydrate
chains  are  generally  branched  and  contain  sugar  residues  as
acetyl  glucosamine,  acetyl  galactosamine,  galactose,  man-
nose,  glucose  and  sialic  acid  (or  neuraminidic  acid).  The
terminal  position  of  the  sialic  acid  provides  negative  charge
to  the  glycocalyx  surface  [3].  In  addition  to  oligosaccharides
polymers,  specific  hydrolytic  enzymes  (like  disaccharidase
or  peptidase)  and  glycosyltransferases  as  well  as  protein  car-
rier,  are  referred  to  reside  inside  the  intestinal  glycocalyx.
Because  of  its  vicinity  to  the  extracellular  medium,  glyco-
calyx  ensures  firstly  a  protective  role  of  the  enterocytes
membrane  against  proteolytic  degradation  [4].  Further-
more,  the  specific  glycosyl  pattern,  exhibited  at  the  outer
surface  membrane,  is  involved  in  cell  recognition  and  adher-
ence.  As  a  consequence,  glycocalyx  may  play  a  key  role
similarly  to  antigens,  but  also  as  a  receptor  for  hormones,
interferons,  lectines,  pathogenes  and  may  contribute  to  a
turnover  process  or  a  molecular  trafficking.

Endothelium  glycocalyx

For  the  past  decade,  several  studies  have  described  the
endothelium  glycocalyx,  as  an  important  factor  in  vascular
physio-  and  pathology  [5],  giving  rise  to  increase  knowledge
about  its  composition  to  have  a  better  understanding  of  its
structure  and  function  relationships  [6].  Heparan  sulfate,
chondroitin  sulfate,  dermatan  sulfate,  keratin  sulfate  and
hyaluronic  acid  are  identified  as  the  five  major  glycosamino-
glycans  (GAG),  where  the  heparan  sulfate  and  chondroitin
sulfate  are  the  most  abundant  proteoglycans  in  the  vascu-
lar  endothelium  glycocalyx.  The  glycoproteins,  which  form
the  endothelium  glycocalyx,  belong  to  the  proteins’  fam-
ily  of  immunoglobulins,  integrins  and  selectins.  The  last
one  is  predicted  to  have  an  important  role  in  the  cell-cell
interaction,  especially  between  leucocytes  and  endothelial
cells.  Embedded  in  this  glycosyled  matrix,  are  found  sol-
uble  plasmatic  proteins  and  proteoglycans  to  preserve  the
integrity  of  the  glycocalyx.  In  this  organization,  chains  of
hyaluronic  acid  link  each  other  by  hydrogen  bond,  to  form
strength  and  long  hyaluronan-hyaluronan  complex  as  illus-
trated  in  Fig.  1  and  constitute  a  highly-hydrated  gel  which
maintain  an  osmotic  pressure  to  the  surface  of  the  matrix
[7,8].  In  addition  to  these  properties  of  recognition  site
and  cell  interaction,  endothelium  glycocalyx  is  described
to  have  an  important  action  in  the  vascular  permeability
[9]  by  limiting  the  movement  of  molecule  and  water  flow
closed  to  the  tight  junctions  [8,10]  and,  by  the  way,  to  pre-
serve  the  homeostasis.  Settled  as  a  real  vascular  barrier,  the
most  relevant  involvement  of  endothelium  glycocalyx  is  its
role  in  the  mechanotransduction  regulation  and  the  asso-
ciated  ‘‘shear-stress’’  effects  [11]. Relationships  between
shear  stress  and  morphological  changes  of  endothelium  are
now  well  advanced  restoring  an  interest  for  the  investiga-
tions  of  the  glycocalyx  ultrastructure  by  electron  microscopy
[11—13].  Such  approaches  require  reliable  techniques  to
preserve  the  glycocalyx  in  a native  state  and  to  image  it  cor-
rectly  in  term  of  contrast.  The  appearance  of  the  glycocalyx
depends  really  of  the  procedure  employed  in  the  electron
microscopy  preparation.  A  dynamic  but  fragile  structure,
the  glycocalyx  is  rapidly  degraded  when  it  is  removed  from
its  natural  environment  [14].  Furthermore,  its  glycosyled
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Figure  1  Schematic  representation  of  the  endothelium  gly-
cocalyx  organization  (modified  from  Reitsma  et  al.  2007).

constituents,  protruding  freely  in  the  cellular  outer  space,
are  able  to  be  extracted  by  the  different  solvents  used  dur-
ing  the  dehydration  steps,  by  disrupting  low-energy  bonding.
Therefore,  only  a  fraction  of  the  glycocalyx  anchored  in  the
plasma  membrane  by  intrinsic  glycoprotein  or  glycolipids  is
supposed  to  be  well-preserved  giving  rise  to  a  biased  evalua-
tion  of  the  thickness.  Due  to  its  high  sensitivity,  visualization
of  the  glycocalyx  by  electron  microscopy  remains,  anyway,
challenging  and  requires  pertinent  tools  and  methodology.
The  aim  of  this  work  was  to  report  a  simple  methodology
to  investigate  intestinal  and  vascular  endothelium  glycoca-
lyx  by  electron  microscopy.  Perfusion  fixation  was  applied
using  aldehydes  fixatives  enriched  with  lanthanum  ions.  Fix-
ation  and  staining  procedures  will  be  discussed  in  regard  of
ultrastructural  glycocalyx  findings.

Material and method

Animals

The  experiments  were  performed  on  male  Wistar  rats
weighting  400—500  g  obtained  from  Janvier  Labs  (Saint-
Berthevin,  France).  Animal  housing  and  experiments  were
in  accordance  with  National  Institute  of  Health  guidelines
and  the  study  ethically  approved  by  the  Normandy  Uni-
versity  regional  review  board  according  to  French  and  EU
legislation  (no APAFIS  7454).  Rats  were  anesthetized  by
an  intraperitoneal  injection  of  Xylazine  (0.40  mg/kg)  and
ketamine  (12  mg/kg).  The  right  femoral  vein  was  cannulated
with  a  16-gauge  catheter  (Introcan  Safety,  BBraun  Medi-
cal)  to  administer  the  heparin  (1000  IU/kg)  solution  before

Figure  2  Bright  field  electron  micrographs  of  enterocytes:
fixation  is  performed  by  perfusion  with  aldehydes  fixatives  sup-
plemented  with  lanthanum  nitrate.  Lanthanum  highlights  a  fine
dense  electron  layer  (black  head  arrow)  all  around  microvilli.
E: enterocytes;  ER:  endoplasmic  reticulum;  M:  microvilli,  MP:
plasma membrane.  Scale  bar  =  100  nm.

fixatives  one.  Investigations  were  assessed  on  both  small
intestinal  tissues  and  pulmonary  artery.

Electron  microscopy  sample  preparation

Two  male  Wistar  rats  were  perfused  through  femoral  vena
with  5 mL  of  fixatives  containing  2%  glutaraldehyde  EM  grade
(EMS),  2%  sucrose  supplemented  with  2%  nitrate  lanthanum
hexahydrate  (Fluka)  in  cacodylate  buffer  0.1  M  pH  7.4.  The
lungs  were  exteriorized  and  dissected  out  under  stereomi-
croscope  in  order  to  isolate  the  pulmonary  artery  and  to
obtain  small  cross-sections  (four  per  rat).  During  the  dissec-
tion  steps,  tissues  are  kept  immerged  in  fixatives  solution  to
preserve  from  collapse  or  degradation  by  air  contact.  Same
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Figure  3  Bright  field  electron  micrographs  showing  the  fine
structure  of  enterocytes  glycocalyx  (black  head  arrow)  and  its
distribution  at  plasma  membrane  surface.  CJ:  cellular  junction;
ER: endoplasmic  reticulum;  M:  microvilli,  MP:  plasma  mem-
brane.  Scale  bars  =  100  nm.

procedure  is  applied  to  the  sampling  of  intestinal  tissue,
from  one  rat  only  used  to  excise  four  biopsies.  Ex-vivo  tissue
specimens  are  fixed  again  for  1H  at  4 ◦C  in  the  same  fixatives
solution  previously  used  for  perfusion.  They  were  subse-
quently  rinsed  in  buffer  without  glutaraldehyde  and  post-
fixed  1H  at  +4 ◦C  with  2%  osmium  tetroxide  (Carlo  Erba)  and
2%  lanthanum  nitrate.  After  brief  rinsing,  sample  dehydra-
tion  is  performed  with  graded  series  of  ethanol,  ended  with
anhydrous  acetone  at  4 ◦C.  Infiltration  was  done  in  Epon  resin
(PolySciences)  under  vacuum  and  polymerization  is  pro-
cessed  at  59 ◦C  for  18  h.  Ultrathin  sections  (50—60  nm,  ultra-
cut  UCT,  Leica)  were  collected  on  gold  −600  mesh  grids  and
stained  7  min  with  uranyl-less  solution  (Delta-Microscopie),
which  contain  a  mixture  of  gadolinum  and  lanthanum  salts.

Figure  4  STEM-HAADF  electron  micrographs  of  enterocytes
stained  with  lanthanum  salts.  Glycocalyx  (white  head  arrow)
appears as  white  bundles  both  at  the  surface  of  microvilli  and
in the  intestinal  lumen.  Scale  bar  =  0.5  �m.

TEM  Observations

Sections  were  observed  in  bright  field  using  a  JEOL  FX  2010
Transmission  Electron  Microscope  (TEM)  operating  at  200  KV
and  equipped  with  a  LaB6  cathode,  ES500  W  Erlangshen  CCD
camera  (Gatan)  driven  by  Digital  Micrograph  as  software
(Gatan).  Complementary  observations  have  been  carried  out
on  a  JEOL  JEM-ARM200F  HR-TEM  having  analytical  specifica-
tions  (energy  dispersive  spectrometry  [EDS],  energy  electron
loss  spectrometry  [EELS],  energy  filtered  [EFTEM])  and  set-
ting  with  a  field  emission  gun  (FEG)  and  probe  aberration
corrector.  This  microscope  allowed  us  to  acquire  images  in
scanning-transmission  mode  using  high  angle  annular  dark
field  detector  (STEM-HAADF).  Based  on  the  electron-matter
interaction,  electrons  submitted  to  high  elastic  scattering
are  collected  by  annular  detector  resulting  in  dark  field
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images  and  contrast  are  dependent  of  the  atomic  num-
ber  of  collisioned  atoms.  Therefore,  heavy  chemical  species
appeared  brighter  than  light  one.

Results

Enterocyte  glycocalyx

Lanthanum  nitrate  salts  added  to  fixative  solution  highlight
a  fine  electron  dense  layer  covering  enterocytes  mem-
brane  (Fig.  2).  This  fine  layer  distinguishes  easily  from  the
cytosolic  matrix  and  is  abundantly  presents  all  around
microvilli  observed  in  cross  section.  At  highest  magnifica-
tion,  the  fine  dense  layer  appears  as  filamentous  granular
packed  material  thought  to  be  the  glycocalyx  in  regard  of
its  architecture  with  one  side  attached  to  the  plasma  mem-
brane  and  the  other  branched  protruding  in  the  extracellular
space  (Fig.  3).  The  distribution  of  intestinal  glycocalyx  does
not  seem  uniform  keeping  some  membrane  area  free  of
cell-coat,  whereas  others  are  densely  covered.  The  use

of  electron-scattered  in  STEM-HAADF  mode  improves  the
visualization  of  the  glycocalyx  which  displays  a  white  bun-
dles  pattern  along  the  plasma  membrane  of  enterocytes
(Fig.  4).  Such  chemical  contrast  results  in  the  reactivity
of  Lanthanum  cations,  which  possess  a  high  atomic  num-
ber  (Z  = 57)  and  induce  elastic  electron  scattering  at  high
angle.  As  observed  in  Fig.  4,  we  notice  that  glycocalyx
does  not  appear  very  developed,  with  a  thickness  in  the
range  of  20—25  nm  in  contrast  of  its  usual  description  in  the
literature  (100—500  nm)  [4].  Furthermore,  an  abundant  frac-
tion  of  glycocalyx  is  detached  from  the  plasma  membrane
and  located  in  the  luminal  space  of  the  intestine  (Fig.  4B).

Endothelium  glycocalyx

Prior  to  our  investigations,  we  tried  a standard  fixation  pro-
tocol.  We  proceeded  by  the  excision  of  the  left  pulmonary
artery  and  fixed  the  biopsy  by  plunging  in  an  aldehydes
fixatives  solution  supplemented  with  ruthenium  red,  dur-
ing  2H  in  cacodylate  buffer  0.1  M  pH7.4  at  +4 ◦C.  In  such

Figure  5  Electron  micrographs  of  pulmonary  artery  fixed  by  standard  procedure  using  a  fixative  solution  supplemented  by  ruthe-
nium red.  Black  head  arrow  indicates  the  preserved  fraction  of  glycocalyx.  A—B.  Bright-field  TEM  micrographs.  C—D.  STEM-HAADF
images. E.  endothelial  cell;  RBC:  red  blood  cell;  V:  endo/exocytose  vesicles.  Scale  bars=  100  nm.
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Figure  6  Bright  field  electron  micrographs  of  endothelium  glycocalyx  of  pulmonary  artery.  Glycocalyx  (black  head  arrow)  is
revealed by  lanthanum  salts  and  is  observed  at  the  outer  surface  of  the  endothelium  (A),  in  the  lumen  of  artery  (B)  and  at  the
surface of  red  blood  cells  (C).  Scale  bars  =  0.5  �m.

conditions  we  examined  that  glycocalyx  was  poorly  pre-
served  and  not  clearly  distinguishable  (Fig.  5).  It  seems  that
only  the  fraction  anchored  in  the  plasma  membrane  (that
is  glycoproteins  with  transmembrane  domain)  kept  in  place
whereas  the  oligosaccharides  side  chains  have  been  proba-
bly  extracted.  Therefore,  the  loss  of  glycosylated  material
might  explain  the  low  reactivity  of  ruthenium  red  and  the
regular  aspect  like  a  straight  line  given  to  the  plasma  mem-
brane.  When  we  applied  perfusion  techniques,  the  quality  of
glycocalyx  ultrastructure  is  consistently  improved  as  shown
in  Fig.  6.  The  3D  polysaccharides  network  is  well  visualized
with  similar  aspects  in  packed  bundles  and  heterogeneous
distribution,  as  described  previously  for  intestinal  glycoca-
lyx.  In  addition,  we  noticed  that  some  red  blood  cells  are
covered  by  cell-coat  (Fig.  6C)  and  this  might  coincide  with
the  relevant  function  of  the  glycocalyx  in  cellular  interaction
between  endothelium  and  circulating  cells.

Tissue  preservation

The  preservation  of  the  ultrastructure  of  pulmonary  artery
and  intestinal  tissue  is  shown  in  Fig.  7.  At  low  magnification,
the  cell  structure  of  the  pulmonary  artery  is  well  preserved,
exhibiting  the  intima  and  a  part  of  media  tunica,  which  are
composed  respectively,  of  epithelial  cells  (endothelium),
connective  tissue,  internal  elastic  fibers  and  smooth  muscle
cells,  external  elastic  fibers  (not  visible  on  the  micrographs).
The  endothelium  consists  in  a  cell  monolayer  in  contact
with  the  lumen  of  the  artery.  The  elastic  fibers  appear  as
a  white  wide  strip  lining  the  connective  tissue.  The  cells
of  smooth  muscle  are  partially  visible  through  their  lightly
dense  cytoplasm  (Fig.  7A)  or  their  nucleus  (Fig.  7B)  enclosed
in  the  connective  tissue.  In  contrast,  the  intestinal  tissue
shows  huge  degradations  of  mitochondria  while  the  rest  of
cellular  organelles  seemed  correctly  preserved.  The  epithe-
lium  presents  enterocytes  and  globlet  cells  rich  in  mucus

droplets  (Fig.  7C).  Microvilli,  at  the  apical  side  of  ente-
rocytes,  constitute  the  border  brush,  which  is  specific  of
intestinal  epithelium  (Fig.  7C  insert).  In  the  vicinity  of  the
nucleus,  the  cell  border  is  interdigitating  (Fig.  7D).  Con-
cerning  mitochondria,  their  integrity  is  not  preserved.  They
appear  with  strong  alterations,  outlined  by  a  round  and
swollen  shape,  the  disruption  of  the  cristae  and  the  loss  of
matrix  material,  indicating  that  cell  have  probably  suffered
during  sample  preparation.

Discussion

Glycocalyx  is  now  recognized  to  play  a  key  role  in  some
patho-physiological  mechanisms  and  give  rise  to  particu-
lar  focus  on  its  dimensions  and  morphology  in  electron
microscopy.  In  our  work,  technical  conditions  for  tissue
processing  was  based  on  chemical  fixation  by  perfusing
the  whole  animal  with  aldehydes  fixatives  solution,  sup-
plemented  with  lanthanum  nitrate.  It  appears  that  those
conditions  improve  the  glycocalyx  stabilization  compared  to
usual  chemical  fixation,  but  induces  experimental  artifact.
The  irregular  distribution  of  the  glycocalyx  at  the  outer  face
of  the  plasma  membrane,  as  well  as  the  presence  in  luminal
space  of  free  glycocalyx  may  reflect  a  lack  of  preserva-
tion.  When  using  chemical  fixation,  many  critical  factors  are
known  to  affect  the  fixation  quality  as  pH,  ionic  composition,
osmolality,  temperature,  affinity  of  fixatives  for  cellular
components,  rate  of  penetration  and  method  of  application,
etc.  Fixation  by  perfusion  facilitates  diffusion  of  fixatives  in
the  organs  but  may  cause  same  stress  as  shear  stress  due
to  the  pressure  applied  in  the  vascular  system  and  may
induce  glycocalyx  alteration.  A  possible  additional  effect
may  be  due  to  postmortem  alterations  illustrated  by  the
poor  preservation  of  mitochondria  in  enterocytes  (Fig.  7).
Although  mitochondria  are  sensitive  organelles  to  ionic
changes,  we  are  convinced  that  swollen  mitochondria  arose
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Figure  7  Ultrastructure  of  pulmonary  artery  (A—B)  and  intestinal  epithelium  (C—D).  A—B.  Bright  field  electron  micrographs
showing the  intima  and  a  part  of  the  media  tunica.  L:  lumen  of  artery;  EC:  endothelial  cells;  CT:  connective  tissue;  EF:  elastic
fibers; SM:  smooth  muscle  cell;  SMN:  nucleus  of  smooth  muscle  cells.  Scale  bar  =  5  �m.  C—D.  Bright  field  electron  micrographs  of
intestinal epithelial  cells.  MD:  mucus  droplets;  MV:  microvilli;  BB:  border  brush;  M:  mitochondria;  EN:  nucleus  of  the  enterocyte;
Asterix: cell  border  interdigitating.  Scale  bar  =  1  �m.

from  postmortem  effects.  Indeed,  in  our  study,  the  vascu-
lar  perfusion  is  completed  by  immersion  of  pieces  of  tissue
for  additional  time.  According  to  this  procedure,  the  mode
of  action  of  glutaraldehyde  fixative  is  not  enough  rapid  to
fix  deep  cellular  structure  of  organs  and  allows  postmortem
artefact  to  be  achieved  with  subsequent  cell  injuries.  Those
effects  may  explain  the  differences  in  cellular  structure
quality  observed  between  intestinal  cells  and  artery,  where

fixatives  enter  directly  in  contact  with  the  endothelium.  To
prevent  such  alterations,  possible  alternatives  are:

•  to  add  paraformaldehyde  to  glutaraldehyde  solution  (with
respect  of  the  osmolarity),  in  order  to  increase  the  pene-
tration  rate  in  the  tissue;

•  to  couple  vascular  chemical  perfusion  to  physical  fixation
as  developed  in  cryomethods.
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Furthermore,  the  high  polysaccharide  content  of  gly-
cocalyx  reduces  the  effectiveness  of  aldehydes  fixatives.
Consequently,  polysaccharides  are  more  sensitive  to  sol-
vents  during  the  dehydration  and  embedding  steps  and  may
partially  be  extracted.  As  an  additional  central  point,  Ebongs
et  al.  [15]  suggest  that  the  stabilization  of  glycocalyx  led
on  the  contribution  of  adsorbed  protein.  They  outline  the
importance  to  maintain  those  proteins  and  the  microenvi-
ronment,  in  general,  during  sampling  and  demonstrate  the
advantages  of  cryomethods  (known  to  enhance  quality  of
cellular  preservation)  to  overcome  those  problems.  It  is
clear  that  the  variation  in  thickness  of  glycocalyx  remains
an  open  question;  the  main  difficulty  is  to  differentiate  if
those  variations  come  from  experimental  artifact  or  not.
In  a  recent  study,  Hegermann  et  al.  [16]  applied  perfusion
fixation  prior  to  plunge  freezing,  cryosubstitution  and  low
temperature  embedding  to  investigate  endothelial  glomeru-
lar  glycocalyx.  Although  they  used  cryomethods,  the  authors
noticed  variation  in  density  staining  of  glycocalyx.  They  pos-
tulated  that  those  variations  in  thickness  might  represent  a
real  physiological  state  and  characterize  the  continuously
turnover  of  glycocalyx.

Glycocalyx  visualization

In  our  study,  we  demonstrate  that  the  addition  of  lanthanum
nitrate  in  fixation  medium  provides  an  electron-opaque
feature,  well  distinguishable  in  electron  microscopy  and
contributes  to  the  visualization  of  glycocalyx.  Indeed,  the
dense  layer  patterned  at  the  surface  of  microvilli  of  intesti-
nal  epithelium  or  the  pulmonary  artery  proves  the  presence
of  anionic  groups,  or  mucopolysaccharides,  or  glycoproteins
which  are  able  to  react  with  cationic  trivalent  lanthanum
ions.  Because  of  its  composition,  glycocalyx  is  globally  nega-
tively  charged  and  may  react  preferentially  with  lanthanum
ions.  Therefore,  we  assume  that  the  structure  labeled  by
lanthanum  is  glycocalyx.

Several  studies  reviewed  the  use  of  heavy  metal  ions
such  as  cationic  iron  ions  or  cationic  ferritin  [17]  to  over-
come  the  problems  of  glycocalyx  low  contrast.  In  similar
action,  cupromeronic  blue  or  alcian  blue  [18]  are  known  to
react  with  mucopolysaccharides,  as  well  as  ruthenium  red,
which  display  better  affinity  for  chondroitin  and  heparan  sul-
fate  than  hyaluronic  acid  [19].  In  the  recent  study  of  Akrill
et  al.  [20],  a  mixture  of  lanthanum  and  dysprosium  ions  was
perfused  briefly  before  the  aldehyde  fixative,  revealing  the
glycocalyx  appearance  as  packed  bundles.  Due  to  its  high
density  to  electron,  Hegerman  et  al.  introduce  [16]  in  fixa-
tion  procedures,  positive  colloids  of  thorium  dioxide  (cThO2)
which  bind  specifically  to  glycosaminoglycan  and  reveal  fine
structure  of  glomerular  glycocalyx.

Lanthanum  has  double  advantage  to  stabilize  membrane
and  to  enhance  the  interactions  electrons-matter  in  TEM
imaging  process.  Indeed,  in  some  conditions,  lanthanum
does  not  get  through  the  cells,  unless  the  membrane  or  tight
junction  is  damaged  and  is  considered  as  an  extracellular
marker,  especially  for  polysaccharidic  components.  The
lanthanum  has  the  property  to  scatter  elastic  electron
at  high  angle  and  their  detection  in  STEM-HAADF  mode
allow  to  improve  the  glycocalyx  visualization.  The  results
obtained  in  our  study  increase  the  contrast  of  glycocalyx

at  the  cell  surface,  compared  to  the  amorphous  cellular
matrix  and  may  be  helpful  to  detect  low  density  of  cell-coat
or  to  investigate  glycocalyx  at  a  higher  resolution  scale.

Conclusion

In  conclusion,  the  proposed  method  has  pointed  out  the
benefits  to  combine  perfusion  fixation  with  lanthanum  salts
for  the  detection  of  glycocalyx  versus  conventional  proto-
cols.  However,  we  should  keep  in  mind  that  glycocalyx  is  a
fragile  and  dynamic  structure.  To  bring  new  insights  on  its
morphology  variations  under  physio-  or  pathological  condi-
tions,  effort  should  be  maintained  on  the  optimization  of  EM
technical  procedures.

In  particular,  the  cryomethods  [21,22]  based  on  the  sub-
stitution  of  chemical  by  physical  steps  are  known  to  offer  a
best  alternative  to  conventional  techniques.  This  approach
may  be  a  promising  exploring  pathway,  especially  when  com-
bined  with  the  properties  of  lanthanum  ions  acting  as  a
staining  reagent.
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