
 

 

 

 

THÈSE PRÉSENTÉE 

POUR OBTENIR LE GRADE DE 

 
DOCTEUR DE 

L’UNIVERSITÉ DE BORDEAUX 
 

École doctorale : Sciences de la Vie et de la Santé 

Spécialité : Biologie Cellulaire et Physiopathologie 

 

 

Rôle de la dysfonction endothéliale dans la 
physiopathologie de l’insuffisance cardiaque à 

fraction d’éjection préservée 
 

Par Alice ABÉLANET 

 

Sous la direction du Dr Cécile DUPLÀA 

 

 

Soutenue le 29 Janvier 2021. 

 

Membres du jury : 
Mme DERUMEAUX Geneviève Pr Université de Créteil…..….Président du jury/rapporteur 

Mme GALÉS Céline Dr Université de Toulouse………..…….........……………..Rapporteur 

Mme MOREAU Violaine Dr Université de Bordeaux…………………...…..……Examinateur 

M. GADEAU Alain Dr Université de Bordeaux……………..…………………...Membre invité 

Mme DUPLÀA Cécile Dr Université de Bordeaux……………..….……....Directrice de thèse  



 2 

REMERCIEMENTS 
 

Je tiens tout d’abord à remercier les membres de mon jury d’avoir accepté d’évaluer 

mon travail de thèse. 

 

Je remercie le Pr Thierry COUFFINHAL et surtout le Dr Cécile DUPLÀA de m’avoir fait 

confiance et permis de réaliser cette jolie thèse au sein de l’unité INSERM U1034.  

 

Merci à tous les membres de l’Unité 1034 qui ont participé de près ou de loin à ce 

travail : Pierre-Louis, Sarah, Candice, Omar, Pascale, Philipe, Marie-Lise, Sylvie C, 

Carole, Alain, Christelle, Jérôme, Jérémie, Maxime, Jean-Paul, Étienne, Virginie V, 

Virginie D, Isabelle, Olivier, Chloé, Karin, Ophélie, Soizic, Laurianne, Florian.  

 

Merci à Juliette et Valentin pour leurs résultats de dernière minute.  

 

Merci à Sylvie J. de m’avoir si bien formée en début de thèse. 

 

Merci à mes coloc’ de bureau Sébastien et Pauline qui m’auront bien fait rire avec 

leurs « anecdotes ». 

 

Merci à Marie-Ange pour sa disponibilité. 

  

Merci à Béatrice et Annabelle de leur aide précieuse. 

 

Merci à Emily, Helena et Nabil qui ont su enrichir cette thèse. 

 

Un grand merci à Marion qui a fait un travail exceptionnel sur cette thèse et sans qui 

la partie histologie serait bien triste. 

 

Merci à Emma d’avoir souffert avec moi pendant la mise en place de la cytométrie en 

flux.  

 

Merci à Sylvain de m’avoir mis des bâtons dans les roues. 



 3 

 

Merci à Cassandre et son mari qui m’ont permis d’aller à mon premier entretien au 

laboratoire en 2017.  

 

Merci à Laura et Lucas pour les soirées jeux responsablement arrosées… 

 

Merci aux copains qui m’ont soutenu de loin tout au long de cette thèse : Kelly, Aline, 

Baptiste, Jojow, Robin, Laetitia, Julia, Nathan, Manon. Merci aussi aux copains 

limougeauds. 

 

Merci à Nari et Cisto pour plus de choses que je ne pourrais en écrire ici.  

 

Merci à ma famille de leur soutien : Stanislas, Eriko, les chouchous, MT et François. 

 

Merci à mes familles adoptives qui me soutiennent depuis tant d’années, les 

Marchandon, les Jalali et les El Aiba. 

 

Un grand merci à ma maman pour ses corrections et son soutien infaillible.  

 

Enfin, merci à Mehdi pour tout.  

 

 

A mon grand-père, qui serait heureux de savoir que j’ai enfin terminé mes études.  

 
 
 
 
 
 
 



 4 

TABLES DES MATIÈRES 

REMERCIEMENTS ..................................................................................................... 2	

RÉSUMÉ ..................................................................................................................... 8	

TABLES DES FIGURES ........................................................................................... 10	

LISTE DES ABRÉVIATIONS .................................................................................... 14	

INTRODUCTION ....................................................................................................... 18	

I.	 La fonction cardiaque ...................................................................................... 18	

A.	 Généralité	:	structure	cardiaque	..............................................................................................	18	
1.	 Structure	de	la	paroi	.....................................................................................................................................................	18	
2.	 Cellules	cardiaques	.......................................................................................................................................................	19	

B.	 Rappel	anatomo-physiologique	:	..............................................................................................	21	
1.	 Anatomie	interne	...........................................................................................................................................................	21	
2.	 L’appareil	valvulaire	.....................................................................................................................................................	22	
3.	 La	vascularisation	myocardique	.............................................................................................................................	23	
4.	 Le	cycle	cardiaque	.........................................................................................................................................................	24	
5.	 Le	tissu	nodal	...................................................................................................................................................................	26	
6.	 Activité	électrique	cardiaque	:	le	couplage	excitation-contraction	.........................................................	27	

C.	 Régulation	du	système	cardiovasculaire	...............................................................................	29	
1.	 La	régulation	nerveuse	................................................................................................................................................	29	
2.	 La	régulation	humorale	...............................................................................................................................................	34	
3.	 La	régulation	locale	.......................................................................................................................................................	35	

II.	 Insuffisance cardiaque chronique .................................................................. 36	

A.	 Généralités	.......................................................................................................................................	36	
1.	 Définition	...........................................................................................................................................................................	36	
2.	 Classification	....................................................................................................................................................................	37	

B.	 L’Insuffisance	cardiaque	à	fraction	d’éjection	préservée	................................................	39	
1.	 Généralités	........................................................................................................................................................................	39	
2.	 Facteurs	de	risques	et	comorbidités	.....................................................................................................................	42	
3.	 Physiopathologie	ICFEp	:	rigidité	cardiaque	.....................................................................................................	44	
4.	 Traitements	......................................................................................................................................................................	49	

III.	 Rôle de l’endothélium dans l’ICFEp ............................................................... 51	

A.	 Mécanismes	de	dysfonction	endothéliale	.............................................................................	51	



 5 

1.	 Inflammation	...................................................................................................................................................................	51	
2.	 Stress	oxydant	.................................................................................................................................................................	53	
3.	 Voie	NO	...............................................................................................................................................................................	55	

B.	 Interaction	CE/CM	.........................................................................................................................	59	

IV.	 Voie Wnt et maintien de l’intégrité endothéliale ............................................ 62	

A.	 Généralités	sur	la	voie	Wnt	........................................................................................................	63	
1.	 La	voie	canonique	..........................................................................................................................................................	63	
2.	 La	voie	non-canonique	:	la	Polarité	Cellulaire	Planaire.	...............................................................................	66	

B.	 Voies	Wnt	et	endothélium	..........................................................................................................	68	
1.	 Perméabilité	.....................................................................................................................................................................	69	
2.	 Angiogenèse	.....................................................................................................................................................................	76	
3.	 Polarité	...............................................................................................................................................................................	77	

C.	 Ubiquitine	ligases	et	dysfonction	endothéliale	...................................................................	78	

V.	 Projet de recherche .......................................................................................... 81	

MATÉRIEL ET MÉTHODES ..................................................................................... 82	

Lignées Murines et hébergement : ........................................................................ 82	

Modèle	murin	de	surexpression	de	Pdzrn3	dans	les	cellules	endothéliales	......................	82	
Tamoxifène	...................................................................................................................................................................................	83	

Procédures	chirurgicales	:	...................................................................................................................	84	
Mesures	hémodynamiques	ventriculaires	gauche	.....................................................................................................	84	
Test	de	Miles	................................................................................................................................................................................	84	

Analyses	non-invasives	:	.......................................................................................................................	85	
Échocardiographie	....................................................................................................................................................................	85	
Test	de	tolérance	à	l’effort	.....................................................................................................................................................	85	

Mesures	de	paramètres	physiologiques	in	vivo	:	.........................................................................	86	
Glycémie	........................................................................................................................................................................................	86	
Poids	du	corps	et	du	cœur	.....................................................................................................................................................	87	
Gravimétrie	..................................................................................................................................................................................	87	
Numération	de	Formule	Sanguine	(NFS)	........................................................................................................................	87	

Biologie	moléculaire	:	............................................................................................................................	87	
Isolement	des	cellules	endothéliales	................................................................................................................................	87	
Cytométrie	en	flux	.....................................................................................................................................................................	88	
Analyse	de	l’expression	génique	par	RT-PCR	quantitative	.....................................................................................	89	
Séquençage	ARN	........................................................................................................................................................................	93	



 6 

Analyse	protéique	par	Western	Blot	.................................................................................................................................	93	

Histologie	:	.................................................................................................................................................	94	
Prélèvement	et	préparation	des	tissus	............................................................................................................................	94	
Coupes	en	cryoconservation	................................................................................................................................................	94	
Coupes	en	Paraffine	..................................................................................................................................................................	95	
Anticorps	utilisés	.......................................................................................................................................................................	96	
Colorations	histologiques	......................................................................................................................................................	97	
Transparisation	..........................................................................................................................................................................	98	
Microscopie	électronique	:	.................................................................................................................................................	100	

Acquisition	d’images	et	traitement	:	..............................................................................................	102	

Analyses	statistiques	:	........................................................................................................................	102	

RÉSULTATS ........................................................................................................... 103	

Modèle murin de surexpression constitutive de Pdzrn3 dans les cellules 
endothéliales .......................................................................................................... 103	

A.	 Analyse	phénotypique	..............................................................................................................	103	
1.	 Expression	du	transgène	.........................................................................................................................................	103	
2.	 Paramètres	morphologiques	.................................................................................................................................	104	
3.	 Analyses	transcriptomiques	..................................................................................................................................	104	
4.	 Évaluation	de	l’hyperperméabilité	in	vivo	.......................................................................................................	107	

B.	 Analyses	de	la	fonction	cardiaque	........................................................................................	108	
1.	 Analyses	hémodynamiques	et	échocardiographiques	...............................................................................	108	
2.	 Analyses	de	biomarqueurs	cardiaques	.............................................................................................................	110	
3.	 Évaluations	gravimétriques	...................................................................................................................................	111	
4.	 Épreuve	d’effort	...........................................................................................................................................................	111	

C.	 Contexte	inflammatoire	............................................................................................................	115	
1.	 Mesure	de	la	numération	de	la	formule	sanguine	........................................................................................	115	
2.	 Analyse	de	l’activation	endothéliale	...................................................................................................................	116	
3.	 Analyse	du	contenu	inflammatoire	cardiaque	...............................................................................................	117	
4.	 Évaluation	de	la	matrice	extracellulaire	...........................................................................................................	123	

D.	 Phénotypes	cardiomyocytaires	.............................................................................................	125	
1.	 Analyses	morphologiques	en	histologie	...........................................................................................................	125	
2.	 Analyses	transcriptomiques	..................................................................................................................................	127	

E.	 Phénotype	vasculaire	................................................................................................................	128	
1.	 Caractérisation	du	réseau	vasculaire	.................................................................................................................	129	
2.	 Évaluation	de	la	perméabilité	vasculaire	.........................................................................................................	132	



 7 

3.	 Évaluation	de	l’œdème	cardiaque	.......................................................................................................................	139	
4.	 Analyse	morphologique	du	réseau	lymphatique	..........................................................................................	140	

F.	 Analyse	cardiaque	chez	des	sujets	jeunes	..........................................................................	141	
1.	 Analyses	hémodynamiques	et	échocardiographiques	...............................................................................	141	
2.	 Évaluation	de	la	perméabilité	vasculaire	.........................................................................................................	143	

G.	 Répercussions	d’un	régime	Western	...................................................................................	144	
1.	 Analyses	physiologiques	.........................................................................................................................................	145	
2.	 Analyses	hémodynamiques	et	échocardiographiques	...............................................................................	146	
3.	 Mesures	de	la	numération	de	la	formule	sanguine	......................................................................................	148	
4.	 Analyse	du	contenu	inflammatoire	cardiaque	...............................................................................................	148	
5.	 Évaluation	de	la	fibrose	...........................................................................................................................................	149	
6.	 Caractérisation	du	réseau	vasculaire	.................................................................................................................	150	
7.	 Évaluation	de	la	perméabilité	vasculaire	.........................................................................................................	150	

Modèle murin Lprdb/db ............................................................................................ 151	

H.	 Évaluation	de	la	perméabilité	vasculaire	...........................................................................	152	

DISCUSSION .......................................................................................................... 154	

BIBLIOGRAPHIE .................................................................................................... 163	

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 8 

RÉSUMÉ 
Titre : Rôle de la dysfonction endothéliale dans la physiopathologie de l’insuffisance 
cardiaque à fraction d’éjection préservée 
Résumé :  
L’insuffisance cardiaque à fraction d’éjection préservée (ICFEp) est une maladie 
chronique associée à une mortalité élevée. Les patients sont majoritairement des 
femmes âgées (>65 ans) hypertendues avec une prévalence élevée de comorbidités 
cardiovasculaires telles que l’obésité, le diabète de type 2, l’hypertension artérielle ou 
encore la fibrillation atriale. Le diagnostic de l’ICFEp est difficile à établir en raison d’un 
manque de critères spécifiques et il n’existe pas à ce jour de réel traitement ciblé 
permettant d’améliorer la qualité de vie, de réduire la mortalité ou la durée 
d’hospitalisation de ces patients. Malheureusement, les mécanismes moléculaires 
sous-jacents de cette maladie sont encore mal compris mais un nouveau paradigme 
a été proposé ces dernières années. Il suggère un rôle central de la dysfonction des 
cellules endothéliales cardiaques dans l’apparition de l’ICFEp. L'ubiquitine ligase E3 
RING PDZRN3, est un médiateur de la voie Wnt non-canonique qui régule la 
morphogénèse vasculaire ainsi que l’intégrité des cellules endothéliales. Nos travaux 
ont eu pour objectif d’étudier les conséquences de l'activation de la signalisation 
endothéliale PDZRN3 sur la fonction cardiaque. 
 
Nous avons généré des souris transgéniques avec une surexpression spécifique de 
PDZRN3 dans les cellules endothéliales et inductible en post-natal (souris iEC-
Pdzrn3). A partir de 3 mois, les souris iEC-Pdzrn3 présentent des paramètres 
hémodynamiques d’ICFEp avec une élévation significative de la pression diastolique 
par rapport à leurs contrôles. À 8 mois, les souris iEC-Pdzn3 ne présentent pas un 
phénotype cardiaque dit inflammatoire ni de signes de progression de fibrose. 
Cependant, en plus de signes de dysfonction diastolique, une perméabilité vasculaire 
accrue mise en évidence par une extravasation vasculaire d'albumine, de fibrinogène 
et d'immunoglobuline G associée à un œdème cardiaque ont été observés. De plus, 
la mise sous régime Western a exacerbé le phénotype inflammatoire et fibrotique des 
souris iEC-Pdzrn3 mais aussi de leurs contrôles sans aggraver le dysfonctionnement 
diastolique. Enfin, l'exploration cardiaque d’un modèle murin d’ICFEp basé sur les 
comorbidités obésité et diabète (souris Lprdb/db) a révélé une perméabilité vasculaire 
comparable à celle observée chez les souris iEC-Pdzrn3. 
 
Ces résultats mettent donc en évidence une relation de cause à effet entre le 
dysfonctionnement vasculaire et la physiopathologie de l’ICFEp. 
 
Mots clés : Insuffisance cardiaque, Microcirculation, Mutants murins génétique gain 
de fonction, Signalisation Wnt, Perméabilité vasculaire 
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Title :  Role of endothelial dysfunction in the pathophysiology of heart failure with 
preserved ejection fraction 
 
Abstract :  
Heart Failure with Preserved Ejection Fraction (HFpEF) is a chronic disease 
associated with high mortality which affects predominantly elderly (>65 years) 
hypertensive women with cardiovascular and non-cardiovascular comorbidities. 
Unfortunately, molecular mechanisms underlying this disease are poorly understood. 
A new, but yet untested paradigm, has recently emerged focusing on the crucial role 
of the vascular bed in the etiology of HFpEF. The E3 ubiquitin ligase, PDZRN3, a 
mediator of the non-canonical Wnt pathway, was reported to enhance vascular 
permeability. Our objective is the investigation of the long-term consequences of 
endothelial PDZRN3 signaling activation on induced-HFpEF pathology. 
 
We have generated triple transgenic mutant mice with post-natal restrictive and 
inducible endothelial expression of Pdzrn3 (iEC-Pdzrn3 mice), as an exploratory in 
vivo tool. From 3 months, iEC-Pdzrn3 mice displayed hemodynamic parameters of 
HFpEF with a significant strong elevation of the end-diastolic pressure compared with 
their littermates. At 8 months iEC-Pdzn3 mice did not exhibit a cardiac inflammatory 
phenotype or fibrosis progression. However, along with diastolic dysfunction, serious 
vascular leakage evidenced by albumin, fibrinogen, and immunoglobulin G vascular 
extravasation together with cardiac edema were observed. Western diet exacerbated 
inflammatory and fibrotic heart phenotype in both iEC-Pdzrn3 and littermates mice 
without worsening diastolic dysfunction. Finally, heart exploration of the murine HFpEF 
model based on the obesity-diabetic comorbidities (Lprdb/db mice) revealed vascular 
permeability comparable to iEC-Pdzrn3 mice. 
 
Our findings highlight a causal relationship between vascular dysfunction and HFpEF 
pathology.  
 
Keywords : Heart failure, Microcirculation, Gain of function mouse mutants, Wnt 
signaling, Vascular permeability 
 
 

 

 

 
Unité de recherche : 

Inserm U1034, 1 avenue Magellan, 33600 Pessac 
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INTRODUCTION 
 

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont la cause principale de mortalité et de 

morbidité en Europe avec plus de 3,9 millions de décès par an selon l’European 

Cardiovascular Disease Statistics 2017 (CVD 2017). Depuis plus de 10 ans, 

l’Organisation mondiale de la Santé (OMS) organise une lutte contre les MCV à l'aide 

de campagnes de prévention. Celles-ci visent à réduire efficacement de nombreux 

facteurs de risque dont les principaux sont le tabagisme, la sédentarité, l’obésité, le 

diabète, la consommation d’alcool ou encore l’hypertension. 

  

Une diminution de la mortalité cardiovasculaire a été observée dans les pays 

européens ces dernières années (Franzin-Garrec, 2013), probablement liée à la 

réduction de facteurs de risque clés comme la consommation de tabac et d’alcool ou 

le niveau de cholestérol sanguin moyen (CVD 2017). Néanmoins, une augmentation 

concomitante de la prévalence du surpoids/obésité et du diabète observée depuis des 

décennies (Khatibzadeh et al., 2013) est à l’origine de doutes concernant la pérennité 

de cette réduction de mortalité.   

 

I. La fonction cardiaque 
 

A. Généralité : structure cardiaque 
 

1. Structure de la paroi 

 

La structure de la paroi cardiaque est composée de trois tuniques (FIGURE 1). 

Elles sont appelées l’endocarde, le myocarde et le péricarde (de la plus interne à la 

plus externe). 

L’endocarde est une fine membrane endothéliale recouvrant la face interne des 

cavités cardiaques, des valves et des piliers et se prolonge par l’intima des gros 

vaisseaux. Son rôle principal est d’éviter la coagulation du sang au contact de la paroi 

cardiaque. 
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Le myocarde constitue le muscle cardiaque régulé par les systèmes sympathiques et 

parasympathiques. Il est plus ou moins épais en fonction des cavités : massif au 

niveau ventriculaire (en particulier celui de gauche) et mince au niveau auriculaire. 

  

Enfin, le péricarde est une enveloppe à double paroi recouvrant la face externe du 

myocarde. Le péricarde fibreux constitue l’enveloppe la plus externe, elle est 

composée de tissu conjonctif permettant la réduction des frottements du cœur avec 

les structures adjacentes. Le péricarde séreux, plus interne, comporte deux feuillets : 

une lame pariétale qui tapisse la face interne du péricarde fibreux et une lame viscérale 

qui enveloppe le myocarde. Ces deux feuillets sont séparés par une cavité 

péricardique leur permettant des mouvements de glissement essentiels aux phases 

de contraction et de relaxation du cœur. 

Figure 1.  Anatomie cardiaque humaine : la paroi cardiaque. 

 

2. Cellules cardiaques 

 

 Le cœur adulte est composé de nombreux types cellulaires dont les 

cardiomyocytes (CM), les cellules endothéliales et les fibroblastes. Paradoxalement, 

même si les cardiomyocytes occupent environ 70 à 85% du volume cardiaque, ils ne 

représentent pas le type cellulaire majoritaire (seulement 30-40% chez le mammifère) 

(Anversa et al., 1980; Tang et al., 2009; Zhou and Pu, 2016). 

 

 Les cardiomyocytes sont de grandes cellules musculaires qui constituent l’origine 

de la contractilité cardiaque. Ces cellules polarisées sont généralement mononuclées 

et leurs cytoplasmes organisés en sarcomère sont responsables de leur apparence 
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striée (Walker and Spinale, 1999). Les cardiomyocytes sont interconnectés par des 

jonctions spécialisées appelées disques intercalaires (Breemen, 1953). Parmi elles, 

les desmosomes assurent la cohésion et évitent le détachement des cellules des unes 

aux autres via les filaments intermédiaires (Green and Simpson, 2007). Les jonctions 

communicantes (gap jonction) permettent, quant à elles, la communication 

intercellulaire mais également la diffusion de potentiels d’action (Mezzano, Pellman 

and Sheikh, 2014). Enfin, les jonctions adhérentes, qui interagissent avec les 

myofibrilles, permettent la transmission de la force contractile d’un myocyte à l'autre 

(Luo and Radice, 2003). 

 

 Les cellules non-myocytes, représentent une fraction de volume cardiaque 

relativement faible mais occupent néanmoins des fonctions essentielles au sein de 

l’homéostasie cardiaque.   

Les cellules endothéliales (CE) sont de petites cellules aplaties avec un noyau 

fusiforme qui tapissent la face interne des vaisseaux sanguins et lymphatiques. A 

l’interface entre les éléments figurés du sang et la paroi vasculaire, elles régulent le 

trafic macromoléculaire et l’oxygénation du parenchyme cardiaque. Au sein des 

capillaires cardiaques, les cellules endothéliales sont interconnectées entre-elles par 

des complexes jonctionnels (comprenant des jonction adhérentes, serrées et 

communicantes) et sont entourées d’une membrane basale continue (Aird, 2007). Les 

cellules endothéliales ont originairement été décrites comme des régulateurs majeurs 

de la fluidité sanguine mais de plus en plus de données montrent aussi leur implication 

dans l’homéostasie du myocarde. Elles sont en effet capables de produire des facteurs 

vasoactifs, des substances pro- et anticoagulantes ainsi que des facteurs pro- et anti-

inflammatoires capables de moduler la fonction cardiaque.  

 Des précisions supplémentaires seront apportées à cette brève description de 

la cellule endothéliale dans la partie traitant du rôle de l’endothélium dans l’insuffisance 

cardiaque à fraction d’éjection préservée. 

 

 Les fibroblastes sont des cellules peu différenciées. Elles participent à la 

production des composant structuraux du cœur et renouvellent le collagène de la 

matrice extracellulaire (Snider et al., 2009). Le rôle des fibroblastes dans la physiologie 

cardiaque reste néanmoins très peu connu car leur fonction a été fortement étudiée 

en condition pathologique. En effet, en réponse à une lésion, ces cellules participent 
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à la cicatrisation en produisant les composants de la matrice extracellulaire après avoir 

été stimulées par du TGFß (Lijnen, Petrov and Fagard, 2000). Ces cellules dites 

« activées » se transdifférencient de manière réversible en myofibroblastes, 

responsables du remodelage tissulaire (Sarrazy et al., 2011). Les myofibroblastes sont 

facilement identifiables par leur morphologie caractéristique par rapport aux 

fibroblastes : elles possèdent des noyaux dentelés, une augmentation de la taille du 

cytoplasme, des faisceaux de microfilaments et un réticulum endoplasmique bien 

défini (Gabbiani, Ryan and Majne, 1971). 

En condition physiologique, cette différenciation en myofibroblastes n’est pas 

irrémédiable et ces derniers peuvent se dédifférencier en fibroblastes au repos 

(Kanisicak et al., 2016).  Cependant, dans des situations morbides, comme entre autre 

l’inflammation chronique, les myofibroblastes demeurent et continuent de produire de 

façon excessive de la matrice extracellulaire (Weber et al., 2013). Ce processus de 

remodelage pathologique, appelé fibrose, perturbe l’homéostasie et le fonctionnement 

cardiaque. 

 

 

B. Rappel anatomo-physiologique :  
 

Le cœur est un organe musculaire assurant l’acheminent du sang à travers 

l’organisme par ses contractions rythmiques et coordonnées. La circulation sanguine 

est en série et unilatérale et permet le transport et l’échange de nombreuses 

substances biochimiques, notamment de nutriments, de dioxygène et d’hormones 

essentielles aux besoins des cellules de l’organisme. La circulation pulmonaire, ou 

petite circulation, permet le renouvellement des gaz du sang par les alvéoles 

pulmonaires. La circulation systémique, où grande circulation, permet l’adressage du 

sang oxygéné du cœur aux organes périphériques. 

 

1. Anatomie interne  

 

Le cœur est un organe creux dont l’espace interne est fractionné en quatre 

cavités par des cloisons verticales et horizontales (FIGURE 2). Ces cavités sont les 

oreillettes (cavités supérieures) et les ventricules (cavités inférieures) qui 
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communiquent par les orifices auriculo-ventriculaires. Le septum interventriculaire 

sépare l’organe en deux pompes propulsives distinctes fonctionnant parallèlement : le 

cœur gauche et le cœur droit. Le cœur droit, qui assure la circulation pulmonaire, est 

composé d’une oreillette et d’un ventricule dits droit, reliés l’un à l’autre par l'orifice 

tricuspide. Le cœur gauche, qui assure la circulation systémique est quant à lui 

composé d’une oreillette et d’un ventricule gauches (VG), dont l’orifice mitral assure la 

communication. Il n’existe pas physiologiquement de communication directe entre les 

deux côtés du cœur. 

Figure 2. Anatomie cardiaque humaine : face antérieure du cœur en coupe frontale. 

 

2. L’appareil valvulaire 

 

Un système de valves cardiaques empêche le reflux sanguin en amont et 

favorise une circulation sanguine coordonnée pendant le cycle cardiaque. Les valves 

se situent à l'embouchure de chacune des quatre cavités cardiaques. Il existe la valve 

pulmonaire, la valve tricuspide, la valve aortique ainsi que la valve mitrale (FIGURE 3). 

Ce sont des structures de tissu conjonctif élastique, non musculaires, sans innervation 

ni irrigation sanguine. Elles sont ancrées au niveau du squelette fibreux et restent 

stationnaires aux mouvements dynamiques du myocarde. En position fermée, leur 

jointure est continente, empêchant le passage du sang dans le sens inverse de la 

circulation.  
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Figure 3. Anatomie cardiaque humaine : l’appareil valvulaire. 

 

3. La vascularisation myocardique 

 

La vascularisation des différents organes du corps humain est assurée par un 

réseau d’artères et de veines. Ces vaisseaux sanguins forment un circuit fermé qui 

commence et se termine au cœur. Le sang veineux arrive depuis les organes 

périphériques via la veine cave pour se déverser dans le cœur droit par le biais de 

l’oreillette puis du ventricule droit. Ce dernier éjecte le sang appauvri en oxygène vers 

les capillaires pulmonaires via l’artère pulmonaire où se feront les échanges gazeux. 

Après oxygénation, le sang se jette dans l’oreillette gauche par l’intermédiaire des 

veines pulmonaires. Il finit sa course dans le ventricule gauche, depuis lequel il est 

éjecté dans l’aorte et adressé aux organes périphériques. 

 

 Le cœur est lui-même alimenté en nutriment et en oxygène par des 

ramifications artérielles : l’artère coronaire droite alimente la partie droite du cœur. Elle 

se ramifie dans l’artère descendante postérieure, afin d’alimenter la partie inférieure 

du ventricule gauche et l’arrière du septum. L’artère coronaire principale gauche se 

ramifie en deux branches, une branche latérale (l’artère circonflexe) et une branche 

antérieure (l’artère interventriculaire antérieure). L’artère circonflexe fournit du sang à 

l’oreillette gauche et à la partie postérieure du ventriculaire gauche. L’artère 

descendante antérieure alimente la face antérieure et inférieure du ventricule gauche 

et l’avant du septum (FIGURE 4). 
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Figure 4. Anatomie cardiaque humaine : la vascularisation myocardique. 

 

4. Le cycle cardiaque 

 

La perfusion des tissus est assurée par la contraction et la relaxation autonome 

du cœur. Un cycle cardiaque est décomposé en cinq temps par l’alternance de phases 

de systole (phase de contraction/éjection) et des phases de diastole (phase de 

relaxation/remplissage rapide et lent) (FIGURE 5). 

 

 La première phase est la contraction iso-volumique. Pendant celle-ci, les 

ventricules mis en tension entraînent une compression sanguine aboutissant à 

l’augmentation des pressions intra-ventriculaires. Ces pressions dépasseront 

rapidement celles des oreillettes et déclenchera la fermeture des valves auriculo-

ventriculaires empêchant ainsi tout reflux sanguin. A ce stade, la pression ventriculaire 

est inférieure à la pression artérielle, le sang reste donc confiné à l'intérieur du cœur. 

 

 La deuxième phase est l’éjection systolique. Elle commence au moment où la 

pression ventriculaire dépasse celle de l’aorte ou de l’artère pulmonaire. Ce différentiel 

déclenche l’ouverture des valves pulmonaires et aortiques et l’éjection du sang vers la 

petite et la grande circulation. Tant que la pression ventriculaire est supérieure à la 

pression artérielle, les ventricules se vident. Le volume d’éjection systolique (VES) 

correspond au volume de sang éjecté à chaque contraction et ne constitue qu’entre 

les deux-tiers et la moitié du volume télédiastolique total (volume sanguin en fin de 

diastole). 
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 Par la suite, survient la phase de relaxation iso-volumétrique. Une fois le sang 

éjecté, la pression des ventricules décroît rapidement et devient inférieure à la 

pression des artères ce qui provoque la fermeture des valves aortiques et pulmonaires. 

Cette baisse de pression dépend de la capacité du ventricule à se relâcher : plus sa 

compliance est élevée, plus la pression diminue rapidement. Le sang est, pendant un 

court laps de temps, contraint à l’immobilité, du fait d’une pression ventriculaire trop 

importante pour permettre l’ouverture des valves auriculo-ventriculaires. 

 

La quatrième phase correspond au remplissage ventriculaire rapide. Les oreillettes, 

en diastole pendant toute la durée de la systole ventriculaire, se remplissent de sang 

et la pression s’y élève progressivement. Lorsque la pression intraventriculaire devient 

inférieure à la pression auriculaire, les valves auriculo-ventriculaires s'ouvrent et 

provoquent l’écoulement rapide du sang des oreillettes vers les ventricules en état de 

relaxation complète. 

Figure 5. Diagramme de Wiggers adapté de du livre « Medical Physiology », Elsevier, 2006. 

Schéma montrant les événements du cycle cardiaque avec le changement des pressions auriculaires, 
ventriculaires, aortiques, de l’électrocardiogramme. 

 

Enfin, une dernière phase de remplissage ventriculaire tardif et de contraction 

auriculaire a lieu. L’égalisation des pressions des oreillettes et des ventricules ralentit 

la vitesse de l’afflux sanguin. La systole auriculaire (contraction auriculaire) permet de 

terminer le remplissage en entraînant un volume supplémentaire de sang de l’oreillette 
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vers le ventricule. Ce phénomène aboutit à une augmentation temporaire de la 

pression auriculo-ventriculaire. Le volume ventriculaire est alors maximal. 

 

5. Le tissu nodal 

 

Le cœur se contracte de manière autonome par le biais de cellules contractiles 

cardiaques (cardiomyocytes) et la production de potentiels d’actions orchestrés par le 

tissu nodal. Celui-ci déclenche une excitation électrique engendrant la contraction du 

myocarde. Il est constitué de deux nœuds dans la paroi de l’atrium droit : le nœud 

sinusal (ou de Keith et Flack) et le nœud atrioventriculaire (ou d’Ashchoff Twara) 

(FIGURE 6). 

 

Le nœud sinusal est la structure la plus importante et le centre d’activation électrique 

principal du cœur. Constitué d’une petite masse de tissus spécialisée et hautement 

innervé par le système neurovégétatif, il est localisé au contact de la face latérale de 

l’oreillette droite à proximité de la veine cave supérieure. En fonction des besoins de 

l’organisme, il génère régulièrement un stimulus électrique provoquant une 

dépolarisation se propageant de myocyte en myocyte permettant la contraction atriale. 

La fréquence de dépolarisation du nœud sinusal s’impose à l’ensemble du tissu nodal 

et détermine la fréquence cardiaque. 

 
La dépolarisation du nœud sinusal se propage et parvient au nœud atrioventriculaire, 

lui-même situé à la base de l’oreillette droite dans le septum atrioventriculaire. Le 

nœud atrioventriculaire est en contact direct avec le faisceau de His, un ensemble de 

myocytes spécialisés dans la conduction du signal de dépolarisation. Celui-ci se 

subdivise en deux branches, droite et gauche, afin de propager le signal dans 

l'ensemble des deux ventricules. Il déclenche ainsi la contraction myocardique et la 

vidange du sang des ventricules. Un battement cardiaque correspond à la contraction 

ventriculaire. Du fait du délai de propagation de l’onde de dépolarisation, les oreillettes 

se contractent avant les ventricules, ce qui permet le remplissage ventriculaire avant 

l’éjection systolique. 
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Figure 6. Anatomie cardiaque humaine : représentation schématique du tissu nodal de conduction 
myocardique. 

 

6. Activité électrique cardiaque : le couplage excitation-
contraction 

 

Les impulsions électriques émises par le tissu nodal correspondent à des potentiels 

d’action (PA), c’est à dire par une augmentation rapide suivi d’une chute du potentiel 

membranaire. On appelle potentiel membranaire la différence de répartition des ions 

potassium (K+), sodium (Na+) et calcium (Ca2+) de part et d’autre de la membrane 

cellulaire. Les myocytes contractiles assurent la contraction cardiaque après excitation 

électrique par un mécanisme appelé complexe de couplage excitation-contraction. Le 

Ca2+ est l’ion fondamental dans l'induction de ce complexe. Les cellules cardiaques 

sont excitables de par les nombreux canaux ioniques se trouvant dans leurs 

membranes plasmiques ainsi que par la présence d’un réticulum sarcoplasmique (RS), 

compartiment de réserve d’ions de calcium. Ces cellules sont aussi interconnectées 

les unes aux autres ce qui permet un passage rapide de l’information et une 

contraction synchrone. 

 

 Au repos, les concentrations du Ca2+ cytosoliques sont faibles. La 

dépolarisation des myocytes déclenche dans un premier temps une activation des 

canaux calciques de type L (Cav1.2) localisés au niveau des tubules transverses 

permettant l’entrée dans la cellule d’un flux d’ions Ca2+. Cette augmentation de la 

concentration de Ca2+ induit alors un afflux local et massif de Ca2+ depuis le réticulum 

sarcoplasmique via le récepteur à la Ryanodine (RyR2). Le récepteur RyR2 est une 

protéine tétramérique localisée au niveau de la membrane du RS qui possède deux 



 28 

sites de fixation au Ca2+ : l’une à haute affinité induit l’ouverture du canal et l’autre, à 

basse affinité induit la fermeture du canal. La diffusion de Ca2+  dans le cytosol permet 

leur fixation à la troponine et la myosine (myofilaments) provoquant le 

raccourcissement de ces derniers et donc la contraction (Bers, 2002). La relaxation 

survient à la suite de la réabsorption active du Ca2+ du cytosol vers la lumière de 

réticulum sarcoplasmique grâce à une pompe à calcium (SERCA2a) et par son renvoi 

vers le milieu extracellulaire grâce à la pompe à calcium plasmatique (PMCA) et 

l’échangeur sodium/calcium (NCX) (Bers, 2014) (FIGURE 7). 

 

 Après chaque activation, les cardiomyocytes entrent dans une période dite 

« réfractaire absolue » : aucun stimulus ne peut entraîner de nouvelle dépolarisation. 

Au fur et à mesure du temps, elle devient « relative », c’est-à-dire que des stimulus de 

plus en plus faibles peuvent déclencher une nouvelle dépolarisation.   
 

Figure 7. Schéma du couplage excitation-contraction du cardiomyocyte ventriculaire (adapté de Bers, 
2002). 

L’arrivée d’un potentiel d’action induit l’ouverture des canaux calciques permettant l’entrée des ions Ca2+ dans la 

cellule. Cette entrée déclenche la libération du Ca2+ du réticulum sarcoplasmique (RS) via les récepteurs à la 

Ryanodine de type 2 (RyR2). Les ions Ca2+ ainsi libérés se fixent sur les myofilaments déclenchant la contraction 
des cardiomyocytes. Le retour des ions calcium vers le RS et leur extrusion vers l’extérieur de la cellule sont assurés 

par les pompes SERCA2a, PMCA et l’échangeur Na+/Ca2+.  
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C. Régulation du système cardiovasculaire 
 

Le cœur bat de façon régulière mais peut accélérer ou ralentir afin de répondre aux 

besoins de l’organisme et réguler le débit sanguin. Cette fréquence cardiaque est 

contrôlée par des systèmes permettant une adaptation rapide à des changements 

soudains (comme la baisse de la pression sanguine), d’autres agissent plus lentement 

et à long terme. Ces mécanismes de régulation peuvent être d’origine nerveuse, 

hormonale ou locale. 

 

1. La régulation nerveuse  

 

Le système nerveux végétatif (SNV) fonctionne de manière autonome, sans régulation 

consciente. Ces fonctions automatiques concernent les muscles lisses, la respiration 

et le système cardio-vasculaire. Il comporte deux divisions principales : les systèmes 

nerveux sympathiques et parasympathiques. Le bulbe rachidien du tronc cérébral 

constitue le centre cardiovasculaire, il permet un contrôle de la fréquence cardiaque 

(effet chronotrope), de la force de contraction des ventricules (effet inotrope) et du 

diamètre des vaisseaux sanguins (vasomotricité) (FIGURE 8). 

 

 Le système parasympathique permet la conservation et le rétablissement des 

réserves de substrats énergétiques, il est dit trophotrope. Ses fonctions dans le 

système cardiovasculaire sont contrôlées par le nerf vague qui innerve les cellules 

auriculaires et permet la réduction de la fréquence cardiaque et de la pression 

artérielle. Il agit via une stimulation des récepteurs cholinergiques muscariniques au 

niveau des nœuds sino-artrial et auriculo-ventriculaire. 

 

 Le système sympathique prépare au contraire le corps aux situations 

d’urgences : il sert à mobiliser l’énergie en période de stress. Il est dit ergotrope. Ce 

système innerve les oreillettes et les ventricules cardiaques par le biais des nœuds 

sino-atrial et atrio-ventriculaire. Il agit sur ces derniers pour permettre entre autres 

l’augmentation de la fréquence cardiaque, de la force de contraction ainsi que la 

vitesse de relaxation myocardique. Il innerve aussi les vaisseaux et peut, par 
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l’activation des récepteurs β–adrénergiques, provoquer une augmentation de la 

vasoconstriction. 

Figure 8. Schéma de l’innervation du cœur par les système sympathique et parasympathique (adapté de 
Scridon et al., 2018) 

N.SA : nœud sino-atrial, N.AV : nœud atrio-ventriculaire. 

 

 

Les cardiomyocytes sont des cellules cibles du système nerveux sympathique. 

Elles possèdent des récepteurs β–adrénergiques de type β1, β2 et β3 (Myagmar et 

al., 2017). Les récepteurs β1-adrénergique, sont préférentiellement cardiaques et 

localisés sur toute la surface de la membrane plasmique du cardiomyocyte. Les 

récepteurs β2-adrénergique, sont prédominants au niveau vasculaire et bronchique 

mais tout de même exprimés au niveau des tubules T et des cavéoles, invaginations 

de la membrane plasmique des cardiomyocytes (Woo et al., 2015). Ce sont des 

récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés à l’adenyl-cyclase (AC) par 

une protéine G stimulante (Gs). Les béta-AR sont activés par la fixation de 

catécholamines. Leur stimulation active l’AC qui entraine la formation d’AMP cyclique 

(AMPc) à partir d’ATP. L’AMPc active alors à son tour la protéine kinase A (PKA), 

laquelle va phosphoryler des protéines majeures du cycle du calcium et des 

composants des myofilaments permettant des effets chronotropes, inotropes et 

lusitropes (effets de relaxation cardiaque) positifs. Par ailleurs, la PKA phosphoryle 



 31 

plusieurs phosphodiestérases (PDE4B, PDE4D, PDE3) produisant ainsi un 

rétrocontrôle négatif sur la voie AC/AMPc/PKA évitant ainsi l’apparition d’effets 

délétères pour la fonction cardiaque. 

 

Parallèlement à la voie classique qui implique l’activation des protéines Gs, les 

récepteurs β2- peuvent être couplés aux protéines G inhibitrices (Gi). Ce couplage 

inhibe l’activité de la voie AC/AMPc/PKA et de ses effets.  

De plus, les récepteurs β2-AR couplés à une protéine Gi activent la voie PI3K/Akt 

impliquée dans les mécanismes anti-apoptotique mais aussi dans l’activation de la 

NOS synthase générant ainsi du monoxyde d’azote (NO). En effet la libération de NO 

peut être induite via les signalisations cAMP/PKA/Akt/eNOS  (Ferro et al., 1999) et 

phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt /eNOS (Calvert et al., 2011). De façon 

physiologique le NO va entrainer (1) l'activation de la protéine kinase dépendante du 

Ca2+/calmoduline (CamKII), dont les effets sur les régulateurs du cycle du calcium se 

rapprochent de ceux observés avec la PKA. (2) La production de GMPc (guanosine 

monophosphate cyclique) en activant la guanylate cyclase soluble (GCs) qui permettra 

des effets chronotropes, inotropes et lusitropes négatifs régulés par la protéine kinase 

GMPc dépendante (PKG). (3) L'activation des protéines kinase des récepteurs 

couplés aux protéines G (GRK). Ces kinases sont capables d’entraîner le découplage 

des récepteurs β-adrénergiques de leurs protéines G par la phosphorylation de ces 

derniers (Pereira et al., 2017; Rajagopal and Shenoy, 2018) (FIGURE 9). 
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Figure 9. Schéma des voies de signalisation couplées aux récepteurs b1 et b2-adrénergiques (adapté de 
Pereira et al., 2017; Rajagopal and Shenoy, 2018). 

AR : récepteur adrénergique, Gs : protéine G stimulatrice, Gi : protéine G inhibitrice, AC : adénylate cyclase, NO : 
monoxyde d'azote, AMPc : adénosine monophosphate cyclique, PKA : protéine kinase A, eNOS : synthase de 
monoxyde d'azote endothéliale, GCs : guanylate, GMPc : guanosine monophosphate cyclique cyclase soluble, 
GTP : guanosine triphosphate, PKG : protéine kinase G, GRK : kinase des récepteurs couplés aux protéines G. 

 

 

Les récepteurs β3-adrénergiques ont été récemment identifiés et sont faiblement 

distribués au niveau cardiaque. Même si on retrouve globalement une homologie entre 

les régions transmembranaires des récepteurs β1- et β2-adrénergiques avec les 

récepteurs β3-adrénergiques, des divergences significatives sont présentes dans la 

troisième boucle intracellulaire et dans le domaine C-terminal (Cannavo and Koch, 

2017). En effet, La région C-terminal des récepteurs β1- et β2- adrénergiques est riche 

en résidu de sérine de thréonine et possède des sites phosphorylables par les GRK. 

La phosphorylation de ces sites entraine un découplage du récepteur de sa protéine 

G, conduisant à l’inactivation du récepteur. De ce fait, les récepteurs β3-adrénergiques 

sont plus résistants au découplage car non sujets à la régulation des GRK (Skeberdis, 
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2004). Les récepteurs β3-adrénergiques n’ont pas été étudiés avec la même intensité 

que les β1- et β2- et de ce fait leurs rôle physiologique et physiopathologique reste à 

préciser.  

 

Néanmoins, des études ont montré des effets inotropes négatifs accompagnés d’une 

vasodilatation (Dessy and Balligand, 2010). Comme pour les récepteurs β1- et β2- 

adrénergiques, la signalisation via la protéine Gs augmente la génération d’AMPC et 

l’activation de la PKA. L’activation de la signalisation Gi entraine l’activation, de la PKG 

ainsi que la phosphodiestérase (PDE2) qui réduit les niveaux de l’AMPc et affecte la 

contractilité cardiaque. L'activation de la voie de signalisation Gi des récepteurs β3-

adrénergiques est capable de générer du NO via la NOS endothéliale (eNOS) et la 

NOS neuronal (nNOS) située sur le réticulum sarcoplasmique (SR) (Cannavo and 

Koch, 2017) (FIGURE 10). 

Figure 10. Schéma des voies de signalisation couplées aux récepteurs b3-adrénergiques (adapté de 
Cannavo and Koch, 2017). 

AR : récepteur adrénergique, Gs : protéine G stimulatrice, Gi : protéine G inhibitrice, AC : adénylate cyclase,  GMPc 
: guanosine monophosphate cyclique cyclase soluble, AMPc : adénosine monophosphate cyclique, PKA : protéine 
kinase A, Akt : protéine Akt, eNOS : synthase de monoxyde d'azote endothéliale, NO : monoxyde d'azote, GCs : 
guanylate, , GTP : guanosine triphosphate,  PKG : protéine kinase G, . 
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2. La régulation humorale 

 

Plusieurs hormones affectent de manière directe ou indirecte la fonction 

cardiaque et vasculaire. 

 

L’adrénaline et la noradrénaline sont les neuromédiateurs du SNV sympathique. Ces 

catécholamines sont produites et libérées dans le sang en cas de stress ou d’effort 

physique intense. Elles favorisent la chronotropie et l’inotropie positive ainsi qu’une 

vasoconstriction périphérique.  

 

L’endothéline est une hormone principalement secrétée par les cellules endothéliales. 

Elle promeut la chronotropie et l’inotropie positive (Moravec et al., 1989; Zolk and 

Böhm, 2000). Chez des patients souffrant d’insuffisance cardiaque, sa concentration 

plasmatique est multipliée par deux à trois (Agapitov and Haynes, 2002). 

 

L’angiotensine II (Ang II) tend à élever la pression artérielle en déclenchant une 

vasoconstriction. Des études ont aussi montré qu’elle pouvait avoir un effet inotrope 

positif mais le mécanisme d’action reste encore à définir. Elle pourrait moduler la 

contractilité cardiaque en favorisant la réactivité des myofilaments au Ca2+ (Fujita and 

Endoh, 1999), en augmentant la concentration intracellulaire en Ca2+ (Ikenouchi et al., 

1994) ou encore en modulant la sécrétion d’endothéline  (Cingolani Horacio E. et al., 

2006). Les mécanismes d’action semblent être différents selon les espèces et rendent 

la compréhension du fonctionnement de cette hormone sur le cœur compliquée (Vila 

Petroff and Mattiazzi, 2001). 

 

L’hormone antidiurétique (HAD) ou arginine vasopressine est produite par 

l’hypothalamus. Sa fonction principale est son action antidiurétique : elle agit 

directement sur le rein et permet la réabsorption d’eau (Thorn, 1957). En cas de 

phénomène de stress comme l’hypovolémie, l’HAD va avoir un effet vasoconstricteur 

sur les vaisseaux périphériques et une vasodilatation au niveau des artères cérébrales 

et coronaires (organes fortement demandeurs en oxygène) (Holmes, Landry and 

Granton, 2004). 
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Le peptide natriurétique auriculaire (PNA), est une hormone produite suite à l’étirement 

des myocytes en réponse à la pression ainsi qu’a la charge volumique (Lang et al., 

1985; Ruskoaho, 1992). Il est sécrété en grande partie par les myocytes des oreillettes 

cardiaques.  Le « brain natriuretuc petide » (BNP) est secrété à la fois par les oreillettes 

et les ventricules (Minamino et al., 1988) de manière mécanique à la suite de 

l’étirement des cardiomyocytes. La libération de ces peptides cardiaques permet une 

vasodilatation favorisant une baisse de la pression artérielle (Woods, 2004; McGrath, 

de Bold and de Bold, 2005). 

 

3. La régulation locale 

 

Des changements physiques dans l’environnement entrainent la modification 

des propriétés des vaisseaux. En effet, l’étirement mécanique du tissu ou bien la 

charge de pression favorise la sécrétion de substances locales (autocrines ou 

paracrines).  

 

Les cellules endothéliales produisent et sécrètent de nombreux produits vasoactifs, 

c’est-à-dire capables d’effets vasomoteurs. De par leur contact direct avec les 

cardiomyocytes elles jouent également un rôle essentiel dans la régulation de l’activité 

cardiaque par leur action paracrine. Effectivement, chez l’homme un cardiomyocyte 

ne se trouve jamais à plus de 50 uM d’une cellule endothéliale (Brutsaert, 2003).  La 

régulation de l’endothélium sur la contractilité cardiaque s’effectue par la sécrétion de 

différentes molécules, le monoxyde d’azote (NO) étant sans doute le facteur de 

relaxation le plus connu. L’impact du NO sur la fonction cardiaque sera détaillé 

ultérieurement.  

 

Les fibroblastes jouent aussi un rôle important dans la détermination de la fonction 

mécanique et électrique cardiaque. En effet, Les fibroblastes et les CM sont fortement 

intercalés dans le myocarde et peuvent dialoguer directement par l’existence de 

jonctions communicantes composées de connexines. Les fibroblastes ne sont pas 

électriquement excitables mais leur membrane plasmique contenant de nombreux 

canaux fait de ces cellules de bons conducteurs électriques. Ainsi les fibroblastes 

permettent la transmission de signaux électriques dans différentes régions où les 
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myocytes sont normalement isolés les uns des autres (Souders, Bowers and Baudino, 

2009). Les fibroblastes peuvent aussi sécréter de nombreuses chimiokines, cytokines, 

facteurs de croissance et autre facteurs solubles capables de moduler l’activité 

cardiaque (Zhang, Su and Mende, 2012).  

 

II. Insuffisance cardiaque chronique 
 

A. Généralités 
 

1. Définition 
 

 Parmi les maladies cardio-vasculaires, l'insuffisance cardiaque (IC) est une des 

plus fréquentes et mortelles. En France, elle touche plus d’un million de personnes et 

120 000 cas sont dépistés chaque année (Delahaye et al., 1998; Franzin-Garrec, 

2013). En une décennie, il a été observé une hausse de 30% du nombre de personnes 

souffrant d’IC (Franzin-Garrec, 2013). Du fait de leur maladie, de nombreux patients 

ont des difficultés à mener une vie normale et sont sujets à des complications qui 

mènent à des hospitalisations récurrentes dont la létalité est élevée (KOMAJDA et al., 

2013). L’insuffisance cardiaque est d’ailleurs la première cause d’hospitalisation des 

personnes âgées de plus de 65 ans et responsable de 23 000 décès par an (Logeart 

et al., 2013). Cette pathologie à des conséquences désastreuses puisqu’on estime 

que la mortalité 3 à 5 ans suivant l’apparition de symptômes est d’environ 50%  

(Franzin-Garrec, 2013). On comprend facilement qu’elle constitue un problème de 

santé publique majeur et génère des dépenses extrêmement élevées chaque année.  

 

L’IC est une affection grave et complexe. Elle peut être la conséquence d’une 

complication de certaines maladies cardiovasculaires comme l’infarctus du myocarde, 

mais peut aussi se développer à la suite d’une complication chirurgicale ou d’une 

infection. On parle alors d’IC aigues car elles surviennent de manière brutale et 

transitoire et nécessitent une prise en charge urgente. D’apparition progressive, l’IC 

chronique (ICC) s’installe de manière irréversible en l'absence de traitement. Elle est 

la conséquence d’une perte de la fonction contractile du myocarde menant à la 

réduction du débit cardiaque. Des mécanismes compensatoires se mettent pourtant 
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rapidement en place : la fréquence cardiaque s’accélère afin d’augmenter le débit 

cardiaque. Malheureusement, cette amélioration devient préjudiciable à long terme 

puisqu’elle exerce une pression excessive sur le cœur et aura pour conséquence 

l’épaississement des parois et la dilatation des cavités : c’est l’hypertrophie cardiaque, 

un facteur aggravant de l’ICC.  

Le diagnostic de l’ICC est posé devant des symptômes évocateurs d’IC : tachycardie, 

turgescence jugulaire, œdèmes périphériques, congestion pulmonaire et de 

symptômes peu spécifiques comme l’essoufflement au repos ou à l’effort, les 

difficultés respiratoires en position allongée, la toux, l’asthénie ou encore la difficulté à 

réaliser les actes de la vie quotidienne. L’échographie Doppler et le dosage des 

peptides natriurétiques (BNP ou NT-proBNP) constituent une preuve objective de la 

dysfonction structurelle ou fonctionnelle cardiaque au repos. 

 

L’ICC comprend un large éventail de patients mais n’englobe que deux grands types 

d’atteintes cardiaque : une anomalie prédominante systolique ou bien diastolique. La 

discrimination de ces différents types de patients se base sur la mesure par 

échographie de la fraction d’éjection (FE) du ventricule gauche, qui reflète la fonction 

contractile du cœur. Dans ce contexte, la mesure de l’FE permet le diagnostic 

d’insuffisance cardiaque à fraction d’éjection réduite (ICFEr) lorsqu’elle est inférieure 

à 40%. Inversement, lorsque la fraction d’éjection est supérieure à 50% on parle 

d’insuffisance cardiaque à fraction d’éjection préservée (ICFEp). Depuis peu, on définit 

une insuffisance cardiaque intermédiaire lorsque la FE se situe entre 40 et 49% (ICFEi) 

(Ponikowski et al., 2016). La distinction entre ces trois entités est essentielle car la 

prise en charge ainsi que le pronostic des patients atteints sont très différents. En effet, 

la plupart des essais cliniques publiés après les années 1990 ne montrent des 

résultats thérapeutiques bénéfiques que chez les patients atteints d’ICFEr.   

 

2. Classification 

 

  La classification fonctionnelle établie par la New York Heart Association (NYHA) 

est actuellement la classification de référence utilisée pour évaluer l’effet clinique de 

l’IC sur les patients. Elle classe l’IC en 4 stades suivant le degré de dyspnée dont 

souffrent les patients pendant l’activité physique. Elle permet ainsi aux médecins de 
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définir la gravité de la maladie, son évolution ainsi que l’admissibilité aux essais 

cliniques.  

 

Classe 1 : pas de limitation de l’activité physique. Activité usuelle sans fatigue, 

dyspnée, palpitations ou douleurs angineuses. 

 

Classe 2 : aucun symptôme et au repos, mais diminution légère de l’activité physique ; 

l’activité usuelle entraine soit fatigue, dyspnée, douleurs angineuses ou palpitations. 

 
Classe 3 : aucun symptôme au repos, mais gène au moindre effort. 

 

Classe 4 : gène au moindre effort au repos. 

 

L’American College of Cardiology/American Heart Association (ACC/AHA) ont publié 

pour la première fois des lignes directives pour l’évaluation et la gestion de l’IC en 

1995. Suite aux progrès thérapeutiques, cette classification a été revue en 2001. Elle 

définit l’IC en 4 étapes basées sur les modifications structurelles et/ou fonctionnelles 

du cœur. Contrairement à la classification NYHA elle reconnait l’existence des facteurs 

de risques établis et permet l’intervention thérapeutique avant même l'apparition d'un 

dysfonctionnement ventriculaire gauche ou de symptômes. La reconnaissance 

précoce de ces anomalies est importante car elles peuvent entrainer des complications 

graves, et l’initiation du traitement au stade précoce pourrait réduire le taux de 

mortalité. 

 

Le stade A identifie le patient qui présente un risque élevé de développer une IC mais 

qui ne présente aucun trouble structurel du cœur 

 

Le stade B fait référence à un patient présentant un trouble structurel du cœur mais 

qui n'a jamais développé de symptômes d'HF.  

 

Le stade C désigne le patient présentant des symptômes passés ou actuels d'HF 

associés à une maladie cardiaque structurelle sous-jacente. 
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Le stade D désigne le patient atteint d'une maladie en phase terminale qui nécessite 

des stratégies de traitement spécialisées telles que l'assistance circulatoire 

mécanique, les perfusions inotropes continues, la transplantation cardiaque ou les 

soins palliatifs.  

 

Ce système de classification n’est pas destiné à remplacer la classification 

fonctionnelle de la NYHA mais plutôt à la compléter 

 

 
B. L’Insuffisance cardiaque à fraction d’éjection 
préservée 
 

1. Généralités  
 

Les patients atteints d’ICFEp représentent approximativement 50% des patients 

souffrant d’ICC. Le diagnostic est souvent difficile à poser, particulièrement au stade 

précoce, car les symptômes sont peu spécifiques et peuvent être reliés à d’autres 

facteurs. En effet, la dyspnée peut être la conséquence d’une valvulopathie, d’une 

péricardite constructive, de l’obésité, d’une embolie pulmonaire, d’anémie, 

d’hypertension pulmonaire, de désordre neuromusculaire etc. De plus, bon nombre de 

patients souffrent de plusieurs maladies et leurs symptômes se chevauchent. Un autre 

élément pouvant compliquer le diagnostic précoce est le fait que la plupart des patients 

manifestent des symptômes légers et l’élévation des pressions de remplissage ne 

survient qu’à l’effort. Chez ces patients l’examen clinique, la radiographie pulmonaire 

et l’électrocardiogramme peuvent être normaux et l’utilisation de tests d’effort est 

souvent nécessaire.    

 

L’échographie Doppler se situe au premier plan pour le diagnostic de l’ICFEp.  Elle 

donne une valeur chiffrée de la FE du ventricule gauche et évalue la présence de 

trouble de relaxation et de dysfonction diastolique. 

 

Le dosage des BNP (ou NT pro-BNP) peut constituer un outil facilitant le diagnostic 

car une augmentation de ces derniers est généralement bien corrélée à une élévation 

des pressions de remplissage. Néanmoins, cet outil est imparfait car il possède une 
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faible spécificité et doit être combiné avec d’autre mesures de dysfonction diastolique. 

En effet, un taux normal de BNP n’exclut pas une ICFEp notamment chez des patients 

présentant une élévation des pressions de remplissage faibles ou intermittentes 

(seulement à l’effort). Plusieurs facteurs autres que l’augmentation de pression 

peuvent aussi influencer le niveau de BNP comme la fibrillation auriculaire, la 

tachycardie ou encore l’insuffisance rénale.  De plus, les niveaux de BNP et NT pro-

BNP sont souvent normaux chez les patients obèses atteints d’ICFEp. 

  

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) cardiaque est un outil permettant la 

caractérisation tissulaire du myocarde et l’évaluation de la fibrose. Son utilité dans le 

diagnostic demeure toutefois controversée car la corrélation entre le degré de fibrose 

interstitielle diffuse dans le ventricule gauche et la présence d’une dysfonction 

diastolique n’est pas bien établie.      

 

Enfin, l’utilisation du cathétérisme droit-gauche constitue le seul test permettant de 

mesurer directement les pressions de remplissage intracardiaques au repos et à 

l’exercice. Néanmoins, cet examen est invasif et n’est pas effectué en routine. Il permet 

cependant de confirmer un diagnostic ICFEP en cas d’incertitude.    

 

En 2019, un consensus de recommandations pour le diagnostic de l’ICFEp a été 

proposé  par l’Heart Failure Association (HFA) et la société Européenne de cardiologie 

(ESC) (Pieske et al., 2019) (FIGURE 11). 
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Figure 11. L’algorithme proposé par l’ HFA-PEFF  pour le diagnostic de l’ICFEp (adapté de Pieske et al., 
2019). 

 

La première étape permet d’orienter le diagnostic vers l’ICFEp. Elle consiste en la 

réalisation de tests de laboratoire, de test d’effort non invasif, un électrocardiogramme 

ainsi qu’un échocardiogramme standard. Ces examens permettent de suspecter une 

ICFEp si la FE du VG est normale et qu’aucune maladie valvulaire ou ischémique n’est 

identifiée. Cette étape est généralement effectuée en milieu ambulatoire sur des 

patients présentant des symptômes et signes cliniques d’IC et porteurs de facteurs de 

risques typiques (obésité, hypertension, diabète, fibrillation auriculaire…). 

 

La deuxième étape permet la mise en place d’un système de score basé sur des 

mesure echocardiograhiques et les niveaux des peptides natriurétiques pour le bilan 

diagnostique de l’ICFEp (FIGURE 12). Elle nécessite une échocardiographie complète 

et généralement effectuée par un cardiologue. Les critères de mesure sont constitués 

de marqueurs fonctionnels (estimation des pressions de remplissage, vitesse de 

régurgitation tricuspide, la contrainte systolique longitudinale globale VG) et de 

marqueurs morphologiques (indice de volume auriculaire gauche, indice de masse du 

VG, épaisseur de paroi relative du VG).  Le dosage sérique des peptides natriurétiques 

peut se faire s’il n’a pas déjà été fait à l’étape 1. 
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Des critères majeurs (2 points) et mineurs (1 point) ont été définis à partir de ces 

différentes mesures. Un score ≥ 5 points implique une ICFEp définie ; ≤ 1 point rend 

une ICFEp improbable et nécessite plus d’examens afin d’explorer des causes 

alternatives ; un score intermédiaire (2-4 points) implique une incertitude de diagnostic 

et les patients doivent être évalués plus en détail. 

Figure 12. Le score HFA-PEFF (adapté de Pieske et al., 2019). 

Le score HFA-PEFF est constitué de trois critères : fonctionnels, morphologiques et de biomarqueurs.  Pour chaque 
catégorie, on détermine les critères majeurs (2 points) et mineurs (1 point). Si le score est inférieur à 2, l’ICFEp 
peut être exclue. RS : rythme sinusal, FA : fibrillation atriale, E : onde E, e’ : onde e’, E/e’ : ratio de l’onde E sur 
l’onde e’, GLS : contrainte longitudinale globale, TR : régurgitation tricuspide, LAVI : index du volume de l’oreillette 
gauche, LVMI : indice de masse ventriculaire gauche, RWT : épaisseur relative de la paroi, VG : ventricule gauche, 
BNP : peptide natriurétique de type B, IC-FEP : insuffisance cardiaque à fraction d’éjection préservée.  

 

La troisième étape intervient lors d’une incertitude de diagnostic d’ICFEp. Un bilan 

complémentaire sous forme d’échocardiographie de stress pendant l’effort ou même 

des mesures hémodynamiques invasives permettent de confirmer le diagnostic. 

 

La quatrième étape est recommandée pour établir une cause spécifique possible 

d'ICFEp ou d'autres explications. Des recherches supplémentaires sont nécessaires 

pour une meilleure classification d'ICFEp. 

 

2. Facteurs de risques et comorbidités 

 

 Plusieurs études ont établi que les patients atteints ICFEp sont plus âgés et que 

l’incidence et la prévalence augmentent plus fortement avec l’âge par rapport aux 

patients atteints ICFEr. Le vieillissement entraine une dégradation progressive de la 

structure et de la fonction cardiaque (Chiao and Rabinovitch, 2015). En effet, il a été 
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montré qu’avec l’âge, une personne en bonne santé, sans maladie cardiovasculaire 

associée, est sujette à une hypertrophie ventriculaire gauche, une baisse de la fonction 

diastolique, une baisse de la capacité systolique à l’effort ainsi qu’une augmentation 

de la prévalence de la fibrillation auriculaire (Lakatta and Levy, 2003). Ces 

changements constituent le vieillissement intrinsèque cardiaque puisqu’ils peuvent 

être indépendants des facteurs de risques classiques de maladies cardiaques. Ces 

altérations représentent un facteur aggravant de l’ICFEp. 

D’autre études signalent également que les patients atteints d’ICFEp sont plus 

susceptibles d’être des femmes. Ces observations ont conduit à considérer le sexe 

comme un facteur de risque. Seulement certaines études épidémiologiques remettent 

en question cette hypothèse. En effet, l’âge est un puissant facteur de risque et en 

2012, les femmes représentaient 60% de la population américaine âgée de plus de 75 

ans. Les taux d’incidence de l’ICFEp chez les femmes ne seraient en fait que 

légèrement supérieurs à ceux des hommes lorsqu’on standardise les taux d’incidence 

en fonction de la répartition par âge de la population (Dunlay, Roger and Redfield, 

2017). 

 

La majorité des patients atteints d’ICFEp souffre de multiples maladies chroniques qui 

rendent la physiopathologie difficile (Paulus and Tschöpe, 2013; Chamberlain et al., 

2015). L’hypertension artérielle (Gottdiener, 2002; Lee et al., 2009), le diabète de type 

2 (Owan et al., 2006; Aguilar et al., 2010) ou encore l’obésité (Owan et al., 2006; 

Aguilar et al., 2010)  sont depuis quelques années des facteurs de risque 

cardiovasculaire bien identifiés. Il est important de noter que près de 50% des patients 

atteint d’ICFEp présentent au moins cinq comorbidités majeures (Dunlay, Roger and 

Redfield, 2017). 

 

L’hypertension artérielle (HTA) correspond à une élévation pathologique de la pression 

du sang sur la paroi vasculaire artérielle. On parle d’HTA lorsque l’on observe une 

augmentation de la pression artérielle systolique à 140 mmHg ou plus et/ou de la 

pression artérielle diastolique à 90 mmHg ou plus sur plusieurs mois successifs. En 

France, elle touche près d’un adulte sur trois et constitue un facteur de risque important 

de morbi-mortalité cardiovasculaire (Perrine et al., 2018). Une relation forte entre le 

niveau de pression artérielle et le risque cardiovasculaire, quel que soit l’âge, a été 

décrite : la mortalité cardiovasculaire double pour chaque augmentation de 20/10 
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mmHg de la pression artérielle systolique/diastolique respectivement (Lewington et al., 

2002; Rapsomaniki et al., 2014). L’HTA représente une comorbidité majeure 

puisqu’elle est retrouvée chez 50 à 90% des patients atteints d’ICFEp, ce qui est plus 

élevé que sa prévalence dans la population générale (Chinali et al., 2010). 

 

Le diabète se définit par une hyperglycémie chronique à jeun qui est égale ou 

supérieure à 1,26 mg/L ou 7 mmol/L. Un lien étroit entre diabète de type 2 et risque 

cardiovasculaire a été établie par de nombreuses études. La Framingham Heart Study 

a mis en évidence une multiplication par 2 du risque relatif d’IC chez l’homme et par 5 

chez la femme (Kannel, Hjortland and Castelli, 1974). Globalement, les études 

menées rapportent qu’environ 20 à 45% des patients souffrant d’ICFEp sont 

diabétiques (Paulus and Tschöpe, 2013). 

 

Selon l’OMS, l’obésité se caractérise par « une accumulation anormale ou excessive 

de graisse corporelle qui peut nuire à la santé ». Elle se définie par une augmentation 

de l’indice de masse corporelle (IMC) au-delà de 30 kg/m2. Elle concerne environ 17% 

des adultes en France et représente plus de 80% des patients atteints d’ICFEp. En 

effet, l’obésité est connue pour être fortement associée à d’autres comorbidités comme 

l’hypertension et le diabète, il n’est donc pas surprenant de constater que la plupart 

des patients soient en surpoids ou obèses (Haass et al., 2011).  Une étude a même 

suggéré l’existence d’une augmentation de 5% chez les hommes et de 7% chez les 

femmes de risque de développer de l’IC par unité d’IMC (Horwich and Fonarow, 2010). 

 

3. Physiopathologie ICFEp : rigidité cardiaque 

 

De nombreuses études ont démontré chez des patients atteints d’ICFEp des 

altérations progressives de deux composantes majeures : musculaire et vasculaire. 

En effet, l’analyse de biopsies cardiaques de patients atteints d'ICFEp a permis de 

mettre en évidence des altérations structurelles telles qu’une hypertrophie 

cardiomyocytaire et une fibrose interstitielle ainsi que des changements fonctionnels 

tels qu’une relaxation incomplète des bandes myocardiques et une augmentation de 

la rigidité des cardiomyocytes (Paulus and Tschöpe, 2013). Ces anomalies ont pour 

conséquences une relaxation incomplète du myocarde et une rigidité ventriculaire. Les 

comorbidités associées à la maladie semblent directement impliquées dans les 
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mécanismes aboutissant à ces modifications. En effet, la vieillesse, l’obésité, le 

diabète et l’hypertension contribuent à la détérioration de la fonction diastolique par 

l’augmentation de la rigidité des ventricules et des artères, des dysfonctions 

vasculaires ou encore l’altération de la voie du calcium (Upadhya, Taffet, et al., 2015).  

 

Cette rigidité cardiaque entraîne une incapacité du cœur à se distendre correctement 

et engendre une augmentation des pressions en amont. Elle semble principalement 

liée à un remodelage du myocarde accompagné d’une modification de la composition 

matricielle et d’une altération structurelle et fonctionnelle des cellules contractiles 

(Paulus and Tschöpe, 2013). 

 

a) Remodelage cardiaque et fibrose interstitielle 

 

La globalité des modifications structurales, cellulaires et géométriques 

endurées par le cœur au cours d’un développement pathologique constituent le 

remodelage cardiaque. Chez les patients atteints d’ICFEp, une hypertrophie 

concentrique est observée. Elle résulte d’une augmentation de l’épaisseur de la paroi 

du VG en réponse à une surcharge de pression sévère. Il s'agit d'un mécanisme 

compensatoire qui permet de maintenir une fraction d’éjection supérieure à 50%. 

L’hypertrophie concentrique est le résultat d’une réplication de sarcomères en parallèle 

au niveau du myocyte sans modification de la taille de la cavité du VG (Russell, 

Motlagh and Ashley, 2000). L’augmentation de la masse du VG est associée à un 

risque relatif de décès cardiovasculaire de 1,73 chez les hommes et de 2,12 chez les 

femmes (Lorell and Carabello, 2000) et apparaît donc comme un marqueur pronostic 

de morbidité et mortalité. 

 

La fibrose cardiaque est un phénomène pathologique durant lequel le tissu 

parenchymateux classique est remplacé par du tissu conjonctif. Un dépôt excessif et 

continu de matrice extracellulaire (MEC) se produit, avec une sécrétion de protéines 

inextensibles : le collagène de type I et III (Westermann et al., 2011). La MEC est un 

réseau non cellulaire présent dans tous les tissus. Essentiel dans l’homéostasie, elle 

permet non seulement un support mécanique mais sert aussi à la signalisation de 

cascades de transduction (Hynes, 2009). Contrairement à la fibrose de remplacement 

observée après une lésion cardiaque comme lors d’un infarctus du myocarde où les 
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cellules cardiaques nécrosées sont remplacées par du collagène, la fibrose retrouvée 

dans l’ICFEp est compacte, diffuse et inégale. Cette fibrose dite « réactive » est la 

conséquence d’une accumulation de collagène dans l’espace périvasculaire des 

artères coronaires intramural, du périmysium et de l’endomysium. Chez les patients 

atteints d’ICFEp, on observe par ailleurs un rapport du collagène de type I au collagène 

de type III anormalement augmenté. 

 

Le processus de fibrose cardiaque se déroule en plusieurs phases : la surcharge de 

pression et/ou la sécrétion de facteurs pro-fibrotiques par les cellules inflammatoires 

vont aboutir à la synthèse et au dépôt de collagène dans l’espace interstitiel. Les 

fibroblastes sont les principaux acteurs de la progression fibrotique cardiaque 

puisqu’ils sont les premiers à produire les fibres de collagène. En présence de 

nombreux facteurs physiques et chimiques comme le TGFβ ou encore les espèces 

réactives de l’oxygène, ces cellules peuvent se trans-différencier en myofibroblastes, 

réelle usine à fibrose.  Cette accumulation de collagène est accompagnée par une 

diminution de la production de métalloprotéases matricielles (MMPs). Les MMPs sont 

des protéases dont le rôle est de dégrader la matrice extracellulaire. Une régulation 

fine de ces protéines est nécessaire afin de maintenir un équilibre entre la synthèse et 

la dégradation de la MEC. Il a été rapporté une diminution du taux de MMPs ainsi 

qu’une augmentation des taux des inhibiteurs tissulaires des MMPs (TIMPS) dans 

l’ICFEp (González Arantxa et al., 2010; Westermann et al., 2011). 

 

En somme, ce remodelage de la matrice extracellulaire pathologique entraine des 

anomalies dans la composition et la qualité de la matrice ainsi qu’une altération du 

muscle cardiaque. Néanmoins, il est important de noter que la fibrose dans l’ICFEp 

semble être très hétérogène entre les patients (Mohammed et al., 2015a).   
 

b) Atteinte des cardiomyocytes 

 

Les cardiomyocytes subissent également des altérations structurelles. 

L’hypertrophie cardiomyocytaire se caractérise par une augmentation de la taille des 

cellules, une synthèse accrue de protéines et une réorganisation du 

sarcomère (Carreño et al., 2006). Un stress mécanique (comme une augmentation de 

pression) ou oxydatif (lors du processus inflammatoire, entre autres) peuvent induire 
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une réponse hypertrophique des cardiomyocytes. La voie de signalisation de la GMPc-

PKG joue un rôle essentiel dans le système cardiovasculaire. Dans le myocarde, il 

apparaît que la PKG joue un rôle important dans l’atténuation de l’hypertrophie 

cardiomyocytaire (Zahabi et al., 2003). Cette voie semble être altérée dans l’ICFEp. 

En effet, il a été montré une activité de la PKG réduite au niveau du myocarde ainsi 

qu’une concentration en GMPc diminuée chez des patients atteints ICFEp victimes 

d’une hypertrophie concentrique (van Heerebeek et al., 2012).   

 

D’un point de vue fonctionnel, un ralentissement cardiomyocytaire est observé. Divers 

mécanismes sont à l’origine de ce phénomène, dont l’augmentation de la rigidité 

intrinsèque du cardiomyocyte. Le sarcomère est l’unité organisationnelle de base des 

protéines contractiles des myocytes. Il est composé de trois protéines majeures : 

l’actine, la myosine et la titine. La titine est une protéine géante et indispensable à 

l’assemblage et la stabilité du sarcomère (Kontrogianni-Konstantopoulos et al., 2009). 

Pendant la contraction-relaxation, la titine s’oppose aux forces contractiles produites 

par la myosine et permet à ces filaments de rester centrés dans le sarcomère 

(Tskhovrebova et al., 1997). L’élasticité de la titine lui permet de s’étirer et de se 

raccourcir, régulant ainsi la longueur du sarcomère. 

La rigidité de la titine peut être modulée par la variation de ces isoformes ainsi que sa 

phosphorylation par des protéines kinases. La titine est codée par un seul gène mais 

un épissage alternatif aboutit à des classes d’isoformes distinctes. Chez l’adulte deux 

classes existent : la N2BA et la N2B. La titine N2B est plus courte que la N2BA et son 

extension fractionnaire est plus grande (Trombitás et al., 2000) (FIGURE 13A). Cette 

isoforme est par conséquent plus rigide car de plus grandes forces sont nécessaires 

pour l’étirer. Le muscle cardiaque adulte coexprime la N2BA et la N2B et le rapport 

d’expression est d’environ 30/70 respectivement. Une régulation à la hausse de la N2B 

a été observée chez des patients atteints d’ICFEp et pourrait expliquer, en partie 

l’augmentation de la rigidité des cardiomyocytes (van Heerebeek Loek et al., 2006).   

 

En parallèle, des modifications post-traductionnelles de la titine fournissent un 

mécanisme rapide pour moduler sa rigidité. En effet, l'état de phosphorylation de la 

titine dépendant de la régulation à la hausse ou à la baisse des signalisations des 

kinases (Linke and Hamdani, 2014), modifie ses propriétés élastiques (Kötter et al., 

2013). Ainsi, une phosphorylation dans le domaine N2-BUS par la PKA ou PKG réduit 
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la rigidité de la titine alors qu’une phosphorylation de la région PEVK l’augmente 

(Kötter et al., 2013; Hamdani, Herwig and Linke, 2017) (FIGURE 13B). 

Dans des biopsies humaine d’ICFEp, il a été montré une hypophosphorylation de 

l’isoforme N2B au niveau du domaine N2-BUS et une hyperphosphorylation au niveau 

des sites PEVK (Zile et al., 2015).   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Rôle de la titine dans la rigidité ventriculaire (adapté de Simmonds et al., 2020). 

(A) Différentes isoformes de la titine :  N2B et N2BA. (B) Modifications post-traductionnelles de la titine.  

 

La relaxation cardiaque dépend également de la régulation calcique, nécessaire au 

couplage excitation-contraction décrite en B.6. Un niveau de Ca2+ élevé est observé 

dans les myocardes des patients atteints d’ICFEp (Selby et al., 2011), indiquant une 

réduction de l’élimination de Ca2+ ou une surproduction de ce dernier. 

Malheureusement, aucune étude n’a à ce jour élucidé ce phénomène. Cette 

augmentation de la concentration calcique intra-cytoplasmique ne semble néanmoins 

pas être due à une expression ou activité réduite du SERCA2a (Primessnig et al., 

2016). 
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4. Traitements 

 

 Jusqu’à présent, aucun essai clinique thérapeutique n'a démontré, de manière 

convaincante, une réduction de la morbidité ou de la mortalité chez les patients atteints 

de l’ICFEp. L’hétérogénéité de la maladie, ses différents phénotypes et sa 

physiopathologie multifactorielle encore à ce jour mal comprise participent grandement 

aux difficultés à trouver un traitement efficace. Bien que des thérapies 

médicamenteuses efficientes existent pour l’ICFEr, ces traitements n’ont pas montré 

la même efficacité chez les patients de l’ICFEp (Owan et al., 2006).  

La dysfonction diastolique représente l’altération principale et omniprésente dans 

l’ICFEp. Ainsi, l’amélioration de la relaxation cardiaque et la réduction de l’hypertrophie 

sont au cœur des thérapies explorées ces dernières années. 

 

 L’inhibition du système rénine angiotensine-aldostérone (SRAA) a démontré 

des améliorations de la morbidité et de la mortalité chez les patients atteints d’ICFEr. 

Il a paru alors évident de tester son effet sur la prévention et/ou le traitement de 

l’ICFEp.  L’inhibition du SRAA peut se faite par l’inhibition de l’enzyme de conversion 

ou par le blocage des récepteurs à l’angiotensine ou de l’aldostérone. Son utilisation 

est associée à une diminution de la fibrose interstitielle, une amélioration de la pression 

de l’hémodynamique du VG et un soulagement de la dyspnée. Malheureusement, 

même si certaines études rapportent des améliorations dans les symptômes et la 

capacité d'exercice et une diminution du nombre d’hospitalisations au cours de la 

première année de suivi (Cleland et al., 2006), ces traitements ne montrent pas 

d’amélioration sur la mortalité et la morbidité. 

 Le blocage des récepteurs β-adrénergiques avec des β-bloquants permet de 

diminuer la fréquence cardiaque. L’hypothèse était que le ralentissement de la 

fréquence cardiaque permettrait d’augmenter le temps de diastole et ainsi le 

prolongement de la période de remplissage du VG. Malheureusement, il a été montré 

que les β-bloquants augmentent principalement le temps de diastasis (période située 

entre le remplissage passif et actif) et ne contribuent donc pas à une augmentation de 

remplissage de VG (From and Borlaug, 2011). Concernant l’effet des β-bloquants sur 

les symptômes et la tolérance à l’effort, les données sont contradictoires avec des 

risques préjudiciables. Dans une étude une diminution des symptômes ainsi qu’une 

augmentation de la capacité des efforts ont été observées, alors que (Borlaug et al., 
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2006) ont démontré que pendant l’exercice, les patients obtenaient une réponse 

chronotrope inadéquate et n’étaient pas en mesure d’augmenter leur débit cardiaque 

de manière appropriée. Pour l’instant, les preuves de l’efficacité du traitement de 

l’ICFEp par les β-bloquants font défaut. 

 Les diurétiques sont largement utilisés afin de réduire la rétention de l’eau et 

diminuer ainsi la pression auriculaire et réduire les signes et les symptômes de 

congestion. Néanmoins, les patients ICFEp ont une marge thérapeutique plus étroite 

que dans l’ICFEr puisqu’ils sont plus sensibles aux changements hémodynamiques et 

qu’une diurèse trop agressive peut entrainer une nouvelle réduction du débit 

cardiaque, de l’hypotension et une diminution de la fonction rénale (Howard, 2015). 

 

Malheureusement, malgré leur efficacité démontrée dans le traitement de l'ICFEr, les 

β-bloquants, les inhibiteurs de SRAA ou encore les bloqueurs de canaux calciques ont 

montré des résultats plutôt neutres dans la diminution de la mortalité et de la morbidité 

des patients atteints d'ICFEp. L'hétérogénéité des patients inscrits dans les essais 

avec des différences d'étiologies et/ou de stades de la maladie peut être un frein à la 

recherche de thérapie. En effet, en fonction de la gravité et des comorbidités, les 

patients ne répondent pas de la même manière au traitement. La sélection de patient 

relève donc d’un vrai défi et compliqué par le manque d’un consensus pour mieux 

définir chaque catégorie d’insuffisance cardiaque. Une thérapie unique devant 

l’hétérogénéité des patients semble difficile. Néanmoins, de nouvelles thérapies 

prometteuses basées sur la voie NO/PKG/GMPc sont en court d’évaluation (Pieske et 

al., 2014). 

 

Il est important de noter que 30% des patients atteints d’ICFEp meurent de 

causes non-cardiaques (comme d’obstruction des poumons, de maladie rénale 

chronique ou encore du diabète) en raison de la présence de plusieurs comorbidités. 

En absence de traitement de l’ICFEp, la prise en charge des patients se concentre 

actuellement sur les symptômes et la bonne prise en charge des comorbidités. Il est 

par exemple nécessaire aux patients souffrant d’obésité, de diabète, d’hypertension et 

de fibrillation auriculaire de réduire leurs poids, de pratiquer une activité physique 

modérée, de contrôler leur glycémie, leur pression artérielle et leur fréquence 

cardiaque. 
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III. Rôle de l’endothélium dans l’ICFEp 
 

L’endothélium constitue une interface cellulaire entre le sang circulant et la paroi 

vasculaire. Les cellules endothéliales sont sensibles aux modifications pathologiques 

et sont une cible importante des facteurs de risque cardiovasculaire. Elles peuvent 

subir des modifications fonctionnelles regroupées sous le terme de « dysfonction 

endothéliale ». La dysfonction endothéliale a de graves conséquences puisqu’elle 

s’accompagne d’une perte ou d’une grave détérioration des mécanismes 

homéostatiques de l’endothélium. Elle intervient de manière précoce dans le 

développement de maladies cardiovasculaires et est un facteur pronostic de mortalité 

(Katz Stuart D. et al., 2005). 

 

De plus en plus d’études décrivent des dysfonctions de l’endothélium dans l’ICFEp 

directement corrélées à la dysfonction diastolique (Alem, 2019). C’est pourquoi depuis 

quelques années, l’importance de l’homéostasie des cellules endothéliales dans la 

physiopathologie de l'insuffisance cardiaque est étudiée car elle pourrait être la clé de 

cibles thérapeutiques.    

 

A. Mécanismes de dysfonction endothéliale  
 

1. Inflammation 

 

 L’inflammation est généralement définie comme une réponse biologique locale 

du système immunitaire déclenchée par divers facteurs (agent pathogène, cellules 

endommagées, composés toxiques ou irradiation) (Medzhitov, 2010). On parle 

d’inflammation chronique, ou « bas grade », lorsque la réponse inflammatoire n’est 

pas spécifique d’un antigène précis, et ne se manifeste pas par des symptômes aigus 

mais par une augmentation chronique et régulière de la quantité de facteurs pro-

inflammatoires. On observe que les patients atteints d’ICFEp présentent un état pro-

inflammatoire systémique de par l’augmentation plasmatique significative de cytokines 

pro-inflammatoires comme le TNFß, l’IL6 ou encore la protéine C-réactive (CRP) 

(Glezeva et al., 2015). Un taux élevé de monocytes circulant est aussi observé chez 

ces patients (Glezeva et al., 2015). 
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Le vieillissement est caractérisé par une détérioration graduelle des fonctions 

biologiques des systèmes cellulaires. Il est aussi corrélé à un état inflammatoire 

chronique qui serait dû à une  augmentation d’espèces réactives en lien avec un 

système de défense compromis contre le stress oxydatif ou avec une altération 

progressive du système immunitaire (Baylis et al., 2013). Les comorbidités 

cardiovasculaires participent aussi à cet état inflammatoire chronique puisqu’une 

inflammation de bas grade est également retrouvée chez les patients obèses ou 

diabétiques (Pereira and Alvarez-Leite, 2014) ou hypertendus (Harrison et al., 2011). 

 

L’inflammation systémique de bas grade impacte directement les fonctions de 

l’endothélium. En effet, un recrutement anormal de monocytes au niveau du cœur est 

observé (Hulsmans et al., 2018). Ce dernier est favorisé par l’expression accrue de 

molécules d’adhérences telles que l’E-sélectine, la molécule d’adhésion intercellulaire 

1 (ICAM-1) ou encore la molécule d’adhésion vasculaire (VCAM1) par les cellules 

endothéliales. Les protéines d’adhésion cellulaire font partie de la famille des 

immunoglobulines et interviennent dans le mécanisme de liaison cellulaire. Elles 

participent notamment à l’augmentation de l’infiltration de leucocytes vers le 

parenchyme. L’inflammation chronique de bas grade favorise ce phénomène 

puisqu’un certain nombre de cytokines inflammatoires augmentent l’expression des 

molécules d’adhérence (Sutton, Baek and Pinsky, 2014). Cette activation de 

l’endothélium, normalement au repos, affecte sa fonction de barrière. Les protéines 

d’adhésion cellulaire sont augmentées dans l’ICFEp et auraient comme conséquences 

directes une progression de la fibrose et une augmentation du stress oxydant (Paulus 

and Tschöpe, 2013).   

 

Une raréfaction microvasculaire coronaire (densité capillaire myocardique réduite) est 

également observée dans l’ICFEp (Mohammed et al., 2015a). La raréfaction 

microvasculaire semble en lien direct avec la dysfonction endothéliale et l’inflammation 

puisque sa gravité est associée à la gravité de la fibrose myocardique (Mohammed, 

Majure and Redfield, 2016; Anyfanti et al., 2018) et contribue au dysfonctionnement 

diastolique. 
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2. Stress oxydant 

 

Le stress oxydant (ou stress oxydatif) est défini par un déséquilibre entre les 

systèmes de production et de régulation des espèces réactives. Les radicaux libres 

sont des molécules instables et hautement réactives aux électrons non-appariés. Ces 

molécules peuvent attirer, ou au contraire émettre, des électrons d’autres 

molécules ce qui produit des réducteurs ou des oxydants. Les radicaux libres 

oxygénés (ERO ou ROS en anglais pour reactive oxygen species) et le monoxyde 

d’azote (NO) sont les plus importants en biologie. Parmi les ROS on retrouve l’anion 

superoxyde (O2-), le radical hydroxyle (OH-) ou encore le peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

bien qu’il ne soit pas un radical libre à proprement parler car il ne possède pas 

d’électron célibataire. Lorsque les systèmes de défense antiradicalaire sont dépassés 

soit en raison d’une augmentation de la production de ROS et/ou une diminution des 

défenses, un stress oxydatif se produit. La surproduction d’espèces réactives 

oxygénées va impacter de façon délétère les constituants cellulaires. Les sites 

radicalaires peuvent entrainer des mutations ponctuelles au sein de l’ADN, modifier la 

conformation de certaines protéines par oxydation ou encore ébranler la fluidité 

membranaire en ciblant les chaînes d’acides gras. 

 

Bien que les espèces réactives soient toxiques et impliquées dans de nombreuses 

pathologies, une production contrôlée de ces radicaux est essentielle à la signalisation 

et au maintien de l’homéostasie cellulaire. A faible dose, les ROS peuvent agir comme 

des molécules de signalisation qui soutiennent la prolifération ou encore la 

différenciation cellulaire (Janssen-Heininger et al., 2008). 

 

Les ROS peuvent être produits lors de réactions catalysées par des enzymes comme 

la NADPH oxydase (NOX), la Xanthine oxydase ou encore l’oxyde nitrique synthase 

(NOS), mais c'est la mitochondrie qui représente la source majeure de radicaux libres. 

En effet, leur production est essentielle au métabolisme cellulaire de l’oxygène et aux 

réactions d’oxydoréduction. On estime qu’environ 0,2 à 2% de l’oxygène utilisé par la 

chaine respiratoire mitochondriale (qui permet la synthèse d’ATP) est transformé en 

O2-. Instable, l’O2- va être rapidement modifié par des enzymes antioxydantes telles 

que les superoxyde dismutases (SOD), capables de former de l’H2O2, plus stable. 

L’H2O2 peut ensuite être pris en charge par les catalases (pour former de l’eau) ou être 
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converti en OH- en présence de Fe2+ (ion fer II) ou Cu2+ (ion cuivre). O2- peut aussi 

réagir avec le NO et former un anion peroxynitrite (ONOO-) (FIGURE 14). 

 

 

 
Figure 14. Formation d’espèces réactives de l’oxygène 

O2 : dioxygène, O2
. : anion superoxyde , H2O : eau, H2O2 : peroxyde d’hydrogène, .NO : monoxyde d’azote, OH. 

: radical hydroxyl, ONOO.  perxynitrite, SOD : superoxyde dismutase. GSH : glutathion. 

 

En plus d’être toxique pour la cellule, la surproduction de ROS aggrave la dysfonction 

endothéliale en induisant la synthèse de molécules d’adhésion renforçant ainsi le 

passage anormal de leucocytes dans le parenchyme (Deem and Cook-Mills, 2004). 

 

Le diabète est très associé à une production excessive de ROS puisque le stress 

oxydatif est l’une des premières réponses cellulaire face à une hyperglycémie (Incalza 

et al., 2018). Dans ce cas, le stress oxydatif est dû à l’expression régulée à la hausse 

de la NADPH oxydase (Guzik et al., 2002).  Sans surprise, une augmentation du stress 

oxydant est également retrouvée chez les patients ICFEp avec une augmentation de 

la production d’O2-  et H2O2 au niveau du myocarde (Franssen et al., 2016).  
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3. Voie NO 

  

 Le NO est un gaz radicalaire soluble capable de diffuser facilement entre les 

cellules et les tissus. Il possède des propriétés vasodilatatrices mais également 

cardioprotecteurs. Il est synthétisé à partir de la L-arginine et d’oxygène par une famille 

d’enzymes, les nitrique oxyde synthases (NOS) (Bruckdorfer, 2005). Il existe trois 

isoformes de NOS : 

 

- La NOS neuronale, nNOS (ou NOS 1), qui produit du NO dans les terminaisons 

axonales du système nerveux autonome. 

- La NOS inductible, iNOS (ou NOS 2), dont l’expression est régulée par un grand 

nombre de cytokines pro-inflammatoires. 

- La NOS endothéliale, eNOS (ou NOS 3), constitutivement exprimée dans 

l’endothélium. 

 

L’expression des nNOS et eNOS est dépendante du calcium et ces enzymes 

constitutives produisent continuellement de faibles niveaux de NO. A l’inverse, iNOS, 

indépendante du calcium, voit son expression induite par des cytokines inflammatoires 

et produit de grandes quantités de NO (environ 1000 fois plus que l’eNOS ou la nNOS) 

(Strijdom, Chamane and Lochner, 2009).   

Des trois isoformes, eNOS apparait comme étant la forme principale responsable de 

la production de NO au niveau du système cardiovasculaire, en particulier dans les 

cellules endothéliales.  

Les contraintes de cisaillement sont des stimuli physiologiques importants pour la 

production de NO : en cas de hausse du débit sanguin, une augmentation de la 

production de NO permet la vasodilatation du vaisseau ce qui diminue les contraintes 

de cisaillement que subissent les cellules endothéliales. Le NO permet aussi la 

diminution de l’expression de molécules d’adhésion à la surface des cellules 

endothéliales, empêchant ainsi l’adhésion des leucocytes sur l’endothélium et 

l’agrégation plaquettaire (Carreau, Kieda and Grillon, 2011; Hamilos, Petousis and 

Parthenakis, 2018). En plus d’avoir des actions vasodilatatrice, anti-thrombotique, anti-

athéromateuse et anti-inflammatoire, le NO agit directement sur l’homéostasie des 

cellules contractiles cardiaques.  
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En effets, le NO est le premier messager de la voie de signalisation NO/cGMP/PKG et 

ses effets dépendent de sa concentration. Au repos, la concentration de NO est faible 

ce qui provoque un effet inotrope positif sur la contraction cardiaque. A l’effort ou en 

condition pathologique, la concentration de NO est forte et induit un effet inotrope 

négatif.   

Au niveau des cardiomyocytes, l’activation de la guanylate cyclase soluble par le NO 

permet la production de la protéine kinase GMPc. L’augmentation du taux 

intracellulaire de GMPc active la protéine kinase G qui permettra la relaxation cellulaire 

par la phosphorylation de la titine et la recapture de Ca2+ dans le RS (Schulz et al., 

2008; Krüger et al., 2009). En parallèle, la signalisation de PKG semble jouer un rôle 

important dans la lutte contre l’hypertrophie cardiomyocytaire (Takimoto, 2012a). 

  

Plusieurs phénomènes peuvent déséquilibrer la production de NO. C’est par exemple 

le cas de l’augmentation de la production de ROS observée dans l’ICFEp. En effet, 

lors de stress oxydant, le NO peut interagir avec d’autres molécules radicalaires 

lorsque leurs concentrations sont augmentées. L’interaction du NO avec l’O2- en 

excès, forme du peroxynitrite l’ONOO-, dont la surproduction est toxique pour la 

cellule. Un phénomène de « découplage de la NOS » peut aussi se produire en 

condition de stress oxydant. Dans des conditions physiologiques, la eNOS est sous 

forme d’un homodimère actif et permet la production de NO. En cas d’augmentation 

de ROS, ou d’apport insuffisant en arginine, les deux sous-unités de la NOS produiront 

indépendamment et de manière simultanée du NO et de l’O2. Le peu de NO synthétisé 

va alors interagir avec l’O2-  pour former de l’ONOO- (Rasmusen, Cynober and 

Couderc, 2005). En plus d’être cytotoxique, l’ONOO- participe au découplage de la 

eNOS, ce qui entretient un cercle vicieux allant à l’encontre de la production de NO 

(Zou, Shi and Cohen, 2002) (FIGURE 15). L’activité de la eNOS peut aussi être régulée 

par des modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation (Bátori et al., 

2017).   

 

La diminution de la biodisponibilité du NO peut donc être la conséquence d’une 

diminution de l’expression et/ou de l’activité de la eNOS ou bien de sa réaction avec 

des radicaux libres.  

Tous ces phénomènes aboutissent à une diminution de NO qui aura une conséquence 

directe sur la vasorelaxation des vaisseaux mais aussi sur la relaxation et la taille des 
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cardiomyocytes. Les facteurs de risques et comorbidités participent activement à ce 

phénomène. Il a par exemple été montré une diminution de l’activité de la eNOS ainsi 

que la sGC  avec l’âge (Herrera et al., 2010). Le diabète et l’hypertension sont tous 

deux associés au stress oxydatif, ce qui impactera directement la production de NO 

(Avogaro, de Kreutzenberg and Fadini, 2008; Tang and Vanhoutte, 2010). 

 

Figure 15. Fonctionnement de la eNOS en condition physiologique (eNOS couplée) et lors d’un stress 
oxydant (eNOS découplée). 

eNOS : nitric oxide synthase endothéliale, BH4 : tétrahydrobioptérine, NO :  monoxyde d’azote, sGC : guanylate 
cyclase soluble, GMPc : guanosine monophosphate cyclique, PKG : protéine kinase GMPc dépendante, ROS : 
reactive oxygen species, O2- : anion superoxyde, ZN2+ : ion zinc, NOS3 :  Nitric oxide synthase 3. 

 

 En 2013, Paulus a proposé un nouveau paradigme selon lequel l’inflammation 

systémique de bas grade observée chez le patient ICFEp se répercuterait au niveau 

de la microcirculation coronaire et provoquerait une activation des cellules 

endothéliales ainsi qu’un stress oxydant. D’une part, ce stress oxydant aura un impact 

direct sur la signalisation du NO dans le myocarde (la diminution de sa biodisponibilité 

entrainerait des perturbations de la relaxation et une hypertrophie des 

cardiomyocytes), d'autre part, l’activation endothéliale caractérisée par l’expression de 

facteurs d’adhésions favoriserait le passage anormal de leucocytes dans le 
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parenchyme entrainant le dépôt de collagène, et donc la progression de la fibrose 

(Paulus and Tschöpe, 2013) (FIGURE 16). 

 
Figure 16. Paradigme proposé pour expliquer la physiopathologie de l’ICFEp (adapté de Paulus and 
Tschöpe, 2013). 

Les comorbidités induisent un état pro-inflammatoire systémique. En réaction à cet état, les cellules endothéliales 
microvasculaires coronaires produisent des espèces d'oxygène réactif (ROS) et des molécules l'adhésion cellulaire 
(ICAM, VCAM, E-sélectine). La production de ROS conduit à la réduction de la biodisponibilité du nitricoxyde (NO) 
qui diminue la concentration de guanosine monophosphate cyclique (GMPc) ainsi que l’activité de la protéine 
kinase PKG dans les cardiomyocytes adjacents. Une faible activité PKG augmente la rigidité des cardiomyocytes 
en raison de l'hypophosphorylation de la titine, l’altération de l’homéostasie calcique et la suppression du frein aux 
stimuli prohypertrophiques induisant une hypertrophie cardiomyocytaire. L'expression des molécules d’adhésion 
favorise la migration dans le sous-endothélium des monocytes. Ces monocytes libèrent le facteur de croissance 
transformant (TGF-b) qui stimule la conversion des fibroblastes en myofibroblastes qui, déposent du collagène 
dans l'espace interstitiel. 
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B. Interaction CE/CM  
 

 Dans le cœur adulte, les capillaires sont répartis dans tout le myocarde et 

entourent les cardiomyocytes. Les CE constituant les capillaires présentent un appareil 

de Golgi bien développé associé à de nombreuses vésicules suggérant que ces 

cellules sont métaboliquement hautement actives (Brutsaert et al., 1996). La 

communication CE/CM peut se faire de façon paracrine par la sécrétion de protéines, 

ARN messagers, facteurs de transcription, via l’échange de microvésicules, ou encore 

de façon juxtacrine, même si ce type d’interaction est pour l’instant très peu décrit 

(FIGURE 17). En plus d’apporter de l’oxygène et des nutriments nécessaires à 

l’homéostasie des CM, les CE cardiaques sécrètent une multitude de protéines 

cardioprotectrices capables de moduler la contractilité cardiaque et le remodelage des 

CM. 

Figure 17. Les différentes méthodes de communication possibles entre cellules endothléiales et 
cardiomyocytes. 

 

Plusieurs études ont montré que le dialogue CE/CM est requis pour un développement 

normal du système cardio-vasculaire. En effet, les CE contribuent directement au 

développement du myocarde. La suppression du gène de facteur de croissance dérivé 

des plaquettes B (PDGFB) spécifiquement dans les cellules endothéliales provoque 

des anomalies cardiaques majeures avec notamment un amincissement de la paroi 
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myocardique, une dilatation des chambres et des anomalies septales (Bjarnegård et 

al., 2004). La neuréguline-1 (NRG1) sécrétée par les CE se lie aux récepteurs ErbB2 

et ErbB4 des cardiomyocytes et contribue essentiellement à la formation de coussins 

endocardiques et de trabécules myocardiques (Meyer and Birchmeier, 1995). 

Les CM sont capables de moduler le développement et la croissance de vaisseaux. 

Une réduction de l’expression du VEGF dans les CM aboutit à des souris viables 

présentant un nombre réduit de microvaisseaux coronaires, des parois ventriculaires 

amincies, une fonction contractile diminuée et des signes d’ischémie (Giordano et al., 

2001). Le VEGF dérivé des cardiomyocytes joue donc un rôle crucial dans le 

développement vasculaire coronaire et dans la détermination de la fonction cardiaque 

adulte. L’angiopoïétine-1 (ang1) dérivée des CM joue également un rôle dans le 

développement des vaisseaux cardiaques car 90% des souris surexprimant cette 

protéine dans les CM meurent entre E12,5 et E15,5 d’hémorragie cardiaque. Les 

souris présentent des malformations cardiaques majeures dont une absence d’artères 

coronaires (Ward et al., 2004). Ces résultats suggèrent que les niveaux d’Ang1 sont 

finement réglementés et nécessaires au cours du développement cardiaque. 

 

L’étude de tissus cardiaques artificiels a permis une meilleure compréhension des 

mécanismes moléculaires du développement cardiaque et de l’importance du dialogue 

CE/CM. Bien qu’il soit difficile de reconstruire l’architecture complexe du muscle 

cardiaque ainsi que sa fonction mécanique, les modèles in vitro permettent de 

simplifier le modèle et de mieux contrôler les différentes variables. Les CM générés à 

partir de cellules souches pluripotentes humaines (hPSC) sont immatures dans leur 

structure et leur fonction. Il a été montré que la co-culture de ces cellules avec des CE 

issues de cellules progénitrices cardiaques (CPC) accélère la maturation des CM. En 

effet, ces derniers augmentent de taille et voient l’expression de protéines de 

sarcomères et de canaux ionique augmentée (Dunn et al., 2019). Une autre étude a 

montré que l’ensemencement de CM néonataux de souris sur un réseau préformé de 

CE (isolées à partir de cœurs et poumons) favorise une organisation des CM le long 

des structures vascularisées, et inhibe l’apoptose et la nécrose des CM. De plus, les 

CE promeuvent l’expression de la connexine 43 (Cx43) au niveau des cardiomyocytes 

et favorise leur contraction synchronisée. Fait intéressant, cet article montre que des 

jonctions CE-CM via la Cx43 peuvent exister même si ces jonctions hétérocellulaires 

n’ont jamais été décrites dans un tissu cardiaque (Narmoneva et al., 2004). Dans 
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l’ensemble, l’étude de ces modèles allant de la simple co-culture jusqu’aux organoïdes 

démontre un rôle majeur des CE pour la survie ainsi que la maturation structurelle et 

fonctionnelle des CM.     

 

Dans le cœur adulte, les CE libèrent divers facteurs contrôlant la contractilité des CM. 

En plus du NO dont nous avons parlé précédemment, les CE cardiaques produisent 

également abondamment de l’endothéline-1 (ET-1) un puissant vasoactif qui se lie aux 

récepteurs à l’endothéline ETA et -B des CM et induit un effet inotrope positif (Rich and 

McLaughlin, 2003). Une multitude de protéines produites par les CE comme 

l’angiotensine 2, les prostaglandines ou l’apeline jouent un rôle dans la contraction 

cardiaque. D’autre facteurs sécrétés par les CE sont capables de moduler 

l’hypertrophie des CM ainsi que leur survie (Segers, Brutsaert and De Keulenaer, 

2018). 

Malheureusement, moins de choses sont connus sur les protéines produites par les 

CM capables de réguler les CE. Les CM produisent des protéines connues pour 

contrôler le tonus vasculaire comme le NO, l’ET-1 ou encore l’urocortine. L’ET-1, se 

fixe aux récepteurs ETB exprimés par les CE et stimule la libération de NO (Tirziu, 

Giordano and Simons, 2010). 

 

Le cœur est un organe capable de subir des remodelages. Comme nous l’avons vu, 

une surcharge de pression induit une hypertrophie des CM. La grossesse ou encore 

des exercices sportifs extrêmes et répétés peuvent aussi provoquer une hypertrophie 

physiologique dîtes adaptative. Cette hypertrophie est réversible et s’accompagne 

d’une augmentation de la taille des CM et d’une angiogenèse accrue en absence de 

fibrose. Les CM subissant cette hypertrophie compensatrice produisent des facteurs 

pro-angiogéniques stimulant la croissance de vaisseaux sanguins afin de fournir 

suffisamment de nutriment au myocarde croissant (Zentilin et al., 2010).     

Ces dernières années, les recherches sur le dialogue CE/CM mettent en lumière 

l’importance d’une bonne communication entre ces deux types cellulaires pour un bon 

fonctionnement cardiaque (FIGURE 18). Il parait évident qu’une dysfonction 

endothéliale aura un impact important sur la communication CE/CM et pourrait 

intervenir dans la progression de l’insuffisance cardiaque. 
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Figure 18. Communications paracrines entre cellules endothéliales et cardiomyocytes et leurs effets sur le 
système cardiovasculaire  (Adapté de Segers et al., 2018 et Talman and Kivelä, 2018).   

 

IV. Voie Wnt et maintien de l’intégrité endothéliale 
 

 La voie Wnt est extrêmement bien conservée et initie une cascade de 

signalisations cruciales pendant le développement embryonnaire mais aussi tout au 

long de la vie adulte. Elle régule plusieurs processus biologiques et cellulaires comme 

la prolifération, l’apoptose, la différentiation ou encore la polarité. Elle est 

indispensable au sein de l’endothélium pour le maintien de l’intégrité des 

microvaisseaux. De part ces implications dans pratiquement tous les systèmes 

tissulaires, de nombreux travaux ont démontré ces dernières années des implications 

de cette voie dans des processus pathologiques. La signalisation Wnt est complexe 

avec dix-neuf protéines Wnt solubles capables de se lier à dix récepteurs Frizzled 

différents. Lors de mon travail de thèse, je me suis intéressée plus particulièrement à 

un acteur de la voie Wnt non-canonique. L’idée était de moduler cette voie au sein des 

cellules endothéliales afin d’altérer leur homéostasie et créer ainsi une altération de la 

fonction endothéliale.  
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A. Généralités sur la voie Wnt 
 

La signalisation Wnt se compose de deux voies principales : une voie 

canonique impliquant la b-caténine et une voie Wnt non canonique.  

 

1. La voie canonique  

 

La b-caténine est une protéine multifonctionnelle capable d’agir comme un 

facteur de transcription dans la signalisation Wnt canonique. Elle possède aussi des 

fonctions structurelles puisqu’elle permet l’association de la N- ou VE-cadhérine au 

cytosquelette au niveau des jonctions adhérentes (Valenta, Hausmann and Basler, 

2012). La b-caténine joue un rôle central dans la voie Wnt canonique car c’est son 

accumulation nucléaire qui détermine l’activation de cette voie (FIGURE 19). 

     

En l’absence de signalisation Wnt, la ß-caténine est principalement associée aux 

complexes jonctionnelles, et sa concentration cytosolique est maintenue basse par un 

complexe de destruction (Archbold et al., 2012). Le complexe de destruction comprend 

quatre protéines majeures, bien qu’il puisse y en avoir d’autres. L’Axine, est une 

protéine d’échafaudage qui sert de site d’ancrage pour la ß-caténine ainsi qu’aux 

autres protéines du complexe (Hart et al., 1998). L’Adenomatous Polypisos Coli (APC) 

est une protéine de liaison qui permet aux deux kinases la caséine kinase 1a (CK1a) 

et la glycogène synthase kinase 3 ß (GSK3ß) de phosphoryler séquentiellement la ß-

caténine (Stamos and Weis, 2013). La dégradation de cette dernière se passe en 

plusieurs étapes : la protéine est d’abord séquestrée par les protéines Axine et APC 

(Hart et al., 1998) puis phosphorylée sur son extrémité N-terminale par les kinases 

CK1a et GSK3ß. Bien que l’ordre exact de la phosphorylation de la ß-caténine soit 

encore flou, il semblerait que la phosphorylation de la sérine 45 par la CK1α permettrait 

la phosphorylation ultérieure des sérines 33, 37 et la thréonine 41 par la GSK3ß (Ha 

et al., 2004; Stamos and Weis, 2013). Ces modifications post-traductionnelles 

entraînent le recrutement et la poly-ubiquitination de la ß-caténine par l’E3-ubiquitine-

ligase E3 ß-TrCP et son adressage vers le protéasome pour la dégradation. Ce 

phénomène permet de maintenir un niveau bas de ß-caténine cytoplasmique et une 

transcription régulée par la voie Wnt désactivée (Nelson and Nusse, 2004). 
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Les ligands Wnt se lient à la fois aux récepteurs transmembranaires Frizzled (Fz) et 

LRP5/6 qui recrutent la protéine cytoplasmique Disheveled (Dvl). Dvl est une protéine 

modulaire qui joue un rôle clé dans les voies de signalisation Wnt canonique et non-

canonique. Elle contient trois domaines distincts : un domaine DIX capable d’interagir 

avec l’Axine (Schwarz-Romond, Metcalfe and Bienz, 2007), un domaine PDZ requis 

pour l’interaction avec les récepteurs Fz et autres protéines contenant des domaines 

PDZ (Gao and Chen, 2010), et un domaine DEP qui intervient également dans les 

interactions protéine-protéine (Wong et al., 2000). Un modèle classique propose que 

l’activation de la signalisation canonique entraine la phosphorylation de la protéine Dvl 

qui se lie à l’Axine (Clevers and Nusse, 2012). Le rapprochement du complexe de 

dégradation à la membrane plasmique permet une proximité entre la kinase GSK3ß 

et LRP5/6. La kinase va alors phosphoryler le récepteur LRP5/6 créant un site de 

liaison pour le complexe de destruction à la membrane et l’inhibition de la GSK3ß (Mao 

et al., 2001; Cselenyi et al., 2008). Cela régulerait à la baisse l’activité du complexe de 

destruction. Néanmoins, les mécanismes principaux de la régulation négative ne sont 

pas encore clairs, car les données soutiennent divers mécanismes comme le 

désassemblage du complexe de destruction (Liu, Rubin and Kimmel, 2005; Roberts et 

al., 2011), l’inhibition de GSK3ß par LRP5/6 (Stamos et al., 2014) ou la dégradation 

de l’Axine (Lee et al., 2003). En 2010 un nouveau modèle d’activation propose que le 

complexe de destruction recruté à la membrane plasmique subit avec le complexe 

Wnt/Fz/LRP une endocytose, formant un endosome précoce qui finit par fusionner 

avec un corps multivésiculaire (Taelman et al., 2010). Cela entrainerait le piégeage et 

la séparation physique du complexe de destruction de la ß-caténine. Plusieurs études 

ont identifié un domaine régulateur dans l’APC, le domaine inhibiteur de la ß-caténine 

(DIC) qui semble être essentiel à la régulation à la baisse des niveaux de ß-caténine 

(Roberts et al., 2011; Choi et al., 2013). Une étude plus récente a proposé que la 

phosphorylation par la GSK3ß autour de la région DIC entrainerait un changement de 

conformation de la protéine APC qui permet normalement l'accessibilité de la ligase 

E3 à la phospho-β-caténine (Pronobis, Rusan and Peifer, 2015) . 

 Quels que soient les mécanismes d’action, ces évènements seraient le signal de la 

levée d’inhibition de la ß-caténine qui verra sa phosphorylation diminuée et se 

retrouvera donc stabilisée. La β-caténine s’accumule dans le cytoplasme et est 

transloquée dans le noyau de la cellule. La présence nucléaire de la β-caténine est 
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importante dans l’assemblage de complexes avec des protéines nucléaires afin 

d’activer les gènes cibles de la voie Wnt. Les principales protéines de liaison à l’ADN 

présentes dans ces complexes sont les facteurs de transcription TCF (T-Cell Factor) 

/LEF (Lymphoid Enhancer binding Factor respectivement) (Cadigan and Waterman, 

2012). En absence de β-caténine, les protéines TCF/Lef sont liées aux répresseurs de 

transcription de la famille TLE/Groucho (G. Chen and Courey, 2000). Le complexe 

TLE/TCF conduit à la condensation de la chromatine et un répression génique 

(Jennings and Ish-Horowicz, 2008). Lorsque La β-caténine est présente, elle déplace 

le TLE et forme un complexe avec des protéines TCF liées à l’ADN qui recrute des 

activateurs de transcription (Guoqing Chen and Courey, 2000). 

 

Les gènes cibles de la voie b-caténine/dépendante sont divers et spécifiques du 

contexte cellulaire. La voie de signalisation Wnt canonique joue un rôle crucial dans la 

mise en place de l’embryon par la régulation de gènes Siamois et Twin (Hikasa and 

Sokol, 2013). Elle joue aussi un rôle clé du cycle cellulaire en modulant des gènes tels 

que la Cycline D1 (Tetsu and McCormick, 1999) ou encore c-Myc (He et al., 1998). La 

signalisation de Wnt a été un sujet majeur de recherche pour traiter les cancers 

puisqu’une signalisation Wnt/b-caténine aberrante est observée dans la 

carcinogenèse. De façon intéressante les composants de la signalisation Wnt eux-

mêmes, comme Fz, LRP6, Axine, TCF/LEF sont aussi régulés positivement ou 

négativement par TCF/β-caténine (MacDonald, Tamai and He, 2009). Ces diverses 

boucles d'autorégulation de la voie Wnt ajoutent une complexité supplémentaire dans 

le contrôle des réponses Wnt. 



 66 

 
Figure 19. Schéma classique de la voie Wnt/Fz canonique dite b-caténine-dépendante. 

La liaison d’un ligand Wnt aux récepteurs Frizzled et LRP5/6 entraîne la migration du complexe de destruction à la 
membrane alors incapable de séquestrer la ß-caténine cytoplasmique. La diminution de la dégradation de la ß-
caténine conduit à son accumulation et sa translocation nucléaire ou elle peut initier la transcription des gènes 
cibles. LRP5/6 : low-density lipoprotein receptor-related protein, APC : adenomatous polyposis coli, GSK3 : 
glycogène synthase kinase 3, TCF : T-Cell Factor, Lef : lymphoid enhancer binding Factor, Dvl : disheveled,     

 

 

2. La voie non-canonique : la Polarité Cellulaire Planaire. 

 

 La voie de signalisation non-canonique est souvent appelée voie indépendante 

de la ß- caténine et se divise en deux voies distinctes : la voie de Polarité Cellulaire 

Planaire (PCP) et la voie dépendante du Calcium (Wnt/Ca2+). Leur activation conduit 

généralement à l’inhibition de la voie canonique (Grumolato et al., 2010). Dans ce 

manuscrit nous détaillerons seulement la voie non-canonique dite de Polarité 

Cellulaire Planaire.  
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La voie PCP permet la polarisation des structures et une migration cellulaire dirigée 

par la régulation du cytosquelette d’actine. Cette voie est induite par les récepteurs Fz 

qui permettent le recrutement de Dvl à la membrane. Contrairement à l’activation de 

la voie canonique, ce signal semble indépendant du co-récepteur LRP5/6. A l’heure 

actuelle, les co-récepteurs de Fz dans la signalisation non-canonique sont encore 

méconnus mais quelques-uns comme NRH1 (Sasai et al., 2004), Ryk (W. Lu et al., 

2004), PTK7 (X. Lu et al., 2004) ou encore ROR2 (Nishita et al., 2006) ont été 

identifiés. La relocalisation et l’activation de Dvl à la membrane permet l’activation de 

2 voies parallèles impliquant les petites GTPase Rho et Rac  (Wallingford and Habas, 

2005). 

 

La signalisation de Rho implique Daam1 qui se lie au domaine PDZ de Dvl (Habas, 

Kato and He, 2001) et conduit à l’activation de la Rho-associated kinase (ROCK) 

(Amano, Nakayama and Kaibuchi, 2010) qui est l’un des principaux régulateurs du 

remodelage du cytosquelette d’actine. L’activation de Rac elle, nécessite le domaine 

DEP de Dvl et stimule l’activité de la kinase N-terminale de c-Jun (c-Jun N-terminal 

kinase ou JNK) (Habas, Dawid and He, 2003). Dans les deux cas, les éléments du 

cytosquelette tels que l’actine et les microtubules sont modulés, amenant à un 

réarrangement du cytosquelette (van Amerongen and Nusse, 2009) (FIGURE 20). 

 

Ces dernières années un nouveau partenaire intracellulaire de la voie Wnt a été mis 

en évidence par le laboratoire. Il s’agit de l’ubiquitine ligase PDZRN3 qui est capable 

d’interagir avec la protéine adaptatrice Dvl. 
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Figure 20. Schéma de la voie de signalisation non canonique Wnt/Fz dite PCP. 

La fixation du ligand Wnt à son récepteur Fz et un co-récepteur entraîne le recrutement de la protéine 
d’échafaudage Dvl à la membrane plasmique. En aval de Dvl diverses voies régulent la réorganisation du 
cytosquelette. DAAM1 lie Dvl et permet l’activation des Rho GTPAses RhoA et ROCK. D’autre part, le complexe 
Dvl-RAC1 active JNK.  

 

 

B. Voies Wnt et endothélium 
 

La voie Wnt est une voie majeure de signalisation et joue un rôle déterminant 

dans le développement embryonnaire. Cette voie hautement conservée contrôle 

l’homéostasie des tissus adultes et participe notamment au maintien de l’intégrité des 

microvaisseaux. En effet, différentes études démontrent que les voies de signalisation 

Wnt au niveau de cellules endothéliales interviennent sur la perméabilité, la polarité 

ou encore l’angiogenèse.   
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1. Perméabilité  

 

L’endothélium vasculaire est une barrière sélective à la diffusion de molécules 

entre le sang et les tissus environnants. Cette barrière régule la circulation de certains 

solutés et cellules nécessaires au maintien de l’homéostasie tissulaire. La perméabilité 

de la barrière endothéliale peut être modulée en réponse à des stimuli spécifiques. 

C’est le cas notamment lors d’une inflammation aiguë où une augmentation de la 

perméabilité vasculaire est observée. Si la modulation de la barrière vasculaire peut 

favoriser certains processus comme la résolution d’incidents inflammatoires, un non-

contrôle de la perméabilité vasculaire peut mener à des conséquences pathologiques 

graves. En effet, la perte d’intégrité de la barrière vasculaire est caractéristique de 

multiple pathologies comme la rétinopathie diabétique, l’asthme ou encore le cancer. 

Dans la maladie d’Alzheimer par exemple, une augmentation de la perméabilité de la 

barrière hémato-encéphalique est observée (Biron et al., 2011). Ce phénomène 

favorise le passage d’éléments figurés du sang ainsi que leurs produits de dégradation 

qui contribuent au développement de lésions neuronales et d’hémorragies 

intracérébrales (Sweeney, Sagare and Zlokovic, 2018). Le maintien de l’intégrité de la 

barrière vasculaire est donc indispensable à l’homéostasie des tissus et nécessite une 

signalisation fine. 

 

La barrière endothéliale est régulée dynamiquement par deux mécanismes de 

transport majeurs : les voies de transport dites paracellulaire et transcellulaire.  

 

a) Régulations de la voie paracellulaire 

 

La voie paracellulaire permet la diffusion de petites molécules à travers les 

jonctions interendothéliales. Elle est régulée par les contraintes de cisaillement et 

divers médiateurs biologiques. Une caractéristique importante des cellules 

endothéliales est leur capacité à former une barrière primaire impliquant des jonctions 

adhérentes et serrées. En effet, les cellules endothéliales sont connectées entres-elles 

par des complexes jonctionnels. Un assemblage correct ainsi qu’une maintenance de 

ces jonctions sont essentiels au bon fonctionnement de l’endothélium et à la régulation 

de la perméabilité vasculaire. 
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Les jonctions serrées ou « Tight Junctions » (TJ), sont localisées le long de la 

membrane plasmique latérale et servent à « imperméabiliser » la fente endothéliale. 

Elles sont principalement composées de membres de la famille des claudines, de 

l’occludine et des molécules d’adhésion jonctionnelles (JAM).  Ces protéines sont liées 

au cytosquelette d’actine par des protéines d’échafaudages telles que large/zona 

occludens-1 (ZO-1).  

Ces jonctions serrées sont régulées par deux complexes protéiques : le premier 

composé de Pals1 (protéine associée à Lin-7), PATJ (protéine de jonction associée à 

Pals1) ou MUPP1 (multi PDZ domain protein) et Par-3 (régulant la polarité cellulaire). 

Le deuxième est composé de Par-3, Par-6 et aPKC. Les protéines PAR sont des 

protéines d’échafaudage multi-modulaires capables de se lier les unes aux autres ainsi 

qu’à d’autres protéines régulant la polarité cellulaire (Macara, 2004). Ces interactions 

garantissent aux complexes composés des protéines PAR d’être localisés à des 

domaines membranaires spécifiques (Tepass, 2012). 

  

Les jonctions adhérentes ont une organisation assez similaire à celles des jonctions 

serrées. Elles contiennent des cadhérines (protéines transmembranaires) et des 

caténines (protéines d’échafaudage cytoplasmiques). Dans les cellules endothéliales, 

la protéine des jonctions adhérentes principales est la VE-Cadhérine (VE-CAD). ZO-1 

permet encore une fois de lier ces jonctions avec les filaments d’actine, elle est 

rattachée à un complexe multi-protéique composé des cadhérines, de la protéine 

p120, de la ß-caténine ainsi que la g-caténine (aussi nommée plakoglobine) qui se lie 

elle-même à l’α-caténine (FIGURE 21). 

 

Les voies de signalisation Wnt canonique et non-canonique participent à la régulation 

cellulaire et le maintien des jonctions adhérentes et serrées. Elles ont particulièrement 

été étudiées dans le cerveau au niveau de la barrière hémato-encéphalique (BHE). 

Cette dernière est très enrichie en jonctions serrées (Kniesel, Risau and Wolburg, 

1996) et permet l’isolation du système nerveux central de la circulation sanguine. Ainsi, 

la perméabilité de la BHE dépend majoritairement de la stabilité des jonctions 

adhérentes et serrées. Ce phénotype de CE unique résulte d'un programme fin de 

régulation génétique qui : (1) réduit la diffusion intra-endothéliale et la transcytose en 

supprimant la production de composants associés aux fenestrae et aux cavéoles 
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respectivement et (2) bloque la diffusion intercellulaire en améliorant la production de 

protéines des jonctions serrées. Des transporteurs qui permettent aux petites 

molécules telles que le glucose et les acides aminés d’être acheminées du sang vers 

le parenchyme cérébral et des pompes à efflux qui expulsent les molécules toxiques 

du parenchyme cérébral sont aussi régulées à la hausse au niveau de ces CE (Zhao 

et al., 2015). 

 

Figure 21. Schéma de jonctions inter-endothéliales impliquées dans la régulation paracellulaire.  

 

La voie PCP régule la formation et le maintien des jonctions serrées. Il a en effet été 

montré In vitro, que l’activation de la voie Wnt PCP dans des lignées de cellules 

endothéliales cérébrales immortalisées aboutit au recrutement de PAR3 et aPKC aux 

jonctions serrées (Artus et al., 2014). Un siRNA abaissant l’expression de PAR3 ou 

aPKC résulte en une augmentation significative de la perméabilité paracellulaire ainsi 

qu’une perte partielle de l’expression de ZO-1 au niveau des jonctions (Artus et al., 

2014). Ces résultats démontrent que l’activation du complexe PAR/aPKC aux jonctions 

régulées par la voie PCP contribue à la régulation de l’intégrité des jonctions serrées. 
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Le recrutement de PAR3 aux jonctions pourrait être médié par l’ubiquitine ligase 

Pdzrn3, acteur intracellulaire de la voie de signalisation PCP. En effet, le laboratoire a 

montré ces dernières années que Pzdrn3 est recruté aux jonctions serrées vasculaires 

et est associé aux complexes contenant PAR3. Pdzrn3 régulerait la perméabilité 

vasculaire à travers ce complexe puisqu’une délétion de ce dernier renforce les 

jonctions interendothéliales (Sewduth et al., 2017). Malheureusement, les 

mécanismes d’actions impliquant la voie Wnt non-canonique dans les jonctions 

endothéliales sont encore peu claires. 

 

La signalisation Wnt canonique est aussi nécessaire pour le maintien de l’intégrité des 

CE de la BHE. La ß-caténine augmenterait la perméabilité vasculaire en formant un 

complexe avec le facteur de transcription Fox01 qui réprimerait l’expression de la 

Claudine-5. La VE-cadhérine semble réguler ce phénomène puisqu’en stabilisant sa 

liaison avec la ß-caténine aux jonctions, elle inhiberait ainsi la localisation et 

signalisation nucléaire du complexe Fox01/ß-caténine (Taddei et al., 2008). En cas de 

déstabilisation de la liaison VE-cadhérine/ß-catenine, Fox01 et cette dernière sont 

phosphorylés et transloqués vers le noyau ou ils répriment la transcription de la 

claudine-5 (Gavard and Gutkind, 2008).   

A l’inverse, d’autres études ont mis en évidence que la ß-caténine nucléaire activerait 

la transcription des claudines -3 et -1 ce qui stabiliserait les jonctions serrées (Reis 

and Liebner, 2013; Tran Khiem A. et al., 2016). Ces résultats contradictoires sont 

certainement dus à des rôles nucléaires distincts de la ß-caténine associées aux 

jonctions de celle cytoplasmique.   

 

Le facteur de transcription Sox17 peut agir comme régulateur positif ou négatif de la 

signalisation Wnt/b-caténine (Li et al., 2018; Corada et al., 2019). L’inactivation 

spécifique de Sox17 dans les cellules endothéliales conduit à une augmentation de la 

perméabilité de la microcirculation cérébrale.  

Cette perturbation de barrière semble directement liée à l’élévation des gènes de 

perméabilité tels que PLVAP (Plasmalemma Vesicle Associated protein) et Angpt2 

(angiopoiétïne 2) ainsi qu’à la réduction considérable de gènes cibles de la voie Wnt/b-

caténine tels que Lef1 et la b-caténine elle-même. De façon intéressante, cette 

déstabilisation de la BHE en l’absence de l’expression de Sox17 peut être compensée 
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en restaurant la signalisation de la b-caténine. Ces résultats montrent que le facteur 

de transcription Sox17 permet le maintien d’une BHE correcte en soutenant l’activité 

de la signalisation Wnt/b-caténine (Corada et al., 2019). 

 

Enfin, l’activation de la voie canonique ß-caténine est aussi essentielle aux jonctions 

adhérentes puisqu’elle participe à leur organisation et permet le contrôle de 

l’expression de la ß-caténine elle-même et de la VE-cadhérine, constituants majeurs 

des jonctions adhérentes (Ferreira Tojais et al., 2014). 

 

Ainsi, les voies Wnt PCP et ß-caténine dépendante sont essentielles au maintien des 

jonctions serrées et adhérentes. Elles permettent aux cellules endothéliales de 

s’interconnecter pour former une barrière plus ou moins pénétrable et, contrôler ainsi 

la perméabilité paracellulaire. 

 

b) Régulations de la voie transcellulaire 

 

La perméabilité transcellulaire permet le transport actif de macromolécules à 

travers l’endothélium. Ce transport peut se faire par via les organelles vésiculo-

vacuolaire ou VVO (pour vesiculo-vacuolar organelle) ou par les cavéoles.  

 

Les VVO sont des grappes de vésicules et vacuoles interconnectées en clusters qui 

peuvent s’étendre à travers le cytoplasme endothélial du côté luminal jusqu’au côté 

apical (FIGURE 22). Ils interviendraient dans l’extravasation de macromolécules et de 

fluides favorisée par le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) et certains 

médiateurs inflammatoires (Dvorak and Feng, 2001).  
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Figure 22. Représentation schématique d’organelles vésiculo-vacuolaires (VVO) dans une cellule 
endothéliale (adapté de Dvorak, 2015).  

 

Le transport transcellulaire employant des vésicules est appelé « transcytose ». Ce 

mécanisme se distingue du transit de petites molécules comme les cations, anions ou 

acides aminés qui se produit par l’absorption puis la diffusion à travers le cytosol des 

cellules endothéliales. Les cavéoles sont des petites invaginations de la membrane 

plasmique qui prédominent dans le trafic transcytotique endothélial (Oh et al., 2007) 

(FIGURE 23A). Ces structures sont très abondantes, notamment au niveau des 

capillaires et permettent le transport de multiples macromolécules telles que 

l’albumine, l’insuline ou encore les lipoprotéines.  

La cavéoline est une protéine qui joue un rôle majeur dans la biosynthèse et la fonction 

des cavéoles. Elle comprend plusieurs isomères (Cav-1, -2 et -3) qui participent au 

revêtement de la membrane des vésicules (FIGURE 23B). Les Cav-1 et -2 sont 

fortement exprimées dans les cellules endothéliales alors que la Cav-3 est spécifique 

des cellules musculaires. Des expériences sur des souris n’exprimant pas la Cav-1 

(souris cav-1-/-) révèlent une absence de cavéoles au niveau des cellules endothéliales 

et épithéliales (Drab et al., 2001), faisant de cette protéine le composant indispensable 

à la formation de ces structures. La Cav-2 renforce la constitution des cavéoles mais 

sa seule expression est insuffisance à leur genèses (Li et al., 1998; Lahtinen et al., 
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2003). Cette dernière se retrouve même dégradée par le protéasome en absence de 

Cav-1 (Razani et al., 2001). 

 

Figure 23. Illustration de cavéoles endothéliales (adapté de Waschke et al., 2006; Parton and Simons, 2007). 

(A) Photographie de microscopie électronique montrant des cavéoles. (B) Représentation schématique de 
l’insertion de cavéolines dans la membrane plasmique.  

 

Les cavéoles sont capables de réguler la perméabilité de la barrière endothéliale. En 

effet, des évènements d’hyperperméabilité vasculaire dépendants de cavéoles 

participeraient aux lésions pulmonaires aiguës et ont été rapportés au niveau de la 

BHE après un accident vasculaire cérébral (Hu et al., 2008; Nahirney, Reeson and 

Brown, 2016).  

 

La BHE est une barrière hautement sélective permettant de protéger le système 

nerveux central. Les cellules endothéliales cérébrales présentent un niveau de trafic 

vésiculaire particulièrement bas. Cette régulation à la baisse de la transcytose serait 

médiée par la protéine transporteuse de lipide MFSD2a (pour Major Facilitator 

Superfamily Domain-containing 2a) qui inhibe la formation de cavéoles et permet ainsi 

la maintenance de l’intégrité de la BHE (Andreone et al., 2017).   

 

La voie Wnt a récemment été identifiée comme un régulateur essentiel de la 

transcytose. En effet, des souris déficientes de différents acteurs de la voie Wnt, le 

récepteur LRP5 (low-density lipoprotein receptor-related protein 5) ou le ligand Norrin, 

présentent une augmentation de la perméabilité vasculaire due à une amplification du 

mécanisme de transcytose dépendant des cavéoles (Wang et al., 2020). Cette étude 

démontre que la transcription de la protéine MFSD2a est directement régulée par l’axe 

Wnt/ß-caténine. En effet, les souris déficientes en signalisation Wnt (Lrp5-/- et Ndp+/-) 



 76 

présentent un niveau élevé de cavéoles et de transcytose vasculaire associées à une 

régulation à la baisse de la protéine MFSD2a. La signalisation Wnt permet l’activation 

transcriptionnelle directe de la protéine MFSD2a qui est un régulateur négatif de la 

transcytose cavéolaire de manière dépendante de la ß-caténine.               

 

 

Toutes ces données démontrent l’importance des voies Wnt/ß-caténine dépendante 

et PCP dans la régulation et le maintien de la perméabilité endothéliale qu’elle soit 

para- ou transcellulaire.  

 

2. Angiogenèse  

 

L’angiogenèse permet la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de 

ceux préexistants. Ce phénomène s’observe à la fois dans des conditions 

physiologiques et pathologiques. L’angiogenèse est un processus complexe qui 

comprend l’induction de cellules de tête (ou tip cell), la prolifération et croissance de 

bourgeons angiogéniques, la ramification vasculaire et la stabilisation du réseau 

vasculaire nouvellement formé. Dans l’ensemble, les voies de signalisation Wnt 

dépendantes et indépendantes de la ß-caténine s’avèrent avoir des effets opposés sur 

l’angiogenèse. En effet, la voie ß-caténine semble inhiber la prolifération des CE 

humaines (Cheng, Smith and Charnock-Jones, 2003) alors que l’activation de la 

signalisation PCP améliore l’angiogenèse via une augmentation de la prolifération et 

de la migration (Cheng et al., 2008; Samarzija et al., 2009).     

La migration coordonnée lors de l’angiogenèse nécessite la mise en place de différents 

mécanismes de réarrangement du cytosquelette et de polarité. Il a été montré que 

certains acteurs de la voie Wnt/PCP régulent ces mécanismes. En effet, Wnt5a 

(activateur de la voie PCP) est capable de stimuler la migration des cellules 

endothéliales en induisant la formation de lamellipodes (structures de migration riches 

en actine) orientés vers le front de migration (Nomachi et al., 2008). Cette polarisation 

du cytosquelette est essentielle à la migration. Daam1 peut agir directement avec la 

Profilin1 et contrôler le mouvement directionnel des cellules en favorisant la 

réorganisation du cytosquelette (Sato et al., 2006). Enfin, Rac peut également réguler 

la migration et la polarité cellulaire (Steffen et al., 2013). 
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3. Polarité  

 

L’endothélium est un tissu dynamique constamment soumis aux forces 

hémodynamiques. La pression sanguine est à l’origine de forces de tension et affecte 

tous les types cellulaires du vaisseau. Parallèlement, les forces de cisaillement (FC) 

affectent principalement l’endothélium. Il est essentiel pour les CE de s’adapter à la 

présence de cette force pour demeurer en situation d’équilibre. 

Le flux sanguin est un régulateur important du remodelage vasculaire. Il agit comme 

un coordinateur de la polarisation des cellules endothéliales qui se polarisent, 

s’allongent dans la direction des FC, orientent leurs centres d’organisation des 

microtubules (MTOC) en avant du noyau et migrent contre le flux sanguin (Franco et 

al., 2015). Avant de devenir complètement fonctionnel, un réseau vasculaire subit de 

multiples remodelages. Lors de l’extension du réseau vasculaire ou lors de 

phénomènes de régénération chez adultes, médiés principalement par l’angiogenèse, 

une régression de segments est observée. Le processus de régression vasculaire est 

caractérisé par la perte de segments préexistants entre deux vaisseaux. Dans les 

vaisseaux à haut-débit (artères, artérioles, veines, capillaires, plexus rétinien), les 

cellules endothéliales se polarisent contre le flux. A l’inverse, dans les segments à 

faible débit et moins fonctionnels, les cellules endothéliales montrent une diminution 

de l’orientation de la polarité axiale. Il s’avère que la polarité des cellules endothéliales 

permet la stabilisation des segments. En effet, les flux importants semblent attirer les 

cellules endothéliales. La polarisation des cellules endothéliales induite par le flux, va 

diriger la migration des cellules endothéliales vers des segments de débits supérieurs 

conduisant à la stabilisation de ces derniers et à la régression de ceux à faible débit 

(Franco et al., 2015).      

 

La voie Wnt non-canonique apparait comme un régulateur de la régression vasculaire. 

En effet, dans les capillaires vasculaires, la signalisation paracrines des ligands Wnt 

non-canoniques Wnt5a et Wnt11 permet de diminuer la capacité d’orientation contre 

le flux sanguin des cellules endothéliales et prévenir la régression prématurée des 

vaisseaux sanguins (Franco et al., 2016).  

 

La protéine GSK-3ß, actrice de la voie Wnt est aussi impliquée dans la polarité 

endothéliale. En effet, des études in vitro et in vivo démontrent que la phosphorylation 
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de cette dernière conduit à la localisation des MTOCS en avant et l’acétylation de la 

tubuline provoquant la stabilisation des microtubules et la polarisation des cellules. Le 

blocage de GSK-3ß perturbe l’orientation du MTOC avec le flux (McCue Shannon et 

al., 2006). La modulation de l’activité de GSK-3ß par la protéine de polarité cellulaire 

PAR-3 régule par ailleurs la polarité planaire endothéliale (Hikita et al., 2018). 

 

 

C. Ubiquitine ligases et dysfonction endothéliale 
 

 Le système ubiquitine/protéasome permet la dégradation de protéines. Elle se 

déroule en deux étapes : le ciblage des protéines et leur dégradation. Ce système 

permet principalement la dégradation de protéines de courte durée de vie, régulatrices, 

endommagées ou encore mal repliées. La reconnaissance du substrat est très 

spécifique et nécessite la fixation d’ubiquitines qui « étiquettent » les protéines à 

dégrader. Ce phénomène est possible grâce à un système d’ubiquitination qui implique 

l’activité d’enzymes spécifiques qui induisent ou réduisent l’ubiquitination des 

protéines cibles. 

L’ubiquitination est un processus comprenant trois étapes. L’enzyme E1, active 

d’abord l’ubiquitine de manière dépendante de l’ATP et le transfère à une enzyme de 

conjugaison d’ubiquitine (UBC) de type E2. Ces E2 transportent ensuite l’ubiquitine 

activée vers les ubiquitines-ligases E3 qui se lient spécifiquement à leurs protéines 

cibles et catalysent la fixation covalente de monomères (mono-ubiquitinylation) ou de 

chaines (poly-ubiquitinylation) d’ubiquitines sur des résidus lysine déterminés. 

L’ubiquitination ne signale pas toujours la dégradation, elle peut en effet, réguler la 

localisation des protéines, l’internalisation de récepteurs, l’endocytose ou encore la 

régulation des interactions protéine-protéine.  C’est le type et la localisation de 

l’ubiquitination qui déterminent le sort des protéines. Néanmoins, le protéasome 

dégrade préférentiellement les protéines poly-ubiquitinylées. 

Une seule enzyme E1 est responsable de l’activation des ubiquitines alors que plus 

de milles ubiquitine ligases de type E3 ont été identifiées et permettent d’assurer une 

spécificité de substrats (FIGURE 24). 
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Figure 24. Le système ubiquitine protéasome (adapté de Meyer-Schwesinger, 2019). 

L’enzyme E1 active l’ubiquitine en présence d’ATP. L’ubiquitine attachée à la cystéine du site actif de l’E1 est 
ensuite transférée sur l’enzyme de conjugaison E2.  Grace aux ubiquitines ligases E3, l’E2 peut ubiquitiner des 
résidus lysines d’un substrat spécifique. Les ligases RING E3 (pour Really Interesting New Gene) catalysent le 
transfert de l'ubiquitine directement de l'E2 au substrat alors que les E3 HECT (pour Homologus to the E6-AP 
Carboxyl Terminus) et E3 RBR (pour RING-in-Between-RING) nécessitant d’abord le passage de l'ubiquitine 
activée sur leur site cystéine pour être transférée sur le substrat. Les protéines poly-ubiquitinées sont ensuite 
adressées au protéasome afin d’être dégradées.  

  

 

L’ubiquitination est un processus réversible et l’élimination d’ubiquitines des substrats 

est contrôlée par des enzymes de dé-ubiquitination (ou DUB). L’activité des DUB est 

importante pour le recyclage des ubiquitines mais aussi pour le renouvellement des 

protéines. 

 

L’intégrité des cellules endothéliales est principalement déterminée par les jonctions 

serrées et adhésives ainsi que par la dynamique du cytosquelette. Plusieurs 

modifications post-traductionnelles contrôlent l’intégrité endothéliale comme la 

phosphorylation mais également l’ubiquitination.   

 

Les CE contrôlent la force de leurs contacts cellules-cellules en partie à travers le 

cytosquelette d’actine. Les principaux acteurs qui contrôlent ces dynamiques d’actine 

sont les membres de la famille des Rho GTPases comme RAC2, RhoA ou RhoB. Les 
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Rho GTPases basculent entre des états actifs et non-actifs en lien avec le GTP par 

l’action de facteurs d’échange de nucléotides guanines (GEF) et de protéines activant 

les GTPase (GAP).  Les Rho activées sont généralement situées au niveau de la 

membrane plasmique ou elles interagissent avec des protéines kinases et 

d’échafaudage. Leur signalisation est essentielle pour la stabilisation, la perturbation 

ou la reformation des jonctions endothéliales (Huveneers, Daemen and Hordijk, 2015; 

van Buul and Timmerman, 2016).  

La localisation, l’activité et la dégradation de ces protéines peut être régulé par 

l’ubiquitination (Hodge and Ridley, 2016). C’est le cas par exemple de RAC1 dont 

l’ubiquitination peut être induite en cas de stress oxydatif : en réponse à la stimulation 

par H202 et l’IL1b, l’ubiquitine ligase E3 TRAF6 induit l’activation de Rac1 par 

ubiquitination ce qui favoriserait des signaux oxydatifs et une perte de la barrière 

endothéliale (Li et al., 2017). L’ubiquitine ligase SCF-FBXL19 E3 peut également cibler 

et dégrader Rac1 (Zhao et al., 2013) ce qui aura pour conséquence une réduction de 

la barrière endothéliale (Pronk et al., 2019). 

RhoA, RhoB, Cdc42 et autres Rho GTPases sont aussi sujettes à l’ubiquitination et 

dans la plupart des cas, cela modifie leur localisation, leur abondance et leurs 

capacités de signalisation. 

 

Plusieurs composants des jonctions endothéliales peuvent aussi être la cible 

d’ubiquitines ligases : l’internalisation et la dégradation de l’occludine peut être médié 

après son ubiquitination par la E3 ligase Itch (Traweger et al., 2002). La protéine 

d’échafaudage ZO-1 peut être dégradée à la suite de son ubiquitination par la ligase 

E3 N-econnaissine-1 (Chen et al., 2014) ce qui aura pour conséquence une diminution 

de l’intégrité de la barrière endothéliale. La stabilité des jonctions peut aussi être 

régulée par l’ubiquitine ligase E3 HECW2 qui cible AMOLT1, une protéine régulatrice 

des jonctions, et dont l’ubiquitination augmente sa stabilité (Choi et al., 2016). 

Enfin, l’ubiquitine ligase E3 PDZRN3 régule négativement l’intégrité endothéliale. 

PDZRN3 agit en aval du complexe PAR3 et cible MUPP1 pour sa poly-ubiquination et 

sa dégradation. Cette dégradation induit la dissociation des protéines composant les 

jonctions serrées tels que ZO1 ou c-jun et une diminution de la localisation de PKCζ 

et de PAR3 aux jonctions. Une délétion de PDZRN3 dans les cellules endothéliales 

aboutit à une accumulation de PKCζ aux jonctions. Ces résultats suggèrent que la 

localisation ainsi que l’activité de la kinase PKCζ dans la cellule endothéliale et donc, 
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la perméabilité vasculaire, peuvent être influencés par l’expression de l’ubiquitine 

ligase PDZRN3. (Sewduth et al., 2017). 

 

Comme nous avons pu le voir certaines ubiquitines ciblent directement les protéines 

jonctionnelles, ou contrôlent indirectement la fonction de barrière en ciblant des 

protéines régulatrices de la dynamique du cytosquelette. 

 

V. Projet de recherche  
 

 Le laboratoire s’intéresse particulièrement à l’ubiquitine ligase E3 RING 

PDZRN3 pour ses implications dans le maintien de l’intégrité des cellules 

endothéliales. En effet, d’une part il a été mis en évidence que Pdzrn3 est un acteur 

de la voie Wnt non-canonique et comme nous l’avons vu précédemment, cette voie 

participe activement au maintien des jonctions inter-endothéliales préservant l’intégrité 

de ces cellules. D’autres part, les ubiquitines ligases jouent un rôle très important dans 

la dysfonction endothéliale. Même si à ce jour nous n’avons que peu d’informations 

sur les protéines cibles de PDZRN3, cette ubiquitine ligase semble être un acteur de 

choix dans l'étude de la dysfonction endothéliale dans la physiopathologie de l’ICFEp. 

Des résultats préliminaires ont montré que la surexpression embryonnaire de PDZRN3 

dans les cellules endothéliales entraîne une mortalité embryonnaire liée à des 

dysfonctions vasculaires telles que la présence d’hémorragies dans différents tissus, 

une perméabilité cellulaire accrue et une dilatation des vaisseaux du sac vitellin 

(Sewduth et al., 2017). 

 

Du fait de l’implication de Pdzrn3 dans la morphogénèse vasculaire ainsi que dans le 

maintien de l’intégrité de l’endothélium, nous avons décidé d’utiliser cette protéine 

comme acteur de dysfonction vasculaire. Pour cela, nous avons généré des souris 

transgéniques présentant une surexpression spécifique de PDZRN3 dans les cellules 

endothéliales inductible au tamoxifène. Nos travaux ont eu pour objectif d’étudier 

l’impact de la dysfonction endothéliale induite par PDZRN3 sur la fonction cardiaque. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

Lignées Murines et hébergement : 
 

Modèle murin de surexpression de Pdzrn3 dans les cellules endothéliales 

 

 Afin d’étudier le rôle de la dysfonction endothéliale dans l’insuffisance cardiaque 

à fraction d’éjection préservée (ICFEp), nous avons généré une lignée de souris 

surexprimant le gène Pdzrn3 spécifiquement dans l’endothélium. Ces souris expriment 

le gène codant pour la Cre recombinase sous le contrôle du promoteur endothélium 

spécifique Cadhérine 5 (Cdh 5) (cédé par R.H Adams (Wang et al., 2010) ainsi qu’une 

séquence tTa (tétracycline) interrompue par un codon STOP flanqué de deux 

séquences Flox (ROSA :LNL :tTA ; JAX stock #008600 ) (Nagy, 2000). Une cassette 

sous le contrôle Tet-Off permet la surexpression du gène Pdzrn3 en aval, étiqueté d’un 

tag « V5 », et du gène rapporteur LacZ en tandem. La Cre recombinase est une 

endonucléase capable de reconnaitre et couper spécifiquement des sites LoxP et 

catalyser l’excision d’une séquence ADN.  Cette dernière se retrouve transloquée dans 

le noyau des cellules après l’injection de tamoxifène. Ce phénomène permet l’excision 

du codon STOP qui entrainera la synthèse de la protéine transactivatrice tTA et 

engendrera la surexpression du gène Pdzrn3-V5.  

La vérification de l’induction du transgène est faite par l’analyse de l’activité b-

galactosidase dans l’endothélium après l’ajout de substrat X-gal. Les souris 

surexprimant PDZRN3 dans l’endothélium sont Cdh5-creERT2; tTa; Pdzrn3-V5 et 

seront nommées iEC-Pdzrn3 alors que les souris contrôles, qui sont issues des 

mêmes croisements mais n’expriment pas la cre-recombinase, seront dénommées 

« littermates » (FIGURE 25). 

 

Les expériences ont été effectuées sur des souris âgées de 1, 3 ou 8 mois. Pour l’étude 

du régime western, les animaux âgés de 8 mois ont été nourris pendant 12 semaines 

avec un régime PF4318 Atherogenic Rodent Diet (Envigo).  

 

Les souris sont hébergées en animalerie conventionnelle, en cage communes 

transparentes sur portoirs ventilés, avec un accès libre à l’eau et à la nourriture. Toutes 
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les expérimentations sont conformes aux recommandations du guide des soins et de 

l’utilisation des animaux de laboratoire, et ont obtenu l’approbation du comité d’éthique 

local de l’Université de Bordeaux. 

 

 

Figure 25. Représentation schématique des constructions génétiques des souris iEC-Pdzrn3  

Construction génétique des souris iEC-Pdzrn3 réalisée en croisant des souris Cdh5-CreERT2 avec des 
souris ROSA:LNL:tTA pour donner des souris Cdh5-CreERT2 ; ROSA:LNL:tTA. Ces dernières sont 
alors croisées avec des souris pTRE-Pdzrn3/LacZ donnant des souris Cdh5-CreERT2 ; 
ROSA:LNL:tTA ; pTRE-Pdzrn3/LacZ. L’injection de tamoxifène permet la surexpression de Pdzrn3 dans 
l’endothélium. 

 

Tamoxifène 
 

Les injections de tamoxifène sont réalisées par voie intra-péritonéale (IP) soit 1 

mois, soit 10 jours après la naissance des souris (3 doses successives de 100μL à 

0,5mg/mL). 

La solution est réalisée à partir de poudre de Tamoxifène (Sigma-Aldrich #T5648) 

diluée à 0,5mg/mL dans de l’huile de tournesol (9/10) et de l’alcool à 96° (1/10). 
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Procédures chirurgicales : 
 

Mesures hémodynamiques ventriculaires gauche 
 

L’analyse des pressions ventriculaires gauche est réalisée avant l’euthanasie 

des animaux. 

Les souris sont anesthésiées par inhalation d’isoflurane à 3 % pour l’induction puis à 

1,5 % pendant la durée de l’examen. L’artère carotide droite est soigneusement isolée 

du nerf vague et un clamp est positionné au niveau le plus proximal afin d’interrompre 

le flux carotidien, le temps d’introduire le cathéter de pression (1,2F, FTM-1211B-0018, 

Transonic, NY, USA) par l’artère carotide commune. Ce cathéter est connecté à un 

moniteur de type Millar relié à un Bridge Amp-Power Lab 8/35 (ADInstruments Inc. 

CO, USA) et analysé par le logiciel LabChart (version 6, ADInstruments Inc. CO, USA). 

Les courbes sont obtenues sur plusieurs cycles cardiaques et permettent l’acquisition 

de la pression ventriculaire gauche, la pression télédiastolique, la fréquence 

cardiaque, la constante de relaxation, ainsi que la vitesse maximale de relaxation du 

ventricule gauche.  

 

Test de Miles 
 

 48h avant le test, les souris sont placées dans des cages individuelles et leurs 

dos dépilés pour laisser apparaître une peau à nue. 

Le jour du test, les animaux sont endormis à l’isoflurane 3% et 100μL de Bleu Evans 

à 2% (MERCK AG DARMSTART) est injecté par voie retro-orbitaire. Les souris sont 

alors laissées vigiles dans leurs cages pendant 30 minutes afin de faire circuler le 

colorant. Trois injections sous-cutanées de 20 μL de VEGF-A (à 2,5 ng/μL) (Brash, 

Ruhrberg and Fantin, 2018) et un volume égal en PBS sont administrés de façon 

opposée sous la peau dorsale. Les animaux sont de nouveaux laissés vigiles 30 min 

dans leur cage puis sacrifiés par dislocation cervicale. La peau est alors récupérée, 

photographiée, les sites d’injections sous-cutanées sont coupés, pesés puis incubés 

dans 300μL de formamide (NORMAPUR) toute la nuit dans un four à 70°C afin 

d’extraire le colorant. Le lendemain, la perméabilité vasculaire est quantifiée en 

mesurant l’absorbance de 100μL de formamide à 610 nm (TECAN Infinite®). 
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Analyses non-invasives : 
 

Échocardiographie 
 

Pour les analyses échocardiographiques, nous avons utilisé un échographe 

(Vevo® 2100 Imaging System, FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, Canada) associé 

à une sonde MS 400 (VisualSonics MS400, FUJIFILM VisualSonics, Inc., Toronto, 

Canada avec une plage de fréquences de 18 – 38 MHz) pour l’évaluation de la fonction 

cardiaque in vivo. Toutes les échocardiographies ont été réalisées par une seule et 

même personne formée. 

Les souris sont anesthésiées par inhalation d’isoflurane à 3 % pour l’induction puis à 

1,5 % pour la durée de l’examen. Une plaque chauffante (à 37°C) permet le contrôle 

de la température ainsi qu’une surveillance de la fréquence cardiaque de la souris. 

Une dépilation du thorax par crème dépilatoire est effectuée avant l’analyse 

échographique.  

Les images ont été prises en deux plans de coupes parasternales : le grand axe et le 

petit axe, nous permettant la mesure de l’épaisseur du septum, de la paroi postérieure 

du ventricule gauche, ainsi que le calcul de la fraction d’éjection et de la masse 

ventriculaire gauche. 

 

Test de tolérance à l’effort 
 

Avant l’expérimentation de course sur tapis, les souris ont préalablement été 

habituées à être manipulées par un expérimentateur afin de réduite l’anxiété. Les 

animaux ont ensuite été familiarisés à la course (tapis roulant à 6 voies, UGO BASILE 

S.R.L, Italie) pendant 3 jours. Le premier jour, les souris sont déposées sur le tapis et 

explorent leur nouvel environnement pendant 2 minutes. La vitesse du tapis roulant 

est d’abord fixée à 3 m/min pendant 4 minutes puis à 8 m/min pendant 2 minutes avec 

une pente de 10°. Les 3 jours suivants, les souris sont entrainées pendant 12 minutes 

à des séances de course avec des vitesses augmentant progressivement jusqu’à 

atteindre un maximum de 18 m/min avec une inclinaison de 20°.    

Après 3 jours d’accoutumance à l’exercice sur tapis de course, des tests d’épuisement 

ainsi que de fatigue ont été effectués. L’épreuve est réalisée avec une vitesse initiale, 
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dite de préchauffage, de 5m/min avec une pente de 20° pendant 4 minutes. La vitesse 

est ensuite augmentée à 14m/min pendant 2 minutes et le test à l’effort est réalisé par 

l’augmentation progressive de la vitesse par palier ; toutes les deux minutes la vitesse 

augmente de 2 m/min jusqu’à un maximum de 32 m/min.  

Un suivi vidéo de l’ensemble du tapis roulant a été enregistré afin de tracer la position 

moyenne de chaque souris en course. Les positions des souris ont étés représentées 

sur un graphique grâce au logiciel KINOVEA et nous ont permis de définir la fatigue et 

l’épuisement des animaux. Chaque couloir a été divisé en trois zones : l’avant du tapis 

de course (premier tiers), la « zone de fatigue » (tiers médian) et la « zone 

d’épuisement » (dernier tiers). 

La fatigue a ainsi été définie par la difficulté de l’animal à maintenir son rythme de 

course, qui se positionne alors dans la « zone de fatigue » pendant plus de 30 

secondes par palier. On considère donc qu’un animal est fatigué lorsqu’il est incapable 

de se positionner vers l’avant du tapis (premier tiers) pendant plus de 30 secondes par 

palier. L’épuisement a été défini par l’incapacité de l’animal à suivre le rythme de la 

course, ce dernier se situe alors dans la « zone d’épuisement ». On considère donc 

qu’un animal est épuisé lorsqu’il reste dans la partie inférieure du tapis roulant (dernier 

tiers) pendant plus de 10 secondes successives. Lorsqu’un animal présente des 

signes d’épuisements, le test prend fin et le temps de course mesuré.  

 

 

Mesures de paramètres physiologiques in vivo : 
 

Glycémie 
 

La mesure de la glycémie est réalisée avant le sacrifice par un lecteur de 

glycémie (ACCU-CHECK, Aviva) après collection de sang au niveau du sinus rétro-

orbital. 
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Poids du corps et du cœur 
 

Les mesures du poids du corps et du cœur sont rapportées à la longueur du 

tibia, réalisée après euthanasie. 

 

Gravimétrie 
 

La teneur en eau (ou œdème) pulmonaire et cardiaque a été déterminée par la 

méthode poids humide-sec. Les poumons et les cœurs entiers sont prélevés, pesés 

puis séchés pendant 5 jours à 80°C dans un four. L’œdème est calculé en pondérant 

le poids des poumons humides par celui des poumons secs.  

 

Numération de Formule Sanguine (NFS) 
 

 Les souris sont anesthésiées par inhalation d’isoflurane à 3 % et 50 μL de sang 

sont collectés au niveau du sinus rétro-orbital dans un tube contenant 5 μL d’EDTA à 

100mM. Le compte de cellules est ensuite réalisé dans les 4 heures suivant le 

prélèvement à l’aide d’un analyseur d’hématologie automatisé (scil Vet abc Plus+).   

 

 

Biologie moléculaire : 
 

Isolement des cellules endothéliales 
 

 L’isolement des cellules endothéliales se fait par séparation magnétique. Après 

sacrifice par injection létale par voie intra-péritonéale d’un mélange 

d’Exagon/Lurocaïne, une thoracotomie antérieure est réalisée et le cœur perfusé 

depuis l’apex avec 5 mL de PBS 1X froid (après rupture de l’oreillette droite). Le cœur 

est ensuite haché manuellement puis digéré dans de la collagénase de type IV à 

5mg/mL (GibcoTM) diluée dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) à 37°C, 

pendant 1h sous agitation. Les enzymes sont ensuite inactivées par l’ajout de sérum 

de veau fœtal, le broyat cellulaire est filtré à 40 μm (Miltenyi Biotec) puis lavé trois fois 
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au PBS, BSA 0,5% et EDTA 2mM. L’homogénat est incubé 30 minutes avec des billes 

magnétiques recouvertes d’anticorps anti CD31 (Miltenyi Biotec) à 4°C sur une roue. 

La suspension cellulaire est ensuite chargée sur une colonne MACS (Miltenyi Biotec) 

elle-même placée sur un portoir magnétique. Les cellules non-marquées traversent la 

colonne et forment une fraction cellulaire appauvrie en cellules CD31+ (fraction 

négative). Cette fraction sera utilisée pour l’analyse du contenu inflammatoire par 

cytométrie de flux. Les cellules étiquetées CD31+ sont conservées dans la colonne 

(fraction positive) et éluées après avoir retiré la colonne du champ magnétique. Cette 

fraction sera utilisée pour l’analyse du transcriptome en RT-qPCR.  

 

Cytométrie en flux 
 

La fraction négative (appauvrie en cellules CD31+) provenant de l’isolement de 

cellules endothéliales cardiaques est récupérée afin d’analyser le contenu 

inflammatoire des cœurs. Les globules rouges (produisant de l’auto-fluorescence) sont 

lysés dans un tampon de lyse 1X (Biolegend). Les cellules sont remises en suspension 

dans du PBS, BSA 0,5% et EDTA 2mM et incubées avec des anticorps bloquant les 

récepteurs Fc (afin de réduire l’immunofluorescence non-spécifique) pendant 15 

minutes à température ambiante sur une roue. Les sous-populations de cellules 

immunitaires ont été identifiées après incubation avec des anticorps spécifiques 

couplés à un marqueur fluorescent, à des concentrations prédéterminées, pendant 20 

minutes à 4°C dans l’obscurité. Après deux lavages au PBS, le marqueur de viabilité 

ZombieAquaTM (Biolegend) est incubé à température ambiante pendant 20 minutes 

avant la fixation des cellules dans 2% de PFA pendant 15 minutes. Après deux lavages 

au PBS, les échantillons sont conservés à 4°C jusqu’au passage au cytomètre (BD 

LSRFortessa) au plus tard 48h après. 

Pour la cytométrie en flux quantitative, 20 uL de billes CountBrightTM (Invitrogen) sont 

mélangées dans chaque échantillon au moment du passage au cytomètre. Elles 

permettent le calcul du compte absolu de cellules dans les échantillons.  

 

Les sous-populations immunitaires analysées sont les leucocytes (CD45+), les cellules 

myéloïdes CD11b (CD45+CD11b+,), les neutrophiles Ly6G (CD45+CD11b+Ly6G+), les 

macrophages pro-inflammatoires de type M1 CCR2 
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(CD45+CD11b+Ly6C+CCR2+CD206-), les macrophages anti-inflammatoires de type 

M2 CD206 (CD45+CD11b+Ly6C-CCR2-CD206+), les lymphocytes T CD3e 

(CD45+CD11b-CD19-CD3e+), ainsi que les lymphocytes B CD19 (CD45+CD11b-

CD19+CD3e-). 

 

Anticorps Source Référence 

FC blocker Biolegend 92 

CD45 PE/Cy7 Biolegend 103114 

CD45 PE Biolegend 103106 

CD11c APC/Cy7 Biolegend 117324 

CD11b PE Biolegend 101208 

Ly-6C AL700 Biolegend 128024 

Ly6G APC Biolegend 127614 

CCR2 BV 605 Biolegend 150615 

CD206 BV 711 Biolegend 141727 

CD3e FITC Biolegend 152304 

CD19 APC Biolegend 152410 

Zombie AquaTM Biolegend 423102 

 

 

Analyse de l’expression génique par RT-PCR quantitative 
 

L’analyse du transcriptome des cellules endothéliales ou du tissu cardiaque a 

été réalisé par RT-qPCR. Les ARN sont extraits selon la méthode Phénol-

Chloroforme. Un point correspond soit à l’isolement de cellules endothéliales 

provenant d’un cœur, d’un cœur entier ou d’oreillettes. Les cellules sont lysées dans 

800 μL de TRI-REAGENT (Euromedex) additionné de 200 μL de chloroforme. Après 

15 minutes de centrifugation à 13 000 g à 4°C, 400 μL de la phase supérieure 

(contenant les ARN) est prélevée. 400 μL d’une solution d’isopropanol/glycogène 

(volume à volume) est alors ajoutée et les échantillons centrifugés pendant 10 minutes 

à 13 000 g à 4°C. Le culot est lavé trois fois à l’éthanol 70% et après un traitement à 

la DNAse, les ARN sont dosés à l’aide d’un NanoQuant Plate Infinite M200 Pro 

(Tecan). 
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La transcription inverse est réalisée sur 0,5 μg d’ARN total. L’expression relative des 

ARN est normalisée par rapport à l’expression du gène rapporteur cyclophylline en 

utilisant la formule 2-ΔΔCt où ΔCt : Ct gène- Ct cyclophylline et ΔΔCt= ΔCtgène- ΔCt 

du groupe de référence.  

 

 

Gène rapporteur  
Gène Type Séquence 

Cyclophilin A 
R ATTTCTTTTGACTTGCGGGC 

F AGCTAGACTTGAAGGGGAATG 

 

 

Gène d’intérêt 
Gène Type Séquence 

Pdzrn3 total  
R ATGGGCTCCTTGGCTGTCTTGAAAGC 

F CTGACTCTTGTCCTGCATCGGGACTC 

Pdzrn3 endogène 
R GAGCCAGGACACCCAAAGTT 

F GACATCCCTGCCTCGTTCAA 

Pdzrn3 ectopique 
R CAGCTTGAGGATAAGGCGCT 

F CTTCGAGCTGGACCGCTTC 

 

 
Marqueurs génériques des cellules endothéliales 

Gène Type Séquence 

Pecam1 
R AGGGGACCAGCTGCACATTAG G 

F AGGCCGCTTCTCTTGACCACT T 

Meox2 
R GGCAGAATTTGCCCATCATA 

F TGCTCAGAGCTGTGGTCACT 

Cdh5 
F GCAAGGTGTATGAATCTGTGCT 

R GTCAAGGTAACAAAGAGTGCCA 

Tjp1 
F TTTGAGACAAGCCTTCTGC 

R AGCATCAGTTTCGGGTTTTC 
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Marqueurs de dysfonction endothéliale 
Gène Type Séquence 

Plvap 
F GCTGGTACTACCTGCGCTATT 

R CCTGTGAGGCAGATAGTCCA 

IL6 
F GAGCGGAGAGTACTGGATCG  

R GTTCGGGCTGATGTACCAGT  

Icam1 
F TGGCCTGGGGGATGCACACT 

R CCACCGGGCTGTAGGTGGGT 

Vcam1 
F CGTACACCATCCGCCAGGCA 

R TAGAGTGCAAGGAGTTCGGGCG 

 

 
Voie de signalisation Wnt 

Gène Type Séquence 

Axin2 
F AACCTATGCCCGTTTCCTCT 

R CTGGTCACCCAACAAGGAGT 

Lef1 
F ACCCGTGATGGGATAAACAG 

R TCCTGAAATCCCCACCTTC 

Ndp 
F AGCTCAAAGATGGTGCTCCT 

R TAGAGCCAACAGGGGAAATG 

Wnt 4 
F GAGAAGTGTGGCTGTGACCGG 

R ATGTTGTCCGAGCATCCTGACC 

Wnt 9b 
F AAGTAACAGCACCAAGTTCCTCAGC 

R GAACAGCACAGGAGCCTGACAC 

Fzl4 
F TGGTCTGCCAAAACTCTTCACACG 

R TCTCCCAACCCAGCATTTCCAG 

Sox17 
F GGGGACAAGAGTTCGGAAAG 

R GCTCTGCCTCATCCACATAG 
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Inflammation 
Gène Type Séquence 

IL6 
F GAGCGGAGAGTACTGGATCG 

R GTTCGGGCTGATGTACCAGT 

Col1a1 
F CCCCGGGACTCCTGGACTT  

R GCTCCGACACGCCCTCTCTC 

Col3a1 
F CCATTTGGAGAATGTTGTGCAAT 

R GGACATGATTCACAGATTCCAGG 

LOX 
F AACCAAGGGACATCGGACTT 

R TGGCATCAAGCAGGTCATAG 

Tgbfb1 
F TGCTCTTGTGACAGCAAAG 

R GGAGCTGAAGCAATAGTTGG 

MMP2 
F CAAGTTCCCCGGCGATGTC 

R TTCTGGTCAAGGTCACCTGTC 

MMP9 
F CTGGACAGCCAGACACTAAAG 

R CTCGCGGCAAGTCTTCAGAG 

 
 
Cardiomyocytes 

Gène Type Séquence 

Cx43 
F ATCAGGGAGGCAAGCCATGCTCA 

R ACGTTGGCCCACACCACAAAGA 

TitinN2A 
F GAGACATTGCTCCGTTTTC 

R GATCTCCAAAGAGGCTGTGC 

TitinN2B 
F ACAGTGGGAAAGCAAAGACATC 

R AGGTGGCCCAFAFCTACTTC 

Serca2 
F GATCCTCTACGTGGAACCTTTG 

R GGTAGATGTGTTGCTAACAACG 

Mef2C 
F TAAGCAGGCAAGGGTCACTG 

R AAAGTCCAGCTTATGCCGCT 

Pln 
F TGCTCACTACCACATCAACTTCA 

R TTCACCAAAATCAAAACTCCATTTG 
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Dysfonction cardiaque 
Gène Type Séquence 

ANP 
F CGTCTTGGCCTTTTGGCTTC 

R GGTGGTCTAGCAGGTTCTTGAAA 

BNP 
F AAGCTGCTGGAGCTGATAAGA 

R GTTACAGCCCAAACGACTGAC 

 

 

Séquençage ARN 
 

 Un séquençage ARN issu d’isolements de CE (expliqué précédemment) de 

souris littermates et iEC-Pdzrn3 a été effectué. La préparation de la bibliothèque 

d’ARN messagers a été réalisée en suivant les recommandations du fabricant (ARNm 

KAPA Kit HyperPrep de Roche). Les échantillons ont été séquencés sur Nextseq 500 

ILLUMINA avec 2X30 millions de lectures par échantillons. Seules les lectures 

appariées de bonnes qualités ont été conservées. Les lectures ont ensuite été alignées 

sur le génome de référence à l’aide du logiciel Star v2.5.3a. Le nombre de lectures 

alignées sur chaque séquence a ensuite été comptabilisé afin d’obtenir le niveau 

d’expression génique en FPKM (pour Fragment per kilobase per million). L’analyse de 

l’expression différentielle génique entre les littermates et les souris iEC-Pdzrn3 a été 

réalisé en utilisant les critères de filtre suivant : p<0,05 et valeur absolue de log1.           

 

Analyse protéique par Western Blot 
 

Les protéines sont lysées dans un tampon RIPA (0,5% NaDéoxycholate, 1% 

Nonidet P-40, 0,1% SDS dans du PBS 10X) supplémenté d’anti-protéases (AEBSF 

1/500, Leupeptin 1/1000, Apropeptin 1/1000, Orthovanadate de sodium 1/1000) 

pendant 1 heure sur glace puis centrifugées pendant 10 minutes à 4°C, à 10 000 g. 

Le surnageant est ensuite récupéré et les protéines dosées à l’aide d’un kit de 

quantification BCA (Thermo scientific).  

Les protéines sont ensuite séparées par électrophorèse SDS-PAGE dans un gel 

polyacrylamide. La migration se fait dans un tampon composé de Tris/glycine/SDS à 
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150 volts. Le transfert se fait sur une membrane de Polyfluor de Vinylidène (PVDF) 

dans un tampon de Tris/glycine/éthanol.  

Après blocage pendant 1 heure dans du lait à 2% dilué dans une solution saline 

tamponnée au Tween20 (PBS-T), les membranes sont incubées pendant une nuit à 

4°C avec des anticorps primaires. Le lendemain, les membranes sont incubées 

pendant 1 heure avec des anticorps secondaires et les protéines révélées à l'aide du 

système d'imagerie infrarouge Odyssey (LI-COR Biosciences). 

 

 

Histologie : 
 

Prélèvement et préparation des tissus 
 

 Les souris (iEC-Pdzrn3 versus leurs littermates) ont été sacrifiées à différents 

âges par injection létale par voie intra-péritonéale d’un mélange d’Exagon/Lurocaïne, 

une thoracotomie antérieure est réalisée. Le cœur est ensuite perfusé depuis l’apex 

avec 5 mL de PBS 1X froid après rupture de l’oreillette droite puis prélevés rapidement 

et placé dans du PBS IX froid (pour les coupes en cryoconservation), ou perfusé 

pendant 5 minutes avec une solution de formaline 4% tamponnée en phosphate (pour 

les coupes en paraffines) avant d’être prélevé.  

 

Coupes en cryoconservation 
 

 Cette inclusion ne nécessite pas de fixation ce qui nous permet de récupérer la 

moitié inférieure du cœur pour des extractions géniques. Les tissus cryoconservés 

maintiennent une bonne reconnaissance antigénique par les anticorps mais ne 

conservent pas l’architecture absolue du tissu. 

Après prélèvement, les cœurs sont directement inclus en OCT (OCT compound VWR 

Chemicals) par des vapeurs d’isohexane (HiPerSolv CHROMANORM®HPLC VWR 

Chemicals) refroidi à l’azote liquide (Air Liquide). Les cœurs sont ensuite cryo-

sectionnés entre 7 μm et 14 μm (Cryotome Leica CM3050S), les lames sont séchées 

1h à 37C et conservées à -80°C avant marquage. 
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Pour l’immunofluorescence, les cryosections sont sorties du congélateur et laissées 

20 minutes à température ambiante. Elles sont ensuite post-fixées 10 minutes dans 

de l’acétone froid puis rincées trois fois au PBS. Les lames sont alors saturées avec 

un tampon de saturation (PBS 1X, sérum d’âne 10%, Triton X100 0,5%) durant 1h. 

Les anticorps primaires (cf tableau) dilués dans un tampon d’immunofluorescence 

(PBS 1X, sérum d’âne 1%, Triton X100 0,5%) sont ensuite ajoutés et incubés sur la 

nuit à 4°C. Les coupes sont lavées trois fois 10 minutes au PBS 1X, puis incubées 

avec les anticorps secondaires fluorescents dilués dans le tampon 

d’immunofluorescence pendant 2h à température ambiante. Après trois lavages au 

PBS 1X, les échantillons sont plongés pendant 30 minutes dans du Soudan Noir 

(2mg/mL dilué dans de l’éthanol 96°) afin d’atténuer l’auto-fluorescence puis, montés 

sous lamelle avec du milieu de montage avec DAPI (invitrogen, Fluoromount-G®). 

 

Coupes en Paraffine 
 

 Nous avons utilisé un type de fixateur pour ce type d’inclusion : la formaline. La 

fixation en formaline va interconnecter de façon covalente les protéines de l’échantillon 

ce qui permettra la préservation de l’architecture du tissu. Cependant, un changement 

de conformation des épitopes et par conséquent, une mauvaise reconnaissance des 

antigènes par les anticorps peut se produire.  

 Après prélèvement, les cœurs sont fixés avec une solution de paraformaldéhyde 

à 4% pendant 3h puis transférés dans de l’alcool à 50°. L’inclusion des tissus se fait 

par un protocole automatisé grâce à un préparateur de tissus de paillasse semi-intégré 

(Leica TP1020). Rapidement, les échantillons sont déshydratés dans des bains 

successifs d’éthanol, puis de xylène. Les échantillons sont ensuite inclus en paraffine 

et conservés à température ambiante jusqu’à la coupe. Les cœurs sont ensuite coupés 

au microtome (Leica) à 7 μm. 

 

Pour l’immunofluorescence, les lames sont d’abord déparaffinées après deux bains de 

xylène, puis réhydratées avec des bains successifs d’alcool à concentration 

décroissante allant jusqu’à l’eau. Elles sont ensuite saturées pendant 1h et traitées de 

la même manière que l’immunofluorescence sur coupes cryocongelées. 
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Le nombre de cellules positives au marquage b-galactosidase par cœur a été quantifié 

manuellement sur 10 coupes par souris (1 mois, n= 3). Il en est de même pour le 

compte des macrophages par cœur. La surface moyenne des cardiomyocytes a été 

mesurée sur 5 coupes par souris (n= 4 par groupe) sur des cardiomyocytes en coupe 

transversale immunomarqués au WGA-FITC. La densité capillaire a été quantifié sur 

6 coupes par souris (n= 4 par groupe) avec les capillaires en coupe transversale : le 

seuillage des cellules CD31+ par ImageJ nous permet d’obtenir le compte du nombre 

de vaisseaux sur l’ensemble des sections. Les tailles des jonctions Cx43 des 

cardiomyocytes ont été mesurées manuellement sur 5 coupes par souris (n= 4 par 

groupe). La perméabilité cardiaque a été quantifiée sur 6 coupes par souris (n= 4 par 

groupe) avec les capillaires en coupe transversale : le pourcentage d’extravasation 

des différentes protéines a été obtenu en soustrayant le seuillage des vaisseaux au 

seuillage de l’albumine/IgG/fibrinogène afin de ne conserver que ce qui se trouve à 

l’extérieur des vaisseaux. Le recouvrement péricytaire a été quantifié sur 5 coupes par 

souris avec les capillaires en coupe transversale en rapportant le nombre de cellules 

NG2+ au nombre de cellules CD31+ (utilisation du logiciel ImageJ). Le pourcentage 

de surface des vaisseaux Ve-Cadhérine+ rapporté à une surface de tissu cardiaque a 

été quantifié après seuillage sur ImageJ sur 5 coupes par souris (n=4 par groupe) avec 

les capillaires en coupe longitudinale.  

 

Anticorps utilisés 
 

 Cibles Dilution Source Référence Laboratoire 

Anticorps 
primaires 

CD31 1/100 Rat T-2001 BMA 

Bgalactosidase 1/200 Poulet ab9361 Abcam 

CD68 1/100 Rat 137001 Biolegend 

alpha-actinine 1/200 Lapin ab68167 Abcam 

ColIIV 1/400 Lapin ab19808 Abcam 

Albumine 1/500 Chèvre ab8940 Abcam 

Fibrinogène 1/1000 Lapin A0080 DAKO 

Podocalyxine 1/200 Chèvre AF1556 R&D 

Connexin 43 1/500 Lapin C6219 Sigma 
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VE-cadhérine 1/200 Chèvre AF1002 R&D 

WGA-al488 1/200 / W11261 Lifetechnologies 

Ter119 1/200 Souris 550565 Pharmingen 

ICAM1 1/100 Hamster 550287 BD Pharmingen 

VCAM1 1/100 Rat 14-1061-82 Invitrogen 

NG2 1/100 Lapin AB5320 Chemicon 

 

 Cible Dilution Source Référence Laboratoire 
Anticorps 

secondaires 
biothynilés 

Anti-Hamster 1/100 Âne 
706-065-

148 
Jackson 

ImmunoResearch 

 

 

 

Colorations histologiques 

 

Révélation X-gal 

 

Ce protocole est utilisé pour détecter l’expression du gène rapporteur LacZ par 

l’apparition de substrat bleu après l’ajout de X-gal.  

Les révélations X-gal ont été effectuées in toto sur des morceaux d’apex non fixés. 

Les tissus sont incubés dans de la solution X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-

galactoside, à une concentration finale de 1 mg/mL diluée dans un tampon phosphate 

à 0.1M supplémenté avec 2 mM de chlorure de magnésium (MgCl2), 5mM de 

ferrocyanure de potassium K4[Fe(CN)6] et 5mM de ferricyanure de potassium 

 Fluorescence Cible Dilution Source Référence Laboratoire 

Anticorps 
secondaires 

Alexa488 

Lapin 1/400 Âne A-21206 Invitrogen 

Souris 1/400 Âne A-21202 Invitrogen 

Chèvre 1/400 Âne A-11055 Invitrogen 

Rat 1/400 Âne A-21208 Invitrogen 

Alexa568 

Lapin 1/400 Âne A-10042 Invitrogen 

Chèvre 1/400 Âne A-11057 Invitrogen 

Rat 1/400 Chèvre A-11077 Invitrogen 
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K3[Fe(CN)6] à 37°C toute la nuit sous agitation. Les échantillons doivent être 

totalement immergés afin d’éviter tout dessèchement.  

 

 

Picrosirius Red 

 

Cette coloration permet la teinte en rouge des fibres de collagène de type I et 

III et donc l’observation de la fibrose. 

Une fois déparaffinées les lames sont incubées dans le Picosirius Red pendant 30 

minutes, rincées à eau du robinet pendant 5 minutes, déshydratées dans des bains de 

concentrations croissantes d’éthanol puis de xylène afin d’être montées sous lamelles 

avec un produit de montage (Eukitt®). 

La fibrose périvasculaire a été quantifiée sur des coupes colorées au rouge sirius en 

quantifiant le pourcentage de zones positives relatives à la taille des vaisseaux à l’aide 

du logiciel ImageJ. 

 

Transparisation 
 

Bien que différentes méthodes existent pour transpariser des organes, nous avons 

utilisé la technique iDISCO+ basé sur la délipidation et la déshydratation des tissus 

suivis de l’immersion dans une solution avec un indice de réfraction égal à celui de 

l’échantillon (Costa et al., 2019).  

 

Capillaires 

 

Les animaux sont endormis à l’isoflurane 3% et 100μL de lectine DyLight594 à 1mg/mL 

(Vector Laboratories) est injecté par voie retro-orbitaire. Après 10 minutes de 

circulation du produit, les animaux sont sacrifiés par injection létale par voie intra-

péritonéale d’un mélange d’Exagon/Lurocaïne, une thoracotomie antérieure est 

réalisée, les cœurs sont prélevés perfusés par du PBS puis par du PFA 4%.  Après 

fixation sur la nuit à 4°C dans du PFA 4%, s’ensuivent, à température ambiante, des 

bains successifs de méthanol (≥ 99,5%, GPR RECTAPUR® , VWR Chemicals) à 20%, 

40%, 60%, 80% pendant une heure chacun, puis à 100% pendant la nuit afin de les 
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déshydrater. Les cœurs sont ensuite placés pendant 3h dans un mélange de 

dichlorométhane (anhydre ≥ 99,8%, contenant 40-150 ppm d’amylène comme 

stabilisateur, Sigma-Aldrich) et de méthanol. Puis, pendant 30 minutes dans du 

dichlorométhane à 100% afin d’éliminer le reste de méthanol et délipider au maximum 

les organes. Enfin, les échantillons sont placés dans un bain de benzyle ether (98%, 

Sigma-Aldrich) à 100% pendant quelques heures le temps qu’ils deviennent 

transparents à l’œil, puis conservés dans le benzyle éther à 4°C à l’abri de la lumière.  

 

Réseau lymphatique 

 

Après sacrifice par injection létale par voie intra-péritonéale d’un mélange 

d’Exagon/Lurocaïne, une thoracotomie antérieure est réalisée, les cœurs sont 

prélevés perfusés par du PBS puis par du PFA 4%. Après fixation sur la nuit à 4°C 

dans du PFA 4%, s’ensuivent, à température ambiante, des bains successifs de 

méthanol (MeOH) (≥ 99,5%, GPR RECTAPUR®, VWR Chemicals) à 20%, 40%, 60%, 

80% pendant une heure chacun, puis à 100% pendant la nuit afin de les déshydrater. 

Les cœurs sont ensuite placés pendant 3h dans un mélange de dichlorométhane 

(anhydre ≥ 99,8%, contenant 40-150 ppm d’amylène comme stabilisateur, Sigma-

Aldrich) et de MeOH. Après deux lavages au MeOH 100% (à 4°C), les cœurs sont 

baignés toute la nuit à 4°C dans du MeOH+5%H2O2. Ils sont ensuite réhydratés au 

MeOH/H2O, 1h à chaque fois à 80%, 60%, 40% puis 20%. Les cœurs sont saturés 

dans 2mL de PBSG-T (0,2% gélatine et 0,5% Triton) pendant 5 jours à température 

ambiance en rotation. L’incubation des anticorps primaires Lyve1 (ab14917 Abcam, 

dilution 1/500) se fait ensuite pendant 4 jours dans 2mL d’une solution de PBSG-

T+0,1% saponine à température ambiante en rotation. Après 1 jour de rinçage au 

PBGS-T, les cœurs sont incubés avec les anticorps secondaires alexa568 (A-10042 

Invitrogen, dilution 1/1000) dans 2mL d’une solution de PBSG-T+0,1% saponine 

pendant 5 jours en rotation à température ambiante. Après 1 jour de rinçage au PBSG-

T, les cœurs sont déshydratés dans des solutions de MeOH/PBS (à 20%, 40%, 60% 

MeOH) 1h à chaque fois, puis dans du MeOH 100% toute la nuit. Les cœurs sont 

ensuite incubés 3h dans 2/3 de DCM et 1/3 de MeOH, puis placés 30 minutes dans 

du DCM à 100% afin d’éliminer le reste de méthanol et délipider au maximum l’organe. 

Enfin, les échantillons sont placés dans un bain de benzyle ether (98%, Sigma-Aldrich) 
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à 100% pendant quelques heures le temps qu’ils deviennent transparents à l’œil, puis 

conservés dans le benzyle éther à 4°C à l’abri de la lumière. 

Les images de transparisation ont été acquises au microscope ltraMicroscope®, 

LaVision BioTec à la plateforme du BIC (Bordeaux Imaging Center). La densité du 

réseau vasculaire et le volume du réseau lymphatique ont été obtenus après le 

traitement des images par ImageJ et Imaris.  

 

Microscopie électronique : 

 

Pour les sacrifices de souris à visée de préparation de tissu pour la microscopie 

électronique : les souris sont euthanasiées par dislocation cervicale, afin de permettre 

une thoracotomie rapide. Immédiatement après son retrait, le cœur battant est plongé 

dans du PBS froid pendant plusieurs secondes arrêtant ainsi le battement cardiaque. 

Après l’arrêt, le ventricule gauche est rapidement et minutieusement débité sur glace 

en coupes d’environ 1 mm3 et fixé dans une solution de fixation de glutaraldéhyde à 

2% dans un tampon phosphate pH = 7,4 froid pour une analyse plus poussée en 

microscopie électronique. 

 

La préparation tissulaire se poursuit par une succession de lavages (tampon 

phosphate pH=7,4, 4°c, 12h, 2 bains minimums), post fixation à l’osmium (1 volume 

de saccharose 1M, 1 volume de tampon phosphate pH=7,4, 2 volumes d’Osmium 2%; 

1h à température ambiante), rinçage à l’eau distillée, lavage (acétate d’uranie à 2%, 

12h à 4°C), déshydratation (bains d’alcool de ° croissante jusqu’à 100%, environ 2h), 

substitution par de la résine (1 volume epon-araldite (40% epon A, 60% epon B), et 

alcool 100°; 1-2h à température ambiante), imprégnation (epon-araldite, 12h 

température ambiante), et finalement inclusion en epon-araldite (à l’étuve 60°c, 24-

48h). Les blocs de résine sont ensuite coupés à l’ultramicrotome à une épaisseur de 

70nm pour être déposés sur une grille et colorés par acétate d’uranie puis par le citrate 

de plomb (en vue de diminuer les effets de charge). Ainsi prêtes, les grilles ont été 

observées grâce à l’aide d’un microscope électronique à transmission (TEM) : HT-

7700 Hitachi 120kV (à Toulouse, CMEAB) ou H7650 Hitachi 120kv (à Bordeaux, BIC).  
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L’œdème a été estimé via la mesure des aires extra-cellulaires en microscopie 

électronique. Les images ont été prises de façon identique par rapport au tissu et dans 

des zones ou la conservation structurale était de bonne qualité afin d’obtenir des 

résultats reproductibles. Les espaces étudiés correspondent aux espaces 

cardiomyocytes-cellules endothéliales en transversal. Ceux-ci ont été mesurés 

manuellement avec un grossissement constant de x5000 avec le logiciel Image J. Une 

longueur de référence de 1μm de paroi cardiomyocytaire (sarcolemme) a été choisie.  

Les deux cotés libres de l’aire mesurée se prolongent de manière perpendiculaire à 

cet axe, jusqu’à la paroi de la cellule endothéliale (FIGURE 26).  

Figure 26. Calcul de l'aire interstitielle 

 

Le nombre des vésicules a été quantifié manuellement sur n=8 vaisseaux par souris 

(n=4/groupe) sur des images prises à un grossissement de X5000. Les analyses 

statistiques ont été réalisées avec le logiciel Prism6. 

 

 

La partie microscopie électronique et une partie des acquisitions MET ont été réalisées 

à Toulouse par le Dr Céline GUILBEAU-FRUGIER, au Centre de Microscopie 

Electronique Appliquée à la Biologie (CMEAB), en collaboration avec le Dr Céline 

GALÉS, Inserm UMR 1048, Institut des Maladies Métaboliques et Cardiovasculaires 

de Toulouse. L’autre partie a été faite en collaboration avec le centre électronique du 

BIC.  
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Acquisition d’images et traitement : 
  

 Les colorations histologiques sont visualisées en microscopie optique avec un 

microscope à lumière transmise Zeiss Axio ScopeA.1 équipé d’une caméra Axiocam 

105 color. Les images d’immunofluorescence ont été acquises au microscope confocal 

Zeiss Imager.Z294LSM700. Les images de microscopie électronique ont été acquises 

aux microscopes HT-7700 Hitachi 120kV et H7650 Hitachi 120kv (à Bordeaux, BIC). 

Les images de transparisation ont été acquises au microscope ltraMicroscope®, 

LaVision BioTec (BIC). 

Toutes les images sont analysées à l’aide de logiciels d’imagerie analytique (ImageJ 

et Imaris) et quantifiées à l’aide d’un logiciel de statistique (Graphpad Prism6).  

 

 

Analyses statistiques : 
 

Les analyses statistiques ont été appliquées sur les données brutes obtenues 

et calculées à l’aide du logiciel GraphPad Prism6. Elles sont le résultat de la moyenne 

(±écart-types) d’au moins quatre individus. La perméabilité vasculaire (test de Miles) 

a été analysée statiquement par l’analyse de variance Two-Way ANOVA. Les 

différents paramètres extraits de la transparisation des capillaires ont été analysés par 

des régressions non-linéaires.  La significativité de l’intégralité des autres expériences 

a été calculée par un test t de Student non paramétrique et non apparié (Mann-

Whitney). 

 

Pour toutes les analyses, p ≤ 0,05 est considérée comme significative. *p≤0.05, 

**p≤0.01, ***p≤0.001, NS = absence de significativité.  
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RÉSULTATS 

Modèle murin de surexpression constitutive de Pdzrn3 dans 
les cellules endothéliales 
 

A. Analyse phénotypique 
  

1. Expression du transgène 
 
Afin d’examiner le rôle de la dysfonction endothéliale dans l’ICFEp, nous avons étudié 

des souris sur-exprimant l’ubiquitine ligase PDZRN3 de manière constitutive dans les 

cellules endothéliales. La surexpression de cette protéine peut être visualisée par la 

mise en évidence de l’étiquette V5 du transgène où du gène rapporteur, LacZ codant 

pour la β-galactosidase. 

Tout d’abord, nous avons voulu vérifier l’efficacité de l’expression de la cassette 

transgénique au niveau du cœur et sa spécificité dans les cellules endothéliales. Pour 

cela, nous avons immunomarqué des coupes de cœurs pour la β-galactosidase 

accompagnée d’un marquage podocalyxine afin d’identifier l’endothélium.  

Le transgène est bien exprimé dans les cellules endothéliales cardiaques puisqu’un 

co-marquage β-galactosidase/podocalyxine est constaté. De plus, la recombinaison 

est efficiente car on décompte environ 60% des noyaux des cellules endothéliales 

cardiaques positifs à la β-galactosidase (FIGURE 27).       

 
Figure 27. Le gène rapporteur LacZ est exprimé spécifiquement dans les cellules endothéliales cardiaques.  

(A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées pour la β-galactosidase (en vert) pour visualiser 
l’expression du gène rapporteur LacZ accompagné d’un marquage podocalyxine (en rouge) pour localiser 
l’endothélium des vaisseaux sanguins. iEC-Pdzrn3 n=4. 
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2. Paramètres morphologiques 

 

L’exploration phénotypique des souris s’est poursuivie par des analyses 

morphologiques.  Il apparait que les souris iEC-Pdzrn3 âgées de 8 mois ne présentent 

pas de défaut de croissance ni ne semblent développer d’hypertrophie myocardique 

puisque les poids de leurs corps ainsi que de leurs cœurs sont comparables à ceux 

de leurs littermates (FIGURE 28).  

 
Figure 28. La surexpression de PDZRN3 dans l’endothélium n’entraine pas de modification de poids du 
corps ou du cœur.   

(A) Analyse du poids des souris rapporté à leur taille de tibia. (B) Analyse du poids du cœur de souris rapporté à 
leur taille de tibia. Littermates n=10, iEC-Pdzrn3 n=10. Analyse statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif.    

 

 

3. Analyses transcriptomiques  

 

Nous avons réalisé des isolements de cellules endothéliales cardiaques afin de 

confirmer l’expression du transgène dans l’endothélium.  

Les souris iEC-Pdzrn3 présentent une augmentation significative de l’expression du 

gène Pdzrn3, spécifiquement dans les cellules endothéliales (FIGURE 29A). Cette 

augmentation nous confirme que le transgène menant à la surexpression du gène 

Pdzrn3 dans les cellules endothéliales est bien exprimé dans les souris iEC-Pdzrn3. 

L’analyse des marqueurs endothéliaux tels que CD31 (Pecam1), claudine-5 (Cldn5), 

ZO1 (Tjp1) ou encore du marqueur spécifique des capillaires cardiaques Meox2 

(Coppiello Giulia et al., 2015) révèle une homogénéité et reproductibilité de nos 

isolements de cellules endothéliales mais aussi l’absence de modification de ces 

marqueurs (FIGURE 29B). L’analyse transcriptomique de régulateurs de la voie Wnt 

canonique montre que cette voie ne semble pas être activée (FIGURE 29C). On observe 
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même un diminution de l’expression de Ndp qui est un activateur de la voie Wnt/β-

caténine (Chang et al., 2015). En revanche, une diminution significative de l’expression 

de certains acteurs de la voie Wnt est observée (FIGURE 29D). Les ligands Wnt4 et 

Wnt9b ont été rapportés comme étant impliqués dans l’angiogenèse et la formation 

des valves cardiaques respectivement (Zhang et al., 2015; Goddard et al., 2017). Le 

gène Fz4 est essentiel à la morphogénèse du réseau artériel (Markovič et al., 2017) 

et Sox17 est impliqué dans le maintien de la BHE (Corada et al., 2019). Nous n’avons 

pas observé de modification dans l’expression de marqueurs classiques de 

dysfonction endothéliale tels que le marqueur de perméabilité Plvap (Plasmalemma 

Vesicle-Associated Protein) ou bien les marqueurs d’inflammation IL6, Vcam1, Icam1 

(FIGURE 29E).   
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Figure 29. Analyse en RTqPCR après isolement de cellules endothéliales cardiaques.  

Analyse par RTqPCR de l’expression (A) de Pdzrn3, (B) de marqueurs de cellules endothéliales, (C) de régulateurs 
de la voie Wnt canonique, (D) d’acteurs de la voie Wnt et (E) de marqueurs de dysfonction endothéliale. Les 
graphiques correspondent à 1 animal/point. Littermates n= 5-7, iEC-Pdzrn3 n= 5-7. Analyse statistique : Student t-
test. *=p<0,05, ****=p<0,001, NS=non significatif.  

 

L’analyse du transcriptome endothélial des souris iEC-Pdzrn3 montre que 

l’endothélium présente un phénotype classique de cellules endothéliales. Nous avons 

cependant observé des modifications dans l’expression de certains acteurs de la voie 

Wnt qui pourraient conférer un phénotype pathologique de l’endothélium.  

 



 107 

4. Évaluation de l’hyperperméabilité in vivo 

 

 Nous avons ensuite voulu évaluer la perméabilité globale des souris iEC-Pdzrn3. En 

effet, de précédentes expériences décrivent une mortalité intra-utérine chez des 

embryons surexprimant Pdzrn3 dans l’endothélium liée à des défauts vasculaires et 

notamment de la perméabilité vasculaire (Sewduth et al., 2017).  

 

Afin d’explorer ces résultats chez l’adulte, nous avons effectué un test de Miles (Brash, 

Ruhrberg and Fantin, 2018) nous permettant d’évaluer la perméabilité cutanée sur les 

souris iEC-Pdzrn3 ainsi que leurs littermates. Nous n’avons pas observé de différence 

significative dans l’extravasation du Bleu Evans entre les littermates et les souris iEC-

Pdzrn3 après injection de PBS. Cependant, lorsque la perméabilité vasculaire est 

stimulée avec du VEGF-A, on observe une augmentation significative de 

l’extravasation de Bleu Evans en comparaison avec la condition PBS et qui est plus 

importante chez les souris iEC-Pdzrn3 par rapport à leurs littermates (FIGURE 30). Ces 

résultats attestent d’une perméabilité cutanée augmentée des souris iEC-Pdzrn3 en 

condition VEGF-A.                

 
Figure 30. La surexpression de PDZRN3 dans l’endothélium entraine une induction de la perméabilité 
vasculaire de la peau dorsale des souris en condition VEGF. 

(A) Images représentatives de peau dorsale de souris après injection en retro-orbital de Bleu Evans puis de PBS 
ou VEGF-A en sous-cutané sur les souris littermates (à gauche) et iEC-Pdzrn3 (à droite). (B) Quantification de 
l’extravasation de Bleu Evans par lecture de la densité optique du formamide après incubation des morceaux de 
peau sur la nuit. Chaque point correspond à un patch de peau dorsale de souris (n=5/groupe). Analyse statistique : 
2Way ANOVA. **=p<0,01, ****=p<0,001.  
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B. Analyses de la fonction cardiaque  
 

L’ICFEP est caractérisée par l’incapacité du cœur à faire face aux besoins 

hémodynamiques de l’organisme à l’effort et au repos. Cette défaillance diastolique 

est liée à l’augmentation des pressions télédiastoliques du ventricule gauche 

aboutissant à une rigidité accrue du myocarde. L’augmentation de la post-charge sera, 

en effet, à l’origine d’un remodelage concentrique (épaississement des parois) du 

ventricule gauche généralement accompagné d’une fibrose interstitielle (Gladden, 

Linke and Redfield, 2014). La cellule endothéliale semble impliquée dans la 

physiopathologie de différentes maladies cardiovasculaire, dont l’ICFEp (Endemann 

and Schiffrin, 2004; Paulus and Tschöpe, 2013).  

 

 

Nous avons émis l’hypothèse que la surexpression de Pdzrn3 spécifiquement dans 

les cellules endothéliales allait provoquer une dysfonction de ces dernières suffisante 

pour induire, chez les souris, un phénotype cardiaque de type ICFEp. Toutes les 

expériences qui suivront seront effectuées sur des animaux âgés de 8 mois. 

 

Dans le but de valider notre postulat, nous avons exploré la fonction cardiaque de ces 

souris par différents paramètres comme des mesures échocardiographiques, 

hémodynamiques, gravimétriques, des analyses en RTqPCR, ou encore par un test 

de capacité à l’effort.  

 

1. Analyses hémodynamiques et échocardiographiques 

 

Les souris iEC-Pdzrn3 présentent un dysfonctionnement diastolique attesté par une 

augmentation significative des pressions télédiastoliques associées à une fraction 

d’éjection normale (>50%) au repos (FIGURE 31).  
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Figure 31. Les souris qui surexpriment PDZRN3 dans l’endothélium manifestent des signes de dysfonction 
diastolique avec une augmentation des pressions télédiastoliques et une fraction d’éjection préservée. 

(A) Mesure des pressions télédiastolique par cathétérisme (B) Evaluation de la fraction d’éjection par 
échocardiographie. Littermates n=10, iEC-Pdzrn3 n=10. Analyse statistique : Mann-Whitney. ****=p<0,001, 
NS=non significatif.    

 

Nous n’avons, en revanche, pas relevé de différence entre les souris iEC-Pdzrn3 et 

leurs littermates dans l’analyse d’autres marqueurs hémodynamiques indicateurs de 

dysfonction diastolique rapportés chez des patients atteints d’ICFEp (Penicka et al., 

2010), tels que la fréquence cardiaque, la vitesse de relaxation cardiaque (min dP/dt) 

ou encore la constante de relaxation (Tau) au repos (FIGURE 32). 

 

 
Figure 32. Les souris qui surexpriment PDZRN3 dans l’endothélium ne présentent pas d’autres signes de 
dysfonction cardiaque après explorations par cathétérisme. 

Évaluation par cathétérisme (A) de la fréquence cardiaque (BPM = battements par minute), (B) de la constante de 
temps de la relaxation isovolumique (Tau), et (C) la vitesse de relaxation isovolumique (min dP/dt) au repos. 
Littermates n=10, iEC-Pdzrn3 n=10. Analyse statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif.    

 

Bien qu’une augmentation des pressions télédiastoliques soit associée à un 

remodelage du ventricule gauche (Burkhoff, Mirsky and Suga, 2005), aucune anomalie 

structurelle n’a pu être mise en évidence après l’examen échographique des cœurs 

des souris iEC-Pdzrn3 en comparaison à leurs littermates. En effet, l’absence de 

l’augmentation de la masse ventriculaire gauche, de la taille du septum 
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interventriculaire en diastole ou encore de la paroi postérieure ventriculaire gauche en 

diastole indique qu’aucun remodelage cardiaque n’a eu lieu (FIGURE 33). 
 

 
Figure 33. Les souris qui surexpriment PDZRN3 dans l’endothélium ne présentent pas de signes de 
remodelage myocardique. 

Mesures échographiques (A) de la masse ventriculaire gauche, (B) du septum interventriculaire en diastole, et (C) 
de la paroi postérieure ventriculaire gauche en diastole. Littermates n=10, iEC-Pdzrn3 n=10. Analyse statistique : 
Mann-Whitney. NS=non significatif.    

 

2.  Analyses de biomarqueurs cardiaques  

 

L’analyse des oreillettes des souris iEC-Pdzrn3 montre une augmentation significative 

de l’expression du biomarqueur détecté dans l’ICFEp, le facteur natriurétique 

auriculaire (ANP) (Cheng et al., 2013; Tromp et al., 2017)  (FIGURE 34), consolidant 

ainsi les signes de dysfonction cardiaque démontrés par l’augmentation de la pression 

télédiastolique. 

 

 
Figure 34. L’analyse par RT-qPCR des oreillettes des souris qui surexpriment PDZRN3 dans l’endothélium 
montrent une augmentation de l’expression de l’ANP. 

Analyse par RTqPCR de l’expression (A) de l’ANP (Atrial Natriuretic Peptide) et (B) du BNP (Brain Natriuretic 
Peptide) sur des oreillettes. Littermates n=10, iEC-Pdzrn3 n=10. Analyse statistique : Mann-Whitney. *=p<0,05, 
NS=non significatif.    
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3. Évaluations gravimétriques   

 

Chez certains patients atteints d’ICFEp, des symptômes congestifs peuvent 

apparaitre. En effet, une élévation de la pression de l’oreillette gauche et des 

capillaires pulmonaires peut aboutir à une extravasation liquidienne vers les alvéoles 

pulmonaires aboutissant dans les cas les plus graves à un œdème pulmonaire aigu 

(Guazzi, Gomberg-Maitland and Arena, 2015). Récemment, il a été mis en évidence 

qu’après un infarctus du myocarde, la fonction cardiaque pouvait être affectée par la 

présence d’un œdème myocardique (Henri et al., 2016). Bien que l’on ne sache pas 

si ce phénomène se produit chez les patient atteints d’ICFEp, nous avons, de principe, 

analysé ce paramètre chez les souris.  

Les mesures d’eau extravasculaire (œdème) par gravimétrie ne nous ont pas permis 

de mettre en évidence la présence d’œdème pulmonaire et cardiaque chez les souris 

iEC-Pdzrn3 (FIGURE 35).    

 
Figure 35. Les souris qui surexpriment PDZRN3 dans l’endothélium ne présentent pas de signes d’œdème 
pulmonaire ou cardiaque par analyse gravimétrique.  

Mesures d’œdème (A) pulmonaire et (B) cardiaque par gravimétrie. Littermates n=12, iEC-Pdzrn3 n=12. Analyse 
statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif.    

 

4. Épreuve d’effort  

 

Les souris iEC-Pdzrn3 présentant des signes de dysfonction diastolique au repos, 

nous avons décidé d’observer leur capacité à l’effort. Les souris ont ainsi été soumises 

à des exercices de course sur tapis de course afin d'évaluer leur résistance cardiaque 

à l'effort.  

 

L’expérience se déroule sur un tapis roulant disposant de 6 voies distinctes où la 

vitesse ainsi que la pente peuvent être ajustées. Après un échauffement de 4 minutes 
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à 5m/min avec une pente de 20%, la vitesse du tapis augmente par paliers jusqu’à 

atteindre un maximum de 32 m/min (FIGURE 36).   
 

            

 

 
Figure 36. Protocole de course sur tapis roulant  

(A) Le tapis roulant utilisé pour cette étude possède 6 voies de course séparées avec la capacité de changer la 
vitesse ainsi que la pente. (B) Après un échauffement de 4 minutes, la vitesse est fixée à 14 m/min puis augmentée 
de manière progressive de 2m/min toutes les 2 minutes avec une pente fixée à 20%.  

 

Des grilles de stimulation électrique sont présentent à l’assise du tapis. La majorité 

des protocoles retrouvés dans la littérature se fondent uniquement sur le décompte de 

stimulation électrique pour définir l’épuisement (Rao et al., 2019; Schiattarella et al., 

2019). Devant l’hétérogénéité des résultats préliminaires que nous avons obtenus 

avec ces protocoles, nous avons dû procéder à plusieurs ajustements afin d’améliorer 

la pertinence, l’efficacité et la reproductibilité des résultats. Nous avons pour cela suivi 

les mouvements des souris par vidéo pendant tout le temps de course afin de définir 

des comportements de fatigue et d’épuisement de la part des animaux. Chaque couloir 

a été divisé en trois zones : l’avant du tapis de course (premier tiers), la « zone de 

fatigue » (tiers médian) ainsi que la « zone d’épuisement » (dernier tiers) (FIGURE 37). 

Nous avons défini la fatigue lorsque l’animal présente des difficultés à maintenir son 

rythme de course et se positionne dans la « zone de fatigue » pendant plus de 30 

secondes par palier ; et l’épuisement lorsque l’animal est incapable de suivre le rythme 

de la course et se situe pendant 10 secondes dans la « zone d’épuisement ». Les 

signes de fatigue et d'épuisement représentent nos critères fonctionnels témoignant 



 113 

de troubles de la fonction cardiaque. A noter que lorsqu’un animal présente des signes 

d’épuisements, le test prend immédiatement fin.  

 
Figure 37. Définition de zones sur le tapis afin de déterminer les comportements de fatigue et d’épuisement 
des souris pendant l’exercice.  

 

À l'instar des patients atteints d’ICFEp (Upadhya, Haykowsky, et al., 2015), les souris 

iEC-Pdzrn3 font preuve d’une tolérance réduite à l'exercice par rapport à leurs 

littermates. En effet, l’observation des profils de course montre que les littermates 

présentent un enregistrement de course plus étendu (FIGURE 38A). De ce fait, les 

souris iEC-Pdzrn3 affichent un temps de course réduit par rapport à leurs littermates 

(FIGURE 38B). L’analyse du temps cumulé passé par chaque souris dans le premier 

tiers du tapis montre que les souris iEC-Pdzrn3 ne parviennent plus à se positionner 

dans cette zone à partir du palier 14-16 alors que les littermates ne commencent à 

éprouver des difficultés qu’à partir du palier 16-18 (FIGURE 38C). L’analyse de la 

répartition des souris à l’arrêt ou ayant passé plus ou moins de 30 secondes dans le 

tiers supérieur du tapis entre les paliers 12-14 et 14-16 nous montre une tendance 

franche des souris iEC-Pdzrn3 à présenter des signes de fatigue. En effet, pendant le 

palier 12-14, environ 40% des souris passent moins de 30 secondes dans le tiers 

supérieur du tapis. A l’atteinte du palier 16-18, cette proportion double et passe à 

environ 80% avec plus de 50 % de souris à l’arrêt. A l’inverse, on observe une faible 

évolution dans la répartition des littermates, avec seulement 25% des souris passant 

moins de 30 secondes dans le tiers supérieur du tapis de course au palier 12-14 à 

35% pour le palier 14-16 (FIGURE 38D). Les souris iEC-Pdzrn3 présentent donc des 

signes de fatigue précoce par rapport à leurs littermates qui parviennent à se maintenir 

plus longtemps dans le tiers supérieur du tapis. 
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Figure 38. Les souris iEC-Pdzrn3 affichent un temps de course sur tapis roulant réduit par rapport à leurs 
littermates  

(A) Profils de course de souris. Les graphiques montrent la position de la souris sur le tapis de course (axe y) en 
fonction du temps. (B) Temps de course total (C) Temps passé dans le tiers supérieur du tapis par individu et par 
palier (D) Répartition des souris selon leurs statut dans le tiers supérieur du tapis. Littermates n=12, iEC-Pdzrn3 
n=14. Analyse statistique : Mann-Whitney. **=p<0,01.    
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Dans l’ensemble, ces données montrent que les souris iEC-Pdzrn3 présentent 

une dysfonction diastolique au repos ainsi que des capacités à l’effort réduites. Même 

si les souris ne présentent pas tous les phénotypes de l’ICFEP, elles apparaissent 

comme un véritable modèle murin permettant l’exploration de l’insuffisance cardiaque. 

La suite de notre travail a consisté à étudier le phénotype cardiaque des souris iEC-

Pdzrn3 afin de comprendre l’origine de ces signes de dysfonction diastolique. Nous 

nous sommes en particulier intéressés à l’inflammation, aux cellules contractiles ainsi 

qu’aux phénotypes vasculaires.  

 

 

C. Contexte inflammatoire 
 

Il a été prouvé que les comorbidités associées à l’ICFEp favorisent l’émergence 

d’une inflammation systémique de bas grade. Celle-ci va déclencher l’expression de 

molécules d’adhésions endothéliales ainsi qu’une libération accrue de cytokines et 

chimiokines inflammatoires. Ces phénomènes vont alors favoriser l’infiltration de 

cellules inflammatoires, en particulier de monocytes dans le tissu cardiaque (Franssen 

et al., 2016).  

 

1. Mesure de la numération de la formule sanguine  

 

Afin d’investiguer le contexte inflammatoire présent chez les souris iEC-Pdzrn3, nous 

avons d’abord effectué une numération de la formule sanguine. Il apparait que les 

souris mutantes présentent un nombre de cellules inflammatoires circulantes 

comparable à celui de leurs littermates (FIGURE 39). 
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Figure 39. Les souris qui surexpriment PDZRN3 dans l’endothélium ne présentent pas de modification de 
la numération de la formule sanguine.  

Numération des éléments figurés du sang. GB : globules blancs, LYM : lymphocytes, MON : monocytes, GRA : 
granulocytes, EOS : éosinophiles, HT : hématocrite, GR : globules rouges, PLA : plaquettes. Littermates n=4, iEC-
Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Student t-test. 

 

2. Analyse de l’activation endothéliale 

 

Nous avons ensuite examiné l’état d’activation des cellules endothéliales, puisqu’une 

régulation à la hausse de facteurs d’adhésions est observée dans l’ICFEp (Franssen 

et al., 2016). Ces facteurs sont stimulés par des cytokines inflammatoires et permettent 

l’afflux de cellules immunitaires proches du site d’inflammation. L’analyse des facteurs 

d’adhésion par immunofluorescence ou RT-qPCR sur des biopsies de cœurs entiers 

n’a pas montré de signe d’activation des cellules endothéliales chez les souris iEC-

Pdzrn3. Dans nos différents groupes de souris, ces facteurs sont peu exprimés et 

uniquement présents sur les artères coronaires (FIGURE 40A-D). L’analyse de 

l’expression de l’interleukine 6 (cytokine pro-inflammatoire) par RT-qPCR sur des 

biopsies de cœurs parait corroborer ces résultats. En effet, nous retrouvons une 

expression comparable entre les souris iEC-Pdzrn3 et leurs littermates (FIGURE 40E). 

Les cœurs des souris iEC-Pdzrn3 ne semblent donc pas être dans un environnement 

pro-inflammatoire qui mènerait à la synthèse de facteurs d’adhésions par les cellules 

endothéliales.  
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Figure 40. La surexpression de Pdzrn3 dans l’endothélium ne provoque pas d’augmentation d’expression 
de molécules d’adhésion.  

Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées pour les marqueurs d’adhésion (A) Vcam1 (en vert) 
et (B) anti-Icam1 (en vert). Analyse de l’expression par RT-qPCR de (C) Vcam1, (D) Icam1 et (E) IL6 sur des 
biopsies de cœurs. Littermates n=5, iEC-Pdzrn3 n=5. Analyse statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif.    

 

3. Analyse du contenu inflammatoire cardiaque  

 

Afin d’examiner les caractéristiques d’une éventuelle inflammation cardiaque, nous 

avons en premier lieu immunomarqué des coupes de cœurs avec le CD68, marqueur 

conventionnel pour les macrophages. Nous n’avons pas distingué de différence 

significative dans le nombre de macrophages présents dans le parenchyme cardiaque 

entre les souris iEC-Pdzrn3 et leurs littermates (FIGURE 41). 
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Figure 41. Les souris qui surexpriment PDZRN3 dans l’endothélium ne présentent pas d’augmentation 
d’infiltration de macrophages dans le parenchyme cardiaque.   

 (A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées pour le marqueur de la lignée macrophagique 
CD68 (en vert) pour identifier les macrophages. (B) Quantification de l’infiltration des macrophages. Littermates 
n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif.    

 

Afin de confirmer ces résultats et élargir notre spectre d’analyse, nous avons procédé 

à des cytométries en flux. L’utilisation de billes de comptage nous a permis de 

déterminer la concentration cellulaire de différentes populations immunitaires qui 

pourrait jouer un rôle dans le développement et l’exacerbation de la dysfonction 

cardiaque des souris iEC-Pdzrn3. 

L’utilisation de marqueurs spécifiques nous a permis d’identifier les leucocytes 

(cellules CD45+) ainsi que les lymphocytes T (cellules CD3e+), les lymphocytes B 

(cellules CD19+) et les cellules myéloïdes (CD11b+) qui découlent tous de cette 

population. La stratégie d’analyse hiérarchique des échantillons pour la cytométrie en 

flux avec les différents marqueurs cellulaires est détaillée (FIGURE 42).   
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Figure 42. Stratégie de gating pour la cytométrie en flux du contenu inflammatoire cardiaque. 

Seules les cellules viables sont analysées. Les différentes populations de cellules immunitaires découlent toutes 
des cellules CD45+. Anticorps CD45 = leucocytes, CD3e (CD45+CD3e+=Lymphocytes T), CD11b (CD45+CD11b+ 

= cellules myéloïdes), CD19 (CD45+CD19+ = lymphocytes B).  Le compte de billes (en haut à gauche) permet le 
comptage absolu du nombre de cellules des différentes populations analysées.  

 

L’analyse de cette expérience ne montre pas de différence significative dans la 

concentration cellulaire des leucocytes, cellules myéloïdes, lymphocytes B ou T 

présents dans les cœurs des souris iEC-Pdzrn3 par rapport à leurs littermates (FIGURE 

43).   
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Figure 43. Les souris qui surexpriment PDZRN3 dans l’endothélium ne présentent pas d’augmentation de 
l’infiltration de cellules inflammatoires dans le parenchyme cardiaque.   

Concentration de (A) leucocytes (CD45+), (B) Cellules myéloïdes (CD45+CD11b+), (C) Lymphocytes B 
(CD45+CD19+) et (D) Lymphocytes T (CD45+CD3) présents dans les cœurs de souris. Littermates n=5, iEC-Pdzrn3 
n=5). Analyse statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif. 

 

Ces résultats démontrent l’absence d’une modification du contenu inflammatoire 

cardiaque chez les souris iEC-Pdzrn3. Ces données confortent l’idée que les souris 

iEC-Pdzrn3 ne sont pas dans un état d’inflammation systémique et/ou cardiaque, ce 

qui expliquerait l’absence de la synthèse de facteur d’adhésion par les cellules 

endothéliales.  

 

Au vu de ces résultats, nous avons par la suite voulu approfondir le type de cellules 

immunitaires présentes, en particulier des monocytes. En effet, comme expliqué 

antérieurement, il est observé dans l’ICFEp la mobilisation et l’infiltration de monocytes 

dans le parenchyme cardiaque. S’ensuit une différenciation des macrophages en type 

M1 (pro-inflammatoire) puis plus tardivement, et par la sécrétion de cytokine et de 

chimiokine, la différenciation des macrophages en type M2 (anti-inflammatoire) 

(Brenes-Castro et al., 2018). La réponse inflammatoire permet initialement, la 

réparation tissulaire mais favorise le remodelage et la dysfonction cardiaque lorsqu’elle 
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est persistante. Les macrophages M2, par exemple, peuvent conduire à la formation 

de fibrose réactive stimulée par la sécrétion de TGFβ.  

 

L’idée de cette deuxième expérience de cytométrie en flux était de rechercher la 

présence éventuelle d’un déséquilibre dans le type de macrophages présents au sein 

de leurs tissus cardiaques, et notamment les proportions de macrophages de types 

M1 (pro-inflammatoire) et M2 (anti-inflammatoire). Grâce à un panel d’anticorps nous 

avons pu séparer différentes populations : leucocytes (cellules CD45+), cellules 

myéloïdes (cellules CD11B+) et neutrophiles (cellules LY6G+). Les deux populations 

de macrophage découlent toutes deux des cellules myéloïdes (CD45+CD11b+) et ont 

été identifiées par des marqueurs spécifiques : macrophages M1 

(LY6C+CCR2+CD206-) et macrophages M2 (LY6C-CCR2-CD206+). La stratégie 

d’analyse hiérarchique des échantillons pour la cytométrie en flux avec les différents 

marqueurs cellulaires est détaillée (FIGURE 44).       
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Figure 44. Stratégie de gating pour la cytométrie en flux du type de macrophages cardiaque. 

Seules les cellules individuelles et viables sont analysées. Les différentes populations de cellules immunitaires 
découlent toutes des cellules CD45+. Anticorps CD45= leucocytes, CD11b (CD45+CD11b+= cellules myéloïdes), 
LY6G (CD45+CD11b+=Neutrophiles), CCR2 (CD45+CD11b+LY6G-LY6C+CCR2+= Macrophages de type M1), 
CD206 CD45+CD11b+LY6G-LY6C+CCR2+= Macrophages de type M2).  

 

Les résultats de cette expérience ne révèlent pas de différence dans le type de 

macrophages présents dans les tissus cardiaques des souris iEC-Pdzrn3 par rapport 

à leurs littermates. Les deux groupes de souris arborent une majorité de macrophages 

anti-inflammatoires de type M2 dans les cœurs (FIGURE 45).   
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Figure 45. Les souris qui surexpriment PDZRN3 dans l’endothélium ne présentent pas de déséquilibre des 
types de macrophages présents dans le parenchyme cardiaque.  

Répartition (A) des macrophages de type M1 (CD45+CD11b+LY6G-LY6C+CCR2+) et (B) des macrophages de type 
M2 (CD45+CD11b+LY6G-LY6C+CCR2+) au sein des cœurs de souris. Littermates n=5, iEC-Pdzrn3 n=5. Analyse 
statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif. 

 

4. Évaluation de la matrice extracellulaire 

 

La fibrose cardiaque ainsi que les modifications de la matrice extracellulaire sont 

souvent associées à l’ICFEp et seraient fortement en lien avec l’inflammation 

(Westermann et al., 2011). Nous avons donc évalué la fibrose périvasculaire chez nos 

souris.  

 

La coloration au Rouge Sirius s’est avérée être comparable entre les cœurs des souris 

iEC-Pdzrn3 par rapport à leurs littermates (FIGURE 46A-B). Ces résultats semblent être 

confortés par l’analyse en RTqPCR de biopsies de cœur de l’expression de la chaine 

de collagène alpha 1 de type I (Col1a1) et de type III (Col3a1) qui sont comparables 

entre les souris iEC-Pdzrn3 et leurs littermates (FIGURE 46C-D). Il en est de même pour 

l’expression de l’enzyme Lysyl-oxydase (LOX) qui favorise le pontage du collagène et 

de l’élastine et dont l’expression joue un rôle sur la rigidité myocardique (Kasner et al., 

2011) (FIGURE 46E). Nous avons également analysé par RTqPCR l’expression de 

marqueurs de remodelage de la matrice extracellulaire qui jouent eux aussi un rôle la 
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rigidité cardiaque mais aucune différence n’a été observée dans l’expression de Tgfb1, 

MMP2 ou encore de MMP9 (FIGURE 46F-H).     

Figure 46. Les souris qui surexpriment PDZRN3 dans l’endothélium ne présentent pas d’augmentation de 
la fibrose périvasculaire ou de remodelage de la matrice extracellulaire.  

(A) Images représentatives de coupes de cœurs colorées avec du rouge Sirius pour identifier le collagène. (B) 
Quantification de la fibrose périvasculaire. Littermates n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse de l’expression de (C) Col1a1, 
(D) Col3a1, (E) Lox, (F) Tgfb1, (G) MMP2, (H) MMP9 sur des biopsies de cœurs. Littermates n=5, iEC-Pdzrn3 n=5. 
Analyse statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif.    

 

Ces résultats nous indiquent que les cœurs des souris iEC-Pdzrn3 présentant des 

signes d’ICFEp ne semblent pas évoluer dans un contexte inflammatoire que ce soit 

en termes de nombre de cellules ou de type de macrophages. Ces éléments pourraient 

expliquer l’absence de remodelage de la matrice extracellulaire couramment observée 

dans cette pathologie. 
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D. Phénotypes cardiomyocytaires 
 

 Les cardiomyocytes, cellules essentielles au fonctionnement cardiaque, 

semblent impliqués dans le développement de l’ICFEp. Pour rappel, en 2013 Paulus 

et Tschöpe ont récemment proposé un paradigme décrivant la dysfonction diastolique 

retrouvée dans l’ICFEp comme étant, entre autres, le résultat d’une augmentation de 

la taille et de la rigidité des cardiomyocytes. Nous avons donc décidé d’explorer le 

phénotype des cardiomyocytes par imagerie et RT-qPCR afin de rechercher un 

éventuel impact direct de la surexpression de PDZRN3 sur l’intégrité des cellules 

contractiles.     

 

1. Analyses morphologiques en histologie 

 

Nous avons analysé par immunofluorescence les dimensions myocytaires. Pour ce 

faire, un marquage des lectines membranaires couplé à un fluorochrome vert a été 

effectué sur des coupes de cœurs. Ce marquage nous permet d’obtenir la surface des 

myocytes sur des sections transversales. Il apparait que les cardiomyocytes des souris 

iEC-Pdzrn3 sont légèrement plus étendus par rapport à ceux de leurs littermates 

(FIGURE 47).       

 
Figure 47. Les souris qui surexpriment PDZRN3 dans l’endothélium affichent une légère augmentation de 
la taille des cardiomyocytes. 

 (A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées avec de la lectine Wheat Germ Agglutinin WGA 
(en vert) pour identifier les membranes des cardiomyocytes. (B) Quantification de la surface myocytaire. Littermates 
n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. *=p<0,05.    

 

Par la suite, afin d’approfondir le phénotype des myocytes, nous avons analysé des 

coupes de cœurs par microscopie électronique. Dans l’ensemble, les cardiomyocytes 
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au sein du tissu cardiaque des souris iEC-Pdzrn3 présentent une architecture 

classique avec la présence de myofibrilles composées de sarcomères délimités par 

des stries Z ainsi que des mitochondries interfibrillaires (FIGURE 48). Aucune anomalie 

structurelle n’a donc été décelée au niveau des myocytes par cette technique 

d’imagerie.  

 
Figure 48. Les souris qui surexpriment PDZRN3 dans l’endothélium ne présentent pas d’anomalie 
structurelle dans l’organisation et l’architecture des cardiomyocytes.  

Images représentatives de sarcomères longitudinaux visualisés en microscopie électronique. MIF : mitochondries 
interfibrillaires.  

 

Nous nous sommes ensuite attelés à étudier les jonctions cardiomyocytaires. Celles-

ci sont indispensables au lien des cardiomyocytes les uns aux autres, et permettent 

également un renforcement du couplage excitation-contraction. Nous avons choisi 

d’analyser la connexine 43 (Cx43) qui fait partie des jonctions transmembranaires les 

plus fréquentes au niveau des ventricules cardiaques. La quantité globale et la 

distribution spécifique de cette protéine sont deux paramètres indispensables au bon 

fonctionnement ventriculaire et à la propagation des impulsions (Gourdie et al., 1993). 

Ces jonctions sont assemblées au niveau des disques intercalaires, situés aux 

extrémités des cardiomyocytes en coupe longitudinale.  

L’analyse de la Cx43 sur des coupes de cœurs ne montre pas de différence 

significative entre les deux groupes de souris, que ce soit en termes de localisation 

cellulaire ou dans la mesure de la taille des jonctions (FIGURE 49). 
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Figure 49. Les souris qui surexpriment PDZRN3 dans l’endothélium ne présentent de modifications de la 
taille des jonctions cardiomyocytaires structurelles. 

 (A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées pour la Cx43 (en rouge) pour identifier les 
jonctions entre les cardiomyocytes (B) Quantification des longueurs des jonctions Cx43+. Littermates n=4, iEC-
Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif.    

 

2. Analyses transcriptomiques  

 

Enfin, pour compléter le phénotypage des cardiomyocytes, nous avons mesuré le 

niveau d’expression de différents marqueurs y étant associés. Nous avons regardé 

l’expression de la Cx 43 (FIGURE 50A), dont, comme expliqué précédemment, 

l’abondance est indispensable au bon fonctionnement cardiaque. Les différentes 

isoformes de la titine ont aussi été analysées du fait de la régulation à la hausse de 

l’isoforme N2B observée chez des patients atteints d’ICFEp (FIGURE 50B-C). Cette 

augmentation aurait, par ailleurs, un rôle dans l’augmentation de la rigidité 

cardiomyocytaire. Les gènes Serca2 et Pln (phospholamban) (FIGURE 50D-E) ont eux 

aussi été étudiés car ils sont directement impliqués dans la régulation des cycles de 

contraction/relaxation des cardiomyocytes ; tout comme le gène Mef2C (Myocyte 

Enhancer Factor 2C) (FIGURE 50F) qui œuvre dans la morphogenèse et la myogenèse 

cardiaque. L’analyse par RT-qPCR sur des biopsies cardiaques ne montre aucune 
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différence d’expression de ces marqueurs entre les souris iEC-Pdzrn3 et leurs 

littermates.      
 

 
Figure 50. L’analyse par RT-qPCR de biopsies cardiaques des souris qui surexpriment PDZRN3 dans 
l’endothélium ne montre pas de différence d’expression des marqueurs cardiomyocytaires étudiés.  

Analyse de l’expression par RT-qPCR (A) de Cx43, (B) de Titin N2-A, (C) de Titin N2-B, (D) de Serca2, (E) de Pln, 
et (H) de Mef2C sur des biopsies de cœurs. Littermates n=5, iEC-Pdzrn3 n=5. Analyse statistique : Mann-Whitney. 
NS=non significatif.    

 

Mise à part une légère augmentation de la taille des cardiomyocytes, aucune anomalie 

de ces cellules n’a pu être observée. L’ensemble de ces données montre que la 

dysfonction diastolique observée chez les souris iEC-Pdzrn3 ne semble pas être 

inhérente à une dysfonction intrinsèque des cardiomyocytes.  

 

 

E. Phénotype vasculaire 
 

 La description de « dysfonction endothéliale » dans la littérature en rapport avec 

l’ICFEp se réfère principalement à des altérations dépendantes du NO et à l’acquisition 

d’un phénotype pro-inflammatoire. Les patients atteints d’ICFEp font également état 

d’une raréfaction microvasculaire coronaire (Mohammed et al., 2015b). Cependant, la 
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notion de dysfonction endothéliale est en fait plus vaste, et peu impliquer d’autres 

phénomènes. Une altération des systèmes de vasodilatation peut par exemple 

conduire à une perfusion cardiaque déficiente. Une déstabilisation de la barrière 

endothéliale peut, quant à elle, conduire à une perméabilité vasculaire accrue, 

favorisant ainsi l’apparition d’un œdème cardiaque (Dongaonkar et al., 2010). Nous 

avons donc exploré le phénotype vasculaire de nos souris afin d’appréhender l’impact 

de la surexpression de Pdzrn3 sur l’endothélium. 

 

1. Caractérisation du réseau vasculaire 

 

Pour commencer, nous avons quantifié la densité vasculaire, mais aucune différence 

significative n’a pu être constatée entre les souris iEC-Pdzrn3 et leurs littermates 

(FIGURE 51).    
 

 
Figure 51. La surexpression de PDZRN3 dans l’endothélium n’entraine pas de modification de 
vascularisation cardiaque. 

(A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées pour le CD31 pour identifier les vaisseaux. (B) 
Quantification du nombre de vaisseaux par mm2. Littermates n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-
Whitney. NS=non significatif.    

 

Contrairement à ce que l’on peut observer chez des patients atteints d’ICFEp, la 

surexpression de Pdzrn3 dans l’endothélium ne parait donc pas affecter la densité 

vasculaire. 

 

Nous avons par la suite caractérisé le réseau vasculaire cardiaque par imagerie 

tridimensionnelle.  
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Des cœurs préalablement transparisés ont été observés par microscopie à nappe de 

lumière. Cette étape de transparisation consiste à rendre un organe transparent, 

permettant ainsi l’exploration des tissus en entier et en profondeur. Cette technique, 

plus puissante que l’histologie classique sur coupe, nous a permis non seulement 

d’observer le réseau capillaire dans son ensemble, mais nous a également donné 

accès à des informations comme la longueur moyenne des capillaires ainsi que leur 

diamètre moyen. Ce protocole complexe correspond, pour simplifier, au marquage 

endothélial de l’ensemble des cœurs avec une lectine, elle-même couplée à un 

fluorochrome (Lycopersicon esculentum). Secondairement, une transparisation est 

réalisée sur ces échantillons. Celle-ci permet d’extraire des clichés détaillés de la 

structure cardiaque en profondeur. Enfin ces images sont reconstituées en 3 

dimensions (FIGURE 52A), puis segmentées, filtrées, squelettisées (FIGURE 52B) et 

cartographiées. 

 

L’analyse de la distribution des longueurs et des diamètres du réseaux capillaire 

montre que les souris iEC-Pdzrn3 présentent un réseau microvasculaire cardiaque 

semblable à celui de leurs littermates (FIGURE 52C-D).        



 131 

 
Figure 52. La surexpression de PDZRN3 dans l’endothélium n’entraine pas de modification des paramètres 
architecturaux du réseau capillaire coronaire. 

(A) Images représentatives de coupes de cœurs transparisés immunomarquées avec des anticorps anti-
podocalyxine pour identifier les vaisseaux (B) Images représentatives de squelettisation branchement à partir 
cœurs transparisés. Quantification (C) des fréquences moyennes de branches de vaisseaux sanguins en fonction 
de leurs longueurs représentée par des courbes exponentielles décroissantes d’ordre 1 et (D) des fréquences 
moyennes des branches de vaisseaux sanguins en fonction de leurs diamètres représentées par une courbe 
gaussienne. Littermates n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : régression non linéaire.  

 

Ces données indiquent que la surexpression de Pdzrn3 dans l’endothélium ne semble 

pas modifier l’architecture générale du réseau capillaire cardiaque.  
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2. Évaluation de la perméabilité vasculaire  

 

Les résultats antérieurs obtenus au laboratoire décrivent que la surexpression 

embryonnaire de Pdzrn3 dans l’endothélium entraine des dysfonctions vasculaires 

avec la présence d’hémorragies et de perméabilité vasculaire (Sewduth et al., 2017). 

Chez l’adulte, nous avons mis en évidence des signes de perméabilité périphérique 

en effectuant un test de miles (FIGURE 30). Nous avons émis l’hypothèse que la 

surexpression de Pdzrn3 dans l’endothélium provoquerait une augmentation de la 

perméabilité vasculaire qui aurait un impact direct sur le fonctionnement cardiaque. 

Pour éprouver cette théorie, nous avons recherché des signes de perméabilité 

vasculaire par immunofluorescence.    

La VE-cadhérine (VECAD) est une protéine de jonction adhérente qui joue un rôle 

important dans la cohésion et l’organisation des jonctions intercellulaires. Elle est 

indispensable au développement vasculaire et apparait comme un acteur important 

dans le maintien de l’intégrité de la barrière endothéliale. En effet, il a été décrit qu’une 

déstabilisation des jonctions intercellulaires pouvait aboutir à une dysfonction 

endothéliale, notamment par le biais d’une augmentation de la perméabilité vasculaire 

(Gavard, 2014).  

L’analyse de la VECAD sur des coupes de cœurs ne montre pas de différence 

significative entre les deux groupes de souris, que ce soit en termes de localisation ou 

de surface (FIGURE 53).    

 
Figure 53. La surexpression de PDZRN3 dans l’endothélium n’entraine pas de modification dans la 
localisation ou la surface de la VE-Cadhérine. 

(A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées par la VECAD pour identifier les jonctions 
adhérentes (B) Quantification de la surface des vaisseaux VECAD+ par mm2. Littermates n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. 
Analyse statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif.    
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Nous avons par la suite recherché des signes de diffusion extravasculaire en 

marquant, sur des coupes de cœurs, des protéines sériques de tailles moléculaires 

croissantes. Ces éléments sont, à l’état physiologique, exclusivement intravasculaires, 

et ne devraient donc pas être retrouvés lors d’une étude du secteur parenchymateux.  

Tout d’abord, nous avons examiné l’albumine, une protéine plasmatique produite par 

le foie d’environ 65 kDa. Nous observons une diffusion de l’Albumine dans le 

parenchyme cardiaque dans nos deux populations étudiées. En revanche, cette 

diffusion est significativement plus importante chez les souris iEC-Pdzrn3 par rapport 

à leurs littermates (FIGURE 54).      

 

 
Figure 54. La surexpression de Pdzrn3 dans l’endothélium entraine une augmentation de la permeabilité 
vasculaire à l’albumine 

(A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées pour l’albumine (en vert) et la podocalyxine (en 
rouge) montrant la diffusion de l’albumine à l’extérieur des vaisseaux. (B) Quantification de la surface 
d’extravasation de l’albumine. Littermates n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. *=p<0,05. 

 

Nous avons ensuite examiné les immunoglobuline G (IgG), des protéines fortement 

représentées dans le sérum et qui possèdent une masse relative d’environ 145 kDa. 

A l’instar de l’albumine, nous observons une diffusion des IgG à travers les vaisseaux 

statistiquement plus importants chez les souris iEC-Pdzrn3 par rapport à leurs 

littermates (FIGURE 55).      
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Figure 55. La surexpression de Pdzrn3 dans l’endothélium entraine une augmentation de la permeabilité 
vasculaire aux IgG  

(A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées pour les IgG de souris (en vert) et la 
podocalyxine (en rouge) montrant la diffusion d’IgG à l’extérieur des vaisseaux. (B) Quantification de la surface 
d’extravasation des IgG. Littermates n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. *=p<0,05. 

 

Enfin, nous avons examiné le fibrinogène qui est une protéine de 330kDa présente 

dans le plasma sanguin. Comme pour l’albumine et les IgG, nous observons une 

extravasation du fibrinogène qui, est statistiquement plus importante chez les souris 

iEC-Pdzrn3 par rapport à leurs littermates (FIGURE 56).      

Figure 56. La surexpression de Pdzrn3 dans l’endothélium entraine une augmentation de la permeabilité 
vasculaire au fibrinogène. 

(A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées pour le fibrinogène (en vert) et la podocalyxine 
(en rouge) montrant la diffusion de fibrinogène à l’extérieur des vaisseaux. (B) Quantification de la surface 
d’extravasation du fibrinogène. Littermates n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. *=p<0,05. 
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Ces résultats montrent que la surexpression de Pdzrn3 dans l’endothélium provoque 

une augmentation massive de la perméabilité vasculaire entraînant la diffusion de 

différentes protéines sériques masse moléculaire allant jusqu’à 330 kDa dans le 

parenchyme cardiaque. 

 

De plus, la diffusion occasionnelle de globules rouges dans le parenchyme cardiaque 

mise en évidence par immunofluorescence ou imagerie électronique représente à 

nouveau un signe de dysfonction vasculaire (FIGURE 57).  

 
Figure 57. Les souris qui surexpriment Pdzrn3 dans l’endothélium présentent une fragilité des vaisseaux  

(A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées pour le ter119 (en vert) pour identifier les 
globules rouges. (B) Images représentatives de globules rouges présents dans le parenchyme cardiaque visualisés 
chez des souris iEC-Pdzrn3 en microscopie électronique. CM: cardiomyocyte, V : vaisseau,  GR : globule rouge.  
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Au total, ces résultats témoignent donc d’une atteinte de l’intégrité de la barrière 

endothéliale lorsque Pdzrn3 est surexprimé dans l’endothélium.   

 

Les péricytes sont des cellules murales impliquées dans l’homéostasie vasculaire, et 

plus particulièrement dans les phénomènes de perméabilité vasculaire. En effet, chez 

les patients diabétiques, une perte des péricytes de la rétine peut provoquer une 

rétinopathie diabétique caractérisée par une perméabilité vasculaire rétinienne (Cai 

and Boulton, 2002; Hammes et al., 2002). Ainsi, devant le phénotype vasculaire 

perméable retrouvé chez nos souris iEC-Pdzrn3, nous avons cherché à étudier une 

éventuelle atteinte des péricytes. Pour cela, nous les avons identifiés à l’aide du 

marqueur NG2 sur des coupes de cœurs.    

L’analyse du recouvrement péricytaire ne montre pas de différence significative entre 

les souris iEC-Pdzrn3 et leurs littermates (FIGURE 58). 

 
Figure 58. La surexpression de Pdzrn3 dans l’endothélium n’entraine de perte péricytaire.  

(A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées avec des anticorps anti-NG2 et double marqué 
avec la podocalyxine afin d’identifier les vaisseaux. (B) Quantification de la couverture péricytaire. Littermates n=4, 
iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif. 

 

La perte de l’intégrité des vaisseaux provoquée par la surexpression de Pdzrn3 dans 

l’endothélium ne semble donc pas être due à une perte péricytaire.  

 

Comme nous l’avons vu précédemment, la perméabilité vasculaire pathologique peut 

être causée par l’augmentation des phénomènes de perméabilité 
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physiologique (passage transcellulaire et/ou paracellulaire) (Goddard and Iruela-

Arispe, 2013). Nous avons donc cherché à en distinguer l’origine.   

Le phénomène de transcytose a été étudié via microscopie électronique, en 

caractérisant les vésicules transendothéliales présentes sur les parois vasculaires. 

Pour cela, nous avons tout d’abord identifié 4 conformations différentes (stade 0 

fermées, et stades 1 à 3 selon leur ouverture) permettant un classement fonctionnel 

de celles-ci. Nous avons ensuite cherché à étudier la densité de vésicules au niveau 

de la paroi vasculaire. Les résultats ne montrent pas de différence significative entre 

les souris iEC-Pdzrn3 et leurs littermates concernant la densité de vésicules 

transendothéliales ou leur répartition selon les 4 conformations sus-citées (FIGURE 59).  

 
Figure 59. Les souris iEC-Pdzrn3 ne présentent pas de différence vésiculaire au niveau de la paroi de leurs 
vaisseaux.  

(A) Analyse du trafic vésiculaire (transcytose) au niveau des parois vasculaires. Les vésicules ont été classées en 
trois groupes. (B) Quantification de la densité vésiculaire et (C) répartition selon leurs classes. Littermates n=3, 
iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif. 

 
Nous n’avons donc pas, en l’état actuel, d’arguments en faveur d’une participation du 

phénomène de transcytose aux dysfonctions endothéliales constatées. Néanmoins, 

d’autres expérimentations seraient nécessaires à des conclusions plus définitives, en 

particulier la réalisation d’un suivi de l’endocytose par mesure l’internalisation de 
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peroxydase de raifort (HRP). Cette pratique consiste à la visualisation du phénomène 

de transcytose par la coloration du substrat colorimétrique HRP 3,3’-diaminobenzidine 

(dab) en noir sur des tissus d’animaux ayant préalablement subi une injection retro-

orbitaire d’HRP.  

 

Afin de comprendre les mécanismes sous-jacents régissant le phénotype vasculaire 

perméable des souris iEC-Pdzrn3 nous avons effectué un séquençage d’ARN 

provenant d’isolement de cellules endothéliales cardiaque de souris littermates et iEC-

Pdzrn3. Le but était d’examiner de potentielles modifications de marqueurs impliqués 

dans la perméabilité vasculaire.  

L’analyse du séquençage ARN révèle que les cellules endothéliales des souris iEC-

Pdzrn3 présentent une diminution de l’expression de gènes composants la matrice 

extracellulaire (MEC) de la lame basale (FIGURE 60A). La lame basale influence 

fortement la fonction des cellules endothéliales et est essentielle pour l’homéostasie 

des tissus. En effet, des altérations des composants mais aussi des modifications de 

la taille de cette dernière sont retrouvés dans des vaisseaux tumoraux ou dans des 

états pathologiques tels que le diabète (Siperstein, Unger and Madison, 1968; Baluk 

et al., 2003). Une augmentation de la perméabilité de la BHE a d’ailleurs été rapportée 

en lien avec des perturbations de la lame basale microvasculaire (Goto et al., 2007).   

En RT-qPCR, seules les diminutions de l’expression de Col4a1 et Col4a2 ont été 

confirmées chez les souris iEC-Pdzrn3 sur des isolements de cellules endothéliales 

(FIGURE 60B).     

Figure 60. Les souris iEC-Pdzrn3 présentent une diminution de l’expression de marqueurs de la MEC.  

(A) L’analyse du séquençage ARN des CE révèle des modifications dans l’expression de marqueurs de la MEC. 
Littermates n=3, iEC-Pdzrn3 n=3. (B) Analyse par RTqPCR de l’expression de marqueurs de MEC. Littermates 
n=7, iEC-Pdzrn3 n=7. Analyse statistique : Mann-Whitney. *=p<0,05 NS=non significatif. 
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Ces résultats suggèrent la présence de modification de la lame basale endothéliale. 

Nous observons notamment une diminution de l’expression des chaines alpha 1 et 2 

du collagène IV qui ont été impliquées dans des maladies des petits vaisseaux 

cérébraux ainsi que de la perméabilité vasculaire (Rannikmäe et al., 2015; Trouillet et 

al., 2017). Une déstabilisation de la lame basale endothéliale pourrait donc participer 

au phénotype perméable des vaisseaux des souris iEC-Pdzrn3.    

 

3. Évaluation de l’œdème cardiaque  

  

Notre hypothèse suppose que le phénotype perméable des vaisseaux sanguins que 

présentent les souris iEC-Pdzrn3 pourrait aboutir à l’accumulation de protéines/fluides 

dans l’interstitium myocardique. Bien que peu étudiée dans le cadre de l’ICFEp, la 

formation d’un œdème cardiaque affecte la fonction cardiaque par la diminution de la 

contractilité myocardique et l’augmentation de la rigidité de la chambre diastolique 

(Dongaonkar et al., 2012). Chez l’homme, l’imagerie par résonance magnétique (IRM) 

semble être le meilleur outil pour détecter la présence d’un œdème cardiaque mais en 

raison de son coût élevé sont application est limitée. Dans les modèles murins, des 

mesures gravimétriques sont largement utilisées pour mettre en évidence la teneur en 

eau myocardique.  

 

Nos mesures gravimétriques n’ont pas révélé de différence de teneur en eau des 

myocardes des souris iEC-Pdzrn3 par rapport à leurs littermates (FIGURE 35B). De 

façon intéressante, l’analyse de la structure cardiaque par microscopie électronique a 

révélé une augmentation significative de l’interstitium myocardique chez les souris 

iEC-Pdzrn3 (FIGURE 61). Nous observons donc la présence d’un œdème myocardique 

chez les souris iEC-Pdzrn3.             
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Figure 61. Les souris iEC-Pdzrn3 présentent une augmentation de l’espace interstitiel.  

(A) Images représentatives de coupes de cœurs visualisées en microscopie électronique. (B) Quantification de l’air 
interstitielle cardiaque. Littermates n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. *=p<0,05. CM : 
cardiomyocyte, V : vaisseau. 

 

La formation d’un œdème myocardique peut résulter de la modification de la filtration 

microvasculaire et/ou du drainage lymphatique. En effet, le cœur dispose d’un réseau 

lymphatique qui régule activement l’homéostasie des fluides tissulaires. Il permet 

l’acheminement de macromolécules, de liquide interstitiel ainsi que de cellules 

immunitaires vers la circulation systémique (Aspelund Aleksanteri et al., 2016). Dans 

des conditions physiologiques, le réseau lymphatique permet le drainage de l’excès 

de liquide interstitiel des tissus, et donc la résorption d’un œdème. Dans la littérature, 

il a été démontré qu’un dysfonctionnement ainsi qu’un remodelage lymphatique se 

produit dans des modèles animaux d’ICFEp. Les atteintes du réseau lymphatique 

peuvent se caractériser par une réduction de la densité lymphatique, la dilatation des 

capillaires lymphatiques initiaux, une réduction du taux de pompage des vaisseaux 

collecteurs ou encore à une perméabilité lymphatique (Cuijpers et al., 2020).      

 

4. Analyse morphologique du réseau lymphatique 

 

Une augmentation de l’espace interstitiel cardiaque étant observée chez les souris 

iEC-Pdzrn3, nous avons analysé le réseau lymphatique dans sa globalité sur des 

cœurs transparisés. De la même façon que pour la caractérisation des capillaires 

cardiaque, le réseau lymphatique a été observé, après son marquage spécifique grâce 

au marqueur Lyves-1, en microscopie à nappe de lumière.  
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L’aspect général du système lymphatique est comparable entre les souris iEC-Pdzrn3 

et leurs littermates. La quantification du volume lymphatique confirme ces observations 

puisqu’aucune différence significative n’a été rapportée pour cette mesure (FIGURE 62). 

 
Figure 62 : Les souris iEC-Pdzrn3 présentent un volume lymphatique comparable à celui des littermates.  

(A) Images représentatives du réseau lymphatique marqué avec Lyve-1 et visualisé par microscopie à feuille de 
lumière sur des cœurs transparisés. (B) Quantification du volume lymphatique cardiaque. Littermates n=4, iEC-
Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif. 

 

Ces résultats indiquent que le volume lymphatique est le même entre souris iEC-

Pdzrn3 et littermates. Néanmoins cette analyse ne nous permet pas de juger du bon 

fonctionnement du réseau lymphatique. En effet une atteinte fonctionnelle pourrait 

expliquer la présence d’un œdème cardiaque. Il serait dans ce contexte intéressant de 

réaliser des tests fonctionnels.   

 

F. Analyse cardiaque chez des sujets jeunes  
 

Nous avons vu précédemment que nos souris âgées (8 mois) présentent des 

signes de dysfonction diastolique ainsi qu’un phénotype de perméabilité vasculaire. 

Nous avons cherché à déterminer la présence de ces caractéristiques chez des souris 

plus jeunes (3 mois), afin d’explorer un éventuel effet âge.   

 

1. Analyses hémodynamiques et échocardiographiques  

 

Nous avons donc étudié la fonction cardiaque par le biais d’échographies et 

d’explorations hémodynamiques par cathétérisme. Dès l’âge de 3 mois, les souris iEC-
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Pdzrn3 présentent des signes de dysfonction diastolique attestés par une 

augmentation significative des pressions télédiastoliques associées à une fraction 

d’éjection normale (>50%) au repos (FIGURE 63). 
 

Figure 63 : Les souris iEC-Pdzrn3 manifestent des signes de dysfonction diastolique dès l’âge de 3 mois. 

(A) Mesure des pressions télédiastoliques par cathétérisme (B) Évaluation de la fraction d’éjection par 
échocardiographie. Littermates n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. *=p<0,05, NS=non 
significatif.    

 

A l’instar des résultats observés chez les souris âgées de 8 mois, nous n’avons pas 

relevé de différence dans l’analyse d’autres marqueurs hémodynamiques indicateurs 

de dysfonction diastolique chez les sujets âgées de 3 mois (FIGURE 64).  

 

Figure 64 : Les souris iEC-Pdzrn3 âgées de 3 mois ne présentent pas d’autres signes de dysfonction 
cardiaque après exploration par cathétérisme. 

Évaluation par cathétérisme (A) de la fréquence cardiaque, (B) de la constante de temps de la relaxation 
isovolumique (Tau), et (C) la vitesse de relaxation isovolumique (min dP/dt) au repos. Littermates n=4, iEC-Pdzrn3 
n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif.    

 

De la même façon, aucune anomalie structurelle n’a été mise en évidence par 

échocardiographie chez les souris âgées de 3 mois (FIGURE 65).  
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Figure 65 : Les souris iEC-Pdzrn3 ne présentent pas de signes de remodelage myocardique à l’âge de 3 
mois. 

Mesures échographiques (A) de la masse ventriculaire gauche, (B) du septum interventriculaire en diastole, et (C) 
de la paroi postérieure ventriculaire gauche en diastole. Littermates n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : 
Mann-Whitney. NS=non significatif.    

 

2. Évaluation de la perméabilité vasculaire  

 

Enfin, nous avons évalué la perméabilité des vaisseaux des souris âgées de 3 mois. 

L’analyse de l’extravasation du fibrinogène nous a permis d’observer une perméabilité 

vasculaire statistiquement plus importante chez les souris iEC-Pdzrn3 par rapport aux 

littermates (FIGURE 66). Les souris iEC-Pdzrn3 présentent donc des signes de 

dysfonction vasculaire dès 3 mois. Il est intéressant de noter que cette perméabilité 

semble aller en augmentant avec l’âge puisque les valeurs de pourcentage de surface 

d’extravasation de fibrinogène doublent entre 3 et 8 mois pour les deux groupes.       

Figure 66 : La surexpression de Pdzrn3 dans l’endothélium entraine une augmentation de la permeabilité 
vasculaire au fibrinogène dès 3 mois d’âge. 

(A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées pour le fibrinogène (en vert) et la podocalyxine 
(en rouge) montrant la diffusion de fibrinogène à l’extérieur des vaisseaux. (B) Quantification de la surface 
d’extravasation du fibrinogène. Littermates n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. *=p<0,05. 
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Ces résultats nous informent que les souris iEC-Pdzrn3 présentent des signes de 

dysfonction diastolique dès 3 mois d’âge. La perméabilité vasculaire est aussi présente 

dès cet âge, mais reste plus modeste qu’à 8 mois d’âge. On observe donc un effet 

âge, avec une évolution marquée de notre phénotype entre les deux périodes 

étudiées. A noter que celui-ci reste plus prononcé chez les souris surexprimant 

Pdzrn3.    

 

 

Nous nous sommes ensuite demandé si nous pouvions empirer le phénotype 

cardiaque de nos souris en aggravant la dysfonction endothéliale. Pour cela, nous 

avons décidé d’étudier des souris à 8 mois d’âge ayant été nourris avec du régime 

gras. 

 

 

G. Répercussions d’un régime Western 
 

Nous avons nourri nos souris iEC-Pdrn3 ainsi que leur littermates avec un 

régime riche en lipides pendant 12 semaines. Ce régime avait pour but de potentialiser 

la dysfonction endothéliale chez nos animaux afin d’étudier une éventuelle aggravation 

des différents phénotypes cardiaques observés. En effet, ces régimes sont 

fréquemment utilisés dans des modèles animaux d’ICFEp car ils accélèrent le 

développement de dysfonction cardiaque en augmentant notamment la vulnérabilité 

aux ROS (Ballal et al., 2010). Les régimes riches en lipides peuvent avoir une teneur 

en graisse allant de 20 à 60% (Howarth et al., 2005; Wilson et al., 2007; Thakker et 

al., 2008; Schiattarella et al., 2019) alors qu’un régime standard en contient environs 

12%. En fonction des compositions, ces régimes peuvent entrainer une prise de poids 

excessive, modérée ou faible en quelques semaines.  

Nous avons utilisé un régime dit athérogène, riche en graisses et faible en teneur de 

saccharose. Ainsi, ces souris ne développent pas de diabète, ne prennent pas de 

poids mais deviennent sensibles au développement de plaque d’athérosclérose. Pour 

la suite de notre travail, nous appellerons ce régime : régime western. 
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1. Analyses physiologiques 

 

Tout d’abord, nous avons vérifié l’effet de 12 semaines de régime western sur la 

physiologie des souris âgées de 8 mois. Les mesures glycémiques témoignent de 

l’absence de diabète dans les deux groupes de souris sous régime (FIGURE 67A). De 

même, nous n’avons pas observé de modification du poids du corps et du cœur après 

12 semaines de cette alimentation (FIGURE 67B-C).             

 

 
Figure 67. Le régime western ne provoque pas de diabète ni de modification de poids du corps ou du cœur 
chez les souris iEC-Pdzrn3 et leurs littermates.   

(A) Mesures glycémiques des souris à partir de sang. Littermates régime standard n=6. (B) Analyse du poids des 
souris rapporté à leur taille de tibia. (C) Analyse du poids du cœur de souris rapporté à leur taille de tibia. Littermates 
n=10, iEC-Pdzrn3 n=10. Analyse statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif.    

 

À un âge donné, la physiologie des souris sous régime western est donc similaire à 

celle de souris sous régime standard.  
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2. Analyses hémodynamiques et échocardiographiques  

 

Nous avons par la suite étudié la fonction cardiaque chez nos souris soumises aux 

différents régimes. Nous avons donc procédé à des échographies accompagnées 

d’explorations hémodynamiques par cathétérisme.  

De la même manière que sur nos souris sous régime standard au même âge, les souris 

iEC-Pdzrn3 sous régime western présentent un dysfonctionnement diastolique attesté 

par une augmentation significative des pressions télédiastoliques associées à une 

fraction d’éjection normale (>50%) au repos (FIGURE 68) par rapport aux littermates. Il 

est à noter que les valeurs des pressions télédiastoliques des souris sous régime 

western sont foncièrement comparables à celles des souris sous régime standard, 

aussi bien chez nos souris iEC-Pdzrn3 que chez les littermates.  

 

 
Figure 68. Les souris iEC-Pdzrn3 nourries au régime western manifestent des signes de dysfonction 
diastolique comparées à leurs littermates soumises au même régime. 

(A) Mesure des pressions télédiastoliques par cathétérisme (B) Evaluation de la fraction d’éjection par 
échocardiographie. Littermates n=10, iEC-Pdzrn3 n=10. Analyse statistique : Mann-Whitney. ****=p<0,001, 
NS=non significatif.    

 

L’analyse d’autres marqueurs hémodynamiques indicateurs de dysfonction diastolique 

n’a, en revanche, pas relevé de différence entre les souris iEC-Pdzrn3 et leurs 

littermates sous régime western (FIGURE 69). 
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Figure 69. Les souris iEC-Pdzrn3 nourries au régime western ne présentent pas d’autres signes de 
dysfonction cardiaque après explorations par cathétérisme comparées à leurs littermates soumises au 
même régime.  

Évaluation par cathétérisme (A) de la fréquence cardiaque, (B) de la constante de temps de la relaxation 
isovolumique (Tau), et (C) la vitesse de relaxation isovolumique (min dP/dt) au repos. Littermates n=10, iEC-Pdzrn3 
n=10. Analyse statistique : Mann-Whitney. NS=non significatif.    

 

 

Enfin, malgré l’augmentation des pressions télédiastoliques, aucune anomalie 

structurelle n’a pu être mise en évidence après l’examen échographique des cœurs 

des souris sous régime western, qu’il s’agisse des individus iEC-Pdzrn3 ou de leurs 

littermates (FIGURE 70).   

 

 
Figure 70. Les souris iEC-Pdzrn3 nourries au régime western ne présentent pas de signes de remodelage 
myocardique comparées à leurs littermates soumises au même régime.  

Mesures échographiques (A) de la masse ventriculaire gauche, (B) du septum interventriculaire en diastole, et (C) 
de la paroi postérieure ventriculaire gauche en diastole. Littermates n=10, iEC-Pdzrn3 n=10. Analyse statistique : 
Mann-Whitney. NS=non significatif.    

 

Toutes ces données étant comparables à celles des souris sous régime standard à un 

âge donné, le régime western ne semble donc pas avoir d’effet sur les paramètres de 

dysfonction diastolique. Nous avons malgré tout investigué différents paramètres clés 

comme l’inflammation, la fibrose, la raréfaction capillaire et la perméabilité vasculaire.  
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3. Mesures de la numération de la formule sanguine  

 

De la même manière que pour nos souris régime standard, nous avons effectué une 

numération de la formule sanguine. Il apparait que les souris iEC-Pdzrn3 présentent 

un nombre de cellules inflammatoires circulantes similaire à celui des littermates 

(FIGURE 71). En revanche, il est à noter que les souris sous régime western présentent, 

à un âge donné, près du double de globules blancs circulant en comparaison aux 

souris soumises au régiment standard. Le régime western semble donc augmenter la 

quantité de cellules inflammatoire circulantes. 

 

 
Figure 71. Les souris iEC-Pdzrn3 nourries au régime western ne présentent pas de modification de la 
numération de la formule sanguine comparées à leurs littermates soumises au même régime.  

Numération des éléments figurés du sang. GB : globules blancs, LYM : lymphocytes, MON : monocytes, GRA : 
granulocytes, EOS : éosinophiles, HT : hématocrite, GR : globules rouges, PLA : plaquettes. Littermates n=4, iEC-
Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Student t-test. 

 

4. Analyse du contenu inflammatoire cardiaque  

 

Par la suite, nous avons étudié le contenu inflammatoire cardiaque, notamment dans 

ce contexte d’augmentation de cellules inflammatoires circulantes chez les souris sous 

régime western par rapport au régime standard. Nous avons donc procédé à 

l’immunomarquage des coupes de cœurs pour les macrophages avec le marqueur 

conventionnel CD68. Nous observons une augmentation significative du nombre de 

macrophages présents dans le parenchyme cardiaque entre des souris iEC-Pdzrn3 

par rapport à leurs littermates (FIGURE 72). De plus, après comparaison aux souris 

sous régime standard, les souris sous régime western présentent une augmentation 

considérable de macrophages infiltrés au sein des tissus cardiaques. 
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Figure 72. Les souris iEC-Pdzrn3 nourries au régime western présentent une augmentation du nombre de 
macrophages dans le parenchyme cardiaque comparées à leurs littermates soumises au même régime.  

(A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées pour le marqueur de la lignée macrophagique 
CD68 (en vert) pour identifier les macrophages. (B) Quantification de l’infiltration des macrophages. Littermates 
n=5, iEC-Pdzrn3 n=5. Analyse statistique : Mann-Whitney. *=p<0,05.    

 

5. Évaluation de la fibrose 

 

Nous avons ensuite examiné la fibrose (phénomène étroitement liée à l’inflammation) 

chez ces animaux, notamment dans sa forme périvasculaire. La coloration au Rouge 

Sirius s’est avérée comparable entre les cœurs des souris iEC-Pdzrn3 et leurs 

littermates (FIGURE 73). Nous observons malgré tout une augmentation globale de la 

fibrose périvasculaire chez les souris sous régime western comparées à celles des 

souris sous régime standard. 

Figure 73. Les souris iEC-Pdzrn3 nourries au régime western ne présentent pas d’augmentation de la 
fibrose périvasculaire ou de remodelage de la matrice extracellulaire comparées à leurs littermates 
soumises au même régime. 

(A) Images représentatives de coupes de cœurs colorées avec du rouge Sirius pour identifier le collagène. (B) 
Quantification de la fibrose périvasculaire. Littermates n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. 
NS=non significatif. 
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6. Caractérisation du réseau vasculaire 

 

La quantification de la densité vasculaire n’a en revanche montré aucune différence 

significative de cette mesure entre les souris iEC-Pdzrn3 et leur littermates (FIGURE 

74). A noter que les densités capillaires moyennes entre les différentes souris et entre 

les deux régimes sont comparables.   

 

 
Figure 74. Les souris iEC-Pdzrn3 nourries au régime western ne présentent pas de modification de la 
vascularisation cardiaque comparées à leurs littermates soumises au même régime. 

(A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées pour le CD31 pour identifier les vaisseaux. (B) 
Quantification du nombre de vaisseaux par mm2. Littermates n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-
Whitney. NS=non significatif.    

 

7. Évaluation de la perméabilité vasculaire 

 

Enfin, nous avons évalué le phénotype perméable des vaisseaux des souris sous 

régime western. L’étude du fibrinogène nous a permis d’observer une extravasation 

significativement plus importante chez les souris iEC-Pdzrn3 par rapport aux 

littermates (FIGURE 75). Il est, important de noter que les souris sous régime western 

présentent un phénotype vasculaire nettement plus perméable que les souris sous 

régime standard.      
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Figure 75. Les souris iEC-Pdzrn3 nourries au régime western présentent une augmentation de la 
permeabilité vasculaire au fibrinogène comparé à leurs littermates soumises au même régime. 

(A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées pour le fibrinogène (en vert) et la podocalyxine 
(en rouge) montrant la diffusion de fibrinogène à l’extérieur des vaisseaux. (B) Quantification de la surface 
d’extravasation du fibrinogène. Littermates n=4, iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. *=p<0,05. 

 

Ces données nous révèlent donc que l’adjonction du régime western affecte de 

manière franche certains paramètres du phénotype cardiaque (cellules inflammatoires 

circulantes, infiltration de macrophages, perméabilité et fibrose périvasculaire) des 

souris iEC-Pdzrn3, mais également des souris littermates, dans une moindre mesure. 

De manière surprenante, cette aggravation phénotypique ne s’accompagne pas d’une 

progression des signes de dysfonction diastolique.  

 

Modèle murin Lprdb/db 
 

Par ailleurs, un modèle de souris présentant de multiples comorbidités généralement 

présentes dans l’ICFEp a été étudié dans notre laboratoire parallèlement au modèle 

faisant l’objet de ce travail de thèse. Il s’agit de souris présentant une déficience pour 

la gêne DB codant pour le récepteur de la leptine (protéine responsable de la sensation 

de satiété), appelées Lprdb/db. Celles-ci présentent rapidement une obésité (environ 6 

semaines d’âge), suivie d’un diabète de type 2 (environ 12 semaines d’âge). Ce 

modèle a été développé afin de se rapprocher de la physiopathologie observée chez 
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l’Homme. Des études ont montré que ces souris présentent des signes de 

dysfonctions diastoliques, attestées par des augmentations de pression télédiastolique 

(Alex et al., 2018). Nous avons donc recherché une éventuelle perméabilité vasculaire, 

telle que décrite dans le modèle iEC-Pdzrn3. Nous avons réalisé l’étude des 

caractéristiques de perméabilité vasculaire chez les souris Lprdb/db via le même 

protocole utilisé lors de la caractérisation du modèle iEC-Pdzrn3 au même âge (8 

mois).  

 

H. Évaluation de la perméabilité vasculaire 
 

Les résultats montrent que les souris Lprdb/db présentent, à l’instar du modèle 

précédent, des caractéristiques de perméabilité vasculaire. En effet, nous constatons 

une augmentation de l’extravasation de l’albumine et des IgG (FIGURE 76A-D). 

Néanmoins, nous n’avons pas retrouvé de différence significative concernant 

l’extravasation de fibrinogène (FIGURE 76E-F).  

 

 

Ces résultats démontrent donc la présence de perméabilité vasculaire au sein d’un 

modèle approchant les conditions physiopathologiques de l’ICFEp.  
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Figure 76. Les souris Leprdb/db présentent une augmentation de la permeabilité vasculaire à l’albumine et 
aux IgG.  

(A) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées à l’albumine (en vert) et la podocalyxine (en 
rouge). (B) Quantification de la surface d’extravasation a l’albumine. (C) Images représentatives de coupes de 
cœurs immunomarquées aux IgG (en vert) et la podocalyxine (en rouge). (D) Quantification de la surface 
d’extravasation aux IgG. (E) Images représentatives de coupes de cœurs immunomarquées au fibrinogène (en 
vert) et la podocalyxine (en rouge). (F) Quantification de la surface d’extravasation au fibrinogène. littermates n=4, 
iEC-Pdzrn3 n=4. Analyse statistique : Mann-Whitney. *=p<0,05. 
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DISCUSSION 
 

L’ICFEp est un syndrome complexe avec une morbidité et une mortalité importante 

dans le monde. Ces dernières années, la communauté scientifique a eu un regain 

d’intérêt pour le rôle que pourrait jouer la cellule endothéliale dans le développement 

et la progression de cette pathologie. En effet, le dysfonctionnement des cellules 

endothéliales dans le myocarde est suggéré comme étant un mécanisme central dans 

la physiopathologie de l’ICFEp. L’endothélium des patients présente, à cause de 

comorbidités telles que le diabète, l’obésité ou l’hypertension, une inflammation 

systémique qui provoque un dérèglement de la formation d’oxyde nitrique endothéliale. 

Ce phénomène est accompagné d’une expression accrue de molécules d’adhésions 

et un état redox altéré de l’endothélium. Ce dysfonctionnement aurait un impact direct 

sur les cardiomyocytes adjacents qui présentent une activité réduite de PKG associée 

à une rigidité myocardique aboutissant au dysfonctionnement diastolique du ventricule 

gauche retrouvé dans l’ICFEp (Paulus and Tschöpe, 2013). Malheureusement, ce 

paradigme a été élaboré en se basant sur des données provenant de biopsies 

humaines du VG de patients atteints d’ICFEp mais ces phénomènes ont peu été 

étudiés dans des modèles animaux et les mécanismes sous-jacents restent un sujet 

d’investigation important.  

Les modèles murins étudiant l’ICFEp couramment utilisés jusqu’à ce jour sont basés 

sur les comorbidités associées à la maladie (obésité, diabète, hypertension, fibrillation 

auriculaire…) et le vieillissement (Valero-Muñoz, Backman and Sam, 2017). Ces 

modèles animaux permettent d’imiter divers aspects de l’HFpEF et aident à étudier les 

mécanismes moléculaire et cellulaires de la pathologie. Malheureusement, la 

dysfonction endothéliale n’est pas actuellement au centre de ces modèles d’ICFEp ; 

que ce soit en termes de conception du modèle ou des investigations réalisées. De ce 

fait, peu d’articles se focalisent sur la dysfonction endothéliale en lien avec une 

dysfonction diastolique (Gomolak and Didion, 2014; Murdoch et al., 2014; Gevaert et 

al., 2017). 

 

Afin d’étudier la contribution de l’endothélium dans l’ICFEp de manière isolée, nous 

avons fait le choix d’utiliser un modèle murin dans laquelle la dysfonction endothéliale 

est provoquée. De cette façon, nous nous affranchissons des autres paramètres 
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retrouvés dans la physiopathologie, et notamment des comorbidités. Les résultats 

obtenus au cours de ce travail de thèse démontrent le rôle primordial de la cellule 

endothéliale dans l’homéostasie cardiaque.  

 

Nous avons utilisé des souris génétiquement modifiées permettant la surexpression 

d’une ubiquitine ligase, actrice de la voie Wnt non-canonique nommée Pdzrn3, 

spécifiquement dans l’endothélium. L’étude phénotypique de ces souris révèle que ces 

dernières présentent des signes de dysfonction diastolique dès l’âge de 3 mois. À 8 

mois, les souris iEC-Pdzrn3 présentent une capacité à l’exercice réduite qui complète 

les preuves de dysfonction cardiaque. Néanmoins, ces souris ne présentent pas de 

signes de remodelage cardiaque ou de congestion pulmonaire. Dans la littérature, une 

augmentation des pressions télédiastoliques est fréquemment associée à un 

remodelage cardiaque (Burkhoff, Mirsky and Suga, 2005). Néanmoins, des études 

d’imagerie épidémiologiques montrent que de nombreux cas de patients atteints 

d’ICFEp présentent une architecture du VG normal (Shah, 2013). De ce fait, si le 

remodelage du VG reste fortement associé à la pathologie, il n’en est pour autant pas 

absolu. La congestion pulmonaire est un phénomène courant chez les patients atteints 

d’ICFEp. De la même façon que pour le remodelage cardiaque, son apparition est non 

seulement variable parmi les patients atteints d’ICFEp mais  peut également se révéler 

uniquement à l’effort (Simonovic et al., 2018). Le fait que nous n’observions pas de 

congestion pulmonaire pourrait s’expliquer par le fait que la mesure par gravimétrie 

n’est possiblement pas assez sensible pour mettre en évidence des signes de 

congestions mineurs, et nous permet encore moins d’évaluer ces derniers pendant 

l’effort.  

 

Ce modèle nous a permis de nous affranchir de la présence d’une inflammation de 

bas grade, représentant un stress non négligeable pour l’endothélium dans l’ICFEp. 

En effet, nous n’observons pas d’augmentation du nombre de cellules inflammatoires 

circulantes ou présentes dans le parenchyme cardiaque chez les souris iEC-Pdzrn3. 

L’inflammation apparait comme un facteur aggravant la dysfonction diastolique 

puisqu’elle participe directement au remodelage de la matrice extracellulaire cardiaque 

et donc, entre autres, à l’apparition de fibrose qui rigidifie le myocarde (Glezeva and 

Baugh, 2014). L’absence d’expression de facteurs d’adhésion par les cellules 
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endothéliales ou de progression de la fibrose au niveau du tissus cardiaque semblent 

donc cohérentes avec le phénotype inflammatoire observé chez les souris iEC-Pdzrn3.  

Les macrophages sont souvent les cellules inflammatoires de choix étudiées au sein 

du tissu cardiaque dans le cadre de l’ICFEP car leur présence et activation participent 

activement à la dysfonction diastolique (Hulsmans et al., 2018). Que ce soit en 

conditions physiologiques ou pathologiques, les macrophages jouent un rôle 

déterminant dans l’homéostasie cardiaque. Le myocarde comporte des macrophages 

résidents avec un phénotype majoritaire de type M2 (anti-inflammatoire) qui 

permettent l’élimination de cellules sénescentes ou endommagées mais participent 

également à l’accélération de la repolarisation des myocytes et à la conduction 

électrique (Pinto et al., 2012; Epelman, Lavine and Randolph, 2014; Hulsmans et al., 

2017). En cas d’évènement pathologique, la majorité des macrophages présents 

pendant la phase inflammatoire proviennent de monocytes circulants mobilisés vers la 

zone inflammée (Swirski, Robbins and Nahrendorf, 2016). Le vieillissement, qui est un 

facteur de risque de l’ICFEp, est caractérisé par une sénescence immunitaire 

impliquant une régulation défaillante et à la hausse de la réponse immunitaire basale, 

associée à une augmentation du nombre de macrophages cardiaques (Chiao et al., 

2011; Baylis et al., 2013). De plus, le phénotype même des macrophages cardiaques 

évolue, avec notamment une diminution des macrophages de type M2 au profit des 

macrophages de type M1 avec l’âge (Ma et al., 2015). Ces évènements participent 

activement aux changements structurels et fonctionnels cardiaques. De la même 

façon, une régulation à la hausse de la polarisation des macrophages M1 ainsi qu’une 

répression de la réponse anti-inflammatoire des macrophages M2 sont observées 

dans les tissus cardiaques diabétiques (Jia, DeMarco and Sowers, 2016). 

L’exploration du phénotype des macrophages cardiaques des souris iEC-Pdzrn3 n’a 

pas révélé de modification de la polarisation de ces derniers. Nos souris âgées de 8 

mois présentent majoritairement des macrophages cardiaques de type M2, ce qui est 

en accord avec les résultats de la littérature (Ma, Mouton and Lindsey, 2018). Il pourrait 

donc être pertinent d’analyser ce phénotype sur des souris plus âgées. Ces résultats 

démontrent néanmoins que les animaux peuvent développer des dysfonctions 

cardiaques en l’absence, ou avec très peu, d’intervention de l’inflammation. 
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Les cardiomyocytes sont des cellules fondamentales au bon fonctionnement 

cardiaque. L’accès à des tissus myocardiques provenant de patients ICFEp a permis 

de mettre en lumière certaines altérations structurelles et fonctionnelles. On observe, 

entre autre, une hypertrophie des cardiomyocytes liée à une régulation négative de la 

voie de signalisation inhibant l’hypertrophie pathologique GMPc/PKG (Takimoto, 

2012b; van Heerebeek et al., 2012). Il s’y associe une rigidité cardiomyocytaire 

résultant de changements dans l’expression et dans les statuts de phosphorylation 

des deux isoformes de la titine (N2B, N2BA) (Linke and Hamdani, 2014). 

Malheureusement, la compréhension de la physiopathologie des cardiomyocytes dans 

l’ICFEp reste modeste. Mise à part une modeste hypertrophie, nous n’avons pas mis 

en évidence de dysfonction manifeste des cardiomyocytes. L’architecture de ces 

derniers, observée par microscopie électronique, est physiologique chez les souris 

iEC-Pdzrn3. La répartition ainsi que l’expression de la connexine 43 n’est pas 

modifiée. Il en est de même pour l’expression des deux isoformes de la titine ou encore 

de certains acteurs de la voie du calcium. Néanmoins le fonctionnement des 

cardiomyocytes est complexe et ces données ne nous permettent pas d’exclure une 

dysfonction intrinsèque. Ainsi, des études fonctionnelles plus poussées paraissent 

indispensables à l’exploration phénotypique des cardiomyocytes de nos souris. Le 

phénotype vasculaire a été consciencieusement analysé afin de comprendre les 

répercussions de la surexpression de Pdzrn3 dans l’endothélium et leurs 

conséquences sur la fonction cardiaque. Tout d’abord, nous avons remarqué que, 

structurellement, les vaisseaux sont formés correctement et expriment les marqueurs 

génériques des cellules endothéliales. La densité vasculaire n’est pas non plus 

impactée puisque cette dernière est similaire dans nos différents groupes de souris. 

S’ajoute à cela l’analyse de cœurs transparisés, qui ne montre pas de modification de 

l’architecture générale du réseau capillaire cardiaque des souris iEC-Pdzrn3. Nos 

résultats révèlent que la surexpression de Pdzrn3 dans les cellules endothéliales ne 

semble pas affecter le développement vasculaire, mais est en revanche capable de 

moduler la perméabilité de l’endothélium. En effet, le phénotype le plus caractéristique 

des souris iEC-Pdzrn3 est la présence d’une perméabilité accrue de l’endothélium à 

différentes protéines sériques tels que des IgG, de l’albumine ou encore du fibrinogène 

dès l’âge de trois mois. On observe une perméabilité basale qui croît avec l’âge chez 

les littermates mais ce phénotype est exacerbé chez les souris iEC-Pdzrn3 et est 

renforcée par le régime western. Les protéines sériques extravasées dans le 
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parenchyme cardiaque pourraient avoir un impact direct sur les cardiomyocytes. En 

effet, des études in vitro ont montré la capacité du fibrinogène à réduire la contractilité 

des cardiomyocytes (Boyd et al., 2008).  

La dysfonction endothéliale est une dénomination vaste qui peut impliquer bon nombre 

de phénomènes, dont la perméabilité vasculaire. La perméabilité de la barrière 

endothéliale peut être modulée par divers mécanismes dont la modulation et la rupture 

des complexes jonctionnels endothéliaux et/ou l’augmentation de la transcytose. Des 

travaux antérieurs ont montré que Pdzrn3 entraine une modulation de la stabilité des 

jonctions inter-endothéliales (Sewduth et al., 2017). Cette étude a observé des 

ruptures des jonctions inter-endothéliales sur des embryons mutants en microscopie 

électronique ; apportant un argument fort quant à l’origine paracellulaire de la 

perméabilité endothéliale. Néanmoins, afin de n’exclure aucune hypothèse, nous 

avons également étudié le versant transcellulaire de nos souris iEC-Pdznr3.  

L’observation en microscopie électronique de vaisseaux fragilisés, voire rompus, avec 

la présence de globules rouge dans le parenchyme cardiaque renforce l’idée de 

perméabilité paracellulaire. Néanmoins, nous n’avons pas mis en évidence de 

modification de l’expression de composants clés des jonctions serrées, comme 

l’occludine. L’expression et la localisation de la VE-Cadhérine n’est pas non plus 

altérée au niveau des cellules endothéliales, alors même que des modification de cette 

dernière soient fortement associées à l’hyperperméabilité vasculaire (Rho, Ando and 

Fukuhara, 2017). Enfin, nous n’avons pas observé de rupture visible de jonctions entre 

les cellules endothéliales en microscopie électronique.  

Concernant le mécanisme de perméabilité transcellulaire, nous n’avons pas mis en 

évidence de modification du trafic vésiculaire présent sur les parois des cellules 

endothéliales. Ces résultats sont cependant en cours d’approfondissement avec des 

mesures d’internalisation de traceurs tels que la peroxydase de raifort (HRP) observés 

en microcopie électronique (Wang, Liu, Huang, Fu, Tomita, Britton, Cho, Chen, Sun, 

J.-X. Ma, et al., 2020).  

Même s’il est difficile d’apporter une conclusion quant aux mécanismes de 

perméabilité vasculaire induit par la surexpression de Pdzrn3 dans l’endothélium, les 

changements d’expression de certaines protéines de la matrice ont attiré notre 

attention. En effet, les cellules endothéliales des souris iEC-Pdzrn3 présentent une 

diminution significative de l’expression transcriptionnelle des chaines alpha du 

collagène IV, (Col4a1 et Col4a2). Chez l’humain, des mutations dans ces gènes sont 



 159 

associées aux maladies des petits vaisseaux cérébraux et provoquent notamment des 

hémorragies intracérébrales, des espaces périvasculaires dilatés ou encore des 

anévrismes (Rannikmäe et al., 2015). Chez la souris, des mutations du gène Col4a1 

provoquent des hémorragies cérébrales chez le nouveau-né, ainsi qu’un phénotype 

vasculaire complexe avec un endothélium dysfonctionnel, un tonus vasculaire diminué 

et une pression artérielle réduite chez des animaux plus âgés (Van Agtmael et al., 

2010). De façon intéressante, une étude démontre un amincissement de la membrane 

basale vasculaire ainsi qu’une perméabilité vasculaire dans un modèle de souris 

portant des mutations sur le gène Col4a1 (Trouillet et al., 2017). Même si aucun 

mécanisme moléculaire n’a pour l’instant été proposé, une modulation de l’expression 

des chaines alpha du collagène IV pourrait expliquer la fragilité et le phénotype 

perméable de l’endothélium des souris iEC-Pdzrn3.   

Les péricytes sont des cellules murales impliquées dans l’homéostasie vasculaire, 

notamment dans la stabilisation structurelle de l’endothélium ainsi que sa perméabilité 

(Hellström et al., 2001; Enge et al., 2002). La perte péricytaire au niveau du réseau 

microvasculaire est une caractéristique de la rétinopathie diabétique et est associée à 

une perméabilité altérée du système vasculaire (Shin, Sorenson and Sheibani, 2014). 

Nous n’avons pas mis en évidence de changement dans le recouvrement péricytaire 

des capillaires cardiaques des souris iEC-Pdzrn3. Ce phénomène ne semble donc pas 

participer à la modulation des propriétés de la barrière endothéliale observée chez ces 

souris.       

 

Une augmentation significative de l’espace interstitielle des myocardes a été observée 

chez les souris iEC-Pdzrn3. L’œdème cardiaque, même mineur, peut aboutir à des 

perturbations systoliques et diastoliques importantes (Laine and Allen, 1991) et 

pourrait être à l’origine des dysfonctions cardiaques observées chez nos souris. Dans 

un contexte de perméabilité vasculaire accrue, la formation d’un œdème cardiaque ne 

parait pas irrationnelle. Néanmoins, en condition physiologique, l’afflux de liquide dans 

l’interstitium est finement régulé par le réseau lymphatique. Récemment, diverses 

études ont mis en évidence la présence de dysfonction lymphatique dans des modèles 

murins présentant des facteurs de risque typiques d’ICFEp comme le diabète, l’obésité 

ou encore le vieillissement (Conway et al., 2009; Nitti et al., 2016; Zawieja et al., 2016). 

Bien qu’à ce jour le réseau lymphatique cardiaque n’ait jamais fait la preuve d’une 

implication directe dans l’ICFEp, la présence d’œdèmes généralisés oriente vers un 
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potentiel dysfonctionnement généralisé de ce réseau (Cuijpers et al., 2020). Une 

récente étude a d’ailleurs pour la première fois mis en évidence des modifications 

morphologiques et fonctionnelles de la vascularisation lymphatique provenant de 

biopsies de peau de patients atteints d’ICFEp (Rossitto Giacomo et al., 2020).    

Chez les souris iEC-Pdzrn3, aucune altération structurelle du réseau lymphatique n’a 

pu être mise en évidence. Malheureusement, l’aspect fonctionnel de ce réseau n’a pas 

été étudié. Ainsi, plusieurs hypothèses peuvent être envisagées, comme le 

dépassement des capacités de drainage lymphatique face à la perméabilité vasculaire 

accrue observée chez les souris iEC-Pdzrn3, un drainage inadapté ou encore une 

hyperperméabilité du réseau lymphatique lui-même. En effet, le promoteur endothélial 

spécifique Cdh5 utilisé pour déclencher la surexpression de Pdzrn3 dans nos souris 

est aussi exprimé dans les cellules endothéliales lymphatiques (LEC) (Alva et al., 

2006). Devant le phénotype perméable du réseau vasculaire, il parait donc légitime de 

s’interroger quant à une éventuelle perméabilité du réseau lymphatique. Nous ne 

pouvons malheureusement pas apporter d’éléments de réponse à cette question pour 

le moment. Le phénotype cardiaque de souris surexprimant Pdzrn3 sous le contrôle 

du promoteur pdgfb (pour Platelet Derived Growth Factor subunit B) qui est spécifique 

de l’endothélium vasculaire et dont l’expression dans le réseau lymphatique n’a pas 

été rapportée (Payne, De Val and Neal, 2018) est en cours d’investigation. Ces 

expériences apporteront des éléments de réponse concernant le rôle du réseau 

lymphatique dans le développement de l’œdème cardiaque observé chez les souris 

iEC-Pdzrn3, mais aussi sur l’implication directe de cet œdème sur la fonction 

cardiaque. En effet, il est à l’heure actuelle impossible de déterminer si l’œdème 

myocardique retrouvé chez les souris iEC-Pdzrn3 provoque la dysfonction diastolique, 

ou ne fait que l’exacerber. L’augmentation de l’espace interstitiel peut en effet avoir 

des conséquences multiples et non exclusives sur l’homéostasie cardiaque. Par 

exemple, ce phénomène peut altérer les communications entre les différentes 

structures cardiaques (cellules endothéliales/cardiomyocytes ou 

cardiomyocytes/cardiomyocytes), décrites dans la littérature comme essentielles au 

développement et au bon fonctionnement du myocarde  (Hsieh et al., 2006; Tirziu, 

Giordano and Simons, 2010; Talman and Kivelä, 2018). De même l’œdème cardiaque 

peut également augmenter les pressions des fluides interstitiels, ce qui a pour 

conséquence de diminuer la contractilité et augmenter la rigidité du VG (Desai et al., 

2008).  
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Il serait intéressant d’étudier plus en détail le phénotype cardiaque des souris jeunes 

sans augmentation des pressions télédiastoliques, afin de déterminer si la formation 

de l’œdème cardiaque précède la dysfonction myocardique. L’augmentation du 

drainage lymphatique par la stimulation de la lymphangiogenèse pourrait aussi être 

envisagée. En effet, celle-ci permet une récupération fonctionnelle dans des modèles 

post-infarctus du myocarde (MI) présentant des œdèmes myocardiques (Henri et al., 

2016; Trincot et al., 2019).      

 

Certains régimes alimentaires favorisent le développement de l’obésité, du diabète, de 

l’hypertension et d’autres facteurs de risque de maladies cardiovasculaires. C’est le 

cas notamment des aliments occidentaux, ou régime western, qui sont riches en sucre 

et/ou en acides gras saturés (Anand et al., 2015; Oikonomou et al., 2018; Kopp, 2019). 

Dans la littérature, le recours au régime western est largement utilisé dans l’exploration 

de modèles animaux d’ICFEp. En effet, les régimes gras (entre 40-60% de gras) 

induisent une obésité et un diabète de type 2 chez les souris (Heydemann, 2016). Ces 

régimes sont souvent utilisés afin d’ajouter des facteurs de risque dans les modèles 

d’ICFEp et favoriser l’apparition de dysfonction cardiaque (Meng et al., 2017; 

Schiattarella et al., 2019). Dans le but d’exacerber la dysfonction endothéliale 

observée chez nos souris, nous les avons nourries avec un régime western qui n’induit 

pas d’obésité mais une hypercholestérolémie associée à des dysfonctions 

microvasculaires (Stapleton et al., 2010). En comparaison avec le régime standard, 

les souris sous régime western présentent une augmentation du nombre de cellules 

inflammatoires circulantes. On observe également une augmentation du nombre de 

macrophages présents dans le parenchyme cardiaque, et a fortiori chez les souris iEC-

Pdzrn3. La fibrose périvasculaire est elle aussi augmentée dans nos souris sous 

régime western par rapport à celles sous régime standard. Néanmoins, aucune 

différence n’est observée au sein d’un même groupe de souris (iEC-Pdzrn3 ou 

littermates) en fonction des régimes. Sur le plan du phénotype vasculaire, on observe 

une perméabilité plus marquée chez les souris sous régime western et encore plus 

chez les souris iEC-Pdzrn3. Le régime western semble donc favoriser une 

inflammation circulante et aggraver le phénotype vasculaire. L’augmentation du 

nombre de cellules inflammatoires dans le parenchyme cardiaque accompagnée de la 

progression de la fibrose pourrait être due à la majoration importante de la perméabilité 

vasculaire. 
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Néanmoins, l’aggravation de certains paramètres du phénotype cardiaque des souris 

iEC-Pdzrn3 sous régime western ne s’accompagne pas d’une progression des signes 

de dysfonctions diastoliques. A lui seul, le régime western exacerbe le phénotype 

inflammatoire et fibrotique des souris iEC-Pdrn3 mais également celui des littermates. 

Néanmoins ce dernier n’apparait pas comme un acteur majeur à la formation de 

dysfonction diastolique chez nos souris.   

 

Nous avons comparé le phénotype vasculaire perméable retrouvé chez les souris iEC-

Pdzrn3 à celui de souris obèses et diabétiques Lprdb/db. Ces souris ont été décrites 

comme un modèle pertinent d’ICFEp puisqu’elles additionnent bon nombre des 

éléments phénotypiques retrouvés chez les patients comme une dysfonction 

diastolique, une hypertrophie cardiomyocytaire, une fibrose interstitielle ainsi qu’une 

raréfaction microvasculaire (Alex et al., 2018). A l’instar des souris iEC-Pdzrn3, nous 

observons une augmentation de la perméabilité vasculaire chez les souris Lprdb/db. Ces 

résultats révèlent que ce phénomène encore inexploré dans le cadre de l’ICFEp se 

produit dans deux modèles distincts de dysfonction diastolique. Le phénotype 

vasculaire induit par la surexpression de Pdzrn3 dans l’endothélium semble donc 

reproduire des manifestions présentes dans un modèle d’ICFEp basé sur des 

comorbidités. Ces phénomènes pourraient donc avoir une importance majeure dans 

la compréhension de la physiopathologie de l’ICFEp.  

 

 

Pour conclure, les souris iEC-Pdzrn3 présentent une dysfonction diastolique 

accompagnée d’altérations cardiaques et vasculaires sévères. Ces résultats mettent 

en évidence une relation de cause à effet entre le dysfonctionnement vasculaire et la 

physiopathologie de l’ICFEp. 
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