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.  SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
A. LA VALVE AORTIQUE

1. Généralités sur le coeur

a)  Structure et fonction

Le cceur est un organe musculaire creux servant de pompe qui permet I’acheminement
du sang vers les différents organes. Il est constitué de quatre cavités chez les mammiferes : deux
oreillettes (gauche et droite) et deux ventricules (gauche et droit). Les différentes cavités
communiquent entre elles a travers des orifices ou sont localisés les valves cardiaques. Le cceur
de mammifére possede quatre valves : deux valves atrioventriculaires (mitrale, tricuspide) qui
régulent le flux sanguin entre les oreillettes et les ventricules ainsi que deux valves sigmoides
(aortique, pulmonaire) qui régulent le flux sanguin entre les ventricules et les artéres aortique
et pulmonaire (Figure I-1). Les valves sigmoides sont ouvertes en systole et les valves

atrioventriculaires en diastole.

Tronc brachiocéphalique

Carotide
Arteére subclaviéere

Aorte

d]— Artéres pulmonaires
= o :l— Veines pulmonaires

Artére pulmonaire —Q

Veines pulmonaires —': ;
//

Valve aortique Oreillette gauche

Septum interatrial Valve pulmonaire

Valve mitrale
Oreillette droite

Valve tricuspide Ventricule gauche

Ventricule droit Septum interventriculaire

Veine cave inférieur

Figure I-1 : Structure anatomique du ceeur humain en coupe coronale
Figure réalisée avec BioRender (https://biorender.com/).



Du point de vue histologique, le cceur est constitué de trois couches : le péricarde, le
myocarde et I'endocarde. L'endocarde est une couche de cellules endothéliales squameuses qui
tapissent I’intérieur des cavités du cceur. Le myocarde constitue le muscle strié cardiaque. Le
péricarde est une enveloppe entourant le cceur. Il est composé du péricarde fibreux et du
péricarde séreux séparés par lI'espace péricardique. Le péricarde séreux possede deux feuillets :

le feuillet viscéral ou I'épicarde enveloppant le ceeur et le feuillet pariétal (Figure 1-2).

800 pm

B Péricarde fibreux
Péricarde séreux (Feuillet pariétal)

Espace péricardique

Péricarde séreux (Feulillet viscérale : Epicarde)

Endocarde

Péricarde

Figure 1-2 : Coupe histologique du ceeur et schéma de ses trois couches
A : Ceeur de souris en coupe grand axe réalisée au laboratoire ; Ao : aorte, VA : valve aortique, VM :
valve mitrale, OD : oreillette droite, OG : oreillette gauche, VD : ventricule droit, VG : ventricule
gauche. B : les trois couches histologiques du ceeur. Figure modifiée d’aprés Smart Servier Medical Art.
(https://smart.servier.com/).

b) Développement du ceeur

Le cceur est le premier organe a se former au cours de I’organogenése humaine. I est
issu du mésoderme splanchnopleural qui se met en place durant la gastrulation. Au 15°™ jour
du développement, nous pouvons distinguer la premiere structure cardiaque constituée des
cellules progénitrices cardiaques spécifiées et organisées en forme de croissant. Au cours de la
3™ semaine de développement, ces cellules migrent vers la ligne médiane et fusionnent pour

former le tube cardiaque primitif (Figure 1-3).

Ce dernier possede un revétement interne de cellules endothéliales entouré d’une couche

externe de cellules myocardiques séparées par une matrice extracellulaire (MEC) appelée gelée



cardiaque. C’est a cette période qu’apparaissent les premiers battements rythmés du coeur. Le
ceeur primitif se replie en formant une boucle vers la droite positionnant les oreillettes, au-
dessus des ventricules, et les bourgeons endocardiques s’étendent dans la matrice extracellulaire
des régions du futur canal atrioventriculaire et de la future voie d’éjection. Au cours de la 6°™
et 7°™ semaine de gestation, le coeur est compartimenté en quatre chambres distinctes et le tronc
artériel commun (aussi appelé truncus arteriosus) dont émergent 1’aorte et I’artére pulmonaire

qui donnent lieu a la circulation pulmonaire et systémique (Figure 1-3).

Antérieur
a)

Postérieur ﬁ

FHF

Humain 15éme jour 21éme jour 28eme jour

Naissance

Souris E75 E 8,0 E 10,5

Figure 1-3 : Les étapes clés du développement du ceeur humain et murin.

(a) Structure en forme de croissant composée des cellules progénitrices cardiaques (CPC) : cellules du
premier (rouge) et du deuxiéme (bleu) champ cardiaque (FHF : first heart field/SHF : second heart
field) ; 15°™ jour de gestation (E7,5). (b) Les CPC migrent vers la ligne médiane et fusionnent pour
former un tube cardiaque linéaire ; 21°™ jour (E8). (c) Le tube cardiaque subit une boucle vers la droite
le long de l'axe antéro-postérieur, ce qui segmente le cceur en oreillettes, ventricules, canal
atrioventriculaire et la voie d’éjection (OFT) ; 28°™ jour (E10,5). (d) Le cceur mature a quatre chambres :
RA (oreillette droite), LA (oreillette gauche), RV (ventricule droit), LV (ventricule gauche). Ao : aorte,
Pu : artére pulmonaire, AVC : bourgeon atrioventriculaire, IVS : septum interventriculaire. Figure
modifiée d’aprés Madhumita et al. [1].

2.  Structure et fonction de la valve aortique

Les quatre valves cardiaques présentent des structures similaires. La valve pulmonaire
empéche le reflux sanguin de I’aorte pulmonaire vers le ventricule droit et la valve tricuspide
I’empéche entre le ventricule droit et I’oreillette droite. La valve mitrale permet le flux
unidirectionnel du sang de ’oreillette gauche vers le ventricule gauche. Elle a la particularité

d’avoir deux feuillets contrairement aux autres valves qui en ont troiS. La valve aortique est
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située entre le ventricule gauche et ’aorte. Elle permet le passage unidirectionnel du flux
sanguin du ventricule gauche vers 1’aorte lors de la systole. Elle empéche donc la régurgitation
vers le ventricule gauche en diastole. Les valves s’ouvrent et se ferment environ 3 milliards de
fois au cours d’une vie. Le sujet de cette thése porte sur la valve aortique et de ce fait nous

décrirons plus en détail cette valve (Figure 1-4).

Cuspide non coronaire

Valve tricuspide Valve mitrale

Cuspide coronaire
gauche
Cuspide coronaire
droit

Valve aortique

Valve pulmonaire

Figure 1-4 : Les quatre valves cardiaques et les trois cuspides ou feuillets de la valve aortique.
Figure modifiée d’aprés Smart Servier Medical Art.

La valve aortique est composée de trois cuspides ou valvules de moins de 1mm
d’épaisseur chez I’homme [2]. Ce sont des feuillets semi-lunaires fins qui sont appelés coronaire
gauche, coronaire droite et non coronaire en fonction de leur emplacement par rapport a 1’ostia
des arteres coronaires dans les sinus de Valsalva en aval de la valve (Figure I-4). A leur base,
les feuillets sont attachés a I’anneau fibreux de la racine de 1’aorte par une structure d’ancrage
fibreuse. Les bords libres des cuspides s'enroulent pour empécher le flux rétrograde vers le
ventricule gauche pendant la diastole lorsque la valve est fermée. La structure d’ancrage est
constituee de trois branches verticales en forme de couronne qui se rejoignent au niveau des
commissures des cuspides. Les trois branches verticales définissent les triangles fibreux inter-
cuspides localisés sous les commissures. La jonction sino-tubulaire est une structure fibreuse
entre le sinus de Valsalva et I’aorte ascendante ou sont retenues les commissures de la valve.
L’anneau aortique, composé principalement des fibres de collagéne, fournit un contrefort pour

la dispersion des forces (Figure I-5).
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Figure I-5 : Représentation de la racine de ’aorte
Composants de la racine de 1’aorte et les 3 feuillets de la valve aortique. Figure modifiée d’aprés Charitos
etal. [3].

Du point de vue histologique, un feuillet valvulaire est composé de trois couches :
fibrosa, spongiosa et ventricularis, contenant des cellules interstitielles valvulaires (VICs,
Valvular Interstitial Cell) et entourées par une monocouche de cellules endothéliales
valvulaires (VECs, Valvular Endothelial Cell) (Figure 1-6) [4], [5]. La structure stratifiée de la
valve humaine est plutdt conservée chez les vertébrés. Elle est, par exemple, similaire a celle

du mouton, du lapin et de la poule [5].
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Figure 1-6 : Structure trilaminaire de la valve aortique et ses composants
Les trois couches du feuillet valvulaire : Fibrosa riche en collagéne, Spongiosa riche en protéoglycanes
et glycosaminoglycanes (GAG) et Ventricularis riche en élastine. qVIC : cellule interstitielle valvulaire
quiescente, myoVICs : VICs activée ou myofibroblastique, SMC : cellule musculaire lisse, VEC :
cellule endothéliale valvulaire. Figure réalisée avec BioRender.

La couche fribrosa est la couche externe du c6té de 1’aorte. Elle est composée
majoritairement des fibres de collagéne de type | et 11l orientées en circonférence (Figure 1-6).
Elle renforce la structure de la valve et lui donne de la flexibilité durant I’ouverture tout en
favorisant la coaptation des feuillets lors de la fermeture de la valve. Elle fonctionne comme la

principale couche portante responsable de la force mécanique.

La couche spongiosa est la couche interne riche en protéoglycanes,
glycosaminoglycanes et comporte des fibres de collagene éparses (Figure 1-6). Elle absorbe le
stress mécanique durant le cycle cardiaque. Sa structure compressible permet la rétention d’eau
tout en lubrifiant les couches adjacentes, fibrosa et ventricularis, lors de leur déformation I’une

par rapport a I’autre pendant le mouvement du feuillet et la pressurisation [6].

La couche ventricularis est située du coté du ventricule gauche et est constituée

principalement des fibres d’élastine et d’un réseau de fibres de collagene (Figure 1-6) [7]. Sa



composition offre une plus grande compliance et permet l'apposition des bords libres des
feuillets empéchant ainsi le retour du sang dans le ventricule gauche pendant la diastole. Les
fibres d'élastine sont orientées radialement et semblent réduire les déformations radiales qui se
produisent lorsque la valve est complétement ouverte. Elle facilite également le retour a 1’état
fermé [8].

La valve aortique est soumise a trois forces de base, appelées « stress », qui affectent le
tissu valvulaire au cours du cycle cardiaque : la flexion, le cisaillement et la tension. La force
de flexion se produit lorsque la valve s'ouvre ou se ferme activement, la force de cisaillement
ou shear stress se produit lorsque le sang passe a travers la valve ouverte et la force de tension
a lieu lors de la fermeture de la valve [6]. La face ventriculaire de la valve est soumise a de plus
grandes forces de cisaillement et de velocité de flux que la face aortique (Figure 1-7).

A B C

Systole Fermetu're Diastole
valve aortique

Flux
sortant

Force de cisaillement
oscillatoire

Force de tension Force de tension

Valve fermée

Force de cisaillement Force de flexion

Force de flexion TR
laminaire

Flux entrant

Figure I-7 : Forces hémodynamiques subies par la valve aortique.
A : en systole lors de I’ouverture. B : lors de la fermeture en diastole. C : ala fin de la diastole lors que
la valve aortique est fermée. Ao : aorte, VG : ventricule gauche. Figure modifiée d’aprés Rajamannan
etal. [9].

3. Valvulogenése

Le développement des valves cardiaques commence avec la formation des bourgeons
endocardiques [10]. Ce sont des renflements de la paroi de la voie d’éjection et du canal
atrioventriculaire du tube cardiaque primitif. Ces renflements sont dus & une accumulation de

matrice extracellulaire entre le myocarde et 1’endocarde [11].

Les bourgeons endocardiques sont formés entre le 31°™ et le 35°™ jour du

développement embryonnaire chez I’homme et le 9°™ jour chez la souris. Le phénoméne débute



avec la transition endothélio-mésenchymateuse (Figure 1-8) [11]. Cette derniére est initiée par
des signaux émanant des cellules endocardiques et du myocarde adjacent. Ces signaux inhibent
I’expression des marqueurs endothéliaux dans le canal atrioventriculaire et la voie d’¢éjection
tout en augmentant la synthése des composants de la matrice extracellulaire. Les cellules
endothéliales se désolidarisent les unes des autres et migrent vers la gelée cardiaque pour
peupler le bourgeon endocardique de cellules mésenchymateuses (Figure 1-8). Les bourgeons
de la voie d’¢jection formeront les valves sigmoides (aortique et pulmonaire) tandis que les
bourgeons atrioventriculaires deviendront les valves atrioventriculaires (mitrale et tricuspide)
[12]. Le développement des valves atrioventriculaires précede celui des valves sigmoides. La
population de cellules mésenchymateuses ainsi que d'autres lignées cellulaires constituent les

cellules progénitrices qui donneront naissance aux structures valvulaires matures (Figure 1-8).

E90 E11,5 Naissance

Valve sigmoide

Formation du bourgeon Croissance et remodelage du
endocardique bourgeon endocardique

Figure 1-8 : Développement des valves cardiaques chez la souris.

Plicature du tube cardiaque linéaire composé d’une couche externe, le myocarde (orange) et d’une
couche interne I'endocarde (bleu) au stade E7,5. Formation des bourgeons endocardiques dans les
régions du canal atrioventriculaire (AVC) et de la voie d’éjection (OFT) au stade E9,0. En réponse aux
signaux du myocarde, les cellules endocardiques du AVC et de la OFT proximale subissent une
transition endothélio-mésenchymateuse. Elles migrent dans la gelée cardiaque et proliférent pour
peupler les bourgeons endocardiques tandis que les cellules de la créte neurale cardiaque (NCCs)
migrent dans I'OFT distal. A E11,5, les bourgeons du AVC et de la OFT sont entiérement cellularisés.
Aprés E11.5, croissance et remodelage des bourgeons du AVC et de la OFT par une prolifération spatio-
temporelle et une apoptose des cellules interstitielles de la valve (VICs), ainsi qu'un agencement
dynamique de la matrice extracellulaire. VECs : cellules endocardiques des valves, V : ventricule.
Figure modifiée d’aprés Wang et al. 2021 [13].



La prolifération des cellules mésenchymateuses issues de 1’endothélium entraine une
expansion des bourgeons endocardiques et l'allongement des primordia valvulaires. Ces
derniers divisent le canal atrioventriculaire commun d’une part par la croissance des bourgeons
endocardiques supérieur et inférieur et d’autre part par celle des deux bourgeons latéraux. Suite
a la fusion des bourgeons supérieur et inferieur, le canal atrioventriculaire est divisé en orifices
valvulaires gauche et droit (Figure 1-9). En plus des cellules mésenchymateuses, les cellules de
I'épicarde peuplent les bourgeons et les feuillets pariétaux des primordia valvulaires. Quant aux
cellules de la protubérance mésenchymateuse (dérivées du second champ cardiaque), elles

participent au cloisonnement du canal atrioventriculaire [14]-[16].

Le développement des bourgeons de la voie d’éjection nécessite, en plus de la transition
endothélio-mésenchymateuse précédemment décrite, I’implication d’une population de cellules
de la créte neurale cardiaque. Elles migrent a travers les arcs pharyngés vers le sac aortique ou
elles participent au bon cloisonnement de la voie d’éjection en aorte et artere pulmonaire
(Figure 1-9). Les cellules de la créte neurale cardiaque contribuent également au développement
des feuillets de la valve sigmoide et de la partie supérieure du septum interventriculaire. Le
développement des valves sigmoides est concomitant a celui de la voie d’éjection ou les cellules
de la créte neurale cardiaque participent & la formation des bourgeons de la voie d’¢éjection. Une
petite éminence se développe sur chagque bourgeon pour former les cuspides de la valve dans

I'aorte et l'artére pulmonaire [12].

Les feuillets valvulaires individualisés sont visibles aux environs de la 5™ et 6°™®
semaine du développement chez le foetus humain et vers le 13°™ jour du développement
embryonnaire chez la souris. Les primordia valvulaires poursuivent leur développement par un
processus de remodelage, d'amincissement et d'allongement, ainsi que le remodelage de la
matrice extracellulaire. Ces processus continuent pendant une partie du développement
postnatal jusqu'a ce que la valve soit correctement organisée en une structure stratifiée

trilaminaire [4].
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Figure 1-9 : Développement des bourgeons endocardiques des valves cardiaques
A : Développement des bourgeons endocardiques (BE) atrioventriculaires (AV). B : Développement des
BE de la voie d’¢éjection. PA : artére pulmonaire, Ao : aorte. J : jour de gestation. Figure modifiée d’aprés
LaHaye et al. [12].

La valvulogenése est un processus finement régulé. Le développement et la maturation
de la valve sont régulés par certaines voies de signalisation impliquées dans ceux de lignés
cellulaires ostéogeniques [17]. En plus de la signalisation moléculaire, I’hémodynamique

environnant joue aussi un role important dans la formation des bourgeons endocardiques.

Les membres de la superfamille du facteur de croissance transformant (TGF-j,
Transforming Growth Factor £) sont nécessaires a la transition endothélio-mésenchymateuse.
La protéine osseuse morphogénétique 2 (BMP-2, Bone Morphogenetic Protein 2) sécrétée par
les cellules du myocarde agit en synergie avec le TGF-f sécrété par les cellules endothéliales
afin de stimuler la transition endothélio-mésenchymateuse [18], [19]. La BMP-2 agit via
I’activation des facteurs de transcription SMAD1/5/8 (small mothers against
decapentaplegic)et le TGF-p via le facteur de transcription SMAD2/3 [11]. Outre ces facteurs
de croissance, les voies de signalisation Notch, Ras mais aussi Wnt (wingless-related
integration site)/B-caténine sont également impliquées dans le développement des bourgeons
endocardiques du canal atrioventriculaire et de la voie d’éjection [12], [20]. En effet, Notch est
indispensable pour le dép6t de la matrice extracellulaire et est nécessaire a la transition
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endothélio-mésenchymateuse [11]. En outre, le facteur nucléaire des lymphocytes T activés
cytoplasmiques 1 (NFATcL, cytoplasmic Nuclear factor of activated T-cells 1) et le RANKL
(receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand) sont également nécessaires[11].

Les cellules progeénitrices de la valve ont un grand pouvoir de prolifération et de
migration. Au cours du développement, elles expriment différents facteurs de transcription tels
que T-box 20 (Tbx20), Sox9 : SRY-box 9 (sex-determining region Y -box 9), Msx1/2 (muscle
segment homeobox 1/2) et Snail. Elles expriment également des molécules de la matrice
extracellulaire (périostine, cadhérine-11, matrice métalloprotéase 2 : MMP-2) régulées par la
BMP et le facteur de croissance des fibroblastes (FGF, Fibroblast Growth Factor) (Figure I-
10) [21].

Ventricularis

Marqueurs Remodelage MEC Stratification
EMT et progéniteurs Nfatc1 Sox9

Snail Gatas
Twistl

Msx1/2
Sox9
BMP-2

Figure 1-10 : Facteurs de transcription et signalisation impliqués dans le développement de la
valve aortique.

A : Formation du bourgeon endocardique (en violet). Sous I’effet de la BMP-2, ’EMT est initiée et
donnent les cellules progénitrices valvulaires. Elles expriment les facteurs de transcription Snail,
Twistl, Msx1/2 et Sox9. B : Les bourgeons endocardiques s'allongent pour former les primordia
valvulaires. Le remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) et la morphogenése des feuillets
valvulaires dépendent de Nfatcl et Gata5. C : La stratification de la MEC des priomordia valvulaires
en 3 couches (fibrosa, spongiosa et ventricularis) est associée a I'expression de Sox9. EMT : transition
endothélio-mésenchymateuse. Figure modifiée d’apres Wirrig et al. [22].
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4.  Composants de la valve aortique

a)  Lescellules de la valve aortique

La valve aortique présente une monocouche des cellules endothéliales valvulaires
(VECs) qui tapissent la surface des feuillets et des cellules interstitielles valvulaires (VICs) qui
sont disséminées dans les 3 couches de la matrice extracellulaire du feuillet (Figure 1-11).

Figure 1-11 : Coupe histologique de cceur de souris
Coupe transversale, VICs: cellules interstitielles valvulaires et VECs: cellules endothéliales
valvulaires.

(1)  Lescellules interstitielles valvulaires

Les cellules interstitielles valvulaires sont une population hétérogéne comportant des
fibroblastes, des cellules progénitrices mésenchymateuses, des myofibroblastes et des cellules
musculaires lisses. Dans les valves sigmoides, les VICs ont 3 origines : les cellules progénitrices
du bourgeon endocardique, les cellules de la créte neurale cardiaque et les cardiomyocytes
dérivés du second champ cardiaque [23]. Les VICs présentent une morphologie allongée
fusiforme. La population des VICs myofibroblastiques et des cellules musculaires lisses
expriment 1’alpha-actine du muscle lisse (a-SMA, alpha Smooth Muscle Actin) et la
smootheline qui leur conferent des propriétés contractiles [24]. Les cellules musculaires lisses
sont localisées majoritairement dans la couche ventricularis et les cellules progénitrices

mésenchymateuses dans la couche spongiosa [25] (Figure 1-6). La fonction principale des VICs
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est de maintenir I’intégrité structurale et la fonction normale de la valve en assurant le
renouvellement de la matrice extracellulaire [26]. En outre, elles expriment différentes
molécules d’adhésion telles que la N-cadhérine et la desmogléine, 1’a-/B-caténine et les
connexines 26/43/45 (Tableau 1) [27].

Les cellules interstitielles valvulaires progenitrices (pVICs, progenitor Valvular
Interstitial Cells) constituerent un pool de réserve cellulaire. Elles participeraient au
renouvellement du contingent cellulaire de la valve en se différenciant en VICs quiescentes.
Les pVICs ont un pouvoir de prolifération plus importante que les VICs quiescentes [28]. En
plus des pVICs résidentes qui sont présentes continuellement dans la valve, nous avons aussi la
présence des pVICs hématopoiétiques issues des cellules circulantes de la moelle osseuse [29].
Les pVICs hématopoiétiques peuvent se différencier en VICs activées sans passer par les qVICs
[30].

Les cellules interstitielles valvulaires quiescentes (qVICs, quiescent Valvular
Interstitial Cells) constituent la population cellulaire la plus importante de la valve aortique
normale (95-98% des VICs) [8]. Elles assurent la fonction principale des VICs en sécrétant les

éléments de la MEC ainsi que leur dégradation [26].

Les cellules interstitielles valvulaires activées (aVICs, activated Valvular Interstitial
Cells) ou VICs myofibroblastiques (myoVICs) sont présentes en faible nombre dans une valve
normale (5% des VICs). En condition pathologique ou de Iésions valvulaire, leur population
augmente et participe a la réparation tissulaire. Les qVICs peuvent s’activer en myoVICs en

cas de lésions pathologiques et de stress hémodynamique ou mécanique anormaux.

En plus de ces différents types de VICs, il existe des VICs ostéoblastiques (obVICs)
dans la valve aortique en condition pathologique. Les obVICs seront abordées dans la partie

portant sur la physiopathologie de la sténose aortique (SA).

Par ailleurs, les VICs issues des valves du cceur gauche (mitrale, aortique) sont plus

rigides que celles des valves du cceur droit (tricuspide, pulmonaire) suite a la forte expression

de ’a-SMA et la protéine de choc thermique (HSP, Heat Shock Protein) [31], [32].
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Types cellulaires Localisations Fonctions

Cellules progénitrices Bourgeon endocardique

; . Donnent naissance aux qVICs résidentes.
mésenchymateuses embryonnaire

Moelle osseuse, circulation  Résidentes ou infiltrent la valve pour
PVICs sanguine et/ou feuillets de  fournir des myoVICs et réparer le tissu de
valve cardiaque la valve.

Feuillet de la valve aortiqgue ~ Maintiennent la structure et la fonction
QVICs physiologique de la valve et inhibent
I'angiogenése dans la valve.

Expriment a-SMA et participent & la

réparation tissulaire de la valve via la

prolifération, la migration et le
myoVICs Feuillet de la valve aortiqgue = remodelage de la MEC.

Répondent aux Iésions valvulaires dues a

des conditions pathologiques et a des

forces mécaniques/hémodynamiques

anormales.

Calcification, chondrogenése et
ObVICs Feuillet de la valve aortique ostéogenese dans la valve cardiaque.

Sécretent la  phosphatase  alcaline,

I'ostéocalcine, I'ostéopontine, la

sialoprotéine osseuse.

Tableau 1 : Phénotypes des cellules interstitielles valvulaires et leurs fonctions.
VICs: cellules interstitielles valvulaires, pVICs : VICs progénitrices, qVICs: VICs quiescentes,
myoVICs : VICs activées ou myofibroblastiques. D’aprés Liu et al. [29].

(2)  Les cellules endothéliales valvulaires

Les cellules endothéliales valvulaires forment une fine barriére entre la circulation
sanguine et la structure sous-jacente de la valve. Elles participent indirectement a I'homeostasie
de la valve et au remodelage de la MEC principalement en régulant la perméabilité de la valve
[33], I'adhérence aux cellules inflammatoires [34] ainsi que la signalisation paracrine vers les
VICs locales et les cellules circulantes [35]. Le signal paracrine des VECs vers les VICs se fait

via le monoxyde d’azote (NO), I’endothéline-1 et le peptide natriurétique de type-C [36]-[39].

Les VECs sont orientées perpendiculairement au flux sanguin contrairement a
I’endothélium vasculaire qui est orienté parallelement. Butcher et collaborateurs ont observé

que, in vitro, les VECs s'alignent perpendiculairement en réponse a des forces de cisaillement
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hémodynamiques, tandis que les cellules endothéliales vasculaires s'alignent parallélement a
I'écoulement [40]. Ces résultats confirment ce qui est observé in vivo. Les VECs de
I’endothélium de la face ventriculaire et celles de la face aortique sont soumises a des forces
hémodynamiques différentes. Joignant la structure a la fonction, les VECs de la face
ventriculaire présentent une forme allongée et une surface lisse alors que celles du cété de
I’aorte ont une forme cuboide et une surface striée [41]. En effet, les VECs bordant la couche
fibrosa sont soumises a des forces de cisaillement oscillatoires alors que les VECs au niveau de

la couche ventricularis sont soumises a des forces de cisaillement laminaires (Figure 1-12).

En culture, les VICs humaines issues de valves saines peuvent étre distinguées des
VECs par un marquage positif de I'a-SMA, la vimentine et la desmine, les marqueurs les plus
utilisés, ainsi que le prolyl-4-hydrolase [42]. A D’inverse, les VECs sont positives pour la
cadhérine endothéliale vasculaire (VE-cadhérine), le CD31 et le facteur de von Willebrand

contrairement aux VICs [43].
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Figure 1-12 : Feuillet d’une valve aortique en condition normale

La valve aortique normale avec ses trois couches (fibrosa, spongiosa et ventricularis). Les VICs:
cellules interstitielles valvulaires (bleu) s'activent en VICs myofibroblastiques (vert) pour remodeler la
matrice extracellulaire. Les cellules endothéliales valvulaires (VECs) tapissent la valve et constituent
une barriere contre le sang, empéchant la coagulation, médiant l'infiltration des lipides ainsi que des
nutriments et modulent I'extravasation des cellules inflammatoires. Les VECs (rose) favorisent la
quiescence des VICs via Le monoxyde d’azote (NO). Les VICs et les VECs communiquent via les
cytokines. Cellules immunitaires résidentes (violet). La ventricularis subit une force de cisaillement
laminaire, tandis que la fibrosa est soumise a une force de cisaillement oscillatoire. D’aprés Driscoll et
al. [44].
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(3)  Les autres types cellulaires

En plus des VICs et des VECs, d’autres types cellulaires peuplent la valve aortique. Les
cellules souches hématopoiétiques issues de la moelle osseuse sont présentes dans la valve [30].
Elles représentent 1 a 18% de la population cellulaire en condition normale. Elles conservent
I’expression du CD45 (marqueur commun des leucocytes) et expriment aussi des marqueurs de
VICs comme la vimentine [45]. En outre, les mélanocytes dérivés de la créte neurale, les
cellules dendritiques, les macrophages et les mastocytes ont aussi été observés a la surface des

valves matures atrioventriculaires et sigmoides [4].

b) La matrice extracellulaire de la valve aortique

Le collagéne est la protéine structurale la plus abondante chez les mammiféeres. 1l est
composé de 3 hélices a polypeptidiques et est sécrétée par différents types cellulaires dont les
fibroblastes, les cellules épithéliales, les ostéoblastes et les chondroblastes. Dans une valve
aortique saine, le collagéne est présent dans les trois couches mais il est plus abondant dans la
couche fibrosa ou est retrouvé le collagene de type | et I1l. Au niveau de la membrane basale
sous endothéliale, nous avons le collagéene de type Il et IV [46]. Quant au collagéne fibrillaire

de type I, c’est la protéine majoritaire de la valve.

L’¢élastine est une autre protéine fibreuse de la matrice extracellulaire et confére
I’¢lasticité aux tissus. Elle est sécrétée principalement par les fibroblastes, mais aussi par les
chondroblastes et les cellules du muscle lisse. Dans une valve normale, les fibres d’¢lastine
sont majoritairement localisées dans la couche ventricularis [5] mais elles sont également
présentes dans la couche spongiosa [47]. L’élastine est organisée en fibres alignées pour assurer

un soutien structurel et donner une élasticité permettant la fermeture de la valve [6].

Les protéoglycanes sont des glycoprotéines constituées d’une protéine et de
glycosaminoglycane. Ils sont localisés en extracellulaire mais aussi au niveau membranaire et
du coété intracellulaire. Le glycosaminoglycane est un polymére de disaccharide avec des
résidus sulfate. Les protéoglycanes et les glycosaminoglycanes sont présents dans les trois
couches du feuillet valvulaire mais sont plus abondant dans la couche spongiosa [46]. Les
protéoglycanes les plus abondants dans la valve aortique sont le versicane, le biglycane et la
décorine alors que I'acide hyaluronique est le glycosaminoglycane le plus abondant [48]. La

couche spongiosa est riche en protéoglycanes de type chondroitine-sulfate qui lui confére une
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structure compressible comme le cartilage [8]. De plus, le feuillet de la valve exprime également

I’agrécane.

La périostine est une protéine de la matrice extracellulaire localisée dans les tissus
soumis a des contraintes mécaniques constantes. La périostine est fortement exprimée au cours
de la valvulogenese aprés la transition endothélio-mésenchymateuse, ou elle joue un réle
critique dans la fibrillogenése du collagene | [49]. Dans les valves cardiaques postnatales
normales chez I’Homme, l'expression de la périostine diminue et se localise au niveau sous-
endothélial. Son expression est plus élevée dans la couche ventricularis que dans la couche
fibrosa [50].

La ténascine-C est une glycoprotéine hexamerique de la matrice extracellulaire qui joue
un role important dans le développement du tissu conjonctif. Elle est exprimée dans le tissu
osseux en développement et dans la plagque d'athérome. Elle est transitoirement exprimée
pendant la valvulogenése. Dans les valves saines, I'expression de ténascine-C est faible et se
limite a la membrane basale [51]. Elle interagit avec d'autres composants de la matrice
extracellulaire tels que la fibronectine, le collagéne, la périostine, la fibrilline-2 ainsi que les

protéoglycanes.

Outres les molécules de la MEC, les valves cardiaques humaines expriment différentes
métalloprotéases matricielles (MMPs) et inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases
matricielles (TIMPs). Les MMPs sont des protéases responsables de la dégradation des
composants de la MEC. L'expression des MMPs et des TIMPs varie selon les différents types
de valves. La MMP-1 est exprimée dans les quatre valves cardiaques, la MMP-2 n'est présente
que dans les valves sigmoides alors que les MMP-3 et MMP-9 ne sont pas exprimées dans les
valves cardiaques. Les TIMP-1 et TIMP-2 sont exprimées dans toutes les valves tandis que
TIMP-3 n'est présent que dans les feuillets de la valve tricuspide [29]. Enfin, la valve aortique
exprime des protéines d’adhésions telles que la fibronectine, la laminine, 1’ostéonectine et la

vitronectine [27], [46].
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B. LA STENOSE AORTIQUE
1.  Généralités et épidémiologie

La sténose aortique (SA) ou rétrécissement aortique est une pathologie caractérisée par
un épaississement de la valve aortique conduisant & un rétrécissement progressif de I’ouverture
de la valve aortique, qui est tardivement associé a une minéralisation. La consequence finale de
la SA est une insuffisance cardiaque chronique [52]. En effet, la diminution de la surface
fonctionnelle de la valve en systole ainsi que sa fermeture incompléte en diastole empéchent

son bon fonctionnement et ainsi I’obstruction de 1’¢jection du flux sanguin (Figure 1-13).

Valve aortique Valve aortique
normale sténosée

Figure 1-13 : Valve aortique normale et sténosée.
Figure modifiée d’aprés Hanna et al. [53].

La SA possede trois principales étiologies : les malformations congénitales, les maladies
dégéneratives et les maladies infectieuses rhumatismales. La SA congénitale représente 5% des
cas de la pathologie et la premiére cause de la maladie chez les personnes ayant moins de 65
ans [54]. Elle est due a une malformation de la valve aortique, principalement une bicuspidie.
Le fait d’avoir deux cuspides au lieu de trois (tricuspide) entraine des modifications
hémodynamiques qui affectent ’homéostasie de la valve. Les mécanismes physiopathologiques
de la SA congénitale sont les mémes que ceux de la SA dégénérative a la différence que son
apparition est précoce. La SA dégénérative, principalement la maladie de Monckeberg, se

caractérise par un remodelage des feuillets valvulaires, une sclérose et un dépot de calcium
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entrainant un dysfonctionnement de la motilité et de I’ouverture de la valve. La SA dégénérative
est la forme la plus fréquente de la pathologie dans les pays occidentaux en plus d’étre la cause
majeure de la maladie chez les plus de 65 ans. Elle représente 82% des cas de la SA [54]. Quant
a la SA post-rhumatismal, elle est due a une fiévre rhumatismale suite a une infection
bactérienne. Cette derniere provogue une inflammation et la dégradation de la MEC qui
entrainent la fusion des commissures de la valve aortique formant une fausse bicuspidie. La SA
post-rhumatismale est la principale cause de la maladie dans les pays en voie de développement
mais elle est rare dans les pays industrialisés ou elle ne représente que 11% des cas [54]. En
outre, d’autres étiologies de la SA existent telles que I’endocardite infectieuse et 1’exposition

aux rayonnements ionisants.

La SA est la plus fréquente des atteintes valvulaires (50%) et la troisieme maladie
cardiovasculaire dans les pays occidentaux apres les coronaropathies et I’hypertension artérielle
systémique [55]. Elle atteint principalement les personnes agées avec une prévalence de 25 %
de sclérose et 2% de sténose aortique chez les plus de 65 ans. Cette prévalence augmente avec
I’age et atteint 2,8% et 4% dans la population &dgée de plus de 75 ans et 85 ans, respectivement
[56]-[58]. Ces chiffres prédisent que la prévalence de la SA est appelée a augmenter dans les
années a venir avec le vieillissement de la population ; ce qui en fait un probleme majeur de
santé publique. D’ou I’importance d’étudier cette pathologie afin de mieux la connaitre et la

prévenir.

Une étude de Yadgir et collaborateurs a analysé les données épidémiologiques des
valvulopathies dans 195 pays. Les auteurs ont montré une forte progression des cas de SA ainsi
qu’une augmentation de 101% de I’espérance de vie corrigée de I'incapacité (DALY, Disability-
adjusted life year), autrement dit ’espérance de vie en bonne santé, entre 1990 et 2017. Ils ont
rapporté 12,6 millions de nouveaux cas de la SA en 2017 dans le monde et 18,1 millions de
nouveaux cas de la maladie dégénérative de la valve mitrale. De plus, la SA a causé 102700
déceés a travers le monde en 2017. lls ont également observé une disparité importante de la
mortalité et de la prévalence en fonction des zones géographiques (Figure 1-14) [59]. Dans une
autre étude de 2019 regroupant 7247 patients en Europe et en Afrique du Nord, la SA
représentait 41,2% des 5219 cas de valvulopathies contre 5,3 % de régurgitation de la valve
aortique, 21,3% de régurgitation de la valve mitrale et 4,5% de sténose mitrale. En outre, 79,4%

des patients avec une SA symptomatique avaient subi une intervention chirurgicale [60].
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Figure 1-14 : Répartition mondiale de la prévalence du rétrécissement aortique
Prévalences standardisées par rapport a 1’dge de la sténose aortique en 2017 (cas pour 100 000
personnes). Modifiée d’aprés Yadgir et al. [59].

2.  Facteurs de risque de la sténose aortique

Plusieurs facteurs de risque prédisposent au développement de la SA. Entre autres, nous
retrouvons des facteurs comme les malformations congénitales dont la plus importante est la
bicuspidie aortique, les anomalies génétiques et les facteurs acquis dont certains sont communs
aux maladies cardiovasculaires. Dans un premier temps, nous présenterons de maniére
synthétique la bicuspidie aortique étant donné qu’elle est la principale malformation
congénitale. Puis, nous aborderons les différents facteurs génétiques impliqués dans la

pathogénicité ainsi que les autres facteurs connus.

a)  Bicuspidie aortique

La bicuspidie aortique est une malformation congénitale de la valve aortique ou la valve
presente deux feuillets au lieu de trois (Figure 1-15). Elle est I’atteinte la plus fréquente de la
valve aortique et affecte 1 a 2% de la population [61]. Elle est due a une anomalie au cours des
différentes étapes de la valvulogenese. D une part, une altération de la transition endothélio-
mésenchymateuse et de la migration des cellules de la créte neurale cardiaque pendant la
formation du bourgeon endocardique. D’autre part, une altération de la septation de la voie
d’¢éjection et de l'excavation du bourgeon endocardique valvulaire (Figure 1-15) [62]. Ces
dysfonctionnements conduisent au développement de deux primordia des feuillets valvulaires

au lieu de trois. La bicuspidie aortique est la deuxieme cause de la SA (Tableau 2).
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Les patients ayant une valve aortique bicuspide présentent un profil hémodynamique différent
de celui observé avec la valve aortique tricuspide [63]. Ils ont une forte tendance a développer
la SA des I'age de 20 a 30 ans [57], [64]. La moitié des patients ayant une SA nécessitant un

remplacement de la valve ont une valve aortique bicuspide [65], [66].

Figure 1-15 : Valve aortique bicuspide de souris
Coloration a I’hématoxyline éosine safran d’une valve de souris en coupe transversale.

Bicuspidie
Tricuspidie |Quadricuspidie

SIS

Type 0 (7%) | Type 1(88%) Type 2 (5%)

Unicuspide

T

(5

Orientation Fusion cuspides Fusion cuspides
latérale gauche/droit P!
4% 71% gaucheidmlt etr
droit/non coronarien
. 5%
‘ i
Orientation Fusion cuspides
antéro-postérieur gauche/non coronarien
2% 3%

"

Fusion cuspides
droit/non coronarien
15%

Tableau 2 : Classification de malformation de la valve aortique
Différents types de bicuspidie et leurs prévalences. Raphé en bleu et commissure en blanc. D : cuspide

coronaire droit, G : cuspide coronaire gauche et NC : cuspide non coronaire. Tableau réalisé d’aprés
Sievers et al. [67].
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La bicuspidie aortique est une maladie héréditaire liée a la mutation de plusieurs génes,
particulierement NOTCH1. Une étude a montré le role important de Notchl dans la
valvulogenése. En effet, la surexpression transitoire de Notchl provoque un épaississement des
valves cardiaques chez I'embryon du poisson-zebre, tandis que l'inhibition de cette voie de
signalisation interrompt la valvulogenese suite a la diminution de la transition endothélio-
mésenchymateuse nécessaire a la formation de la valve (Figure 1-16) [68]. Dans une autre étude,
Garg et collaborateurs ont identifié une mutation autosomique dominante de NOTCH1 par une
analyse de liaison génétique (Genetic linkage analysis) des valves aortiques bicuspides
calcifiées dans des familles non syndromiques [69]. D’autres mutations de NOTCH1 ont été
identifiées, non seulement dans des cas de valves aortiques bicuspides familiales, mais aussi

dans 4 % des cas sporadiques [70].

En plus de NOTCH1, d’autres génes sont impliqués dans le développement de la
bicuspidie notamment les mutations des génes de I’oxyde nitrique synthase endothélial (eNOS),
du facteur de transcription GATAS et de la FIBRILINEL. L’eNOS participe au développement
de la valve et des vaisseaux, mais son expression est faible chez les patients atteints de
bicuspidie aortique [71]. Le facteur de transcription GATA-5 régule également le
développement de la valve aortique, comme le montre sa délétion chez la souris qui entraine la

formation de valves aortiques bicuspides [72].
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Figure 1-16 : La voie de signalisation Notch dans le développement de la valve aortique.

A : Notch est essentiel a transition endothélio-mésenchymateuse (EMT) (fleches bleues). La perte de
fonction de Notch (NOTCH LOF) inhibe ’EMT chez les souris LOF. B : Notch contrdle le remodelage
des valves cardiaques en régulant I'apoptose et la prolifération. Dans les cellules endocardiques de la
valve (VECSs), il favorise I'expression du facteur de nécrose tumorale (Tnfo) qui induit ensuite I'apoptose
des cellules interstitielles valvulaires (VICs) et en paralléle, il active I'expression de Hbegf, qui inhibe
ensuite la prolifération. Le dysfonctionnement de NOTCH entraine une diminution de I'expression de
Tnfa et de Hbegf, ce qui conduit a I'épaississement des feuillets valvulaires et a la bicuspidie aortique.
Figure modifiée d’aprés Wang et al. [13].

b)  Facteurs génétiques

Plusieurs facteurs génétiques sont impliqués dans la pathogénicité de la SA. Ces facteurs
sont les génes qui régulent le développement de la valve et causent les malformations, ainsi que

les génes qui participent a la structure et la fonction de la valve aortique.

C’est le cas du géne NOTCHL1 précédemment cité dont la mutation conduit a la
bicuspidie. Les mutations de NOTCH1 sont des facteurs de risque de la SA, de méme que les
mutations des génes de la MEC tels que le COLLAGENE1A1 et ’ELASTINE [73]. Notamment
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une mutation du géne ELASTINE a I’origine du syndrome de Williams est un facteur prédictif
de la SA [74]. Les syndromes de Ehlers—Danlos et I’ostéogenése imparfaite causés entre autres
par des mutations sur le gene COLLAGENEZ1A1 sont également des facteurs de risque de la SA
[75], [76].

Les mutations des génes du métabolisme des lipides et du calcium sont aussi prédictives
de la SA. Le gene de la lipoprotéine (a) (LPA) serait un facteur de risque de la SA. En effet, des
études d'association pangénomique (GWAS, genome-wide association study) ont démontré
qu’une mutation génétique sur le locus de LPA, qui se traduit par une augmentation du niveau
d’expression de la Lp(a), est impliquée dans la SA. De méme, le géne codant la palmdelphin
(PALMD), qui favorise la différenciation des myoblastes et la régénération musculaire [77], a
été identifié par une étude d'association pantranscriptomique (TWAS, transcriptome-wide
association study) comme étant un géne important dans la SA. En effet, la baisse des niveaux
d’expression de 1’acide ribonucléique messager (ARNm) de PALMD dans la valve aortique est
associée au risque de développer une SA [78]. Par ailleurs, dans une étude utilisant les deux
précédentes techniques (GWAS et TWAS) ; Thériault et collaborateurs ont identifié d’autres
genes impliqués dans la SA : interleukine 6 (IL-6), phosphatase alcaline (ALPL, alkaline
phosphatase) et neuron navigator 1 (NAV1). Ces génes participent également au processus de

minéralisation de la valve aortique qui sera abordé plus tard.

En plus de I’implication de certains genes dans la physiopathologie de la SA, les facteurs
épigénétiques sont également impliqués dans le développement de la SA tels que les ARN non
codant (ncRNA, non-coding RiboNuclic Acid) et la méthylation de 1’acide désoxyribonucléique
(ADN).

Plusieurs ncRNA participeraient a la régulation de la SA parmi lesquels les micro ARN
(miRNA) qui sont des ncRNA de 18 a 25 nucléotides et les longs ARN non codants (InCRNA,
long non-coding RiboNuclic Acid) qui ont plus de 200 nucléotides. lls participent a plusieurs
processus cellulaires dont le développement cellulaire, la prolifération, le métabolisme
lipidique et I’angiogenéese [79]. Les ncCRNA régulent 1’expression post transcriptionnelle des
génes soit en réprimant la traduction par fixation sur I’extrémité 3’-UTR, soit en dégradant le
transcrit. Une étude a démontré que le IncRNA HOTAIR (HOX transcript antisense RNA) joue

un role dans la calcification de la valve aortique [80].
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Les miRNA peuvent activer des voies pro-inflammatoires et certains sont des
stimulateurs ou inhibiteurs de la calcification des cellules interstitielles valvulaires humaines,
deux processus clés de la SA qui seront abordés plus tard [81]. Zhang et collaborateurs ont
démontré qu'en réponse a la BMP-2, le miRNA-30b régule négativement la calcification
précoce des VICs en supprimant Runx2 (runt-related transcription factor 2), le SMADL1 et la
caspase-3 [82]. De méme, le miRNA-204 réprime la calcification en inhibant 1’expression de
Runx2 ; ce qui empéche la différenciation ostéoblastique des VICs. De plus, le miRNA-638 et
le miRNA-138 empéchent la calcification des VICs en inhibant leur différenciation en
ostéoblastes [83], [84]. Le miRNA-14, pour sa part, inhibe la formation des nodules de
calcification, I'activité de I’ALP, l'expression de Runx2 et de BMP-2 induite par le TGF-p1
dans les VICs porcines [85]. Toutefois, le miRNA-29b serait un promoteur de la calcification
valvulaire via les voies TGF-B3/SMAD3 et Wnt3/B-caténine [86]. De méme que le miRNA-
214 qui accélére la réaction inflammatoire par la voie de signalisation MyD88/ nuclear factor-
kappa B (NF-xB) [87].

L’autre mécanisme épigénétique, qui jouerait un rble dans la différenciation
ostéogénique des VICs aortiques et donc la SA, est I’altération de la méthylation de 'ADN.
Hadji et collaborateurs ont démontré que 1’altération de la méthylation de ' ADN du promoteur
du IncRNA H19 dans la SA est associée a une surexpression de ce INCRNA. Cette surexpression
favorise la minéralisation en réduisant 1’expression de Notch [88]. De plus, I’hypométhylation
de la 5-lipoxygénase est associée a la SA. Cette derniere est impliquée dans la synthese des
leucotrienes qui favorisent I'inflammation. Les VVICs humaines des valves calcifiées présentent
une hypométhylation sur le site du promoteur de la 5-lipoxygénase et, par conséquent, une

augmentation de I'expression de son ARNm. Ce qui contribuerait a I'inflammation [89].

c)  Autres facteurs de risques

En plus des facteurs géenétiques, plusieurs facteurs de risque sont liés au développement
de la SA: le genre masculin, le vieillissement, le tabagisme, I'nypertension artérielle,
I’hypercholestérolémie, la dyslipidémie et le diabéte mellitus [52]. A ces facteurs s’ajoute le

taux plasmatique élevé de triglycéride, de calcium ou de créatine [52].
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Le vieillissement, 1’un facteur de risque connu de la SA, est associé a une diminution de
la biodisponibilité du monoxyde d’azote qui entraine une augmentation des especes reactives
de I'oxygéne (ROS). Il est également associé & une diminution de la prolifération des VECs en
plus d'une perméabilité accrue de la paroi des cellules endothéliales. Les VECs changent de

taille et de forme avec le vieillissement et expriment des profils moléculaires distincts [90].

Aggarwal et collaborateurs ont montré que le genre masculin est positivement corrélé a
une incidence plus élevée de la SA et des niveaux de calcification plus élevés comparé au genre
féminin [91]. L'analyse transcriptomique des VICs porcines a également révélé des différences
entre les males et les femelles. En effet, les VICs issues des males présentent plus
d’inflammation, de dép6t de lipides et une plus forte expression de facteurs angiogéniques ainsi
qu’un taux de prolifération et d’apoptose cellulaire plus importante comparé a celles issues des
femelles [92]. Le développement de la maladie semble différent selon le sexe. Ainsi, pour une
méme sévérité de SA, celle-ci se caractérise chez la femme par une fibrose importante et une
faible calcification et inversement chez I’homme par une importante calcification et moins de

fibrose (Figure 1-17) [93], [94].

L’ hypertension, quant a elle, entraine une hémodynamique anormale a I’origine de la
pathologie. Certains mécanismes liés aux facteurs de risque seront discutés plus en détail dans

la partie physiopathologie de la valve notamment celui concernant le métabolisme des lipides.

Valve aortique Valve aortique Valve aortique Sténosée
normale sclérosée avec plus de calcification
Q A ‘ e
e | N
N
Valve aortique Valve aortique Valve aortique Sténosée
normale sclérosée avec plus de fibrose

Figure 1-17 : Développement de la SA chez la femme et I’homme.
Les femmes présentent une SA avec une prévalence de la fibrose et les hommes une SA avec la

prévalence de la calcification. SA : sténose aortique. Figure modifiée d’aprés Summerhill et al. [94].
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3.  Symptdmes, diagnostic, et traitements

a) Symptdmes et diagnostic

La sténose aortique est souvent asymptomatique au cours des premiers stades. Les
symptomes ne se manifestent que lorsque les patients atteignent le stade sévere de la pathologie.
Les symptdmes fréquents de la SA sont une dyspnée, une angine de poitrine ou angor et une

syncope.

L’échographie est la technique par excellence pour évaluer le dysfonctionnement de la
valve aortique et ses conséquences sur le ventricule gauche. L’IRM peut fournir des
informations complémentaires ; notamment sur la fibrose du myocarde. L’échocardiographie
transthoracique apporte des informations sur 1’anatomie de la valve et les parametres du flux
sanguin ainsi que la présence de la calcification. Trés souvent une échocardiographie est
prescrite & la suite des murmures systolique et/ou d’autres symptomes lors de 1’auscultation.
Chez certains patients, la SA peut étre diagnostiquée lors d’une échographie prescrite pour une
autre pathologie. La majorité des patients diagnostiqués sont asymptomatiques et sont suivis
jusqu’au remplacement de la valve. Cependant, une faible proportion des patients est
diagnostiquée tardivement avec 1’apparition des complications telles que les symptdmes de

I’insuffisance cardiaque.

L’échocardiographie Doppler est utilisée pour déterminer la sévérité de la pathologie en
mesurant les vélocités du flux sanguin, les gradients de pression transvalvulaires (AP), ’aire
valvulaire aortique (AVA) ainsi que I’AVA indexée a la surface corporelle. D’autres techniques
telles que 1’échocardiographie transoesophagienne, le cathétérisme cardiaque, 1’angiographie
coronarienne, la tomodensitométrie et I'IRM peuvent étre utilisées en complément pour
confirmer le diagnostic. Ainsi, la SA intervient lorsque la surface valvulaire est inférieure & 1,5
cm? et une SA sévére lorsque cette surface est inférieure a 1 cm? au lieu de 3 & 4 cm? pour une
valve normale, ainsi qu’un gradient de pression moyen supérieur a 40 mmHg (Tableau 3) [95].
Selon la sévérité de la pathologie, les patients peuvent étre classés dans I’un des quatre stades

de la SA suivants :
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— Stade A : risque de SA, caractérisé par une sclérose aortique ou une bicuspidie

— Stade B : caractérisé par une progression légere a modérée de la SA

— Stade C : SA sévere asymptomatique

— Stade D : SA sévére symptomatique.

Critéres de . . -
AN Sclérose aortique Légere
séveérite
Vmax (m/s) <2 2-3
APmoy (mmHg) <10 10-19
AVA (cm?) >2,0 16-2,0
AVA indexée >1,2 1,0-1,2

Modéree
3-4
20-39
11-15

0,7-0,9

Tableau 3 : Stades de la sténose aortique

Vmax : vélocité transvalvulaire maximale, APmoy : gradient de pression transvalvulaire moyen, AVA :
aire valvulaire aortique, AVA indexée : AVA indexée a la surface corporelle. Tableau modifiée d’apreés

Lindman et al. [52].

Pour identifier la présence et le stade de la SA, 1’évaluation des différents parametres
est nécessaire. Aux principaux parametres cités ci-dessus s’ajoutent I'état fonctionnel, le
volume systolique, l'indice de vélocité Doppler (VEi), le degré de calcification valvulaire, la
fonction du ventriculaire gauche, la présence ou non d'hypertrophie du ventriculaire gauche.
Selon les dernie¢res recommandations de la société européenne de cardiologie et I’association

européenne pour la chirurgie cardiothoracique de 2021, quatre catégories de SA séveres

Sévere

peuvent étre définies en se basant sur les résultats des investigations précédentes [96] :

— Sténose aortique a gradient élevé [AP > 40 mmHg, Vmax > 4,0 m/s, AVA < 1cm? (ou

< 0,6 cm?/m?)].

— Sténose aortique a faible débit et a faible gradient avec fraction d'éjection (FEVG)
réduite (AP < 40 mmHg, AVA < 1 cm? FEVG < 50%, VEi < 35 mL/m?).

— Sténose aortique a faible débit et a faible gradient avec fraction d'éjection préservée (AP

< 40 mmHg, AVA < 1 cm? FEVG > 50%, VEi < 35 mL/m?).

— Sténose aortique a flux normal et a faible gradient avec fraction d'éjection préservée (AP

<40 mmHg, AVA < 1 cm? FEVG > 50%, VEi > 35 mL/m?).



b) Traitements

Actuellement, il n’existe aucun traitement médicamenteux de la SA. Le seul traitement
disponible est le remplacement de la valve aortique (RVA) par une prothése mécanique ou une
bioprothese (Figure 1-18). Le RVA se fait soit par thoracotomie, soit par voie percutanée
(TAVI, Transcatheter Aortic Valve Implantation). En absence de remplacement de la valve, le
taux de mortalité est de 37% un an aprés 1’apparition des symptomes [97]. Etant une maladie
qui touche majoritairement les personnes agées présentant d’autres comorbidités en plus de la
SA; le TAVI s’est avéré étre un traitement de choix pour les patients avec des contre-

indications a la chirurgie.

Prothése biologique
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Figure 1-18 : Modéles de prothese de valve aortique.
Figure modifiée d’apres Freitas-Ferraz et al. et Kwon et al. [98], [99]

Plusieurs molécules thérapeutiques ciblant les voies de signalisation et les acteurs
impliqués dans la physiopathologie de la SA font ou ont fait I’objet d’essais cliniques. Certaines
sont déja utilisées dans le traitement d’autres pathologies notamment pour le traitement des
atteintes vasculaires dont I’athérosclérose. Ces molécules ont donné des résultats satisfaisants
en préclinique, cependant ceux obtenus en clinique ne sont pas concluants. L un des exemples
est ’utilisation des statines dans le traitement de la SA. Les statines représentent un groupe de
médicaments utilis¢é pour le traitement de I’hypercholestérolémic dans les maladies

cardiovasculaires. Ce sont des inhibiteurs de I’Hydroxyméthylglutaryl-Coenzyme A réductase
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(HMG-CoA reductase), une enzyme du métabolisme du cholestérol. D’aprés 1’hypothése
émise, les statines ralentiraient la progression de la SA en diminuant le taux des lipides. Ces
derniers jouent un role important dans la physiopathologie de la SA. Bien que les statines soient
un traitement efficace pour les patients avec des plaques d’athéromes, elles ne peuvent pas
ralentir la progression de la pathologie [100]-[102]. Les investigations sur des potentiels
médicaments inhibant différentes voies de signalisation sont en cours : les voies de signalisation
BMP/TGF-B, Wnt/B-caténine, eNOS, Notch, RANKL et le systeme rénine-angiotensine.

4.  Physiopathologie

Longtemps considéré comme un processus passif et une pathologie dégénérative de la
valve, la SA est en réalité une pathologie active caractérisée par une inflammation qui conduit
a un épaississement fibreux des feuillets de la valve aortique et au final a une calcification de
la valve. Le remodelage fibreux et la minéralisation empéchent la diffusion passive des
nutriments et de I’oxygéne a travers la valve d’ou la mise en place d’une néoangiogenese. Ainsi,
les processus physiopathologiques de la SA sont I’inflammation, la fibrose ou sclérose et la
calcification aboutissant a la sténose de la valve (Figure 1-19).

Le point de départ de la SA est une lésion endothéliale entrainant une activation de
I’endothélium valvulaire via la surexpression des molécules d’adhésion. Elle est suivie du
recrutement des cellules immunitaires, du dépét de lipides et de la mise en place d’une réaction
inflammatoire. Ensuite, une fibrose caractérisée par un remodelage de la matrice extracellulaire
a lieu et elle aboutit & une valve aortique sclérosée [7], [103]. C’est le stade précoce de la
maladie qui est souvent asymptomatique. De plus, I’initiation de la pathologie implique

I’activation des VICs.

Le stade final de la pathologie, appelé la SA calcifiée, se caractérise par des larges
nodules calcifiés a la surface du feuillet qui font saillie dans le sinus de Valsalva génant ainsi
la motilité du feuillet [9]. Les Iésions et la calcification interviennent préférentiellement au
niveau de la couche fibrosa du feuillet valvulaire [2]. En outre, les voies de signalisation
impliquées dans la valvulogenese et 1’ostéogenese, telles que Wnt, TGF-1, BMP et Notch sont

également impliquées dans l'apparition de la SA. Les différents processus et acteurs de la
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physiopathologie de la SA étant étroitement liés, nous avons décidé de les présenter en fonction

des principaux processus de la pathologie.

a)  Lésion endothéliale

L’¢lément déclencheur de la SA est une Iésion endothéliale telle qu’observée dans
I’athérosclérose. Cette 1ésion résulte de 1’exposition aux différents facteurs de risque tels que
I’étirement cyclique de la valve et les forces hémodynamiques extrémes comme la diminution
des forces de cisaillement. En condition physiologique, les forces de cisaillement du flux
sanguin contribuent a 1’homéostasie valvulaire. Cependant, une modification de ces forces
entraine une lésion endothéliale et la surexpression de la VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion
Molecule), ’ICAM-1 (Intercellular Cell Adhesion Molecule) et la sélectine endothéliale (E-
selectine) [104], [105]. Ceci permet I’infiltration des lipides, particuliérement les lipoprotéines
de basse densité (LDL, Low Density Lipoprotein) et la lipoprotéine (a), ainsi que le recrutement
des cellules inflammatoires dans le feuillet valvulaire (Figure 1-20). Par la suite, des foyers de
Iésion sous-endothéliaux (sous forme de plaque) sont mis en place avec différents acteurs
cellulaires qui interagissent. De plus, les VECs produisent des ROS qui oxydent les LDL [58].
L’expansion de ce processus inflammatoire aboutit & une activation des VICs. Le remodelage
de la matrice extracellulaire qui en résulte, en plus de la rigidification des feuillets et le
dysfonctionnement valvulaire, provoque un stress mécanique supplémentaire qui entretient la

boucle auto-entretenue du dysfonctionnement endothélial [58].
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Les étapes de la progression de la sténose aortique

%

Valve aortique Inflammation de Valve aortique fibrosée Valve aortique calcifiée
normale la valve aortique (Sclérose aortique) (Sténose aortique)

Dépot de lipides

Infiltration des
cellules immunitaires

Fibrose
Angiogenése

Activation de RAS

Calcification dystrophique i |
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Figure 1-19 : Etapes de la progression de la SA et les mécanismes sous-jacents.
RAS : systeme rénine-angiotensine. Figure modifi¢e d’aprés Kostyunin et al. [106].

32



b) Inflammation de la valve aortique

La SA peut étre considérée comme une maladie inflammatoire tout comme
I’athérosclérose. Cette inflammation est le plus souvent stérile. C’est la principale réponse de
I'immunité innée qui survient apres une Iésion de I’endothélium entrainant 1’activation de ses
cellules et le dépdt de lipides. Plusieurs études ont démontré une corrélation significative entre
le degré de I’inflammation de la valve aortique et le développement de la calcification. Dans
ces études, les patients atteints de SA sévere présentaient une forte réaction inflammatoire et
une calcification [107]-[109].

(1) Infiltration des cellules immunitaires et les cytokines

Une valve aortique normale contient trés peu de cellules immunitaires qui se limitent
aux macrophages et aux mastocytes. Des études ont démontré que I’augmentation de la densité
de leucocytes dans une valve calcifiée est corrélée a la sévérité de la sténose et la dégradation
des parametres hémodynamiques donc une progression rapide de la maladie [110], [111].
D’autres études ont démontré que les régions calcifiées sont riches en lymphocytes,
macrophages et cellules de type ostéoblaste. Par conséquent, I’inflammation participe au
processus de la fibrose et de la minéralisation [111]. Une fois dans la valve, les cellules
inflammatoires (particulierement les macrophages) produisent un cocktail cytokinique (IL-1p,
IL-6, IL-8), les facteurs de croissance ostéogéniques, le facteur de nécrose tumorale o (TNF-
a), I'IGF-1 (Insulin Growth factor) et le TGF-B. Ces derniers sont responsables de la
transdifférenciation cellulaire (Figure 1-20). Elles produisent également des enzymes
protéolytiques (collagénase-1/MMP-1, collagénase-3/MMP-13, gélatinase A/MMP-2 et
gélatinase B/MMP-9) et des cystéines endoprotéases (cathepsines K et S) responsables, cette
fois, du remodelage de la matrice extracellulaire (Figure 1-20).

L’analyse des échantillons humains des valves de patients atteints de SA a permis la
caractéerisation des cellules immunitaires infiltrantes. Wu et collaborateurs ont étudié les
populations lymphocytaires chez les patients atteints d’une SA sévére. Ils ont montré que les
lymphocyte T CD8*/CD28" étaient présents a proximité des nodules calcifiés de la valve
aortique. De méme, ils jouent un réle crucial dans la SA, comme le montre la corrélation entre
le degré d'expansion clonale et la sévérité de la calcification valvulaire [112]. Une autre équipe
a montré des agrégats de lymphocytes infiltrants contenant des lymphocytes T CD4" et CD8",
avec une prépondérance des cellules T CD4 dans les valves des patients atteints de SA bicuspide
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et tricuspide [113]. De plus, le niveau d'activation des lymphocytes T circulants est fortement
correlé au degré de calcification de la valve indiquant que le niveau d’activation du systéeme

immunitaire est lié a la sévérité de SA calcifiée [113].

Les cytokines jouent également un réle important dans le développement de la SA. C’est
le cas de I'lL-6 qui est une cytokine sécrétée par différents types cellulaires tels que les
macrophages, les fibroblastes et les cellules endothéliales. Elle est surexprimée dans les VICs
humaines des valves calcifiées [114]. Une étude de El Husseini et collaborateurs a démontré
que les VICs traitées avec IL-6 surexprimaient les marqueurs ostéogeniques (Runx2,
Ostéopontine, BMP-2), le TGF-B1 ainsi que le collagene 1Al et présentaient plus de
calcification [114]. L’IL-1p participe également au processus de calcification de la valve. Son
expression augmente dans les valves aortiques sténosées [65]. L’IL-1B augmente 1’expression
des MMPs qui, a leur tour, exacerbent le processus de sténose valvulaire et activent la voie NF-
kB. Ce qui conduit a la synthése de plusieurs cytokines telles que I’IL-6, 1’IL-8 et la chémokine
MCP-1(monocyte chemoattractant protein-1). Ces cytokines participent au processus
pathologique de la SA [58]. L'IL-18, I'une des principales cytokines pro-inflammatoire, est aussi
exprimée dans les valves aortiques sténosées et est positivement corrélée a la sévérité clinique
de la SA [115]. En effet, L'IL-18 augmente significativement I'expression génique et protéique
de a-SMA. De plus, le traitement des VICs par IL-18 favorise 1’expression des ARNm de
I'ostéopontine et de Runx2 ainsi que l'activité de I’ALP en présence d’un milieu ostéogénique
[115]. Contrairement aux précédentes cytokines, I'lL-37 est une cytokine anti-inflammatoire de
la famille de I’IL-1. Elle inhibe les processus ostéogéniques en réduisant I'expression de la
BMP-2 et I’ALP. Cette derniere est peu exprimée dans la SA, par conséquent la forte expression
de BMP-2 peut favoriser la calcification des VICs par I'expression de I'ALP. Ceci entraine par
la suite un épaississement valvulaire aortique [116]. Ces observations confirment I’effet

protecteur d’IL-37 sur la calcification de la valve.

Le TGF-B1 est connu pour stimuler la fibrose et la minéralisation de la valve dans la
SA. Il participe entre autres a la différenciation myofibroblastique dépendante de SMAD [117],
[118] et & la minéralisation dépendante de I'apoptose [119]. Plusieurs études ont démontré que
le TGF-B1 contribue a la transition endothélio-mésenchymateuse des VECs en augmentant leur
expression d’a-SMA [120], [121]. En outre, le TGF-B1 stimule la contraction de la matrice
extracellulaire par les VICs porcines cultivées dans une matrice de collagéne en 3 dimensions

[118]. Le TGF-B1 peut également activer la MAPK (Mitogen-activated protein kinases) qui
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favorise la synthese du collagéne, la formation de nodules, le stress oxydatif et la sénescence
cellulaire [122]. L’effet pro-calcifiant du TGF-B1, suite a 1’activation de SMAD2/3 dans les
VICs porcines et humaines des valves calcifiées, entraine une liaison accrue des LDL aux
chaines de glycosaminoglycanes. Ce qui entraine le dépét TGF-B1 dans la MEC [123].
L’activité de I’ALP et la formation de nodules calcifiés dans les VICs porcines sont également
médiées par la voie non canonique du TGF-B1 [124]. L’activation du récepteur du TGF-B1
induit egalement I'expression de la cadhérine-11 qui permet la formation de nodules en se liant
a l'a-SMA [125]. Enfin, les patients atteints de SA ont un taux sanguin de TGF-B1 trois fois
plus élevé que les témoins sains [126]. D'autres membres de la superfamille des TGF-p peuvent
aussi induire la calcification. En effet, le traitement des VICs humaines saines par TGF-B1/p3,
BMP-2/4/7 entraine une augmentation de l'activité de I’ALP et de I'expression de I'osteéocalcine
[127].

D’autres molécules du processus inflammatoire participent a la physiopathologie de la
SA telles que la cyclo-oxygénase 2 (COX-2). C’est une enzyme qui joue un role crucial dans la
synthése des leucotrienes et des prostaglandines. Elle participe également a 1’ostéogenése
notamment celle via la mécanotransduction [128]. La HMGB1 (high—-mobility group box 1),
une proteine constitutive de la chromatine, est également impliquée dans la SA. C’est un liguant
du récepteur TLR4 (Toll-like 4) qui joue un réle important dans I’inflammation et 1’initiation
de la réponse antigéne spécifique de I’immunité adaptative. Chez les VICs humaines, la
HMGBL1 subit une translocation du noyau vers le cytoplasme puis vers I'espace extracellulaire
ou elle exerce son effet inflammatoire [129]. Ce processus est dépendant de l'ostéopontine, un
marqueur connu de la calcification. L'expression de I'ostéopontine est accrue dans les valves
humaines calcifiées, de méme que la quantité de HMGBL1 dans le milieu extracellulaire et dans
certaines VECs [129].
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Figure 1-20 : Processus moléculaires de la SA

ACE : enzyme de conversion de I'angiotensine, Angl/Il : angiotensine I/ll, AT1R : récepteurs de I'Angl|
de type 1, ATX : autotaxine, ChM-1 : chondromoduline-1, EDP : produits de dégradation de I'élastine,
ERC : complexe récepteur de I'élastine, FZD : récepteur frizzled, LLC : large latent complex, LPA :
acide lysophosphatidique, LPAR1 : récepteur de LPA 1, LPC: lysophosphatidylcholine, Lp(a):
lipoprotéine(a), Lrp5 : low-density lipoprotein receptor-related protein 5, OPG : ostéoprotégérine,
oxPLs : phospholipides oxydés. Certains mécanismes sur cette figure n’ont pas été abordés dans ce
travail. Voir la liste des abréviations pour celles non indiquées. Figure modifiée d’aprés Kostyunin et
al. [106].

36



(2) Dépbt de lipides et stress oxydatif

La SA est caractérisée par un dép6t de lipides dans la MEC de la valve consécutive
d’une 1ésion endothéliale. Ce dépdt de lipides participe au remodelage de la valve et a sa
minéralisation. Parmi les éléments du métabolisme lipidique impliqués dans la
physiopathologie de la SA, nous avons notamment la sphingosine-1-phosphate (S1P) qui est un
lipide médiateur de la signalisation cellulaire. L'administration concomitante de S1P et de
lipopolysaccharides (LPS) induit une réponse pro-inflammatoire synergique, notamment en
augmentant I’expression de 1’IL-6/8, la COX-2 et 'ICAM-1 chez les VICs [130]. La S1P et les
LPS se fixent sur les récepteurs 1/3 de la S1P et des TLR4 respectivement puis ils activent les
voies de signalisation de MAPK p38, protéine kinase C (PKC) et NF-xB [130]. En outre, la
stimulation des VICs par les LPS seuls active la voie de signalisation du NF-«kB. Cette activation
entraine la sécrétion de I’IL-6 et I’IL- 8 ainsi que I’augmentation de 1'expression de BMP-2 et
de Runx2 [131].

La phospholipase A2 associée aux lipoprotéines (Lp-PLA2, lipoprotein-associated
phospholipase A2) est également fortement exprimée dans la valve aortique calcifiée. In vitro,
la lysophosphatidylcholine, produit de l'activation de la Lp-PLAZ2, augmente I'expression de
I'ostéopontine, de I'ALP et de I’autotaxine. Elle induit la calcification avec I’implication de
I'enzyme autotaxine ainsi que l'apoptose par une voie dépendante de la protéine kinase A (PKA)
[132]. De plus, I'expression de la phospholipase A2 des groupes IIE/V est associée a une
expression accrue des marqueurs ostéogéniques dont BMP-2 ainsi que le degré de la réaction
immunitaire [133]. Une autre enzyme du métabolisme lipidique impliquée dans la SA est
l'autotaxine ou ectonucléotide pyrophosphatase/phosphodiestérase-1, comme mentionné ci-
dessus. C’est une glycoprotéine qui transforme la lysophosphatidylcholine en acide
lysophosphatidique (Figure 1-20). Les valves aortiques calcifiées humaines présentent des
niveaux ¢levés d'autotaxine. Elle est également exprimée par les VICs. De plus, I’autotaxine est
colocalisée avec les phospholipides oxydés et l'apolipoprotéine A. L’autotaxine et 1’acide
lysophosphatidique accélérent la minéralisation de la valve aortique via la voie NF-kB/IL-
6/BMP [134].

Un autre mécanisme important dans le développement de la SA est le stress oxydatif.
En effet, les ROS générées par le peroxyde d'hydrogeéne (H20>) induisent une augmentation des
dommages oxydatifs de I'ADN, une altération des enzymes de réparation de I'ADN et une

diminution de I'expression de la superoxyde dismutase, de la catalase et d'autres antioxydants
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ainsi que l'expression de Runx2 [135]. Ce mécanisme explique I'accumulation de ROS et le
remodelage de la microstructure de la cuspide caractéristique de la sclérose de la valve aortique,

la phase précoce de la SA.

Par ailleurs, les LDL oxydées (ox-LDL) jouent un role central dans I’activation de
I’inflammation dans la SA [136]. Les oxLDL participent a la dégénérescence et a la
calcification des tissus en s’accumulant dans les valves calcifiées [137]. La stimulation par
I'oxLDL des VICs humaines saines augmente l'expression des transporteurs du phosphate
inorganique favorisant I'accumulation du phosphate de calcium pendant la minéralisation [138].
En outre, la réponse immunitaire innée peut étre déclenchée par les ox-LDL via I’activation des
TLRs exprimés par les VICs et du facteur de transcription NF-xB qui a pour effecteur la BMP-
2 et le Runx2 (Figure 1-20) [139].

a)  Fibrose ou sclérose de la valve aortique

Au niveau histologique, une valve sclérosee présente une distribution et une
composition de la MEC altérées telles que la fragmentation des fibres d’¢élastine, I’augmentation
des fibres de collagéne, la désorganisation des faisceaux de collagene et ’augmentation de

I'activité des enzymes du remodelage de la MEC [140], [141].

(3) Différenciation myofibroblastique des VICs

En condition pathologique, la population des VICs s’active entrainant une proportion de
plus de 30% des myofibroblastes et des VICs ostéoblastiques [7]. Les VICs quiescentes
deviennent des VICs myofibroblastiques en réponse a des lésions pathologiques ou de stress
hémodynamique/mécanique anormal. Ce qui entraine I'apparition des VICs activées ou
myoVICs, 1’augmentation des cellules spumeuses (macrophages) et un certain nombre de

chimiokines ainsi que des facteurs de croissance stimulant I'activation des VICs (Figure 1-10).

L'activation des VICs s’accompagne d’une augmentation de la sécrétion et de la
dégradation de la matrice extracellulaire, de 1'expression des MMPs et TIMPs, de 1’expression
des marqueurs de myofibroblastes tels que a-SMA, vimentine et SMemb (embryonic non
muscle myosin heavy chain), ainsi que I’augmentation de leurs prolifération et migration [142].

Ces processus sont des caractéristiques importantes de la réparation d’une 1ésion tissulaire et
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peuvent étre régulés par le FGF-2 et le NO. En outre, les myoVICs sécretent également plus de

cytokines, notamment le TGF-B qui a des fonctions autocrines importantes [29].

Plusieurs facteurs physiques et moléculaires controlent I’activation des VICs. La densité
cellulaire est un de ces facteurs. Une étude a démontré que la densité cellulaire affecte plusieurs
protéines clés de 1’activation des VICs notamment la 3-caténine, la N-cadhérine, 1'a-SMA, le
TGF-B et les SMAD2/3 nucléaire [143]. Une autre étude a, quant a elle, démontré que la
stimulation in vitro des VICs porcines en culture par le TGF-B1 accélérent leur différenciation
en myofibroblastes avec 1’expression d’a-SMA organise en faisceaux appelés fibres de stress.
A cela s’ajoute I’augmentation du remodelage de la fibronectine[117]. Par ailleurs,
I'ensemencement de VICs sur une matrice enrichie en héparine et/ou fibronectine conduit a la
rétention du TGF-p dans la MEC et entraine leur activation. L'héparine seule induit I’expression
d’a-SMA en se liant et en augmentant la synthese de novo de TGF-B par les VICs, ce qui
augmente leur activation [144]. En se fixant sur son récepteur TGF-pR1, le TGF-B1 active
SMAD?2/3 qui une fois dans le noyau induit la surexpression des marqueurs des cellules du
muscle lisse: a-SMA et SM22a. Le TGF-Bl permet également la stabilisation et la
translocation nucléaire de la B-caténine qui est importante dans la différenciation par la voie
Wnt/B-caténine. Les voies de signalisation TGF-B1/SMAD et TGF-B1/B-caténine sont
conjointement activées lors de 1’activation des VICs [145]. Apres leur activation, les myoVICs
forment des nodules puis les cellules a l'intérieur du nodule subissent des changements
dystrophiques et une apoptose, ce qui entraine la libération de facteurs qui stimulent la
nucléation des cristaux de calcium [127].

(4) Remodelage de la matrice extracellulaire

Les caractéristiques de la SA sont entre autres les altérations majeures qui se produisent
dans I’organisation, la composition et les propriétés mécaniques de la MEC. Au final, le
remodelage inadapté de la MEC se traduit par des feuillets sclérosés raides qui obstruent le flux
et compromettent la fonction cardiaque. En condition pathologique, 1’augmentation du
remodelage est médiée par I’activité des MMPs (MMP-1, MMP-3 et MMP-9), leurs inhibiteurs
(TIM-1 et TIM-2) et les cathepsines avec une synthése importante ainsi qu’un dép6t

désorganisé des nouvelles fibres (Figure 1-21) [7].
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Figure 1-21 : Remodelage pathologique de la MEC valvulaire
MEC : matrice extracellulaire, VICs : cellules interstitielles valvulaires. Figure modifiée d’apres
Kostyunin et al. [106].

Dans la SA, I’augmentation de la production de collagéne conduisant a la fibrose
valvulaire est suivie de I’augmentation de son renouvellement. Ce qui entraine une diminution
du contenu en collagéne | et 111 et un remodelage de la MEC. Ces phénomenes induisent des
changements physiopathologiques de la structure, la fonction et le phénotype des VICs. Huston
et collaborateurs ont démontré que la SA est associée a un remodelage micro architectural
spécifique du collagene. La majorité des altérations des fibres de collagéne est localisée dans la
couche spongiosa, ou le nombre de fibres de collagéne ainsi que la largeur et la densité des
fibres sont augmentées. A I’inverse, ces changements ne sont pas observés dans la couche
fibrosa [140].

De surcroit, la quantité des fibres d'élastine est réduite dans la couche ventricularis et
les fibres sont désorganisées et fragmentées lors de la SA [5]. La surexpression des protéases
telles que les MMP-2/9 et les cathepsines S/K/V/G seraient a 1’origine de la perte et la
fragmentation des fibres d'élastine (Figure 1-20). En effet, la déficience en cathepsine S réduit
la fragmentation de I'élastine et la calcification dans la valve aortique chez les souris knock-out

pour I’apolipoprotéine E atteinte d'une maladie rénale chronique induite chirurgicalement [7].
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De plus, la dégradation de I'élastine dans la valve aortique entrainent une Iégéere augmentation
de la rigidité des feuillets [146].

Au cours de la SA, les protéoglycanes et les glycosaminoglycanes agissent en retenant
I'eau, le TGF-B et les lipides. Ce qui attire les cellules inflammatoires et provoque la
calcification [48]. Les petits protéoglycanes riches en leucine (versicane, décorine et biglycane)
et I’acide hyaluronique sont abondants dans le contour immédiat des nodules calcifiés mais
absents a I’intérieur. 1Is jouent également un role dans la physiopathologie de la SA [147]. En
outre, la quantité de protéoglycanes et d’acide hyaluronique augmentent dans les 3 feuillets
avec 1’age et le développement de la pathologie [5], [147], [148]. Le biglycane et la décorine
sont présents dans les régions de formation précoce de nodules calcifiés des valves aortiques
humaines [147]. lls peuvent ainsi contribuer & 1’accélération de la pathologie en piégeant le
TGF-B ou d'autres facteurs de croissance associés a la SA [7]. Par ailleurs, I’expression du
biglycane est corrélée a la sévérité de sténose [149]. Elle est plus élevée dans VICs humaines
issues des valves sténosées par rapport a celles des valves saines. Les oxLDL stimulent
I'expression du biglycane dans les VICs humaines et ce dernier se fixe sur le TLR2, dont les
effecteurs sont la BMP-2 et I'ALP (Figure 20). De plus, en se liant au TLR2, le biglycane induit
la production de la protéine de transfert des phospholipides. C’est une protéine majeure
impliquée dans le métabolisme lipoprotéique, I'inflammation et la rétention des lipides [150].

Ce processus montre le lien entre I’inflammation, le dép0t lipidique et calcification de la valve.

Dans la physiopathologie de la SA, la périostine favorise le développement des
marqueurs de la pathologie y compris I'angiogenese et l'augmentation des MMPs. A I’inverse,
elle prévient la pathologie en réprimant la calcification associée a l'ostéogenése. Ces roles
contradictoires pourraient étre expliqués par 1’expression spatiale de la périostine dans la
pathologie. D’une part, elle a une forte expression dans la couche ventricularis et la couche
spongiosa ou se produit I'angiogenese [50]. D’autre part, son expression est faible dans la
couche fibrosa ou se produit la calcification [151]. Chez I'homme, I'expression de la périostine
est plus faible dans les VICs provenant des valves calcifiées que celles des valves saines. De
plus, la stimulation par des LPS des VICs cultivées sur du collagéne diminue 1’expression de la

périostine [152].

Dans les valves aortiques normales, l'expression de la ténascine-C se limite a la
membrane basale. Alors que dans les valves sténosées, elle est présente dans toutes les couches

de la valve ; notamment dans les nodules calcifiés. Les myoVICs sont la principale source de
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ténascine-C dans les valves malades et 1’expression de cette derniere est corrélée a la
progression de la SA [51]. La ténascine-C est surexprimée dans les valves humaines calcifiees.
De plus, I'expression de la MMP-2 et son activité protéase collagénolytique sont augmentées

par I'ajout de ténascine-C a des VIC aortiques humaines ou ovines en culture [153].

Les MMPs et les TIMPs sont connus pour favoriser le remodelage de la matrice
extracellulaire. Les niveaux d'expression et d'activité de MMP-3, MMP-9 et TIMP-1 sont
accrus dans les valves aortiques humaines calcifiées [141]. De plus, le TNF-a et le MMP-1 sont
également surexprimés dans les valves humaines sténosées [154]. La quantité de collagéne et
d’¢lastine de la valve aortique diminue généralement avec 1'age. Cette diminution est associée
a ’augmentation des enzymes qui dégradent I'élastine et le collagéne telles que les cathepsines
et les MMPs. La surexpression des cathepsines (cathepsines S/K/V) et des MMPs (MMP-1,
MMP-2, MMP-3, MMP-12) sont nécessaires au remodelage valvulaire et a la calcification dans
la SA [155]. Les TIMPs seraient différentiellement exprimés au cours de la SA. Les TIMP-1/2
sont surexprimés tandis que les TIMP-3/4 sont régulés a la baisse [155], [156].

En plus des MMPs et des TIMPs, d’autres molécules régulent le remodelage de la MEC
; notamment les protéases ADAMT (A Disintegrin And Metalloprotease with thrombospondin
motifs) qui sont localisés dans les couches fibrosa et ventricularis. Ils sont entre autres
impliqués dans la protéolyse de 1I’agrécane et le versicane. Les VICs issues des valves aortiques
calcifiées expriment moins d’ADAMTS5 comparées a celles issues des valves saines. Cette
régulation négative est plus importante du c6té aortique de la valve. L’ADAMTS5 participe
également a la transition myofibroblastique et ostéoblastique des VICs via l'augmentation de la
matriline-2 (un substrat d’ADAMTS5) qui a son tour active la voie de la signalisation NF-xB
pour induire la transition phénotypique des VICs [157].

(5) Angiogenése

En condition physiologique, les feuillets valvulaires sont avascularisés et exempts de
lymphocytes et monocytes infiltrants. Le développement de la SA, s’accompagne de la mise en
place d’une néoangiogenése (Figure 1-20). Ce mécanisme commence dans la couche fribrosa
du feuillet valvulaire et s’y développe majoritairement. L'épaississement des feuillets
valvulaires et la fibrose au cours de la phase précoce de la SA s'accompagnent d’une hypoxie.
Elle participe a la stabilisation de HIF-1a (hypoxia inducible factor-1 alpha) qui, a son tour,

induit une adaptation métabolique en régulant le facteur de croissance de 1’endothélium
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vasculaire (VEGF Vascular Endothelial Growth Factor) a la hausse et la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins. Si d'une part, la néovascularisation restaure la normoxie. D'autre
part, elle est responsable de I'activation des VICs et du remodelage de la MEC ainsi que la
formation de nodules calcifiés. En effet, I’HIF-1a est surexprimé dans les nodules calcifiés des
valves aortiques et les différentes voies de signalisation impliquées dans le remodelage de la
MEC sont activées, notamment NF-kB et les MMP-2/9 [158]. L'hypoxie joue également un réle
important dans le remodelage de la MEC en régulant le métabolisme de I'élastine et du
collagéne [158].

L’analyse histopathologique des valves aortiques humaines calcifiées a montré la
présence des vaisseaux sanguins et qu’elles expriment le RANKL, le VEGF ainsi que les
protéines de la matrice osseux telles que I'ostéopontine et lI'ostéocalcine [159]. De plus, 1'a-
SMA, Tie-2 et VEGFR-2 sont plus exprimées dans les cellules de la valve aortique humaine
calcifiée que dans celles d’une valve normale. Leur coexpression augmentent ainsi le potentiel

angiogénique de ces cellules [160], [161].

La chondromoduline-I (Chm-1) est une glycoprotéine présente principalement dans les
tissus avasculaires comme 1'ceil et le cartilage [162]. Des études ont démontré qu’elle inhibe la
prolifération des cellules endothéliales et la vasculogenese [163], [164]. La Chm-I est exprimeée
dans les quatre valves cardiaques au cours du développement. Son expression persiste apres la
naissance dans la MEC valvulaire, ou elle maintient I'noméostasie en empéchant I'angiogenése.
Néanmoins, son expression est diminuée dans les régions de néoangiogenese dans la valve
humaine malade [165]. In vitro, la Chm-I dérivé des VICs inhibe la migration des cellules
endothéliales et I’angiogenése en plus d’induire 1'apoptose [165]. Dans la SA, I'angiogenese
pourrait favoriser et accélérer I'inflammation. En effet, les régions ou I'expression de la Chm-I
est réduite dans les valves malades sont associées a la présence des macrophages infiltrants
[165].

c)  Minéralisation de la valve aortique

La minéralisation de valve est un processus actif médié par les VICs. Elles acquierent
un phénotype ostéoblastique et pro-calcifiant en réponse a différents stimuli tels que des
médiateurs de 1’inflammation, une 1ésion endothéliale, une accumulation des LDL, des ROS,
un niveau élevé de calcium/phosphate inorganique et des contraintes hémodynamiques [166].

La minéralisation de la valve commence au niveau de la couche fibrosa la plus soumise au
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stress mécanique dans la zone charniere (hinge) du feuillet valvulaire. La calcification
s’accompagne d'un dépot anormal de collagéne et d'une expansion de I’expression des
protéoglycannes. Ceci conduit & la rigidification de la valve et au dép6t passif d’hydroxyapatite.
En outre, des nodules calcifiés microscopiques peuvent étre présents a proximité de la lésion
endothéliale. A l'intérieur de ces nodules, les cellules subissent 1’apoptose et les fibres de la

MEC sont dégradees. lls servent de substrat pour le dépbt de calcium et de phosphate [158].

(1) Différenciation ostéogénique des VICs

L’un des acteurs majeurs de la minéralisation de la valve est la VIC ostéoblastique. A
un stade de la progression de la pathologie, les VICs acquiérent un phénotype ostéoblastique
favorisant la biominéralisation de la valve. Néanmoins, leur niveau d’expression des marqueurs
ostéogéniques est moindre comparé a celui des ostéoblastes de 1’os [167]. La différenciation
ostéoblastique des VICs est similaire a 1’ostéogénése physiologique et elle est majoritairement
régulée par Runx2 et BMPs. La différenciation des VICs en cellules de type ostéoblaste se
traduit par 1’expression des marqueurs ostéoblastiques tels que I’ALP, la BMP-2/4,

I’ostéopontine, 1’ostéocalcine et la sialoprotéine osseuse (Figure 1-22) [127].
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Figure 1-22 :Différenciation ostéogénique des VICs.
Différenciation des VICs quiescentes en VICs ostéoblastiques via ou non les VICs myofibroblastiques.
Différenciation des VECs en myoVICs puis obVICs. EMT : Transition endothélio-mésenchymateuse
Figure réalisée avec BioRender.
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Des études ont demontré que seule une sous population des VICs se différencie en
obVICs et que cette spécificité serait d’origine embryonnaire [168]. En outre, d’autres types
cellulaires participent & la population des obVICs comme les cellules progeénitrices
mésenchymateuses et les VECs. La valve aortique est riche en cellules progénitrices
mésenchymateuses qui ont un fort potentiel ostéogénique. Ces cellules peuvent ainsi contribuer
a la calcification de la valve [169]. Les VECs peuvent également se différencier en ostéoblastes
via la transition endothélio-mésenchymateuse [170]. Elles perdent alors leur phénotype
endothélial au profit d’un phénotype mésenchymateux ou myofibroblastique puis par la suite
elles peuvent se différencier en ostéoblaste [170]. En plus des ostéoblastes, les ostéoclastes sont
aussi présents dans la valve aortique calcifiée. Une étude a observeé la présence des ostéoclastes
dans environ 13% des valves aortiques de patients [171]. Ils résorbent les nodules calcifies ce

qui conduit & une progression lente de la SA [172], [173].

Les expérimentations in vitro ont démontré que le milieu ostéogénique ou pro-calcifiant
induit la surexpression des marqueurs ostéogéniques et la diminution de I'expression des
marqueurs myofibroblastiques chez les VICs. En effet, cultiver les VICs dans un milieu
ostéogénique entraine une diminution de 1’expression de I’a-SMA et induit I’expression de
I’ ALP dans toutes les populations des VICs. Cependant, seules les obVICs montrent une forte
expression de l'ostéocalcine : un marqueur tardif de la calcification [167]. Ces observations
suggerent que les VICs peuvent se différencier en obVICs sans forcément passer par un
phénotype myofibroblastique. Les VICs subissent également une différenciation ostéoblastique
en présence de BMPs et de TGF- [174].

(2)  Mécanismes de minéralisation

La mise en place de la minéralisation progressive de la valve se fait par deux
mécanismes différents : la calcification dystrophique et la biominéralisation. L’analyse
histologique des valves aortiques a montré que la majorité de la calcification de la valve est
dystrophique. Cependant, des nodules cartilagineux et de I'os lamellaire mature ont également
¢été décrits, signes d’une calcification active [171]. Dans une étude, Mohler et collaborateurs
ont observé que 13% des valves aortiques humaines calcifiées présentaient un os laminaire avec

des éléments de la moelle mature [171].
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La calcification dystrophique est un dépot passif d’hydroxyapatite sur la MEC
dégradée sans I’implication des ostéoblastes. Ce processus est majoritaire et secondaire a
I’activation des VICs en myofibroblastes (Figure [-23). Les myoVICs sont 1’acteur principal de
la calcification dystrophique. Elles contractent la MEC et les cellules contenues dans la matrice
désorganisée subissent l'apoptose. Ce qui entraine le dépot de cristaux d’hydroxyapatite au
niveau des sites de nucléation tels que les fragments des fibres clivées de collagéne et d'élastine,
la sialoprotéine osseuse, les cristaux de cholestérol et les corps apoptotiques. Les cristaux
d’hydroxyapatite sont issus de la transition amorphe-cristalline du calcium et du phosphate

dissous dans le sang qui précipitent dans la MEC endommagée [106], [175].

La biominéralisation ou 1’ossification est un processus ostéogénique actif semblable a
celui observé dans ’os (Figure 1-23). Les obVICs sont a ’origine de cette minéralisation et
sécretent les éléments de la matrice osseuse tels que I’ostéocalcine, 1’ostéopontine et la
sialoprotéine osseuse ; ainsi que des vésicules extracellulaires riches en calcium et en
ectonucléotidase [52], [166], [176]. Ces vésicules contiennent des ectonucléotidases (I’ALP,
I’autotaxine et la 5’-nucléotidase) qui genérent du phosphate inorganique a partir des
nucléotides et pyrophosphates endogénes. De plus, la surface de ces vésicules contient
I’annexine qui a une forte affinité pour le calcium. Ensemble, ils entrainent la formation des
cristaux de phosphate de calcium qui interagissent avec la MEC. Ces veésicules servent aussi de
site de nucléation. Au final, une ossification hétérotopique de la valve a lieu, c¢’est-a-dire, la

formation d’un tissu de type osseux et cartilagineux [106].

En culture, les premiers signes de la calcification sont traduits par 1’augmentation de
I'activité de I'ALP et l'activation de facteurs ostéogéniques Runx2 et BMP-2 [153]. Le signe
tardif de la calcification est la détection du calcium par la coloration au rouge alizarine ou au

Von Kossa.
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Figure 1-23 : Les deux mécanismes de la minéralisation de la valve.
Gauche : calcification dystrophique avec I’implication des VICs myofibroblastiques. Droite :
biominéralisation avec la participation des VICs ostéoblastiques. Figure modifiée d’aprés Kostyunin et
al. [106].

(3)  Acteurs de la minéralisation

La minéralisation de la valve aortique est régulée par plusieurs voies de signalisation.
Comme évoqué précédemment, ces processus sont ceux observés au cours du développement

de la valve et de 1’ostéogénese [22].

La BMP est I’un des principaux régulateurs de la minéralisation de la valve. Elle active
deux voies de signalisation. L’une canonique avec les SMADs oit SMADI active 'expression
de 'ostéopontine et I’autre non canonique dans laquelle ERK active l'expression de Runx2. En
effet, la phosphorylation de ERK apres la stimulation par le LPS est plus importante et plus
soutenue dans les VICs humaines issues des valves aortiques calcifiées [177]. En outre, 1’étude
de la voie de signalisation de BMP-2 a montré qu’elle peut activer parallelement la voie

ostéogénique médiée par le facteur de transcription Msx2 qui induit les voies Wnt et la voie
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chondro-ostéogénique impliquant le facteur de transcription Runx2 [178], [179]. Par ailleurs,
la BMP-2 est présente dans les lésions de la valve aortique humaine. Elle stimule la formation
des nodules calcifiés par les VICs in vitro et son expression et celle de la sialoprotéine osseuse
sont augmentées dans les valves humaines sténosées [180]. De plus, plusieurs études ont montré
que les BMP-2/4 sont exclusivement exprimées dans les régions calcifiées des valves aortiques
sténosées [171], [177], [180].

A la BMP-2, s’ajoutent d’autres voies de signalisation impliquées dans la calcification
de la valve. Albanese et collaborateurs ont démontré que le dépdt d'hydroxyapatite dans la
calcification des valves cardiaques est médié par la voie de signalisation Wnt non canonique.
Le marquage de Wnt5b/11 est corrélé a la présence de la calcification, de la fibrose et des
microvaisseaux dans la valve aortique humaine calcifié [181]. De plus, dans la valve aortique
humaine malade, I'expression de Msx2 est plus importante dans les régions calcifiées ; ce qui

est associé a une augmentation de la signalisation Wnt et a la prolifération cellulaire [182].

Le Sox9 est un autre facteur de transcription qui participe a la calcification de la valve
aortique. Peacok et collaborateurs ont démontré que le knockdown spécifique de Sox9 dans la
valve in vivo entraine une calcification ectopique et la diminution de son expression nucléaire
précéde le début de la calcification dans les VICs [183]. En outre, I’inhibition de la B-caténine
augmente I’expression nucléaire de Sox9 dans les VICs ainsi que ses genes effecteurs de la
MEC : Agrécane, Collagene Ilal et Collagene Xal. Ce mécanisme est associé a la voie de

signalisation Wnt/B-caténine et traduit une différenciation chondrogénique [184].

L’Osterix ou facteur de transcription Sp7 est impliqué dans la formation osseuse, la
différenciation des ostéoblastes et I'expression de l'ostéocalcine. Il régule également la
calcification de la valve. L’Osterix est un effecteur en aval de Runx2. L'expression de Runx2
et Osterix est augmentée dans les VICs humaines entourant les régions calcifiées [185]. De
plus, la surexpression de ses genes cibles (Runx2, collagéne X et ostéocalcine) a été observée
dans la SA [186]. Par consequent, la surexpression d'Osterix, de Runx2 et des protéines de la

matrice osseuse confirme la présence d'un processus de biominéralisation dans la SA.

Cependant, d’autres facteurs ont un effet protecteur contre la minéralisation de la valve.
11 s’agit de la voie de signalisation Notch ; notamment Notch 1 via les effecteurs de Sox9 [187].
Des études in vitro ont montré que Notchl inhibe I'activation de Runx2 [188]. Néanmoins, un

effet inverse de Notch a été observé chez les VICs issues des valves malades. En effet,
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I’activation de Notch augmenterait la réponse pro-ostéogénique [189]. Par ailleurs, le facteur
de transcription TWIST est exprimé dans les progéniteurs des ostéoblastes. Il favorise la
chondrogenese et inhibe la différenciation ostéoblastique de ces cellules en répriment
I’expression du facteur ostéogénique Runx2. L expression de TWIST est réduite dans les VICs
humaines calcifiées par rapport aux cellules saines. La surexpression de TWIST dans les VICs
diminue I'expression des marqueurs ostéogéniques Runx2, ostéocalcine, ostéopontine et ALP
[190].

Bien qu’étant le principal acteur cellulaire de la physiopathologie de la SA, les VICs ne
sont pas les seules a étre impliquées dans le développement de la maladie. Les VECs jouent
également un role important dans la pathologie. Des récentes études ont montré le role
protecteur des VECs dans la minéralisation de la valve aortique. Les VECs préviennent la
formation de nodules calcifiés par les VICs porcines in vitro et des perturbations de la
communication entre les VECs et les VICs favorisent I'apparition de la calcification [36], [37],
[191], [192]. Les VECs sécretent des facteurs paracrines protecteurs (NO, TGF-B,...) qui ont
pour cibles Notchl et Sox9 dans les VICs et potentiellement dans les VECs elles-mémes [36],
[191]. De plus, les VECs empéchent I'activation des VICs in vitro et les VICs a leur tour
empéchent la transition endothélio-mésenchymateuse des VECs. Ceci suggére I’implication
d’une communication entre les VICs et les VECs dans la physiopathologie de la SA [192]. En
coculture, dans un milieu ostéogénique, les VECs empéchent la calcification des VICs porcines
en inhibant la différenciation myofibroblastique et ostéoblastique des VICs ; ainsi que le dépot
de calcium via la synthese du NO [37]. Dans ces conditions, une expression différentielle de la
NO synthase est également observée. Les VECs qui sont du coté ventriculaire, ou la
calcification est peu présente, expriment plus de NO synthase que celles du c6té aortique [37].
Les VECs inhibent également I’activation myofibroblastique des VICs porcines TGF-1
dépendante en culture sur une matrice dure. Une fois de plus, le NO est impliqué dans cet effet
des VECs sur les VICs [193]. Par ailleurs, White et collaborateurs ont démontré que les forces
de cisaillement activent Notch dans les VECs. Ce dernier régule positivement la protéine Gla

qui est fortement exprimée dans la valve et inhibe la calcification en séquestrant la BMP [194].

Cependant, d’autres études ont démontré 1’effet contraire des VECs dans la
physiopathologie de la SA. En effet, elles induiraient la calcification en activant les VICs. Lors
que les VECs sont en coculture avec les VICs porcines dans un milieu ostéogénique, elles

activent le remodelage pathologique et la calcification via une signalisation paracrine et la
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transition endothélio-mésenchymateuse [195]. Le milieu conditionné des VECs traitées avec
I’hormone parathyroidienne entraine la surexpression des molécules ostéogéniques : BMP-2/4,
ostéocalcine et TGF-B1 ainsi que la sous expression du collagéne I/III [196]. De méme, le
milieu conditionné des VECs soumises a une oscillation maximale du flux active la calcification
des VICs [197]. De ce fait, le dysfonctionnement des VECs favorise la SA.

5.  Sténose aortique radio-induite

a) Radiothérapie thoracique

La radiothérapie est une méthode de traitement locorégional qui utilise 1’action
biologique des rayonnements ionisants. Elle consiste a délivrer des rayonnements ionisants,
généralement des rayons X, sur les cellules cancéreuses pour les détruire. L’irradiation altére
I’ADN des cellules en les fragmentant ce qui les empéche de se diviser et entraine leur mort.
La radiothérapie est largement utilisée seule ou avec d’autres méthodes telles que la chirurgie

ou la chimiothérapie.

La radiothérapie thoracique ou médiastinale est une méthode qui cible le thorax. Elle est
utilisee pour traiter différents cancers tels que le lymphome de Hodgkin, le cancer du sein, du
poumon et de I’cesophage. Par exemple, le traitement du lymphome de Hodgkin a un stade
précoce par une chimiothérapie associée a une radiothérapie améliore le contréle de la tumeur
et la survie des patients [198]. Aussi, le traitement du cancer du sein précoce par radiothérapie

aprés une chirurgie mammaire conservatrice réduit la récidive locale et la mortalité [199].

A la suite d’une radiothérapie thoracique, les patients peuvent développer des
complications cardiaques telles que la péricardite (aigle ou chronique), des cardiomyopathies,
des coronaropathies (athérosclérose), des troubles de conduction et des valvulopathies [200],
[201]. La dose regue au niveau du cceur est un facteur de risque majeur pour le développement
de valvulopathie. L’étude des patients traités par chimiothérapie et radiothérapie a montré que,
en plus de la dose regue par le ceeur, les effets combinés des volumes pulmonaire et cardiaque
étaient corrélés a la survenue des valvulopathies. Un volume de I'oreillette gauche dépassant 25
Gy et un volume du ventricule gauche dépassant 30 Gy induisent un dysfonctionnement des
valves mitrale et aortique [202].
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b)  Valvulopathies radio-induites

La radiothérapie est un des facteurs de risque de la sténose aortique. Les patients ayant
subis une radiothérapie pour le traitement du cancer du sein et le lymphome d’Hodgkin peuvent
développer une telle sténose. Le risque de développer la pathologie est lié a la dose recue, le
délai depuis I’exposition et I’utilisation concomitant de la chimiothérapie [199]. Les dommages
valvulaires radio-induits sont caractérisés par une fibrose et une calcification de la valve [199].
De plus, Le cceur gauche est le plus touché par les conséquences de I’irradiation en particulier

la valve aortique.

La période de latence entre la radiothérapie et le développement de la pathologie est de
10 a 20 ans. Le temps moyen de 1’apparition d’une valvulopathie asymptomatique est de 11,5
ans contre 16,5 ans pour une valvulopathie symptomatique [203]. La durée moyenne entre les
phases asymptomatique et symptomatique est de 5 ans [200]. La sévérité des dysfonctions
valvulaires augmente avec le temps [204]. Cutter et collaborateurs ont montré que le risque de
développer une valvulopathie augmente avec la dose d’irradiation pour le traitement du
lymphome de Hodgkin. Ce risque augmente d'un facteur de 1,4 et 11,8 pour des doses de 30
Gy et 40 Gy, respectivement [204]. Une autre étude a confirme que les doses supérieures a 30
Gy augmentent significativement I’incidence des valvulopathies [204]. Les patients atteints
d’une valvulopathie radio-induite ont 9,8 fois plus de risque de subir une chirurgie que les
patients sans antécédents de radiothérapie [205]. Une étude, sur une cohorte de patients atteints
de SA et ayant subi un remplacement valvulaire, a démontré que les patients ayant
précédemment recu une radiothérapie présentaient une mortalité plus importante que le groupe
contrdle. Ces observations soulignent I’'impact négatif de I’irradiation méme apres le traitement

de la maladie [206].

Les données sur I’incidence et la prévalence des valvulopathies, plus particulierement
la SA radio-induite, varient selon les études. Cette proportion varie entre 2 et 37% des patients
ayant subi une radiothérapie thoracique pour le traitement de lymphome de Hodgkin [204].
Dans le cas du cancer du sein, la prévalence des valvulopathies chez les patientes ayant subi
une radiothérapie varie entre 0,5 et 4,2% [207], [208]. En outre, Hull et collaborateurs ont
rapporté que I’incidence de la SA est de 1, 4 et 6% ; respectivement a 5, 10 et 20 ans apres

I’irradiation chez ces patientes [209].
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c)  Mecanismes de la sténose radio-induite

La sténose aortique radio-induite est un mécanisme complexe et multifactoriel. Comme
la SA classique, elle débute par une Iésion des cellules endothéliales suite a I’irradiation qui
active une inflammation aigue et I’agrégation plaquettaire ; en plus de la production des especes
réactives de I’oxygene. Par la suite, nous observons un recrutement des cellules inflammatoires
qui secretent différentes cytokines (IL-1, IL-6, IL-8, IL-18 et TNFa) entrainant des dommages
tissulaires, un épaississement des feuillets et une fibrose accompagnée ou non d’une
calcification [210].

Le stress oxydatif est un acteur important qui participe a la Iésion de cellules
endothéliales. Ce processus est médié par la radiolyse des molécules d’eau en espéces réactives
de I’oxygene : superoxyde, radical hydroxyle, peroxyde d’hydrogéne [210]. Ces derniéres
interagissent avec 1’ADN, les protéines et les lipides. La production des oxLDL est alors
observée et elles sont impliquées dans la physiopathologie de la SA comme décrite
précédemment. De plus, 1’irradiation entraine une forte production des oxydes nitriques
synthétases qui catalysent la synthése du NO. Ce dernier réagit avec I’oxygeéne pour former les
espéces réactives de 1’azote (RNS, reactive notrogen species) [210]. Les ROS et les RNS
participent a plusieurs processus physiologiques. Par exemple, les ROS activent les mécanismes
de prolifération, hypertrophie et fibrose [210]. L’irradiation est également connue pour activer
des facteurs de croissance fibrotiques tel que le TGF-B1 qui active les fibroblastes en

myofibroblastes et stimule la synthese du collagéne [211].

L’¢étude des valves de patients atteints de SA radio-induite a mis en lumiére une partie
des processus physiopathologiques. Chez les patientes ayant subi une radiothérapie pour le
cancer du sein ou le lymphome de Hodgkin, I’analyse histologique de leurs valves aortiques
sténosées a montré des consequences différentes selon la pathologie. La densité cellulaire est
réduite avec une forte expression du collagéne chez les patients traités pour le lymphome de
Hodgkin. Ces patients présentent une sténose aortique fibrosée prématurée de la valve aortique,
contrairement aux patientes traitées pour le cancer du sein qui présentent une sténose calcifiante

dégénérative [212].

Des études ont également évalué les mécanismes par lesquelles 1’irradiation des cellules
interstitielles de la valve pourrait induire la SA. Nadlonek et collaborateurs ont démontré que

I’irradiation des VICs, au césium-137 & 10 Gy, induisait une forte expression des marqueurs
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ostéogéniques comme la BMP-2, 1’ostéopontine, I’ALP et le Runx2 [213]. Une autre étude a
démontré que [D’irradiation des VICs en culture entraine une perte du phénotype
myofibroblastique au profit d’un phénotype ostéogénique favorisant la minéralisation. De plus,

I’irradiation altére I’homéostasie de la MEC [214].

C. LECANAL TRPM4

1. Les Canaux TRP

a)  Geénéralités et structures

Les canaux ioniques sont des protéines transmembranaires qui forment des pores a
travers la membrane plasmique et qui permettent un flux ionique selon le gradient

¢lectrochimique. Ce sont des transporteurs passifs ne nécessitant pas d’apport énergétique.

Le canal TRPM4 est un membre de la superfamille des canaux cationiques non-sélectifs
TRP (Transient Receptor Potential). Les canaux TRP sont présents dans différents tissus de
I’organisme ou ils jouent plusieurs roles. Ils participent entre autres au maintien de
I’homéostasie calcique soit en permettant le passage du calcium, soit en modifiant sa force
électromotrice. Les canaux TRP sont perméables aux ions monovalents et divalents dont le

calcium, a I’exception du canal TRPM4 et son homologue TRPM5 qui eux sont imperméables

calcium.

a cet ion. Inversement, les canaux TRPV5 et TRPV6 sont exclusivement perméables au
Pore

ﬁﬁw B -‘,'

86 Mo 84 he 94 8eld l

i WM W b

Intérieur

NH,

OCH

Figure 1-24 : Structure de base des canaux TRP.
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Les génes TRP ont été suspectés pour la premiere fois en 1969 chez la mouche
drosophile Drosophila melanogaster. L’étude de son systéme visuel a permis 1’identification
d’une drosophile mutante avec une déficience visuelle. Elle présentait une réponse transitoire
sur I’électrorétinogramme a un stimulus lumineux au lieu d’une réponse soutenue enregistrée
chez la drosophile sauvage. Ceci est a I’origine du nom « transient receptor potential » [215].
Ce n’est qu’en 1989 que Montel et Rubin identifierent le gene Trp pour la premiére fois [216].
Par homologie de séquence, des genes TRP ont ensuite été identifiés chez I’Homme. Les génes
TRP humains sont de taille allant de 11,4 & 911 kb avec un nombre variable d’exons (11 a 39)
[217]. Les canaux TRP ont une structure commune de quatre sous-unités constituées de six
segments transmembranaires (S1-S6). Ces derniéres s’associent en homo ou hétéro tétramere.

Les domaines N-terminal et C-terminal sont intracellulaires (Figure 1-24).

“Melastatin™
TRPM1
TRPM3
“Canonical” TRPMG
TRPC1 TRPM7
TRPC4
T =
REES TRPM2
TRPMS
TRPC3
TRPC? TRPM4
TRPCE TRPMS
TRPC2
“Ankyrin™
“Mucolipin”
TRPML1 TRPA1
TRPML2Z “Polycystin”
TRPML3 TRPP2
TRPP5 TRPP3

Figure 1-25 : Arbre phylogénétique des canaux de la superfamille de TRP.
D’apres Gees et al. [218].
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Les canaux TRP comprennent 28 membres répartis en 6 familles en fonction de leur
homologie de structure chez les mammiféres (Figure 1-25). Nous avons les familles suivantes :
TRPC pour Canonical (7 membres : TRPC1 a TRPC7), TRPV pour Vanilloid (6 membres :
TRPV1 a TRPV6), TRPM pour Melastatin (8 membres : TRPM1 a TRPM8), TRPP pour
Polycystin (3 membres : TRPP2 ,3,5), TRPML pour Mucolipin (3 membres: TRPML1 a
TRPML3) et TRPA pour Akryrin (1 membre). A ces familles s’ajoute 1a famille TRPN, pour
No-mechano-potential (NOMPC-like) qui n’est pas présente chez les mammiféres [219].

b) Lescanaux TRP dans le ceeur

Les canaux TRP sont différentiellement exprimés dans les différentes régions et types
cellulaires cardiaques ou ils exercent plusieurs fonctions notamment dans le développement,

’activité électrique et la contraction du ceeur.

Différents canaux TRPC sont exprimés dans le nceud sinusal, les oreillettes, les cellules
des fibres de Purkinje et les fibroblastes cardiaques [220]. Le canal TRPC1 participe au
remodelage hypertrophique du ventricule chez le rat. Le canal TRPC3 quant a lui, participe a
I’activité pacemaker et a la contraction du ceeur. En fin, le canal TRPCG6 participe au remodelage

hypertrophique et la cicatrisation [220].

Concernant les canaux TRPV, ils sont exprimés dans les ventricules, les oreillettes et
les fibroblastes cardiaques a 1’exception des canaux TRPV3 et TRPVS5. Le canal TRPV1 est
connu pour participer a la contraction cardiaque. Tandis que le canal TRPV2 est impliqué dans
I’activité contractile du cceur. Et puis le canal TRPV4 joue lui un rdle dans la production des

ROS ainsi que la contraction médiée par I’hypotonie et la valvulogenese [220].

Quant aux canaux TRPM, ils sont exprimés dans les ventricules, les oreillettes, le nceud
sinusal, les fibres de Purkinje et les fibroblastes cardiaques. Le canal TRPM2, pour sa part,
régule la fonction mitochondriale des cardiomyocytes. Les canaux TRPM4 et TRPM7
participent a I’activité pacemaker du cceur et le développement embryonnaire du ventricule. De
plus, le canal TRPM4 participe aussi a la modulation du potentiel d’action (PA) comme nous
le détaillerons plus tard. Pour ce qui est du canal TRPM7, il participe également a la

prolifération des fibroblastes.
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En outre, la présence des canaux TRPP1 et TRPP3 a été montrée dans les ventricules ou
le TRPP1 participe aux variations transitoires du calcium et a I’homéostasie calcique. Puis le
canal TRPP2 est impliqué dans le développement de la valve bien que son expression n’ait pas
été rapportée dans le ceeur adulte [220]. Alors que, le canal TRPAL a été identifié dans les
ventricules des souris et les fibroblastes cardiaques humains. 1l est impliqué dans la contraction

et la relaxation du ventricule [220].

Par ailleurs, les canaux mécanosensibles TRPP2 et TRPV4 sont impliqués dans le
développement de la valve. En réponse aux flux oscillatoires, Ces canaux générent une réponse
calcique dans les cellules endocardiques qui participent a la morphogenese de la valve. En effet,
I’absence de TRPP2 ou TRPV4 entraine des malformations de la valve [221]. De plus, une
récente étude a montré que les VICs porcines expriment un canal TRPV4 fonctionnel. Il joue

un role dans la prolifération des VICs et leur activation en VICs myofibroblastiques. [222].

Les mécanismes de sous ou surexpression des canaux TRP sont impliqués dans
différents processus pathologiques cardiaques tels que les troubles de conduction,
I’hypertrophie, la fibrose et I’insuffisance cardiaque [220]. Par exemple, les canaux TRPC1/3
et TRPM7 sont surexprimés chez les patients atteints de fibrillation atriale [223]-[226].
L’expression protéique des canaux TRPC3/4/6, TRPM4 et le transcrit de TRPM3 augmentent
dans I’hypertrophie cardiaque [220], [227]-[231]. La délétion simultanée des genes Trpc3 et
Trpc6 protége du remodelage induit par I’hypertension montrant leur implication dans la
pathologie [232]. Le canal TRPC3 participe au remodelage hypertrophique pathologique via
I’influx calcique et en régulant les canaux calciques voltage-dépendants de type L (Cav1.2). Il
participe aussi a la production des ROS [227], [233], [234]. Enfin, I’influx de calcium a travers
les canaux TRPA1, TRPC3/6 et TRPV4 participe a la différenciation des fibroblastes
ventriculaires. Alors que les canaux TRPC3, TRPM7 et TRPV4 participent a la prolifération et

la différenciation des fibroblastes atriaux [220].
2.  Caractéristiques du canal TRPM4

Le canal TRPM4 est un canal cationique non sélectif activé par le calcium. Il est
perméable aux cations monovalents avec la séquence de perméabilité suivante : Na* > K* >>
Cs" > Li*. La conductance unitaire du canal TRPM4 est d’environ 25 pS [235], [236].
L’expression du canal TRPM4 est assez ubiquitaire. Parmi les tissus avec la plus forte

expression nous trouvons le cceur et le rein [236].
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Le canal TRPM4 participe a plusieurs fonctions en régulant le potentiel de membrane
et ’homéostasie calcique dans les cellules excitables et non excitables. Son réle principal serait
la régulation de I’influx calcique [236], [237]. Dans les cellules non excitables, le canal TRPM4
contrble cet influx par son action dépolarisante qui modifie le gradient électrochimique du
calcium et active les canaux voltage-dépendants. Tandis que dans les cellules excitables comme
les neurones et les cardiomyocytes, le canal TRPM4 module la fréquence et/ou la durée du

potentiel d’action [236].

Le géne TRPM4 fut cloné pour la premiére fois chez I’homme par Launay et
collaborateurs en 2002 [236]. II est constitu¢ de 25 exons qui s’étendent sur 54 kb chez
I’Homme et 31 kb chez la souris. La région transmembranaire est codée par les exons 15 a 20.
Le géne TRPM4 est localisé sur le chromosome 19 et code une protéine de 1214 acides aminés
pour un poids moléculaire de 137 kDa chez I’Homme (Figure 1-26) [236]. Alors qu’il est
localisé sur le chromosome 7 chez la souris codant une protéine de 1213 acides aminés [238]
et sur le chromosome 1 chez le rat codant une protéine de 1203 acides aminés [239]. Plusieurs
variants de ce géne existent suite a 1’épissage alternatif. Chez I’Homme, il a été rapporté une
isoforme longue hTRPM4b et une isoforme courte hTRPM4a qui possede 174 acides aminés
en moins en N-terminal. Chez le rat, I’isoforme rTRPM4a est non fonctionnelle. Elle ne posséde
pas la partie N-terminale de I’isoforme rTRPM4b qui est 1’orthologue de 1’isoforme humain
TRPM4b [239]. 11 est maintenant admis que c¢’est 1’isoforme TRPM4b qui est fonctionnelle.
Ainsi, dans I’ensemble de la thése, « TRPM4 » se réferera a cette isoforme. Le poids
moléculaire d’un homotétramére du canal TRPM4 est d’environ 500 kDa pour une taille de

150x100x100 A [240].
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AVYSLVTRTW GFRAPNLVVS VLGGSGGPVL QTWLQDLLRR GLVRAAQSTG 150
AWIVTGGLHT GIGRHVGVAV RDHQMASTGG TKVVAMGVAP WGVVRNRDTL 200
INPKGSFPAR YRWRGDPEDG VQFPLDYNYS AFFLVDDGTH GCLGGENRFR 250
LRLESYISQQ KTGVGGTGID IPVLLLLIDG DEKMLTRIEN ATQAQLPCLL 300
VAGSGGAADC LAETLEDTLA PGSGGARQGE ARDRIRRFFP KGDLEVLQAQ 350
VERIMTRKEL LTVYSSEDGS EEFETIVLKA LVKACGSSEA SAYLDELRLA 400
VAWNRVDIAQ SELFRGDIQW RSFHLEASLM DALLNDRPEF VRLLISHGLS 450
LGHFLTPMRL AQLYSAAPSN SLIRNLLDQA SHSAGTKAPA LKGGAAELRP 500
PDVGHVLRML LGKMCAPRYP SGGAWDPHPG QGFGESMYLL SDKATSPLSL 550
DAGLGQAPWS DLLLWALLLN RAQMAMYFWE MGSNAVSSAL GACLLLRvMA 600
RLEPDAEEAA RRKDLAFKFE GMGVDLFGEC YRSSEVRAAR LLLRRCPLWG 650
DATCLQLAMQ ADARAFFAQD GVQSLLTQKW WGDMASTTPI WALVLAFFCP 700
PLIYTRLITF RKSEEEPTRE ELEFDMDSVI NGEGPVGTAD PAEKTPLGVP 750
RQSGRPGCCG GRCGGRRCLR RWFHFWGAPY TIFMGNVVSY LLFLLLFSRv 800
LLVDFQPAPP GSLELLLYFW AFTLLCEELR QGLSGGGGSL ASGGPGPGHA 850
SLSQRLRLYL ADSWNQCDLV ALTCFLLGVG CRLTPGLYHL GRTVLCIDFM 900
VFTVRLLHIF TVNKQLGPKI VIVSKMMKDYV FFFLFFLGVW LVAYGVATEG 950
LLRPRDSDFP SILRRVFYRP YLQIFGQIPQ EDMDVALMEH SNCSSEPGFW 1000
AHPPGAQAGT CVSQYANWLV VLLLVIFLLV ANILLVNLLI AMFSYTFGKv 1050
OGNSDLYWKA QRYRLIREFH SRPALAPPFI VISHLRLLLR QLCRRPRSPQ 1100
PSSPALEHFR VYLSKEAERK LLTWESVHKE NFLLARARDK RESDSERLKR 1150
TSQKVDLALK QLGHIREYEQ RLKVLEREVQ QCSRVLGWVA EALSRSALLP 1200
PGGPPPPDLP GSKD 1214

Figure 1-26 : Séquence des acides aminés de la protéine TRPM4 humaine
En haut, représentation du canal TRPM4. ATU : domaine N-terminal, TM : domaine transmembranaire,
CC : domaine C-terminal. D’aprés Launay et al. [236].

3. Structure du canal TRPM4

L’évolution des techniques de microscopie électronique, en particulier le
cryomicroscopie électronique, a permis de déterminer avec précision la structure du canal
TRPMA4. Ce dernier possede une structure générale commune a tous les TRP, en plus des
structures qui lui sont propres. Il posséde six domaines transmembranaires formés par des hélice

a hydrophobes (Figure 1-27).

58



shoulder
s2-537
linker /.

Extracellular side

o H Pore-forming  —
Pre-S1  pocy V5253 $45 region  TRPdomain CH1 [ Intracellular side
sdin ebow o der  linker linker (/s-
N CH2 X
o CH3

] (colled-coll)
MHR4
MHR2 MHR3 B

Figure 1-27 : Structure du canal TRPM4 humain
Canal hTRPM4 tétramérique ou chaque sous-unité est colorée difféeremment. A : vue latérale, B : vue
supérieure. C: Modéle atomique de hTRPM4 tétramérique. D : monomére hTRPM4b. E : vue
inférieure. F : Représentation schématique des principaux composants de hTPPM4b. D’aprés Autzen et

al. [241].

Le domaine N-terminal comprend quatre régions d’homologie des TRPM (MHRs). Ce
sont des régions conservées dans la sous famille de TRPM. Le domaine N-terminal participe a
la régulation du canal par I’ATP et le decavanate [240]. Le domaine C-terminal comprend une
hélice faisant le pont entre le domaine TRP et le domaine conservé coiled-coil (25 acides
aminés). Le domaine TRP est formé par deux hélices : une longue reliée au domaine S6 et une
courte reliée au domaine C-terminal (Figure 1-27). Il se lie a la boucle S4-S5 par des liaisons
hydrogenes et peut interagir avec le domaine N-terminal via une liaison polaire. 1l participe a
I’activation du canal et a sa modulation allostérique. En outre, En le domaine nucleotide binding
site en N-terminal et le domaine le coiled coil en C-terminal participent a I’assemblage du canal

en tétramere [240].

Le pore du canal contient une longue boucle, entre les domaines S5 et S6, formée des
66 résidus d’acides aminés 951 a 1,016. Il comprend une partie hydrophile correspondant a

I’hélice a du pore suivie par une région hydrophobe contenant le domaine ®*EDMDVA%® qui
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est le filtre de sélectivité du canal (Figure 1-28) [242], [243]. De plus, la présence de 2 arginines
chargés positivement (Arg892 et Arg905) dans le domaine S4 et la boucle S4-S5 contribue a la

sensibilité du canal au voltage [244].
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Figure 1-28 : Pore du canal TRPM4
A : pore du canal entre deux monomeéres opposes représentés par des rubans colorés en jaune et bleu.
B : vue rapprochée de I'hélice et de la boucle du pore. Le filtre de sélectivité putatif est en orange.
D’aprés Autzen et al. [244].

4.  Regulation du canal TRPM4

a) Régulation physiologique

» Le voltage

Le canal TRPM4 est un canal voltage-dépendant plus actif dans des potentiels positifs.
Il est donc activé par la déepolarisation de la membrane [235]. En outre, le canal TRPM4 est
activé par la chaleur (heat-activated channel). A un voltage de +25 mV, le canal TRPM4 a un
Q1o de 8,5 entre 15 °C et 25 °C. L’augmentation de la température déplace la courbe de la

probabilité d’ouverture du canal vers des potentiels négatifs [245].

> Calcium et calmoduline

Le canal TRPM4 est activé par le calcium intracellulaire avec une concentration de
demi-efficacité (EC50) entre 0,5 et 1 UM [236], [246]. Cette sensibilité au calcium est modulée

par les phosphoinositides membranaires, la calmoduline et I’ATP [237]. Les quatre sites de
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fixation du calcium sont localisés pres de 1’hélice S3 transmembranaires (Glu828, GIn831,
Asn865, and Asp868) [241], [247], [248]. Le canal TRPM4 possede aussi cing sites de liaison
a la calmoduline (deux en N-terminal et trois en C-terminal) [237]. La sensibilité du canal au
calcium est également modulée par la phosphorylation par la PKC (Figure 1-29). La
phosphorylation de la Ser1152 et la Ser1145 augmente cette sensibilité et contribue donc a

I’activation du canal [237].

> Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PI1P2)

Le PIP2 module I’activation du canal TRPM4 en augmentant sa sensibilité au calcium
et en déplacant les potentiels d’activation du canal vers des valeurs plus négatives, avec une
ECso entre 5,1 et 5,8 uM [246], [249]. 1l existe plusieurs sites de fixation du PIP2 sur le canal
TRPM4 dont deux sur la premiére région d'homologie putatif de pleckstrin situé a I'extrémité

C-terminale et sur la région pré-S1 du domaine N-terminal [246], [250].

» Peroxyde d'hydrogene (H20»)

Le canal TRPM4 est modulé par le H20>. Sa cible sur le canal serait la Cys1093 qui,
apres réduction, augmenterait la fixation de la calmoduline diminuant ainsi la désensibilisation
du canal [251]. L’effet du H20- sur la désensibilisation du canal TRPM4 est observé dés une
concentration de 50uM dans les cellules HEK surexprimant le canal [251]. L’activation du
canal induite par H2O> a également éte décrite dans les cellules endothéliales de la veine
ombilicale humaine [252]. En plus de son effet sur I’activation du canal, 1’application d’une
concentration de 200uM de H>0O. augmente 1’expression protéique TRPM4 dans ces cellules
[253].

» Tissue plasminogéne activator (tPA)

Le tPA active les canaux SUR1-TRPM4 dans les cellules endothéliales cérébrales
murines. Cette activation est dependante du calcium, du canal TRPC3 et de la plasmine [254].
En outre, le tPA induit une expression de novo des canaux SUR1-TRPM4 en réponse a
I’activation du NF«-B (Figure 1-30) [254].

» Les nucléotides intracellulaires :

Dans les cellules HEK transfectées avec le géne TRPM4, il a été montré que ’activité
du canal est inhibée par les nucléotides intracellulaires suivants : I’ATP (ICso = 2uM), I’ADP

61



(ICs0 = 2,2uM), ’AMP et I’AMP-PNP (ICso de 2-19 pM). L’activité du canal est également
inhibée par une forte concentration d’adénosine (ICso = 630 uM). Alors que la GTP, I’'UTP et
la CTP n’ont aucun effet [255]. Les résultats similaires ont été observés sur des canaux natifs
dans différents types cellulaires : les cardiomyocytes ventriculaires dédifférenciées de rat [256],
les cardiomyocytes d’atrium droit humain [257], les cardiomyocytes du ventricule gauche de
rat spontanément hypertendu [231] et les cellules du nceud sino atrial murin [258]. Par ailleurs,
I’effet de I’ATP est dépendant du magnésium (MgATP) [255]. Le MgATP joue un réle
important en maintenant la sensibilité du canal au calcium [237]. L activation du canal TRPM4
par le MgATP serait di soit a sa fixation directe sur le canal, soit a la genese des substrats pour
les phosphatidylinositol-4 kinases qui restaurent la quantité de PIP2 membranaire nécessaire a
I’activation du canal (Figure 1-29) [246], [249].

> Monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote inhibe un courant cationique non s¢lectif semblable a celui de
TRPM4 dans les cellules endothéliales macrovasculaires a une concentration de 10 a 30 uM
[259]. Cette inhibition est voltage-dépendante. Néanmoins, le NO n’agit pas directement sur le
canal TRPM4. Dans les cellules musculaires lisses vasculaires, I’inhibition du canal par le NO
est médiée par l'intermédiaire du substrat de la protéine G (PKG). Cette inhibition est associé a
celle du récepteur de I’inositol 1,4,5-trisphosphate qui diminue la libération de calcium et par
conséquent I’activité de TRPM4 [260].
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Figure 1-29 : Sites de fixation des modulateurs et quelques mutations connues du canal TRPM4.
D’aprés Guinamard et al. [261]
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b) Pharmacologie
> BTP2

Le BTP2 (3,5-bis(trifluorométhyl)pyrazole) ou YM-58483 augmente I’activité du canal
TRPM4 (Figure 1-30). Il augmente le courant natif TRPM4 des cellules de Jurkat (lignée
immortalisée de lymphocyte T CD4 humain) de fagcon dose dépendante avec une I1Cso de 8 nM
[262]. Cependant, le BTP2 est un inhibiteur des SOC (store-operated channel) tels que ORAI,
TRPC3 et TRPC5 a une concentration entre 0,5 et 4 uM [263].

> Diazoxide

Le diazoxide est un traitement de I'nypoglycémie du fait de son activation des canaux
potassiques Katp [264]. Le canal TRPM4 peut former des canaux hétéroméres avec SUR1, une
sous-unité des canaux Katp. Ce qui explique I’effet du diazoxide sur les canaux TRPM4-SUR1
(Figure 1-30). Il augmente considérablement les courants TRPM4-SURL1 (environ 15 fois) dans
les cellules COS-7. Cependant, le diazoxide n'a aucun effet sur la forme homotetramére du
canal TRPM4 [265].

> Decavanate

Le decavanate est la forme décamére du vanadate (Figure 1-31). Il interfére avec le site
de fixation de I’ATP sur ses transporteurs protéiques. Le decavanate module 1’activité du canal
TRPMA4 en inhibant la fermeture du canal voltage-dépendant avec une ECso de 1,9 uM. Le site
de fixation du decavanate se situe au niveau d’une séquence hautement chargée positivement
1133RARDKR en C-terminal [267]. Le decavanate peut étre utile pour différencier le canal
TRPM4 du canal TRPMS5 sur lequel il n’a aucun effet.
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Figure 1-30 : Formules chimiques des molécules activant le canal TRPM4
D’aprés Kovac et al. [263].
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» 9-phénanthrol

Le 9-phenanthrol est I’inhibiteur du canal TRPM4 le plus utilisé actuellement pour
étudier le role du canal (Figure 1-31). L’effet du 9-phénanthrol sur le courant TRPM4 fut décrit
pour la premiere fois en 2008 par Grand et collaborateurs [266]. Il inhibe le courant TRPM4
surexprimé dans les cellules HEK avec une ICso comprise entre 17 et 20 uM en configuration
de patch clamp cellule entiere et unitaire inside-out. Son effet est réversible et indépendant du
voltage. De plus, le 9-phénanthrol n’a pas d’effet sur le canal TRPMS [266].

> Spermine

La spermine est une polyamine (Figure 1-31) qui inhibe le canal TRPM4 humain
surexprimé dans les HEK avec une ICso de 61 puM [255]. Elle bloque également les canaux
TRPM4 et TRPM5 murins avec une 1Csg de 35 et 37 uM [268]. La spermine se lierait aux
résidus charges positivement Glu981, Asp982, Asp984, Glu988, et Glu996 [255].

> Acide flufénamigque

L’acide flufénamique est un anti-inflammatoire non stéroidien. Avant la découverte du
9-phenathrol, il a été largement utilisé comme un blogueur du canal TRPM4 en expérimentation
(Figure 1-31). L’acide flufénamique n'est pas sélectif du canal TRPM4. Son ICso pour le canal
TRPM4 est comprise entre 3 et 6 mM. Toutefois, il inhibe aussi les courants chlorures induits

par le GABA ou dépendant du voltage & une ICso comprise entre 4 et 20 mM [231], [268].

» Glibenclamide

Le glibenclamide est un antidiabétique agissant sur le canaux potassique Kate. Il a
également un effet inhibiteur sur le canal TRPM4 (Figure 1-31) [258]. Cependant, il a un effet
plus important sur le canal TRPM4-SUR1 avec une ICso de 850 nM [265].

> CBA

Le CBA (4-chloro-2-[[2-(2-chlorophenoxy) acetyl] amino] benzoic acid) est une
nouvelle molécule utilisée comme inhibiteur du canal TRPM4 (Figure 1-31). Le CBA aurait
une bonne sélectivité et serait 15 fois plus efficace que le 9-phénanthrol avec une 1Cso entre 1
et 2 uM [269]. Deux autres composés ont été decrits comme des inhibiteurs efficaces du canal
TRPM4 : le NBA (4-chloro-2-[[2-(2-chlorophenoxy) acetyl] amino] benzoic acid) et le LBA
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(4-chloro-2-(2-(4-chloro-2-methylphenoxy) propanamido) benzoic acid) [269]. Comparés au
CBA, le NBA et le LBA semblent étre plus efficaces sur les canaux TRPM4 exprimeés dans les

cellules HEK. Les valeurs de leurs I1Csg sont respectivement de 0,4 et 1,6 uM.

Une étude a recemment comparé les effets du CBA, NBA et du 9-phénanthrol.; Le NBA
est apparu comme le meilleur compose en réduisant I’activité des canaux TRPM4 humains et
murins surexprimés de maniere stable avec une efficacité similaire (valeurs ICsg entre 0,1 et 0,2

mM) lors d'une application extra- et intracellulaire [270].
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Figure 1-31 : Formules chimiques des molécules inhibant le canal TRPM4
D’aprés Kovac et al. [263].

5. Réles du canal TRPM4 dans le cceur

Le canal TRPM4 est fortement exprimé dans les tissus cardiagues mais n’a pas une
répartition uniforme. Ainsi dans 1’ordre décroissant du niveau d’expression, le canal TRPM4
est exprimé dans les fibres de Purkinje, le nceud sinusal, les oreillettes et les ventricules. De

plus, une récente étude a montré 1’expression du canal dans les cellules interstitielles valvulaires
[271].
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a) Role physiologique
» Nceud sinusal

L’expression protéique et celle du transcrit du canal TRPM4 ont été détectées dans le
nceud sinusal chez la souris, le rat ainsi que le lapin. Par ailleurs, le canal TRPM4 fonctionnel
a été enregistré chez la souris [258], [272], [273]. Hof et collaborateurs ont démontré
I’implication du canal dans 1’automatise cardiaque. En effet, 1’activité spontanée d’oreillettes
droites isolées de souris sauvages est diminuée par le 9-phénanthrol (inhibiteur du canal
TRPM4) alors que cette molécule n’a aucun effet sur les oreillettes de souris Trpm4 knock-out
(KO). De plus, le 9-phénanthrol diminue la pente de dépolarisation diastolique sans affecter les

autres parameétres du potentiel d’action du nceud sinusal chez le lapin [272].

» Fibres de Purkinje

Le canal TRPM4 est fortement exprimé dans les cellules des fibres de Purkinje
humaines et bovines [274], [275]. L’implication du canal TRPM4 dans le PA des fibres de
Purkinje a ete exploré par Hof et collaborateurs. 1ls ont démontré que le 9-phénanthrol diminue
la durée du PA des fibres de Purkinje du lapin [276].

» Atrium

La présence du canal TRPM4 fonctionnel a été montré dans les cardiomyocytes atriaux
de rat, de souris et de I’homme [257], [277], [278]. L’inhibition du canal TRPM4 par le 9-
phénanthrol ou I’acide flufénamique réduit la durée du PA des cardiomyocytes atriaux issus des
souris sauvages. Cependant, le 9-phénanthrol n’a aucun effet sur le PA atrial des souris Trpm4
knock-out [278]. De plus, le PA atrial des souris Trpm4 knock-out est plus court que celui des
souris sauvages [272], [278], [279]. Le canal TRPM4 est également impliqué dans la réponse
aux stress de cisaillement des cellules de I’atrium de rat via 1’activation du récepteur de
I’inositol 1,4,5-trisphosphate et la libération du calcium [280]. En outre, il médie la croissance
des fibroblastes atriaux murins. En effet, I’expression de la protéine et du courant TRPM4 ainsi
que celle de I’a-SMA augmentent avec le temps et le développement de fibroblastes atriaux
humains et murins en culture. Cette croissance est moins importante chez les fibroblastes de

souris Trpm4 knock-out ou en présence du 9-phénanthrol chez les souris sauvages [281].
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> Ventricule

Les résultats obtenus sur le réle du canal TRPM4 dans I’activité électrique du ventricule
sont contradictoires. Certaines études rapportent des courants TRPM4 observés sur les
cardiomyocytes ventriculaires de rat en culture [256], [257]. De plus, il est présent dans le
ventricule droit des patients pédiatriques présentant la tétralogie de Fallot et dans le ventricule
de la souris [282], [283]. Toutefois, la participation du canal au PA des cellules ventriculaires
est controversée puisque certaines études ne rapportent pas de différences entre le PA des
cardiomyocytes ventriculaires issus des souris sauvages et Trpm4 knock-out [272], [278]. Alors
que d’autres études montrent que cette durée est plus courte chez les souris Trpm4 knock-out
[284].

b) Ro0le physiopathologique

Le canal TRPM4 est impliqué dans plusieurs processus pathologiques tels que

I’hypertrophie, les troubles de conduction et les 1ésions d’ischémie-reperfusion.

» Troubles de conduction

Des études ont identifié des mutations du géne Trpm4 liées a des pathologies cardiaques,
particuliérement des troubles de conduction. Ce qui démontre le réle important du canal
TRPM4 dans ’activité électrique du cceur. Ces mutations conduisent a des gains ou pertes de
fonction. La mutation de substitution du glutamate 7 par une lysine (E7K) conduit a un gain de
fonction du canal en réduisant I’endocytose et en augmentant I’intensité des courants TRPM4
[275]. Le mutant E7K autosomique dominant est responsable d’un bloc cardiaque progressif
familial de type 1. Un autre mutant gain de fonction A432T est présent dans les blocs
atrioventriculaires congénitaux et infantiles. L’intensité du courant TRPM4 de ce mutant est
faible par rapport a celle du canal TRPM4 sauvage [285]. Certains patients atteints du syndrome
de Brugada présentent des mutations du canal TRPM4, soit des mutations gains de fonction
(T878I, L1075P), soit des mutations pertes de fonction (P779R, K914 X et G844D) [286], [287].
De plus, Hof et collaborateurs ont identifié¢ quatre mutations du canal TRPM4 chez 2,2% d’une

cohorte de patients atteints du syndrome QT long (Figure 1-29) [288].
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» Remodelage et hypertrophie cardiague

Différentes études ont démontré I’implication du canal TRPM4 dans le remodelage et
I’hypertrophie cardiaque [272], [289]-[291]. L’expression du transcrit et le courant du canal
TRPM4 sont plus importants dans les cellules du ventricule hypertrophié des rats spontanément
hypertendus comparé aux rats Wistar-Kyoto controles [231]. Le canal TRPM4 favorise
également I'hypertrophie du ventricule gauche. Cette hypertrophie est induite par la surcharge
de pression puisque celle-ci est observée chez les souris sauvages mais pas chez les souris
Trpm4 knock-out [292].

A TDinverse, le canal TRPM4 a un effet protecteur sur 1’hypertrophie induite par
I’angiotensine II. Les souris Trpm4 knock-out développent une hypertrophie plus importante
que les souris sauvages [293]. De méme, I'hypertrophie du ventricule droit est plus importante
chez les rats Trpm4 knock-out dans un modéle d’hypertension pulmonaire [283]. Le canal
TRPM4 participe également au remodelage cardiaque apres un entrainement d’endurance. En
effet, une amélioration de la fonction cardiaque est observée en réponse a 1’entrainement
d'endurance chez les souris sauvages alors que les souris Trpm4 knock-out n’y répondent pas
[291]. De plus, Demion et collaborateurs ont observé une hypertrophie excentrique du
ventricule gauche chez les souris Trpm4 knock-out adultes comparées aux souris sauvages
[272].

» Ischémie-reperfusion

Des études ont démontré 1’implication du canal TRPM4 dans les lésions d’ischémie-
reperfusion. L’inhibition du canal TRPM4 par le 9-phénanthrol réduit la fréquence des post-
dépolarisations précoces provoquées par I'nypoxie et la réoxygénation du ventricule droit isolé
de souris [294]. Des résultats similaires ont été observés chez le rat ou le 9-phénanthrol améliore
la contraction du ceeur pendant la reperfusion et réduit la zone de I’infarctus induite par ligature
de coronaire [295]. En outre, le traitement des cellules H9c2 issues des cardiomyocytes du
ventricule de rat par le 9-phénanthrol prévient les lésions causées par les ROS produites apres
exposition au H>O, [296]. Ces résultats montrent un role delétére du canal TRPM4 lors du

processus d’ischémie-reperfusion myocardique.
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» Lésions endothéliales

Certaines études ont demontré le role du canal TRPM4 dans les lésions des cellules
endothéliales. Par exemple, les cellules endothéliales vasculaires surexpriment le canal TRPM4
sous l'influence de divers facteurs de Iésions endothéliales. L’activation du canal TRPM4
entraine une dépolarisation de la membrane grace a I’influx de sodium. L’augmentation de la
concentration intracellulaire du sodium et du chlore augmente la pression osmotique, ce qui

attire 1’eau dans la cellule et provoque ainsi leur gonflement et éclatement [297].

En outre, I’expression du canal TRPM4 est fortement augmentée dans les cellules
endothéliales des rats hypertendus suite a un régime riche en sel [253]. Son expression est
également augmentée dans les cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine en
condition hypoxique et ischémique [298]. De plus, les ROS exogénes régulent a la hausse
I’expression du canal entrainant I’apoptose des cellules endothéliales. L’utilisation du 9-
phénanthrol inhibe ce processus [253]. Enfin, le canal TRPM4 est aussi impliqué dans les
Iésions endothéliales vasculaires induites par les lipopolysaccharides (LPS). Comme évoqué

précédemment, les LPS entrainent la mort via la production des ROS [299], [300].
6. TRPMA4 et différenciation Cellulaire

Peu d’études ont exploré le role du canal TRPM4 dans la différenciation des cellules

cardiaques. Les résultats obtenus différent selon les types cellulaires et les mécanismes étudiés.

Guinamard et collaborateurs ont rapporté que 1’activité du canal cationique non sélectif
activé par le calcium (TRPM4-like) augmente avec le temps dans les cardiomyocytes du rat
adulte en culture. Initialement absente dans les cellules fraichement isolées, 1’activité du canal
mesurée en patch clamp augmente avec la dédifférenciation de ces cellules [256]. Récemment,
Simard et collaborateurs ont démontré que 1’expression et 1’activité du canal TRPM4
augmentent dans les fibroblastes cardiaques humains et murins en culture. En parallele, la taille
des cellules et I’expression de I’a-SMA (un marqueur du phénotype myofibroblastique)
augmentent également. L inhibition du canal par le 9-phénantrol réduit la croissance cellulaire
et ’expression de 1’a-SMA de ces cellules. Ces résultats démontrent que le canal TRPM4
participe a la transition des fibroblastes cardiaques en myofibroblastes. Cette observation a été

I’un des points de départ de notre étude [281].
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En dehors des cellules cardiaques, le canal TRPM4 régulerait aussi le phénotype de
cellules endothéliales. L’inhibition du canal TRPM4 par un siRNA préserve le phénotype
endothélial des cellules en inhibant leur différenciation en fibroblaste induite par le TGF-$
[301]. Une étude transcriptomique de I’expression de geénes durant la différenciation des
adipocytes 3T3-L1 a montré que I’expression génique des canaux TRP varie (a la hausse ou a
la baisse) au cours de la différenciation des adipocytes. Quant au canal TRPM4, son expression
diminue dans les adipocytes différentiés [302]. Une autre étude a montré I’implication du canal
TRPMA4 dans la différenciation des cellules souches du follicule dentaire (DFSCs) chez le rat.
La suppression du canal avec des sShRNA favorise la différenciation des DFSCs en ostéoblaste
et inhibe leur différenciation en adipocytes. Par conséquent, le canal TRPM4 favoriserait le

phénotype adipocytaire au lieu d’un phénotype ostéogénique [303].

Pris dans leur ensemble, ces résultats montrent que le canal TRPM4 est impliqué dans
certains processus de différenciation. 1l peut soit promouvoir la différenciation soit la réprimer

; voir méme favoriser un phénotype particulier en inhibant un autre selon les types cellulaires.
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PROBLEMATIQUE
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II. PROBLEMATIQUE

La sténose aortique est I’'une de maladie cardiovasculaire la plus frequente. Sa
prévalence est en constante augmentation avec le vieillissement de la population. La SA peut
se développer suite a différents facteurs de risque dont I’exposition aux rayonnements ionisants.
En effet, la radiothérapie thoracique peut entrainer dans certains cas un remodelage cardiaque
a long terme. Certains patients atteints de cancer qui sont traités par la radiothérapie thoracique
développent un dysfonctionnement valvulaire a type de régurgitation ou de sténose. La valve
aortique est la plus touchée par ce phénoméne qui se manifeste essentiellement par une fibrose
tardivement associée a une minéralisation. Bien que les processus impliqués dans la
physiopathologie de la SA soient en partie connus, une zone d’ombre persiste sur les
mécanismes cellulaires impliqués dans le développement du remodelage valvulaire radio-
induit. L’indentification des acteurs moléculaires et les processus sous-jacents permettrait de
mieux comprendre sa mise en place et son développement afin de prévenir ou au moins

d’atténuer le développement de cette sténose.

La SA est un processus complexe qui fait intervenir différents acteurs cellulaires et
moléculaires, en particulier les cellules endothéliales et interstitielles valvulaires qui subissent
un remodelage durant la pathologie. C’est particuliérement le cas des VICs qui subissent une
transition vers un phénotype myofibroblastique a 1’origine d’une synthése accrue de matrice
extracellulaire et donc d’une fibrose. Des plus, les VICs peuvent par la suite dériver vers un

phénotype ostéoblastique a I’origine de la calcification de la valve.

Les études antérieures du laboratoire ont montré 1’expression importante du canal
TRPM4 dans le tissu cardiaque. Si son implication a d’abord ét¢ montrée dans I’activité
électrique cardiaque et ses perturbations, le canal est également impliqué dans le remodelage
morphologique du cceur tout particuliecrement dans les phénomenes d’hypertrophie.
L’expression du canal TRPM4 n’est pas restreinte aux cardiomyocytes puisqu’il est aussi
présent au niveau des fibroblastes. De plus, son expression dans ce type cellulaire semble aussi
participer au remodelage cardiaque. En effet notre équipe a montré 1’implication du canal
TRPM4 dans la transition des fibroblastes atriaux humains et murins vers un phénotype

myofibroblastique [303].
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Sur la base de ces observations, nous avons émis 1’hypothése que le canal TRPM4
pourrait étre impliqué dans le remodelage de la valve aortique radio-induit puisque cette
pathologie comprend une transition des VICs vers un phénotype myofibroblastique. Afin de
tester cette hypothese, nous avons combiné deux modeles animaux a notre disposition : d’une
part un modéle murin de sténose aortique radio-induite développé au laboratoire et d’autre part

un modele de souris transgénique invalidées pour le géne Trpm4.

Les résultats obtenus au cours de ce travail ont fait ’objet d’un article en premier auteur
publié qui vous sera présenté dans la partie résultat. 1l évalue, in-vivo, I’effet de I’irradiation de
la valve aortique chez la souris. Quelques résultats complémentaires obtenue in-vitro sur des

cellules valvulaires humaines seront également présentés.
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I11. MATERIELS ET METHODES
A. MATERIELS BIOLOGIQUES

1.  Ethique

Notre étude a nécessité 1’utilisation de souris et I’ensemble des expérimentations ont été
réalisées dans le respect des regles en vigueur (directive 2010/63/EU de la commission
européenne traitant des régles d’expérimentation animale). Cette étude a fait 1’objet d’une
autorisation du ministére de I’enseignement supérieur et de la recherche aprés validation par le
comité d’éthique en expérimentation animale local. CEEA - 054 Comité d’éthique Normandie
en matiére d’expérimentation animale (CENOMEXA). APAFIS#23869-2020012911013146
V6.

2.  Souris TRPM4 knock-out

Nous avons utilisé des souris invalidées de facon globale pour le géne Trpm4 (souris
Trpm4-") pour étudier I’implication du canal TRPM4 dans la SA radio-induite. L’ensemble des
souris utilisées dans les expérimentions ont été produites et hébergées au Centre Universitaire

de Ressources Biologiques de Caen (CURB).

Les souris utilisees étaient issues de la souche C57BL/6J générée par Barbet et
collaborateurs [304] ; elles nous ont été initialement fournies par le Dr Marie Demion. Les
souris ont été obtenues par la délétion des exons 3 a 6 du gene Trpm4 a I’aide de la Cre
recombinase. Ces souris Trpm4“-sont viables et fertiles. Le phénotype cardiaque des souris
Trpm4-”- montre : une hypertrophie excentrique du ventricule gauche, un ralentissement de la
propagation électrique, des troubles de conduction (bloc atrioventriculaire 1°" et 2°™ degré,
syndrome de long QT) [272] et un PA atrial plus court que les souris sauvages (Trpm4*/*)
[278]. Le phénotype général de ces souris ainsi que celui d’autres modéles de souris

transgéniques Trpm4 sont donnés sur le tableau 4.
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Caractéristiques du modele animal

Males C57BL/6J TRPM4 KO agées de 12 et 32 semaines

C57BL/6J TRPM4 KO agées de 6 a 14 semaines

C57BL/6J TRPM4 KO agées de 4 a 6 semaines

Males C57BL/6J TRPM4 KO agées de 2 mois

Males 129Sv] TRPM4 KO &gés de 18 a 19 semaines

Males C57BI/6N TRPM4 KO global et cardiomyocytes
spécifiques agés de 18 a 19 semaines

C57BI6/N TRPM4 KO atteintes d’une insuffisance cardiaque
ischémique sévére agées de 21 semaines

129/Sv]J TRPM4 KO

Males 129Sv] TRPM4 KO &gées de 3 & 6 mois

Males C57BL/6 N TRPM4 KO cardiaque spécifique agées de
34 6 mois

Stratégie de délétion

Délétion des exons 3-6 par la Cre recombinase

Délétion des exons 3-6 par la Cre recombinase

Délétion des exons 3-6 par la Cre recombinase

Délétion des exons 3-6 par la Cre recombinase

Délétion des exons 3-6 par la Cre recombinase

Délétion de I'exon 15 et 16 au niveau cardiaque

Recombinaison par Cre-loxP

Recombinaison par Cre-loxP

Recombinaison par Cre-loxP

Délétion de I'exon 15 et 16 au niveau cardiaque

Tableau 4 : Modeles de souris TRPM4 cardiaque
Tableau modifi¢ d’aprés Kovacs et al. [263]

Conclusion de I’étude

TRPM4 régule la conduction et I'activité électrique cellulaire
[272]

TRPM4 participe a la régulation du rythme cardiaque [273]
TRPM4 participe a la genése du PA atrial [278]
TRPM4 est impliqué dans le raccourcissement du PA atrial et

les arythmies induits par I'aldostérone [279]

TRPM4 serait impliqué dans I'effet inotrope ventriculaire
induit par la stimulation B-adrénergique [305]

L'expression de TRPM4 est plus élevée chez les souris
129SvJ que chez les souris C57BI/6N [305]

TRPMA4 peut réduire la survie et la réserve cardiaque p-
adrénergique dans l'insuffisance cardiaque ischémique [306]

TRPM4 serait un déterminant de I'effet inotrope ventriculaire
induit par la stimulation B-adrénergique [284]

TRPM4 limite la libération de catécholamines et peut
prévenir I'hypertension induite par le tonus sympathique [307]

TRPM4 participe au développement de I'hypertrophie
pathologique [293]
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3.  Génotypage des souris

Toutes les souris incluses dans le protocole ont été testées afin de confirmer leurs
génotype TRPM4 sauvage (Trpm4+*) ou TRPM4 knock-out (Trpm4). Le génotypage consiste
a déterminer la présence ou non d’un géne cible. Nous avons extrait I’ADN génomique du bout
de la queue des souris. Ils ont été placés dans une solution de tampon d’extraction puis incubés
durant toute la nuit a 56 °C. Apres ’incubation, I’ADN a été précipité avec de I’isopropanol
puis purifié avec différents lavages a 1’éthanol. Les échantillons d’ADN ont eté amplifiés par
PCR en utilisant les amorces du tableau 5. Puis aprés la migration, les amplicons ont été révélés
avec 1’appareil imageQuant LAS 4000. Chaque souris a été testée pour le génotype knock-out
(Trpm47) et sauvage (Trpm4*'*). Les deux amplicons ont un poids moléculaire d’environ 500

pb. Nous avons réalisé¢ 1’expérimentation deux fois pour confirmer les résultats.

Phénotypes Amorces : Séquences (593"
Forward CCAGGGCTCATTCCCCGCAAGGT
Trpm4++
Reverse ATTCACCTGCCTCTTCCTCCCG
Forward AGCCCACTGTGTCCTATTTAG
Trpm4'-
Reverse ATTCACCTGCCTCTTCCTCCCG

Tableau 5 : Séquences des amorces utilisées en PCR.

Amorces Trpm4*/* Amorces Trpm4~"-
N°1 N°2N°3 N°4N°5 N°6 Ctrl N°1 N°2N°3 N°4N°5 N°6 Ctrl

souris Trpm4**  souris Trpm4”"
Figure 111-1 : Génotypage des souris Trpm4™’ et Trpm4*'*,

Gel de PCR des souris N°1 a 6 ; chaque souris est testée pour les deux génotypes qui présentent des
bandes a 500 pb. Ctrl : contr6le négatif avec de 1’eau.
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4, Cellules interstitielles valvulaires humaines

Nous avons utilisé des cellules interstitielles valvulaires humaines issues des patients
ayant subi un remplacement de la valve aortique. Les VICs ont été collectées et dissociées par
I’UMR S 1096 ENVI de I’Université de Rouen. Elles ont été cultivées dans des flasques T75
traitées avec de la gélatine/fibronectine dans le milieu de culture DMEM, 10% de sérum de
veeux feetal et 1% d’antibiotique (Pénicilline/Streptomycine). Une fois & confluence les cellules
ont été trypsinisées et réensemencées dans des boites de culture (35 mm de diametre) pour les

expérimentations de patch-clamp. Elles sont utilisées jusqu’a 15 jours dans ces conditions.

B. IRRADIATION

1.  Modele murin de la sténose aortique radio-induite

Différents modeles animaux ont été mis au point pour étudier la sténose aortique. Ceux-
ci utilisent le porc, le lapin, le rat et la souris. La SA peut étre induite par un régime alimentaire
riche en cholestérol, une manipulation génétique ou des rayonnements ionisants [308].
Cependant, I’utilisation de mode¢le animal dans 1’étude de la SA radio-induite est peu rependu.
La majorité des études évaluant les effets secondaires cardiaques de la radiothérapie utilisent
des modeles ou le cceur entier est irradié et quelques-unes utilisent I’irradiation spécifique d’une
portion du cceur. A notre connaissance, seule une étude récente rapporte 1’irradiation spécifique
de I’aorte, les valves aortique et mitrale [309]. Dans cette optique, notre laboratoire a développé
un modele de sténose radio-induite de souris ou la valve aortique a été spécifiqguement irradiée
dans le but d’étudier les mécanismes physiopathologiques sous-jacents de ce type particulier de
SA. Dans le cadre de ce travail, nous avons utilisé ce modele pour étudier I’implication du canal

TRPM4 dans ce processus pathologique.
2. Etapes de I’irradiation

Nous avons utilisé un micro-irradiateur Pxi225CX couplé a une tomographie par rayon
X (Precision X-ray Inc, North Brandford, CT) pour irradier la valve aortique des souris.
L’irradiation de la valve a nécessité 4 étapes: I’acquisition des images cardiaques par
tomographie RX (scanner), le recalage des images de tomographie RX sur un atlas-IRM, la

planification et I’irradiation proprement dite. Les animaux ont été placés en décubitus dorsal
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dans un berceau souris chauffé, aprés une induction de I’anesthésie a isoflurane 5% dans un

mélange d'O- et de N>O pendant 30 secondes puis maintenus a 1,5% isoflurane.

> Tomographie au rayon X

Dans un premier temps, nous avons réalisé une tomographie RX de 1’animal en utilisant
un filtre aluminium de 2 mm. L’irradiateur est placé en mode tomographie RX et a 1’aide du
logiciel Pilot X-rad 225 nous avons réalisé une acquisition d’images au niveau du thorax de

I’animal (Figure I11-2).

3: Unnamed Senes

F: Athas (19%)
B 521832253 Unnamed Series”

Figure 111-2 : Images de tomographie au rayon X d’un cceur de souris
En haut a gauche : coupe transversale. En bas a gauche : coupe sagittale. En bas a droite : coupe
coronale.

> Recalage des images de tomographie RX sur I’atlas-IRM

Par la suite, nous avons utilisé le logiciel 3D Slicer pour recaller manuellement les
images obtenues par tomographie RX sur un atlas-IRM du cceur congu au laboratoire (Figure
I11-3) dans trois plans: coronal, sagittal et transversal [310]. L’atlas-IRM contient les
segmentations de 1’aorte et de la valve aortique. Nous avons utilisé la trachée et la bifurcation
des bronches principales comme reperes anatomiques pour recaler les images parce que les
deux structures sont visibles dans les deux types d’images (Figure I11-3). A la fin du recalage,
nous avons transféré les segmentations de I’aorte et de la valve aortique de I’atlas-IRM sur les

images de tomographie RX (Figure 111-4).
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Figure 111-3 : Recalage des images de tomographie RX sur ’atlas-IRM
A : Atlas IRM avec la segmentation de I’aorte en bleu et la valve aortique en vert. En haut a gauche :
coupe transversale. En bas & gauche : coupe sagittale. En bas a droite : coupe coronale. B : Recalage des
images de tomographie RX sur I’atlas-IRM. En haut a gauche : coupe transversale. En bas a gauche :
coupe sagittale. En bas a droite : coupe coronale.

» Planification

La planification de I’irradiation s’est faite avec le logiciel SmartPlan® (Precision X-ray
Inc, North Brandford, CT). Cette planification débute par 1’exportation des images
précédemment acquises et des segmentations de 1’aorte et de la valve aortique. Puis nous avons
défini différentes structures sur les acquisitions (air, 0s, poumon, tissus mous) en fonction des

unités Hounsfield CT2MD (Computed tomography to material density). L’étape suivante est la
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délimitation. Nous avons placé la segmentation de la valve aortique au centre de I’intersection
des deux faisceaux dans les différents plans. Quant a 1’étape de la détermination du faisceau,
elle permet de calculer la dose & délivrer sur la valve, le diametre (< 2 mm) et les angles
d’incidence du faisceau ainsi que le collimateur le plus adapté (Beaml : 45°, Beam?2 : 315°).
Chaque faisceau délivre une dose de 5 Gy. Ensuite, le logiciel calcule la dose a délivrer en
fonction des tissus traversés par le faisceau pour au final déposer 10 Gy sur la valve. Cette étape
est suivie de la visualisation de la distribution des doses dans I’animal (Figure II1-5). L’étape
finale consiste & générer un fichier contenant les paramétres d’irradiation a savoir le collimateur,
les angle du faisceau, la durée d’irradiation et les coordonnées de 1’isocentre pour chaque

faisceau.

¥ - .
J :
B: 1073318797: L‘nn:lmﬁes_l B: 1073318797: Unnamed Series 1
i

Figure 111-4 : Images de tomographie RX avec la segmentation de I’aorte et de la valve.
Segmentation de 1’aorte en bleu et la valve aortique en vert. En haut a gauche : coupe transversale. En
bas a gauche : coupe sagittale. En bas a droite : coupe coronale.

> lrradiation

Le fichier protocole généré précédemment est importé dans le logiciel Pilot X-Rad pour
I’irradiation. Nous avons utilisé un filtre cuivre et un collimateur circulaire de 2,5 mm de

diamétre pour irradier la valve aortique.
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Figure 111-5 B : Planification de I’irradiation.
En haut & gauche : coupe transversale. En bas a gauche : coupe coronale. En haut a droite : coupe
sagittale. En bas a droite : répartition de la dose. Les bandes colorées sur les images indiquent la
trajectoire des différents faisceaux.

C. IMAGERIE CARDIAQUE

1.  Imagerie par ultrasons

a) Principe

L’imagerie par ultrasons ou échographie est une modalité de I’imagerie qui se base sur
les ultrasons pour visualiser les organes et tissus. Une sonde émettrice réceptrice envoie des
ultrasons dans 1’organisme qui sont réfléchis en rencontrant les structures et tissus ou les
globules rouges pour 1’échographie Doppler. Cette derniére permet de mesurer les vélocités du
sang et les gradients de pression. L’échocardiographie permet différents modes d’acquisition
dont le mode M (Mouvement) ou TM (Temps Mouvement) et le mode Doppler. Le mode M
permet 1’acquisition des images dans différentes vues comme la vue parasternale grand axe et

la vue parasternale petit axe pour visualiser les structures cardiaques. L’échocardiographie
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permet ainsi d’évaluer les dimensions ventriculaires, atriales, de I’aorte et d’autres vaisseaux,
de méme que les fonctions diastoliques et systoliques. L’échocardiographie Doppler est la
technique d’imagerie de référence pour 1’évaluation non-invasive de la sténose aortique et de
la sévérité de I’atteinte hémodynamique. L’échocardiographie possede une meilleure résolution

temporelle que I’'TRM et une meilleure évaluation des paramétres hémodynamiques.

Dans le cadre de ce travail, nous avons mesuré les vélocités transvalvulaires dont la
vélocité maximale (Vmax) qui est la vitesse maximale du flux sanguin a travers la valve
aortique en systole. Nous avons également mesureé les gradients de pression transvalvulaires,
maximal (APmax) et moyen (APmoy), qui sont la différence de pression de part et d’autre de la
valve aortique (aorte et ventricule gauche). Le gradient de pression est calculé a partir des

vélocité transvalvulaires avec I’équation de Bernoulli.

AP =4 xV?2

b)  Acquisition des images

Un suivie échographique a été réalisé sur les animaux au début de 1’étude et 5 mois plus
tard & la fin de 1’étude. Les examens se sont déroulés sous anesthésie a l'isoflurane, avec une
fréquence cardiaque inférieure a 450 bpm (battements par minute) en utilisant 1’échographe
Philips iE33 (Philips Healthcare, Best, Pays-Bas) et une sonde linéaire L15-7io (128 éléments,
7-15 MHz). La fonction de la valve aortique a été évaluée en utilisant le mode Doppler a ondes
pulsées. Le mode M en vue parasternale grand axe a été utilisé pour mesurer les dimensions de
I'aorte et de I'oreillette gauche et en vue parasternale petit axe pour les dimensions du ventricule

gauche (Figure 111-6).
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Figure 111-6 : Images d’échocardiographie de cceur de souris
A : Mode M en petit axe : visualisation du ventricule gauche. B : Mode M en grand axe : visualisation
du ventricule gauche, de 1’aorte et de I’oreillette gauche. C : Mode Doppler en grand axe permettant la
mesure du flux transvalvulaire.

2.  Imagerie par résonnance magneétique

a) Principe

L'imagerie par résonance magnétique (IRM) est une modalité d'imagerie non invasive
qui permet de visualiser différentes parties du corps. Elle a I’avantage de ne pas utiliser les
rayonnements ionisants. Le principe de I''RM est basé sur les propriétés magnétiques des
atomes d’hydrogene (protons) contenus dans l’organisme. Grace a un puissant aimant
supraconducteur, les protons sont stimulés en modifiant le champ magnétique. Ils sont alors
orientés dans la méme direction puis les protons sont soumis temporairement a un deuxieme
champ magnétique oscillant (radiofréquence). Le retour a I’équilibre des protons, a I’arrét de la
stimulation, s’accompagne d’une émission d’un signal électromagnétique détectable et
mesurable. Selon la composition du tissu, le signal recueilli n’est pas le méme. L'IRM permet
une évaluation compléte de I'anatomie et de la fonction cardiaque ainsi que de la caractérisation

du tissu myocardique.
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Bien que I'échocardiographie transthoracique reste la principale technique d'imagerie
pour évaluer la sténose aortique, I’IRM peut fournir des informations complémentaires
(notamment en cas d’un diagnostic incomplet). Chez I’Homme, elle permet d’évaluer la
structure et la fonction de la valve aortique, ainsi que la fonction et le volume du ventricule
gauche, en plus de l'aorte. L’IRM permet de visualiser la valve aortique dans plusieurs plans
mais aussi de visualiser l'orifice de la valve aortique. Ce qui permet de déterminer la
morphologie de la valve (tricuspide ou bicuspide) et d’effectuer des mesures sur les
caractéristiques morphologiques de la valve. Un avantage que 1’échographie transthoracique ne

permet pas.

L’avantage de ’IRM est qu’elle a une meilleure résolution spatiale que 1’échographie
et reste la référence pour mesurer les volumes et la fonction des ventricules gauche et droit,
fournissant ainsi des informations essentielles sur le remodelage ventriculaire en réponse a la
sténose aortique. Elle permet aussi de quantifier la vélocité maximale du flux a travers la valve
aortique. Cependant, la résolution temporelle de I’IRM est moindre que celle de
I'échocardiographie et les vélocités sont souvent sous-estimées. Contrairement a
I’échocardiographie, certains patients présentent des contre-indications relatives a I'IRM
comme certains implants (pacemaker, prothese métallique) ; ce qui limite son utilisation chez
I’Homme. Dans le cadre de cette étude sur les souris, nous avons utilisé I’IRM pour les mesures

morphologiques ventriculaires.

b)  Acquisition des images

L’acquisition des images d’IRM cardiaque a été réalisée sur tous les animaux en
décubitus dorsal, sous anesthésie a l'isoflurane, comme pour I’irradiation a 'aide de I’IRM 7T
petit animal (Pharmascan 70/16, Bruker, Ettlingen, Allemagne). L’acquisition s’est déroulée
avec un suivie continu de la respiration et de 1’électrocardiogramme pour synchroniser
I’acquisition des images et la fréquence cardiaque. L'anesthésie a été adaptée afin de maintenir
une fréquence respiratoire de 50-70 cycle par minute. La fonction des ventricules gauche et
droit a été évaluée en utilisant la séquence multi coupe « IntraGate cine FLASH black-blood »
en petit axe (champ de vision : 28 x 28 mm ; taille de la matrice : 128 x 128 ; résolution spatiale
0,219 x 0,219 mm/pixel ; épaisseur de coupe : 560 um ; 20 images/cycle cardiaque ; TR/TE :
73/2 ; angle de bascule : 25°). Les images obtenues ont été analysées avec le logiciel Segment
3.2 (Segment Inc, San Francisco, CA, USA) (Figure 111-7).
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5 mm

Figure 111-7 : Image d’acquisition IRM de souris
Vue en petit axe d’un ceeur de souris : visualisation des ventricules gauche et droit.

D. MARQUAGES ET ANALYSES HISTOLOGIQUES

1.  Principe

Le marquage histochimique est une technique qui consiste a mettre en évidence les
différents constituants d’un tissu (I’ADN, les protéines, les lipides, ...) mais aussi des agents
pathogenes. Il est basé sur la réaction biochimique qui a lieu entre le colorant et le constituant

d’intérét.

Dans le cadre de ce travail, nous avons utilisées différentes colorations pour mettre en
évidence les processus pathologiques de la sténose aortique. Nous avons utilisé les colorations

suivantes :

e HES: hématoxyline (Labelians, Nemours, France), érythrosine (Labomoderne,
Gennevilliers, France) et safran (RAL Diagnostics, Martillac, France) pour marquer
les cellules et la matrice extracellulaire. Ce marquage colore le noyau en bleu, le
cytoplasme en rose et le collagéne en jaune (Figure 111-8).

e Rouge Picro-Sirius (rouge Sirius, Labelians, Nemours, France ; acide picrique, VWR
international, Rosny sous-bois, France). Il marque le collagene I et 111 en rouge (Figure
111-8).
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e Trichrome de Masson (hématoxyline, Labelians ; fushine acide, RAL Diagnostics ;
ponceau xylidine, RAL Diagnostics ; acide phosphomolybdique, Honeywell Fluka,
llikirch, France ; vert lumiére, RAL Diagnostics). Il a été utilisé pour visualiser les
fibres de collagéne. C’est un marquage successif de trois colorants : I’hématoxyline
qui marque les noyaux en bleu foncé/noir, la fuchsine et le ponceau qui colorent le
cytoplasme en rouge ainsi que le vert lumiére qui marque les fibres de collagéne en

vert (Figure 111-8).

e Rouge Alizarine (Sigma Aldrich, L'isle d'Abeau, France) a été utilisé pour visualiser

les dépdts de calcium qui sont colorés en rouge (Figure 111-8).

e Von Kossa qui marque les dép6ts de calcium qui en noir (Figure 111-8).

Figure 111-8 : Coupe histologique d’une valve aortique de souris.
A, B, C, D : quatre Coupes transversales sériées. Coloration A : hématoxyline éosine safran, B : Rouge
Alizarine, C : Rouge Pico-Sirius, D : Trichrome de Masson. E : coupe longitudinale, coloration au Von
Kossa.
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2. Prélevement et Marquage

Cing mois aprés l'irradiation, les souris ont recu 100 pl d’héparine en injection intra-
péritonéale cing minutes avant la mise a mort par dislocation cervicale. Nous avons réalisé une
sternotomie pour avoir acces au cceur puis une exsanguination par 1’apex. Par la suite, nous
avons injectés 300 ul de KCI (1M) dans le ventricule gauche, par I'apex, pour éliminer le reste
du sang et produire une relaxation musculaire. Le cceur a été prélevé et fixé a la formaldéhyde

4% (VWR Chemicals, France) puis inclus dans la paraffine.

Les blocs de paraffine ont été coupés au microtome (RM2245, Leica, France) en plan
longitudinal ou transversal. Pour chaque cceur en plan longitudinal, nous avons réalisé quatre
coupes successives de 3 um d'épaisseur au niveau de la valve aortique puis quatre autres coupes
sériées 100 um plus loin. Les coupes ont été placées sur des lames de microcopie en verre puis
colorées. Pour les coupes les longitudinales, a ’'HES avec I’automate Tissue TEK Prisma Plus
(SAKURA Finetek, Villeneuve d'Ascq, France), le rouge Picro-Sirius, le rouge Alizarine et le
Von Kossa. Deux coupes ont été traitées pour chaque coloration. En coupe longitudinale, les
coupes ont été colorées a I’HES, le rouge Picro-Sirius, le trichrome de Masson et le rouge

Alizarine.
3. Numérisation et quantification

Les lames obtenues ont été numérisées avec le microscope Olympus VS120 (Rungis,
France) en lumiere blanche et les images ont été analysées avec le logiciel QuPath 0.3.2 [311].
Les surfaces de la cuspide et de I’anneau de la valve ont été mesurées manuellement avec le
logiciel Image J (US NIH, Bethesda, MD, USA). Pour chaque animal, la surface d'une cuspide
a été déterminée comme la moyenne de deux cuspides afin de minimiser le biais d0 a la
localisation de la coupe. De méme, la quantification de la coloration au rouge Picro-Sirius et au

trichrome de Masson a été faite a I’aide du logiciel Image J.
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E. PATCH-CLAMP

1.  Principe

Le patch-clamp est une technique d’électrophysiologie qui permet de mesurer I’activité
électrique d’un canal ionique a la membrane plasmique d’une cellule. Il mesure le courant
ionique génére par le passage d’ions a travers les canaux. Cette technique a été développée par
Neher et Sackman en 1976 ; ce qui leur a valu le prix Nobel de Médecine et Physiologie en
1991.

Le patch-clamp peut étre réalisé dans différentes configurations selon les besoins de
I’étude. Il permet d’étudier soit 1’activité d’un canal ionique unitaire par les configurations
cellule attachée (cell-attached) et patch excisé (inside-out), soit 1’activité de I’ensemble des
canaux ioniques présents a la membrane plasmique en configuration cellule entiere (Whole-
Cell) (Figure 111-9).

L’expérimentation de patch-clamp consiste & selectionner une cellule isolée puis
rapprocher une micropipette de verre de la cellule. Une fois que la pipette touche la cellule
(jonction cellule-pipette), la résistance de la micropipette augmente. La portion de la membrane
en contact avec la micropipette est aspirée a 1’aide d’une seringue pour générer un scellement.
C’est I’interaction électrostatique entre la bicouche lipidique membranaire et le verre de la
micropipette. Par la suite, le maintien de I’aspiration permet d’augmenter la résistance de la
micropipette jusqu’a environ 1 GQ. C’est I’obtention du « gigaseal », une jonction étanche
entre la micropipette et la membrane plasmique. Ce qui correspond a la configuration cellule
attachée. Pour obtenir la configuration inside-out que nous avons utilisé, la micropipette est
remontée délicatement pour exciser une portion de la membrane. La solution contenue dans la
micropipette devient le « milieu extracellulaire » et le bain correspond au milieu intracellulaire.
La face interne du canal se retrouve exposé dans le bain, d’ou le nom inside-out (Figure 111-9).
Dans cette configuration nous pouvons controler la composition du milieu intracellulaire et

extracellulaire.
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Figure 111-9 : Les différentes configurations d’enregistrement en patch-clamp.
Figure modifiée d’aprés Chen et al. [312]

2.  Equipements de patch-clamp

Un poste de patch-clamp comprend difféerents appareils. Un microscope inversé couplé
a une caméra Nikon Eclipse Ti (Nikon, France) qui permet de visualiser les cellules et de
finement approcher la micropipette de la cellule a I’aide du micromanipulateur MP285 (Sutter
Instrument, USA). L’¢lectrode de mesure, en filament d’agent chloruré, est relié a un
convertisseur qui a son tour est relié¢ a I’amplificateur Axopatch 200B (Axon Instrument, USA).
Un ordinateur qui contient une carte d’acquisition DigiData 1322 (Axon Instrument, USA)
convertit le signal analogique enregistré en signal numérique. Il permet aussi de paramétrer les
expérimentations de patch grace au logiciel pClamp 9.0. L’analyse des données se fait avec le
logiciel Clampfit (un module de pClamp). Le poste comprend aussi une table anti-vibrations ou

sont placés le microscope et le micromanipulateur ; le tout dans une cage de Faraday.

Les micropipettes utilisées dans les expérimentations sont réalisées a partir de capillaires
en verre de 1,17 mm de diamétre interne (phymep, France). Le capillaire est étiré en utilisant
une étireuse horizontale multistep Sutter P97 (Sutter Instrument, USA). Puis a 1’aide d’une
microforge MF 830 (Narishige, Japon), la micropipette est polie et affinée pour réduire son

diameétre afin d’obtenir une résistance entre 6 et 8 MQ.
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Figure 111-10 : Schéma représentatif d’un poste de patch-clamp
D’aprés Sordel [313]

3.

Protocole d’enregistrement

Nous avons utilisé la configuration inside-out pour caractériser le canal TRPM4 sur les

cellules interstitielles de la valve en mode voltage imposé. Pour ce faire, nous avons utilise les

solutions ci-dessous (tableau 6).

Solutions

[mM]
NaCl

KCI
MgCl;
Glucose
HEPES

Sucrose
Ca?*

pH

Pipette

145
1,2
1,2
10
10

1,8

7,4

Bain Perfusion
145 NacCl 42 NaCl 145 NacCl
140 145 42
4,8 1,2 145
1,2 1,2 1,2 1,2
10 10 10 10
10 10 10 10
0 0 206 0
10, 10C et
1 10 M 1 1
7.4 7,2 7,2 7,2

Tableau 6 : Solutions utilisées en patch-clamp
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Le protocole de la caractérisation du canal TRPM4 consiste a appliquer différents
voltages entre -100mV et +100mV sur une portion membrane. Pour chaque potentiel imposé,
une amplitude de courant est obtenue et permet de tracer la courbe courant/tension (1/V) dont
la pente est la conductance du canal. La description de I’analyse des résultats de patch-clamp

sera détaillée dans la partie résultats complémentaires.

F.  ANALYSES STATISTIQUES

L’ensemble des résultats obtenus ont été analysés avec le logiciel Addinsoft Xlstat 2021
(New York, NY, USA). Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + S.E.M (erreur
standard). Les différents groupes ont été comparés en utilisant le test non paramétrique de
Kruskal-Wallis, suivi d'un test post-hoc de Dunn. Un test apparié a été utilisé pour comparer
les paramétres entre les mémes animaux au début du protocole et apres 5 mois. De plus, nous
avons utilisé le test non paramétrique de Mann-Whitney pour comparer deux groupes lorsque
c’était nécessaire. La différence entre les groupes est considérée comme statistiquement
significative pour des valeurs de p < 0,05. Les différences statistiquement significatives sont

indiquées dans les graphiques par des astérisques. N désigne le nombre de souris utilisées.
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IV. RESULTATS

A. TRPM4 PARTICIPE AU REMODELAGE RADIO-
INDUIT DE LA VALVE AORTIQUE CHEZ LA SOURIS

1. Introduction

La sténose aortique est une pathologie caractérisée par un rétrécissement de I’ouverture
de la valve aortique. Plusieurs études montrent que les patients ayant subi une radiothérapie
thoracique peuvent développer des complications cardiaques telles que péricardite,
cardiomyopathie, coronaropathie et une valvulopathie. De plus, des études ont montré que des
patients traités par radiothérapie pour les cancers comme le lymphome de Hodgkin et le cancer

du sein développent des dysfonctionnements valvulaires tel qu'une sténose.

Différents acteurs moléculaires et cellulaires participent a la physiopathologie de la SA
dont les cellules interstitielles valvulaires qui jouent un réle clé dans ce processus. En condition
pathologique, les VICs sont activées et acquiérent un phénotype myofibroblastique responsable
du remodelage de la matrice extracellulaire. Par la suite elles évoluent vers un phénotype

osteoblastique qui participe a la minéralisation de la valve.

Le canal TRPM4 appartient a la famille des canaux TRP. Il est activé par le calcium et
est perméable au sodium et au potassium. Une étude récente du laboratoire a démontré que le
canal TRPM4 participe a la transition des fibroblastes atriaux humains en myofibroblastes : un
phénomeéne présentant des similitudes avec ceux observés au cours de la sténose aortique. En

outre, I'expression protéique du canal est augmentée dans les valves humaines calcifiées.

L’objectif de ce travail a été de déterminer la part du canal TRPM4 dans le processus
physiopathologique de la SA radio-induite. Pour répondre & cette question, nous avons utilisé
un modele de souris Trpm4*"* et Trpm4- de 4 mois soumises ou non a une irradiation de 10 Gy
au niveau de la valve aortique. Les parametres cardiaques ont été évalués par échographie et
IRM avant et 5 mois aprés irradiation. A la fin du protocole, les animaux ont été mis & mort et

les cceurs ont été prélevés pour des analyses morphologiques et histologiques.
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2. Résultats

Cing mois aprés l'irradiation, les souris Trpm4** présentaient une vélocité maximale
(Vmax) et un gradient de pression moyen (APmoy) significativement plus importants comparé
aux souris Trpm4** non irradiées alors qu'aucune différence n'a été observée chez les animaux
Trpm4--. De plus, les souris Trpm4*'* irradiées avaient un épaississement ainsi qu’une fibrose
des feuillets plus importante par rapport aux souris contréles. Cependant, aucune différence n’a
été observé dans le groupe des souris Trpm47-. Nous avons également observé une corrélation

significative entre les paramétres morphologiques et fonctionnels de la valve aortique.
3.  Conclusion

L'ensemble de ces résultats nous permet de conclure qu'apres I’irradiation de la valve
aortique, les souris Trpm4** présentent une augmentation de Vmax, signe d’une sténose de la
valve, une surface du feuillet plus importante traduisant un épaississement des feuillets
valvulaire et une fibrose plus importante. Ces éléments sont des caractéristiques pathologiques

importantes de la SA.

Nos résultats ont permis de montrer que le canal TRPM4 participe au remodelage
valvulaire radio-induit. Mettant ainsi en lumiere ce canal comme une cible potentielle dans les
stratégies de prévention contre ces dommages. Plus largement, ils permettent aussi de faire un

lien entre I’expression du canal TRPM4 et la SA.

Ces résultats ont été publiés dans la revue Cancers. Ils sont présentés sous la forme de

I’article publié ci-apres :

Mpweme Bangando H, Simard C, Aize M, Lebrun A, Manrique A, Guinamard R.
TRPM4 participates in irradiation-induced aortic valve remodeling in mice. Cancers 2022,
14:4477.
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Simple Summary: Despite its benefit in cancer treatment, thoracic irradiation can induce aortic valve
stenosis with fibrosis and calcification. The TRPM4 cation channel is known to participate in cellular
remodeling including the transition of cardiac fibroblasts to myofibroblasts, similar to that observed
during aortic valve stenosis. This study evaluates if TRPM4 is involved in irradiation-induced aortic
valve damage. The aortic valve of mice was targeted by irradiation. Cardiac echography 5 months
after treatment revealed an increase in aortic jet velocity, indicating stenosis. This was not observed
in non-treated animals. Histological analysis revealed an increase in valvular cusp surface associated
with fibrosis which was not observed in non-treated animals. The experiments were reproduced on
mice after Trpm4 gene disruption. In these animals, irradiation did not induce valvular remodeling. It
indicates that TRPM4 influences irradiation-induced aortic valve damage and thus could be a target
to prevent such side effects of irradiation.

Abstract: Thoracic radiotherapy can lead to cardiac remodeling including valvular stenosis due
to fibrosis and calcification. The monovalent non-selective cation channel TRPM4 is known to
be involved in calcium handling and to participate in fibroblast transition to myofibroblasts, a
phenomenon observed during aortic valve stenosis. The goal of this study was to evaluate if TRPM4
is involved in irradiation-induced aortic valve damage. Four-month-old Trpm4** and Trpm4—/~ mice
received 10 Gy irradiation at the aortic valve. Cardiac parameters were evaluated by echography until
5 months post-irradiation, then hearts were collected for morphological and histological assessments.
At the onset of the protocol, Trpm4*/+ and Trpm4~/~ mice exhibited similar maximal aortic valve
jet velocity and mean pressure gradient. Five months after irradiation, Trpm4*/* mice exhibited a
significant increase in those parameters, compared to the untreated animals while no variation was
detected in Trpm4~/~ mice. Morphological analysis revealed that irradiated Trpm4** mice exhibited
a 53% significant increase in the aortic valve cusp surface while no significant variation was observed
in Trpm4~/~ animals. Collagen staining revealed aortic valve fibrosis in irradiated Trpm4** mice
but not in irradiated Trpm4 '~ animals. It indicates that TRPM4 influences irradiation-induced
valvular remodeling.

Keywords: TRPM4; aortic valve; stenosis; fibrosis

1. Introduction

While cancer therapies significantly improve patient survival, the appearance of
late side effects may impair long-term quality of life in cancer survivors. Among these,
irradiation therapies are known to favor long-term heart diseases, mostly in patients
with Hodgkin disease, and breast or lung cancers. Indeed, the heart can be exposed
to ionizing radiation when located, even partially, in the irradiation field [1]. Among
the wide spectrum of radiotherapy-induced heart disease, cardiac valve remodeling may
affect 2-37% of patients treated with radiotherapy for Hodkin’s lymphoma and 0.5-4.2%

Cancers 2022, 14, 4477. https:/ /doi.org /10.3390 / cancers14184477
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of patients treated for breast cancer [2]. The incidence of valve lesions is related to the
radiation dose [3], and especially involves the aortic valve due to its anatomical location
relatively close to the mediastinum [4].

Radiation-induced valvular remodeling includes thickening of the valvular cusps
which might be accompanied by fibrosis and calcification leading to stenosis [2]. Interest-
ingly, the incidence of valvular disease correlates much more with radiation dose delivered
directly to the valve than to the mediastinal dose, which indicates that valvular remod-
eling is mostly due to a direct effect on valvular cells [5]. At the cell level, mechanisms
linking radiotherapy to valvular remodeling remain to be determined. The primary cause
of radiation-induced damage in cardiac tissue arises from endothelial cell injury which
occurs minutes after radio treatment [1]. It induces release of inflammatory molecules
responsible for the acute phase inflammatory response during a few days after irradiation.
Later on, it leads to the activation of fibrogenic effector cells which can differentiate into
myofibroblasts secreting collagen and «-smooth muscle actin [6]. The permanent activation
of myofibroblasts leads to fibrosis which develops in the long term and ultimately results
in cardiac dysfunction. While cardiac tissue is composed of cardiomyocytes, fibroblasts,
and endothelial cells, the valvular tissue is mainly composed of valvular endothelial cells
and valvular interstitial cells, the latter being fibroblasts. All these cell types were shown to
be sensitive to irradiation and thus may participate in valvular damage after radiotherapy.
Note that the fibroblast-to-myofibroblast transition is known to occur in aortic stenosis
when quiescent valvular interstitial cells differentiate into myofibroblasts with the synthesis
of collagen and x-smooth muscle actin. According to this, the actors involved in fibroblast
transition might be involved in irradiation-induced valvular damage.

In a recent study, we observed that the differentiation to myofibroblasts of human
atrial fibroblasts in culture was dependent on the Transient Receptor Potential Melastatin
4 (TRPM4) ion channel protein [7]. Pharmacological inhibition of TRPM4 reduced the
development of these fibroblasts in culture. In addition, the expression of x-smooth muscle
actin, a marker of myofibroblast differentiation, during culture of mouse atrial fibroblasts
was reduced when the Trpm4 gene was disrupted [7]. TRPM4 belongs to the family of TRP
channels, highly expressed in cardiac tissues and participating in cardiac development
and functions [8]. It is a non-selective monovalent cation channel (Na* and K* permeable)
widely expressed in tissues with a large panel of physiological as well as pathological
implications with an influence on Ca%*-homeostasis [9-12]. The implication of TRPM4 in
cardiac activity was extensively investigated for its contribution to electrical activities and
their disturbances [13]. Moreover, the channel was also shown to be involved in cardiac
morphological remodeling in mice with an influence on ventricular hypertrophy [14,15]
as well as ventricular fibrosis induced by pressure overload in mice [16]. Finally, TRPM4
was recently shown to be overexpressed at the protein level in aortic valves from patients
suffering from aortic stenosis [17].

We thus hypothesized that TRPM4 might participates in aortic valve remodeling after
radiotherapy according to its contribution to fibroblast differentiation. The goal of this
study was to evaluate if the channel might be involved in irradiation-induced valvular
remodeling. Using a model of targeted aortic valve irradiation in mice, we observed the
development of aortic valve stenosis associated with fibrosis 5 months after irradiation
treatments which was prevented in transgenic mice lacking TRPM4 expression.

2. Materials and Methods
2.1. Ethical Approval

Experiments were carried out in strict accordance with the European Commission
Directive 2010/63/EU for animal care. They were conducted with authorization for animal
experimentation by the French “ministere de I'enseignement supérieur de la recherche et
de l'innovation” referal APAFIS#23869-2020012911013146 v6.
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2.2. Animal Model and Irradiation

Knockout mice (Trpm4_/ ~) and littermate controls (Trpm4+/+) were obtained from a
C57BL/ 6] strain as described previously [18]. Four-month-old males from both genotypes
were used and raised for 5 additional months. The genotype for each animal was confirmed
by genomic PCR performed on tail DNA with primers specific to wild-type and null alleles
according to previously reported proceedings [18].

Animals were housed in cages to European standards (type IV), with pathogenic-free
and controlled environments (21 + 1 °C; humidity 60%; pressure 20-25 Pa; lights on 6:45
AM to 6:45 PM; enriched environment). Food and water were available ad libitum. Animals
were housed at a maximum of 5 mice per cage. All efforts were made to minimize animal
suffering and number.

A total of 70 animals were randomly allocated to the irradiation protocol or not. In
the Trpm4*/* group, 20 mice were subjected to irradiation while 20 others were used as the
control. In the Trpm4~/~ group, 15 mice were subjected to irradiation while 15 others were
used as the control. Irradiation was completed using the X-RAD225 Cx system (Precision
X-ray Inc., North Brandford, CT, USA; CYCERON biomedical imaging platform, Caen,
France). Prior to irradiation, mice anesthesia was induced by a 30 s shot of 5% isoflurane
(Forene®, AbbeVie, Rungis, France) and afterwards anesthesia was maintained with 2%
isoflurane in a mix of 30% O,, 70% N>O until the end of the irradiation protocol. The
animals were placed in a supine position and the aortic valve was spotted using computed
tomography to allow alignment to a homemade mouse cardiac atlas previously acquired.
Planning of the irradiation exposure was performed using SmartPlan® (Precision X-ray
Inc., North Brandford, CT, USA). The irradiation consisted of 2 beams of 5 Gy each, 2 mm
diameter, with angles of 45° and 315° respectively (120-130 s duration).

2.3. Echocardiography

Echocardiography was performed using an iE33 ultrasound system connected with a
linear high-frequency L15-7io ultrasound transducer (Philips Healthcare, Best, the Nether-
lands). Measurements were performed on anesthetized animals (isoflurane 1.5% in 30%
O, 70% N20) before irradiation and 5 months after irradiation. Animals were placed in a
supine position, shaved on the chest using a chemical hair remover, and ultrasound gel was
applied to optimize the detection of cardiac chambers. Atrial and aortic root diameters were
measured using the TM-mode. Doppler measurements were used to evaluate aortic valve
function according to the peak aortic jet velocity and mean transaortic pressure gradient
(AP pyean)- The Doppler recordings were obtained at the level of the aortic root, the aortic
valve clicks being used as reference points for Doppler measurements. All values were
calculated as the mean of three consecutive measurements. The heart rate was obtained
from M-mode recordings.

2.4. Magnetic Resonance Imaging

Cardiac magnetic resonance (CMR) imaging was performed in all animals, under
isoflurane anesthesia (similar to the irradiation protocol), using a dedicated 7T magnet
(Pharmascan 70/16, Bruker, Ettlingen, Germany). The animals were imaged in the supine
position, with continuous dual respiratory and ECG monitoring. Anesthesia was adapted
in order to maintain a respiratory frequency of 50-70 per minute [19]. Left and right ven-
tricular function was assessed using a multi-slice dark blood intragate cine flash sequence
acquired in small axis (field of view: 28 x 28 mm; matrix size: 128 x 128; spatial resolution:
0.219 x 0.219 mm/ pixel; slice thickness: 560 pum; 20 frames/cardiac cycle; TR/TE: 73/2;
flip angle: 25°). Image processing was performed using the Segment 3.2 software version
3.2, Segment Inc., San Francisco, CA, USA, (http://segment. heiberg.se).
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2.5. Histological Analysis and Staining

At 5 months post-irradiation, animals were killed by cervical dislocation. The chest
was open and the heart injected in the left ventricle (from the apex) with KC1 1 mol L~! in
the aim to remove the blood and produce muscular relaxation. The heart was then removed,
immersed in formalin, and fixed in paraffin. A series of hearts were used for longitudinal
slices while another was used for transversal slices performed using a microtome. For
each heart, four successive 3 um-thick slices were collected in the area of the aortic valve,
and then 100 um further, a second series of 4 slices was completed. Slices were placed on
glass microscope slides for staining. For each heart, two slices were stained with classical
Hematoxylin (Labelians, Nemours, France), Erythrosine (Labomoderne, Gennevilliers,
France), Saffron (RAL Diagnostics, Martillac, France) (HES) using the apparatus Tissue
TEK Prisma Plus (SAKURA Finetek, Villeneuve d’Ascq, France) to reveal cell nuclei (blue)
as well as cytoplasm (pink) and collagen fibers (yellow). Two slices were stained with
alizarin red (Sigma Aldrich, L'isle d’Abeau, France) and two others with Von Kossa to
detect calcium deposits. Two slices were stained with Picrosirius Red to reveal collagen
(Sirius Red, Labelians, Nemours, France; Picric acid, VWR international, Rosny sous Bois,
France). In the series with transversal slices in addition to the staining indicated above,
two slices for each heart were labeled using Masson trichrome to reveal extracellular
matrix (hematoxylin, Labelians; fuschin acid, RAL Diagnostics; ponceau xylidin dye,
RAL Diagnostics; phosphomolybdic acid, Honeywell Fluka, Illkirch, France; light green,
RAL Diagnostics).

After staining, slices were digitized in white light using an Olympus V5120 microscope
(Rungis, France) then analyzed using the QuPath software version 0.3.2, University of
Edinburgh, Edinburgh, UK [20]. Cusp surface and sinus parameters were evaluated with
manual measurements using Image | software (US NIH, Bethesda, MD, USA). For each
animal, the surface of a cusp was determined as the mean of two cusps to minimize
variations due to slicing level.

For Sirius red staining intensity quantification, the images were displayed in the red
chromaticity mode using Qu Path, then intensity was quantified using Image J. For the
longitudinal slices, for each valve, the intensity was determined as the mean of intensity
of 3 rectangles of 200 x 50 um in different areas of the cusps. Then, the mean intensity
of 2 areas (200 x 50 um) of the image outside of the tissue was subtracted to eliminate
background signal. For the transversal slices, the same proceeding was applied with rect-
angles of 100 x 50 um. For Masson trichrome staining quantification, the same proceeding
was applied while the images were displayed in the green chromaticity mode using Qu
Path and measured rectangles were 100 x 50 pum. Finally for Sirius red as well as Masson
trichrome staining intensity quantification in the atrium and ventricle, the same proceeding
was applied with squares of 100 x 100 um.

2.6. Data Analysis

Results are reported as mean &= S.E.M. Data were analyzed using Addinsoft Xlstat 2021
(New York, NY, USA). To compare data between groups, a non-parametric Kruskal-Wallis
test was used, followed by a post-hoc Dunn’s test. When appropriate, i.e., for comparison
of parameters between M0 and M5 in the same animal, a paired test was used. Statistically
significant difference was achieved for values of p < 0.05. Statistically significant differences
are indicated in the graphs by asterisks. N refers to the number of mice used.
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3. Results

Four-month-old mice from Trpm4*/* as well as Trpm4 ™/~ genotypes were randomly
attributed to two groups, one being treated by aortic valve irradiation while the other
was not. At the onset of the protocol (baseline), animals’ weights were similar between
all groups (Table 1). Cardiac parameters were evaluated by echocardiography and CMR
imaging measurements before the irradiation protocol and 5 months after irradiation
(M5). At M5, hearts were removed for histological analysis. In the following paragraphs
and figures, mice treated by irradiation were designated RT+ while mice not treated by
irradiation were designed RT—.

Table 1. Echocardiographic findings. Transthoracic echocardiography parameters in 4-month-old
mice at baseline (before irradiation) and 5 months after irradiation (M5). Animals were randomly
allocated to radiation treatment (RT+) or not (RT—). Data are mean + S.E.M. * statistically different
from +/+ RT—. LA: left atrium; A: aorta; Vmax: maximal velocity; APmean: mean transaortic
pressure gradient.

Trpmd** RT—  Trpmd** RT+  Trpmd /~ RT—  Trpmd /- RT+

Baseline n=18 n=20 n=15 n=15
Body weight (g) 289+ 0.5 29.0+04 289 +0.7 28.1+07
Heart rate (bpm) 414+ 12 428 +9 400 + 16 426 + 16

LA diameter (mm) 1.74 + 0.07 1.73 £+ 0.05 1.78 + 0.05 1.65 + 0.07
fomeotdiameler 178 + 0.03 179 + 0.03 173 + 0.05 171+ 0.05
(mm)
Ao"‘c(;’i‘;‘i’l? Vmax 4571474 155.7 + 6.0 158.8 + 7.4 1447 + 47
AP pmean (mmHg) 46+04 46+03 51405 38+03
M5 n=18 n=20 n=14 n=15
Body weight (g) 33.7+ 0.6 33.7+ 07 342 +26 339+11
Heart rate (bpm) 455+ 12 447 + 14 430 + 16 418 + 16
LA diameter (mm) 1.80 + 0.05 1.88 &+ 0.05 1.80 & 0.05 1.81 £ 0.04
Azoatidismieter 1.78 + 0.04 1.78 + 0.04 1.89 + 0.05 1.78 + 0.04
(mm)
Aomc(:ﬁ‘;e—lle)t Vimax 1852 + 7.9 2409 +17.2* 2123 +£11.7 2109 + 8.3
AP pean (mmHg) 6.5+ 0.7 117 +21% 83+14 84+ 06

3.1. Irradiation-Induced Functional Remodeling

Echocardiography at baseline then M5 revealed a significant time-dependent increase
in maximal aortic valve jet velocity as well as mean transaortic pressure gradient (AP mean)
in all groups indicating an effect of aging. However, irradiation significantly enhanced
this increase in Trpm4*/* but not in Trpm4~/~ animals (Figure 1). At M5, maximal
aortic valve jet velocity from RT+ Trpm4*/* was significantly higher than from RT—
Trpm4*/* (240.9 + 17.2 and 185.1 & 7.9 cm's™!, respectively) while no difference was
observed in Trpm4~/~ depending on irradiation treatment (210.9 + 8.3 cm-s ! for RT+ and
2123 +11.7 em-s~ ! for RT-) (Figure 2). Similar variations were observed for APmean at
M5 with a significantly higher value for RT+ compared to RT— Trpm4*/* mice (11.7 + 2.1
and 6.5 £ 0.7 mmHg, respectively) but no significant difference between RT+ and RT—
Trpm4~/~ animals (8.4 + 0.6 mmHg and 8.3 + 1.4 mmHg, respectively) (Figure 2 and
Table 1). No aortic valve regurgitation was detected in any group (Figure 2).
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Figure 1. Evolution of the maximal aortic valve jet velocity and mean pressure gradient after radiation
treatment. (A) Maximal aortic valve jet velocity measured at baseline and 5 months after irradiation
treatment (RT+) or not (RT—) in Trpm4+/ *and Trpm4‘/ ~ mice. Plain lines indicate paired data for the
same mouse at baseline and 5 months. Dotted lines and open circles indicate the mean + S.EM for
each group. (B) Mean pressure gradient (APmean) measured at baseline and 5 months as explained in
A. (C) For each mouse, maximal aortic valve jet velocity (left) as well as APpean (right) measured at
5 months post-treatment was reported compared to that of baseline (4-month-old mice). Histograms
indicate the mean + S.E.M. for each group. In all figures, numbers in bars indicate the number of
animals and * indicates a significant difference between groups (p < 0.05).



Cancers 2022, 14, 4477

7 of 20

A
B
Trom4**
Trom4”
C
> 300 * _ 15
8 -4
T ~ 200 E 10
5 ¢ £
£ § 100 § 5
£ =
8 0! )
RT = % = RT - + - +
Trom4**  Trpm4” Trom4**  Trpm4”

Figure 2. Functional valvular remodeling 5 months after radiation treatment. (A,B) Examples of
transthoracic echocardiography in the Doppler mode for Trpm4*/* and Trpm4 /= without (RT—) or
with (RT+) irradiation at 5 months post-treatment on anesthetized 9-month-old male mice. Measure-
ments were made at the aortic valve level to reveal aortic flux velocity. The image provided in A
allows to visualize where the measurements were taken. LV (left ventricle); Ao (aorta). (C) Mean
maximal aortic valve jet velocity (left) and mean pressure gradient (APmean) (right) for each group
according to the echocardiography. Data are expressed as mean + S.E.M. * indicates a significant
difference between groups (p < 0.05).

3.2. Irradiation-Induced Morphological Remodeling

CMR imaging and echography measurements at M5 did not reveal any effect of
irradiation on ventricular parameters as well as left atrial diameter and aortic root diameter,
whatever the genotype (Tables 1 and 2). Animal weights were also similar between all
groups but significantly higher than that of baseline (Table 1). Note that left ventricular
hypertrophy appeared in Trpm4~/~ mice compared to Trpm4*/* animals, as already
reported in this mouse strain [14,15,21], but was not affected by irradiation.

Aortic valve morphological parameters were determined using surface measurements
on histological slices from hearts collected at M5. Regarding longitudinal slices, the surface
of a cusp was similar in Trpm4*/* and Trpm4~/~ animals (Figure 3) when non-irradiated.
Irradiation induced a significant increase in cusp surface in Trpm4*/* mice but not in
Trpm4~/~ animals (Figure 3). The same results were observed when the total surface of
the cusp and annulus (insertion of the cusp) was taken into account.
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Table 2. Cardiac magnetic resonance imaging findings. CMR imaging parameters in 4-month-old
mice at baseline (before irradiation) and 5 months after irradiation treatment (M5). Animals were
randomly allocated to radiation treatment (RT+) or not (RT—). Data are mean + S.E.M. * statistically
different from +/+. T statistically different from +/+ RT—. 1 statistically different from +/+ RT+.
LV: left ventricle; LVEDV: left ventricular end diastolic volume; LVESV: left ventricular end systolic
volume; LVEF: left ventricular ejection fraction; RVEDV: right ventricular end diastolic volume;
RVESV: right ventricular end systolic volume; RVEF: right ventricular ejection fraction.

Trpmd** RT—  Trpmd** RT+ Trpmd—/~ RT— Trpmd4—/- RT+

Baseline n=17 n=20 n=14 n=15
LVmass/bodymass 559, 011 279+010 2924012  295+012*

(mg.g™")

LVEDV/bodymass ;154 012 2.25 +0.20 191+ 0.16 1.99 +0.15

(ML.g™")

LVESV//Hodymass: 5o it 5 0.97 + 011 071 + 0.08 0.77 + 008

(uL.g™")

LVEF (%) 63+ 2 50+3 64 +2 62+3
RVED(X{ZO.%’; Mass 0,93+ 0.08 0.86 + 0.12 097 + 0.14 0.89 + 0.10
RVES(‘:L/Lb;’fi )mass 029+ 0.04 0.37 + 0.08 0.30 + 0.06 0.35 + 009

RVEF (%) 70 + 3 63+ 3 70 + 2 66+ 4

M5 n=18 n=20 n=14 n=15
LVmass/bodymass ) ,; . 014 243 +0.11 277 £ 0141 2.86 +0.16 1

(mg.g™")

LVED(X{b;ﬂY) mass 504018 163 + 0.18 160+ 015 168+ 0.18
LVESXL/Lb;’f’%’)maSS 0.52 + 0.09 057 4 0.10 062 4 0.09 0.58 + 010

LVEF (%) 68+ 3 69 + 3 62 +3 67 +3
RVED(Yfg’_dl% mass 0364011 0.45 + 0.09 052+ 0.11 0.62 + 0.15
RVES(YL{b;? )mass 0.14 + 0.06 0.11 + 0.02 020 + 0.07 0.16 + 0.05

RVEF (%) 67 +2 7242 65 + 4 71+ 4

To evaluate the relation between morphological and functional irradiation-induced
cusp remodeling, the maximal aortic valve jet velocity was plotted as a function of the
surface of one cusp as well as the surface of the cusp and annulus (Figure 4). The Pearson’s
product moment correlation revealed r coefficients of 0.61 and 0.62, which correspond to
p < 0.001, indicating a significant correlation.

Aortic sinus remodeling was evaluated on hearts sliced in the transversal axis to reveal
the entirety of the sinus (Figure 5). The sinus area (tissue area) was not significantly different
between Trpm4*/* and Trpm4~/~ animals in the absence of irradiation. Irradiation induced
an increase in aortic sinus area from Trpm4*/* mice, even if not reaching significance, but
not in Trpm4~/~ animals. No variation in sinus internal diameter was induced neither by
gene disruption nor irradiation (Figure 5).
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Figure 3. Morphological remodeling after irradiation: valvular remodeling after irradiation in the
longitudinal axis. (A) Histological slice performed at 5 months post-treatment in the longitudinal
axis (3 pm thickness) of the aortic valve representative for each group. The left ventricle (LV) is in the
upper side and aorta (Ao) in the lower side. Slices were stained with hematoxylin, eosin, and saffron
(HES) to reveal cell nuclei (blue) cytoplasm (pink) as well as collagen fibers (yellow). (B) The surface
of a cusp (left) as well as the surface of a cusp and its annulus (right) were measured for each mouse.

Histograms indicate the mean + S.E.M. for each group. * indicates a significant difference between
groups (p < 0.05).
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Figure 4. Morphological and functional remodeling relationship. For each mouse, the surface of an
aortic valve cusp (A) as well as the surface of a cusp and annulus (B) were plotted to the maximal
aortic valve jet velocity measured at 5 months post-treatment. Each group is represented by a
different symbol as indicated in the legend. Altogether, the data were plotted to a linear regression

indicating a significant relation between parameters. Pearson’s r was 0.61 for velocity/cusp and 0.62
for velocity /cusp + annulus.
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Figure 5. Morphological remodeling after irradiation: sinus remodeling in the transversal axis.
(A) Histological slice performed at 5 months post-treatment in the transversal axis (3 pm thickness)
of the aortic valve representative for each group. Slices were stained with hematoxylin, eosin, and
saffron (HES) to reveal cell nuclei (blue) cytoplasm (pink) as well as collagen fibers (yellow). (B) The
sinus area (left) as well as the sinus internal circumference (right) was measured for each mouse.
Histograms indicate the mean + S.E.M for each group.

3.3. Effect of Irradiation on Aortic Valve Fibrosis

Fibrosis was first evaluated by Sirius red staining on aortic valve cusps using longitu-
dinal heart slices. Staining intensity in the cusp area was significantly increased by 38% in
irradiated Trpm4*/* mice compared to non-treated controls while no significant effect of
irradiation was detected on Trpm4~/~ animals (Figure 6).

Fibrosis was also evaluated using Masson trichrome staining on transversal slices.
Cusp as well as annulus labeling was increased in irradiated Trpm4*/* mice even if not
reaching significance while no effect of irradiation was observed on Trpm4~/~ animals
(Figure 7). On the other hand, labeling of the sinus was significantly increased by 4-fold
after irradiation in the Trpm4*/* mice but no effect was detected in Trpm4~/~ animals
(Figure 7).

To evaluate fibrotic remodeling on the atrium and ventricle, Sirius red staining was
measured on the right atrial and upper left ventricular area using longitudinal heart slices.
No significant difference was observed depending on genotype or irradiation (Figure 8).
Fibrotic remodeling on the atrium and ventricle was also evaluated using Masson trichrome
on transversal slices. Quantification of Masson trichrome labeling on atrial as well as
ventricular sections in the vicinity of the valve did not reveal any effect of irradiation. Green
intensity labeling (in arbitrary unit) was 21.8 £ 8.4 (n =9) and 24.3 £ 8.9 (1 = 10) at the
atrial level for Trpm4*/* RT— and RT+ animals, respectively. It was 11.1 + 5.7 (n = 9) and
12.9 + 5.2 (n = 10) at the ventricular level for Trpm4*/* RT— and RT+ animals, respectively.
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Figure 6. Effect of irradiation on valvular cusp fibrosis. (A) Histological slices performed at 5 months
post-treatment in the longitudinal axis (3 pm thickness) of the aortic valve representative for each
group, stained with Sirius red to reveal fibrosis. For each group, the figure shows the original image
with full colors (left panel) and the same image with only red chromaticity (see methods) to precisely
isolate Sirius red staining. For each panel, the left ventricle is on the upper side and the aorta on
the lower side. (B) Cusp red chromaticity intensity for each group in arbitrary units (see methods
for quantification protocol). Histograms indicate the mean + S.E.M. for each group. * indicates a
significant difference between groups (p < 0.05).
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Figure 7. Effect of irradiation on aortic valve fibrosis using Masson trichrome staining. (A,B) Histo-
logical slices performed at 5 months post-treatment in the transversal axis (3 um thickness) of the
aortic valve representative for each group, stained with Masson trichrome to reveal fibrosis. Images in
A represent the whole transversal section of hearts while images in B represent a magnification of the
same hearts in the aortic valve area. (C) Valvular green chromaticity intensity after Masson trichrome
staining for each group in arbitrary units (see methods for quantification protocol). Data were
measured for the cusp (left histogram), annulus (middle histogram), and sinus (right histogram).
Data indicate the mean + S.E.M. for each group. * indicates a significant difference between groups
(p <0.05).
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Figure 8. No effect of irradiation on atrial and ventricular fibrosis. (A) Histological slices performed
at 5 months post-treatment in the longitudinal axis (3 pm thickness) of the whole heart for repre-
sentative RT— and RT+ Trpm4+/+ animals. Slices were stained with Sirius red to reveal fibrosis.
(B) Magnification of the area indicated in A by dotted lines to reveal the left atrium and ventricle.
The upper images are in full color while the bottom images are shown in red chromaticity mode (see
methods) to precisely isolate Sirius red staining. For each image, the left ventricle (LV) is on the upper
side while the left atrium (LA) is on the lower side. (C) The left atrium (left) and left ventricle (right)
red chromaticity intensity after Sirius red staining for each group in arbitrary units (see methods for
quantification protocol). Data indicate the mean + S.E.M. for each group.

3.4. Effect of Irradiation on Aortic Valve Calcification

Aortic valve calcification was assessed with alizarin red staining on cusps using longi-
tudinal heart slices. No significant red labeling was detected on cusps or annulus, regardless
of genotype or irradiation (see Figure 9 for Trpm4*/* mice). As a control of calcification
staining, an example of stained cartilage from a bronchus is provided in Figure 9. The lack
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of calcification induced by gene disruption or irradiation was confirmed by Von Kossa
staining (Figure 9). Note that in alizarin red as well as Von Kossa staining experiments,
brown labeling was detected and attributed to melanocytes staining as previously reported
in such preparation [22].

A Trom4*/* RT - RT + bronchus RT -

0.5 mm 0.5 mm 0.5 mm

Alizarin A s »
red

B 0.5 mm 0.5 mm 0.5 mm

Von
Kossa o M %

Figure 9. No valvular calcification induced by irradiation. Histological slices performed at 5 months
post-treatment in the longitudinal axis (3 um thickness) of the aortic valve representative for Trpm4*/*
mice after radiation treatment or not (left and middle images). The right images present a slice which
includes a bronchus with cartilage as a control of calcified tissue. (A) Slices stained with alizarin
red. Red labeling appears in the cartilage from the bronchus but no red staining was detectable on
valvular cusps. Note that brown labeling is most likely attributable to melanocytes. (B) Slices of the
same hearts as in A, stained with Von Kossa.

3.5. Tricuspid and Bicuspid Aortic Valves in Trpm4~/~ Mice

Aortic valve transversal slices allow to determine the number of cusps. All Trpm4*/*
mice (1 = 19) exhibited tricuspid valves whereas 2 over 12 Trpm4~/~ mice exhibited
bicuspid instead of tricuspid aortic valves. Examples of such valves are provided Figure 10.

Trom4** RT - Trom4” RT -
tricuspid tricuspid bicuspid

\

0.5mm . 0.5mm

Figure 10. Tricuspid and bicuspid aortic valves in Trpm4~/~ mice.

Histological slices performed at 5 months post-treatment in the transversal axis (3 um
thickness) of the aortic valve for non-irradiated Trpm4+/ " mice and Trpm4 ™~ /= mice. Left
image shows a tricuspide aortic valve representative for Trpm4*/* mice. Other images
represent the heterogeneity of valves in Trpm4~/~ mice with either tricuspid (middle

image) or bicuspid (right image) aortic valves. Slices were stained with hematoxylin and
eosin (HES).

4. Discussion

Our data indicate that specific irradiation targeting the aortic valve area induces
a morphological remodeling leading to a functional remodeling of this valve which is
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prevented by Trpm4 gene disruption. The TRPM4 channel therefore appears as a participant
in the process linking irradiation to aortic stenosis.

Our animal model of valvular irradiation reproduces several types of valvular damage
observed in patients after radiotherapy (stenosis and fibrosis) [2]. The specific targeting
of the aortic valve in our model differs from previously reported studies in mice in which
either the entire heart or even animal was irradiated [23,24] or the beam was restricted to
the ventricular apex [25]. This is a specificity of our study since a recent review reported
that among 159 studies using models of irradiation-induced cardiac remodeling in rodents,
only 4% targeted a restricted area of the heart while others undertook whole heart or
whole animal irradiation [26]. Some of these studies in mice with specific irradiation of the
heart revealed an increase in fibrosis detected by Masson trichrome staining, observed at
5 months at the ventricular level [23,25], which was also reported in rats [27]. Interestingly,
in our study, we did not observe such fibrosis neither at the ventricular level nor at
the atrial level, while it was present in valvular structures, consistent with a specific
targeting of the valve. Our functional recordings using cardiac magnetic resonance imaging
revealed a ventricular hypertrophy without modification of the ejection fraction in Trpm4 /=
animals compared to Trpm4™* mice, in accordance with previous observations made
using echography measurements in this mouse strain [14,21]. No effect of irradiation was
observed on these ventricular parameters. According to this, the functional effects that we
observed on the maximal aortic valve jet velocity and mean transaortic pressure gradient
most probably occur following valvular remodeling rather than ventricular remodeling.

Even if our data demonstrate that valve irradiation leads to fibrosis and that TRPM4
participates in the phenomenon, the molecular mechanisms as well as cell types affected by
ionizing radiation remain to be identified. Following the acute stage of irradiation-induced
cardiac remodeling characterized by endothelial dysfunction and inflammation, the chronic
stage is mainly characterized by persistent fibrosis as we observed at 5 months in our model.
Signaling involving transforming growth-factor (TGF-f31) which is known to stimulate
transformation of cardiac fibroblasts to myofibroblasts and collagen synthesis [28] might be
an interesting pathway to evaluate in the irradiation-induced fibrosis that we observed since
increased TGF-p1 signaling occurs weeks after radiotherapy [29]. The classical TGF-p1
signaling pathway includes its binding to type I and II receptors inducing phosphorylation
of Smad transcription factors leading to extracellular matrix gene activation [30]. Con-
nective tissue growth factor (CTGF) activation may also participate as it is known to be a
downstream mediator of the TGF-f1-induced activation of fibroblasts [30]. Evidence indi-
cates that CTGF participates in the differentiation of cardiac fibroblasts to myofibroblasts
after induction by TGF-1 and its expression is essential for persistent fibrosis [31]. CTGF
expression is known to be sensitive to Ca?*-homeostasis through Ca**—calcineurin-NFAT
pathway [32]. This might be a linker for the implication of TRPM4. Indeed, TRPM4 was
shown to be indirectly involved in the regulation of the calcineurin-NFAT pathway in
a model of pressure-overload-induced cardiac hypertrophy in mice [16]. In this model,
the calcineurin—-NFAT pathway is inhibited by CaMKII under the regulation of TRPM4.
Note that the authors also reported that Trpm4 gene disruption results in a reduction in
pressure-overload-induced cardiac fibrosis [16]. Interestingly, TRPM4 expression in human
ventricular fibroblasts in culture was increased after TGF-3 incubation [33] and this was
also observed on mouse atrial fibroblasts in culture [34]. Specific data also suggest that the
TGF-f1 and CTGF pathways might be independent. Indeed, irradiation of the whole heart
of C57Bl6 mice revealed Rho activation at 20 weeks after treatment followed by an increase
in CTGF and extracellular matrix deposition at 40 weeks but without detectable variation
of TGF-p1 [35].

Metabolism-related proteins may also be involved in irradiation-induced remodeling.
To support this hypothesis, it was shown that cardiac mitochondrial respiratory capacity
was reduced 40 weeks after cardiac irradiation in mice at 2 Gy [36]. Note that this was
confirmed in a recent study in mice after heart irradiation at 16 Gy which induces an
increase in extracellular matrix proteins and variation in metabolism-related proteins
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detectable after 5 months, a time similar to that used in our study [23]. Dysregulation of
the metabolism status with modification of ATP levels may impact TRPM4 in two different
ways. First, by modifying Ca%*-homeostasis which is a strong regulator of TRPM4 but also
because TRPM4 is sensitive to intracellular ATP [37].

Another candidate to link irradiation, TRPM4, and fibrosis may implicate the oxidative
status. Indeed, irradiation leads to reactive oxygen species generation (ROS) which is
particularly observed in radiation-induced fibrosis [38]. Ionizing radiation interacts with
water molecules leading to the production of ROS, in which the high level persists a long
time after exposure through induction of mitochondrial dysfunction, participating in late
side effects. The implication of TRPM4 in ROS level increase and /or ROS-induced damage
was shown in several models. It was recently observed on an adenocarcinoma cell line
LS174T that knockdown of TRPM4 depresses ROS generation [39]. At the cardiac level,
hydrogen peroxide (H,0,) increases ROS production as well as intracellular Ca?* level in an
H9¢2 rat cardiomyocyte cell line, which was prevented by Trpmi4 gene disruption [40]. This
implication of TRPM4 was also observed in endothelial cells. In particular, TRPM4 favors
H>O; enhanced migration of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) [41]. This
effect might occur through a modulation of TRPM4 biophysical properties. Indeed, it was
shown in a heterologous expression system that H,O, increases sustained TRPM4 current
by reducing its desensitization [42]. It could also occur through gene overexpression since
H,0, treatment causes an increase in TRPM4 expression in HUVECs [43]. Note that TRPM4
was detected in various types of endothelial cells including: at the mRNA level, human
pulmonary arteries endothelial cells [44]; at the protein level, mouse aortic endothelial
cells [45]; at the functional level, HUVEC [46] as well as mouse and human brain endothelial
cells [47]. According to these results, valvular endothelial cells which cover the valvular
cusps might be affected by irradiation.

In addition, valvular interstitial cells which are the main cell type in the cusps might
also be affected by irradiation since they produce extracellular matrix, thus, participating
in fibrosis. Data on the irradiation effect on valvular interstitial cells are sparse. Porcine
valvular interstitial cells in 2D as well as 3D cultures subjected to irradiation were shown
to undo a transition from the myofibroblastic to the osteoblastic phenotypes associated
with calcification, and DNA damage leading to a decrease in cell viability [48]. Another
study reported that irradiation of human valvular interstitial cells in culture induced an
increase in osteogenic factors within 24 h [49]. Human valvular interstitial cells were shown
to express a low level of TRPM4 protein [17] but no functional channel was reported yet.
However, more generally, TRPM4 is known to be expressed in the fibroblast family to which
valvular interstitial cells belong. In particular, it is functionally expressed in human as well
as mouse atrial fibroblasts [7]. Application of 9-phenanthrol, a TRPM4 inhibitor [50], during
culture of human atrial fibroblasts, reduces their growth [7]. Moreover, the transition from
atrial fibroblasts to myofibroblasts was reduced in Trpm4~/~ compared to Trpm4*/* mice
cells in culture [7]. It indicates that TRPM4 participates in this transition which is known to
occur during valvular stenosis when quiescent valvular interstitial cells differentiate into
myofibroblasts enhancing extracellular matrix production. Interestingly, it was recently
shown that Trpm4 gene disruption, specifically in cardiomyocytes, results in a reduction in
ventricular fibrosis induced by transverse aortic constriction in mice [16], indicating that
TRPM4 also participates in cardiac fibrosis through those cells.

In addition to endothelial cells and fibroblasts, cardiomyocytes might also be in-
volved since these cells are known to functionally express TRPM4 [13] and be sensitive to
irradiation [35]. However, as described above, since we did not detected variations in func-
tional and morphological ventricular parameters after irradiation, we hypothesized that
cardiomyocytes are not the main cell actor in our model with specific valvular targeting.

Beside the effect of irradiation, a learning from our study is the absence of significant
aortic valve dysfunction in Trpm4~/~ mice, since these animals have cusp surface and aortic
flux parameters similar to the wild type. Note that valvular morphological parameters
measured for wild-type mice in our study were similar to those previously reported for
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animals of the same age (9 months) in another study [22]. However, it is intriguing that
in our experiments where transversal slicing was performed, we detected 2 Trpm4 /=
mice with apparent bicuspid aortic valve over the 12 animals used (17%) while none were
detected over the 19 Trpm4*/* mice. According to the small number of animals, it does not
reach significance, however, a recent review of the literature based on 1823 mice reported
that a bicuspid aortic valve in mice occurs in only 0.3% of wild-type animals [51]. Even
more, specifically in the studies using C57BL/6 mice similar to the strain used in our
study, only 2/366 animals exhibited bicuspid aortic valves [51,52]. It thus indicates that the
bicuspid valve is rare in C57BL /6 mice. This occurrence (2/366) is significantly different
from that observed in Trpm4~/~ mice from our study (2/12), according to the Fisher exact
test. It is thus conceivable that TRPM4 participates in the development of the aortic valve
even if this remains to be confirmed in a larger population. This is, to our knowledge, the
first description of valvular malformation in Trpm4~/~ mice.

A limitation of our study comes from the so called “long-term” effect which is, in
our protocol, evaluated at 5 months while, in human, valvular dysfunctions occur within
years or decades after radiation therapy in patients [1]. However, it is known that the
first detectable signs of irradiation-induced fibrosis in humans begins 4-12 months after
radiation therapy, then develops in the following years [38]. Our study may thus represent
the initial step of valvular remodeling. It is conceivable that it could lead to calcification
after additional months. In addition, a strength of our study is the evaluation of the
in-vivo effect of irradiation instead of in vitro studies, allowing a better appreciation of
long-term effects observed in patients treated with radiotherapy since it was reported
that effects of irradiation performed in vivo are stronger than those observed in vitro on
cell culture [53]. Regarding irradiation intensity, the single dose of 10 Gy that we used in
our study was under the median physical dose (16 Gy) used in in vivo studies evaluating
cardiac radiotoxicity in rodents [26] but might be difficult to extrapolate to doses used
during radiotherapy in cancer treatment. Indeed, a discrepancy may appear between a
single dose treatment that we applied and repeated treatments as observed in human
medicine. Such unique dose proceeding is used in the vast majority of studies (85%)
evaluating cardiac radiotoxicity in rodents [26]. Note that non-irradiated mice were not
subjected to a sham irradiation in our study. However, since these mice were also subjected
to anesthesia for echography and cardiac MRI, one can consider that the effect observed in
irradiated mice can be attributed to irradiation rather than the anesthesia protocol. Another
limitation came by the fact that our study was performed only on male mice. This choice
was made since males are known to be more prone to valvular stenosis with a twofold
excess risk compared to females in humans [54]. However, females are also known to
develop aortic stenosis after radiation treatment, for example, in the case of breast cancers.
According to this, it is probable that our data would also be observed in females even if
this remains to be explored.

It is also difficult to predict what the effect of TRPM4 inhibition would be in vivo
if this is used to prevent radiotherapy-induced valvular damage. Indeed, TRPM4 has a
large distribution in tissues and contributes to numerous physiological processes including
cardiac electrical activity [9,13]. At present, very few TRPM4 inhibitors are available and
only two studies reported the effect of in vivo acute application of the TRPM4 inhibitors:
one with 9-phenanthrol injected in rats which results in reduction in arterial pressure and
heart rate [55]; another with meclofenamate injected in mice which results in QTc reduction
on an ECG [56].

5. Conclusions

Our study identifies TRPM4 as an actor of the irradiation-induced aortic valve dam-
age. However, the mechanisms and even the cell types involved in the phenomenon are
unknown and must be described before elaborating any therapeutic strategies to prevent
radiotherapy side effects. Regarding the implication of TRPM4 in the cardiovascular sys-
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tem, our study revealed an implication in aortic valve remodeling, indicating that it could
be valuable to investigate its potential role in other aortic valve dysfunctions.
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B. RESULTATS COMPLEMENTAIRES

1. Caractérisation du canal TRPM4 dans les VICs

Afin de déterminer les mécanismes impliqués dans la SA radio-induite dépendante de
TRPM4, nous avons voulu déterminer les types cellulaires valvulaires qui expriment le canal.
Nous nous sommes alors intéressés aux VICs qui sont un des deux principaux types cellulaires

de la valve aortique.

Nous avons réalisé des mesures électrophysiologiques sur des VICs humaines en culture
afin de détecter une éventuelle expression fonctionnelle du canal TRPM4. Les VICs humaines
ont été obtenues grace a la collaboration avec ’'UMR S 1096 ENVI de I’Université de Rouen
qui nous a fourni ces cellules. Les cellules ont été isolées par dissociation enzymatique de
feuillets des valves aortiques issues de chirurgies cardiaques dans le cadre d’un remplacement
valvulaire. Des ampoules contenant des cellules isolées nous sont parvenues et ces dernieres
ont été mise en culture au laboratoire en vue des mesures électrophysiologiques (Figure 1V-1).

Figure IV-1 : Micrographie des VICs humaines en culture.
Sur la partie gauche de la photo, Nous pouvons voir une pipette de patch-clamp et les cellules
interstitielles valvulaires (VICs). La technique du patch-clamp dans la configuration inside-out a été
utilisée pour rechercher une signature électrophysiologique du canal TRPM4.
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a)  Sélectivité ionique du canal

Les mesures électrophysiologiques ont été faites dans la configuration inside-out de la
technique de patch-clamp. Les mesures de courant ont tout d’abord été effectuées dans les
conditions symétriques, avec la solution contenant 145 mM de NaCl de part et d’autre de la
membrane. Des sauts de courant traduisant la présence de canaux fonctionnels sont apparus sur
les enregistrements. Et différents potentiels ont été imposés afin de réaliser une courbe

courent/tension, comme le montre la Figure 1V-2.

La conductance du canal unitaire observée, déterminée d’apres la pente de la courbe
courant/tension est de 20,3 + 0,3 pS (n = 25). Afin d’estimer la sélectivité ionique du canal, des
enregistrements ont été réalisés avec une solution de 42 mM de NaCl sur la face interne de la
membrane (n = 3). Dans ces conditions, le point d’inversion de la courbe courant/tension se

décale vers le potentiel d’équilibre du sodium, montrant une sélectivité cationique du canal.

Enfin, la solution sur la face interne de la membrane a été remplacée par une solution
contenant 145 mM de KCI (Figure 1V-2). Dans ces conditions, le point d’inversion de la courbe
courant/tension était de 0 mV, indiquant que le canal ne différencie pas le sodium du potassium

et qu’il est donc cationique non-sélectif.
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Figure 1V-2 : Un courant cationique non-sélectif sur les VICs humaines en culture.
Enregistrement d’un courant dans la configuration inside-out sur des VICs humaines en culture. A :
traces de courant d’un méme patch de membrane enregistrées a différents potentiels imposés (Vm). La
pipette et le bain contiennent la solution de 145 mM de NaCl avec 1 mM de CaCl; (voir méthodes). B :
courbe courant/tension correspondant aux conditions décrites en A. C : courbe courant/tension lorsque
la solution de bain contient 42 mM de NaCl. Les potentiels d’inversion des ions Na* et Cl- sont indiqués
par Ena et Eci. D : courbe courant/tension lorsque la solution de bain contient 145 mM de KCI. Les
potentiels d’inversion des ions Na*, K*, cations monovalents (Na* + K*) et CI- sont indiqués par Ena, Ex,
Ecation et ECI-

b) Reégulation

La probabilité d’ouverture du canal a été calculée dans la condition symétrique (145
mM NacCl de part et d’autre de la membrane) pour chaque potentiel imposé. Il apparait que cette
probabilité d’ouverture est plus importante dans les potentiels positifs que dans les potentiels
négatifs (n = 11) (Figure 1V-3).

La dépendance du canal au calcium a été évaluée en exposant la face interne de la

membrane & des concentrations variables de calcium (103, 107 ou 10° M) dans la solution de
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145 mM NaCl. Les résultats montrent que la probabilité d’ouverture du canal mesurée a +40
mV est dépendante de la concentration en calcium. Par consequent, I’activité du canal augmente

avec la concentration du calcium (Figure IV-3).

Ainsi les enregistrements montrent que les VICs humaines expriment de facon
fonctionnelle un canal cationique non-sélectif d’environ 20 pS activé par le calcium interne et
la dépolarisation de la membrane cellulaire. Ces caractéristiques correspondent a celles du canal
TRPM4 [236].

Des travaux complémentaires meneés sur les VICs humaines ont montré la sensibilité du
canal au 9-phénanthrol, ce qui confirme son identitt TRPM4 (voir le poster Aize et

collaborateurs).

A 1,07 Po

B c
[Ca®*]in M 0.8 Probabilité d'ouverture (Po)
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|»|' 0.4
107 M—W 02: n=2
1pﬂ~.| 500 ms Dj . -_"f?_ 2
107 10 10 [Ca™)en M

Figure 1VV-3 : Un courant sensible au voltage et au calcium intracellulaire
A : Probabilité d’ouverture du courant enregistré dans la configuration inside-out sur des VICs humaines
en culture, en fonction du potentiel imposé (Vm). La pipette et le bain contiennent la solution de 145
mM de NaCl avec 1 mM de CaCl, (voir méthodes). B : Traces de courant du méme patch de membrane
enregistrées avec la solution de 145 mM de NaCl de part et d’autre de la membrane. La solution de bain
contient 10 ou 107 M de CaCl, (Vm = 40 mV). C : Probabilité d’ouverture du canal en fonction de la
concentration de CaCl; sur la face interne.
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2. Implication du canal TRPM4 dans la SA dégénérative

Comme évoqué précédemment, 1’age est I’un des facteurs de risque de la SA. Nous
avons donc exploré I’implication du canal TRPM4 dans la mise en place de la SA dégénérative.

Pour ce faire, nous avons utilisé des souris de Trpm4*/* et Trpm4 - agées de 12 mois

Nous avons mesuré les parametres fonctionnels de la valve aortique et d’autres
parameétres cardiaques par échocardiographie. Les vélocites et les gradients de pression ont été
mesurés en mode Doppler. Alors que les caractéristiques du ventricule gauche, de I’oreillette

gauche et de ’aorte ont été mesurées en mode M comme précédemment décrit.

Nous n’avons pas observé de différences significatives entre les souris Trpm4*/* et
Trpm4-- pour les parametres fonctionnels de la valve aortique : les vélocités transvalvulaires
maximale et moyenne de méme que pour les gradients de pression transvalvulaires maximal et
moyen (Tableau 7). Nous pouvons tout de méme noter une tendance a des valeurs plus élevées

pour les souris Trpm4+/*,

Parameétres Trpm4** (n=10) Trpm4 - (n=10) Valeur de p
Vmax (cm/s) 225,8 +12,28 199,86 + 8,04 Ns
APmax (mmHg) 20,9+ 2,35 16,14 + 1,30 Ns
Vmoy (cm/s) 135+ 10,46 119,14 £ 4,75 Ns
APmoy (mmHg) 10,1+1,61 7,71+ 0,68 Ns

Tableau 7 : Paramétres fonctionnels de la valve aortique des souris agées de 12 mois
Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + erreur standard. Vmax : vélocité transvalvulaire
maximale, Vmoy : vélocité transvalvulaire moyenne, APmax : gradient transvalvulaire maximal,
APmoy : gradient transvalvulaire moyen. ns : non significatif.

Les données obtenues sur le ventricule gauche, ’oreillette gauche et 1’aorte montrent
que les différents parameétres ne sont pas significativement différents entre les animaux
Trpm4*™* et Trom4”; a D’exception de la fraction de raccourcissement (FR) et la paroi
postérieure du ventricule gauche télédiastolique (PPVGd). Ces deux parametres sont

significativement différents entre les deux groupes. Nous avons observé une FR de 36,49 +
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1,13% pour les animaux Trpm4-- contre une FR de 31,08 + 1,41% pour les souris Trpm4*'*. En
outre, les souris Trpm4” (1,09 + 0,04mm) présentaient une PPVGd significativement plus

importante que les souris Trpm4** (0,94 +0,02 mm) (Tableau 8).

Parameétres Trpm4** (N=10) Trpmé4 - (N=10) Valeur de p
Poids 33,48 + 1,06 35,79 £ 1,65 Ns
FC (bpm) 361 +54,4 444 + 16,1 Ns
FR (%) 31,08+1,41 36,49 + 1,13 *
SIvd (mm) 0,82 + 0,03 0,84 + 0,05 Ns
SVIs (mm) 1,30+ 0,04 1,43+ 0,07 Ns
DIVGd (mm) 4,26 +£ 0,09 3,8+0,37 Ns
DIVGs (mm) 2,91 +0,11 2,59 £0,11 Ns
PPVGd (mm) 0,94 +0,02 1,09 + 0,04 *
PPVGS (mm) 1,25 + 0,05 1,39 0,06 Ns
Aorte (mm) 1,9+0,04 1,82 + 0,03 Ns
OG (mm) 1,87 £ 0,05 1,84 +0,04 Ns

Tableau 8 : Paramétres cardiaques de souris dgées de 12 mois.
Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + erreur standard. FC : fréquence cardiaque, FR :
fraction de raccourcissement, SIV : Septum interventriculaire (d : télédiastolique et s : télésystolique),
DIVG : diametre intraventriculaire du ventricule gauche, PPVG : paroi postérieure du ventricule gauche.
Aorte : diamétre de ’aorte. OG : diamétre de ’oreillette gauche, ns : non significatif, * : significatif
avec p < 0,05.
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3. Mesure de la surface de la valve aortique en IRM

En plus d’évaluer la fonction ventriculaire en IRM, nous avons aussi voulu évaluer la
fonction et la structure de la valve aortique en IRM. Nous avons commencé par la mise au point

de la technique pour mesurer le flux transvalvulaire ainsi que 1’aire de la valve aortique.

Pour ce faire, nous avons utilisé une séquence multi coupe « Cine FLASH black-blood »
en petit axe et une séquence « localizer » en grand axe pour visualiser la valve aortique. Les

images obtenues lors de la mise au point sont présentées ci-dessous (Figure 1V-4).

Figure IV-4 : Visualisation de la valve aortique des souris en IRM
En haut a gauche, vue petit axe du cceur et a droite la vue en grand axe. En bas, zoom sur les images
correspondant en haut. Valve aortique encerclée en rouge.
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V. DISCUSSION

Dans cette etude nous avons évalué I’implication du canal cationique non sélectif
TRPM4 dans la sténose aortique radio-induite. Et nos résultats ont démontre que I’irradiation
spécifique de la valve aortique de souris induit une diminution de la surface fonctionnelle de la
valve ainsi qu’un épaississement des feuillets valvulaires. Ce qui entraine un remodelage
fonctionnel de la valve. La suppression du gene Trmp4 prévient ce remodelage indiquant ainsi

la participation du canal TRPM4 dans le remodelage consécutif a I’irradiation.

Au cours de ce travail nous avons étudié le mécanisme en lien avec la SA radio-induite
alors que la majorité d’études évaluent la SA induite par d’autres facteurs de risque. En effet,
la plupart d’études utilisent des modeles animaux de SA induite par un régime alimentaire riche
en lipide notamment le cholestérol ou des animaux transgéniques soit pour les genes du
métabolisme lipidique comme le récepteur des lipoprotéines de basse densité (Ldlr’) et les
souris déficientes en apolipoprotéine E (ApoE™), soit les génes du développement de la valve
[308]. Par ailleurs, ces deux approches sont souvent combinées; a savoir: un modéle
transgénique et un régime spécial. Compte tenu de ce qui précede, nous avons combiné deux
modeles animaux disponibles au laboratoire. D’une part, un modele de souris transgénique
Trpm4-- [304] qui est bien décrit dans la littérature et a fait ’objet de plusieurs publications
notamment celles du laboratoire [272], [278], [278], [279], [281]. D’autre part, un nouveau
modele de SA radio-induite développé au sein du laboratoire. En partant de 1’observation que
la radiothérapie thoracique entraine dans certains cas une SA chez I’Homme, nous avons
développé ce modele qui développe des caracteéristiques de la SA aprés irradiation de la valve.
La particularité de notre modéle est que nous avons précisément ciblé la valve aortique pour
s’affranchir des effets de I’irradiation sur les autres structures cardiaques. Cette approche différe
de celle des autres études chez la souris dans lesquelles soit le coeur entier ou l'animal était
irradié [314], [315], soit une partie du cceur tel que 'apex [316]. De plus, une revue de la
littérature a montré que, sur 159 études utilisant des modéles de remodelage cardiaque radio-
induit chez les rongeurs, seulement 4% concernent I’irradiation d’une zone restreinte du coeur

Alors que, les autres utilisaient ’irradiation du cceur entier ou de tout l'animal [317].

En se basant sur les données de la littérature, différentes doses, dont certaines
fractionnées, ont été testées au laboratoire [310]. La dose de 10 Gy a été retenu parce qu’elle

entraine des dommages valvulaires. Les effets observés n’étaient pas plus importants avec les

124



doses supérieures ou avec un fractionnement de la dose. Nous avons fait le choix de ne pas
fractionner la dose pour le bien-étre de nos animaux parce que I’irradiation des souris est une
procédure qui peut durer longtemps. En effet, soumettre les animaux plus d’une fois a des
durées aussi longues d’anesthésie peut avoir des conséquences sur leur bien-étre. Bien que cela
nous éloigne des conditions de radiothérapie utilisées en clinique ou la dose recue par les
patients est fractionnée en plusieurs fois au cours du temps. De plus, la majorité des études sur
les modéles animaux utilisent une seule dose (85%) [317]. En ce qui concerne la dose de 10 Gy
que nous avons utilisée dans cette étude, elle pourrait sembler élevée sachant que nous ciblons
spécifiqguement la valve aortique. Pourtant, elle reste inférieure a la dose moyenne de 16 Gy
utilisée dans les études in vivo chez 1’animal pour évaluer la cardiotoxicité des rayonnements
ionisants [317].

Dans une récente étude, Donis et collaborateurs ont regardé I’effet combiné d’un régime
riche en cholestérol et de I’irradiation. Ils n’ont observé aucun effet de 1’irradiation a 8 semaines
apres irradiation sur I’aorte et les valves aortique et mitrale de lapin. Cependant, 1’irradiation a
potentialisé les effets du régime riche en cholestérol. En effet, ils ont observé un épaissement
et une infiltration des cellules immunitaires plus importants ainsi que plus de calcification de la
valve aortique dans le groupe irradié [309]. Dans notre cas, nous avons observé un remodelage
morphologique et fonctionnel de la valve aortique 5 mois apres ’irradiation. Ce délai peut
paraitre court comparé au temps de latence qui est de 10 a 20 ans avant ’apparition des signes
de la pathologie chez I’homme [318]. Toutefois, rapporté a I’espérance de vie d’une souris cette

durée rentre dans cet intervalle de temps.

Certaines études sur les effets cardiaques de 1’irradiation chez la souris ont révélé une
augmentation de la fibrose ventriculaire détectée 5 mois apres 1’irradiation spécifique du ceeur
[314], [316]. La méme observation a été également faite chez le rat [319]. Dans notre cas, hous
n'avons pas observe de fibrose au niveau des ventricules ni au niveau des oreillettes alors qu'elle
était présente dans les feuillets valvulaires. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que nous avons
specifiquement vise la valve aortique. Bien que les faisceaux ionisants aient pu traverser ces
structures pour atteindre la valve, nous n’avons pas observé de remodelage ventriculaire ou
atrial peut-étre parce que la surface impliquée était minime. Ces résultats étayent I’idée que
nous avons bien ciblé la valve aortique. Nous avons également observé une hypertrophie du
ventricule gauche avec une fraction d’éjection conservée chez les souris Trpm4” comparées

aux animaux Trpm4*"* en IRM. Ces résultats sont en accord avec ceux précédemment obtenus
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en échographie chez la méme souche de souris [272], [279]. Nous n’avons pas observé
d’atteinte ventriculaire secondaire a la SA. Un tel remodelage ventriculaire en réponse au

rétrécissement de la valve se développerait peut-étre a plus long terme.

La SA se manifeste tardivement par une calcification des feuillets valvulaires, cependant
nous n’avons pas observé de dép6t de calcium sur les feuillets ni avec la coloration au rouge
Alizarine et ni avec celle au Von Kossa. Ces résultats peuvent s’expliquer par la durée du suivie
qui est de 5 mois. Ces résultats montrent que le processus de calcification connu pour intervenir
dans la phase finale de la pathologie n’a pas pu se mettre en place. En outre, la fibrose est le
premier signe détectable de la SA radio-induite chez I'hnomme. Elle débute 4 a 12 mois apres la
radiothérapie, puis progresse avec les années [320]. Notre étude représenterait alors 1’étape

initiale du remodelage valvulaire.

Néanmoins, une étude a démontré que D’irradiation inhibe la maturation et la
minéralisation des ostéoblastes MC3T3-E1 en culture [321]. Les auteurs ont observé la
diminution des marqueur ostéogénique (Runx2, ostéopontine, ostéocalcine, ostéorix, la
sialoprotéine osseuse) et de I’activité de I’ALP. Bien qu’il ne s’agisse pas d’un type cellulaire
valvulaire, ces résultats pourrait expliquer la mise en place tardive de la calcification et
éventuellement son absence dans certains cas de SA radio-induite en comparaison aux SA
d’autres origines. A 1’inverse, des études in vitro sur les cellules interstitielles valvulaires
démontrent que [I’irradiation entraine la calcification et 1’expression des marqueurs
ostéogeéniques [213], [214].

Dans ce travail nous avons montré que 1’irradiation entraine une fibrose ainsi qu’une
sténose de la valve aortique et que le canal TRPM4 participe a ce processus. Cependant, les
acteurs cellulaires et moléculaires impliqués dans ce remodelage valvulaire restent a identifier.
L’une des pistes est que le canal TRPM4 soit impliqué via son expression par les cellules
endothéliales valvulaires. En effet, la SA débute avec une lésion endothéliale et le canal TRPM4
est exprimé par différentes cellules endothéliales telles que les cellules des artéres pulmonaires
humaines, les cellules endothéliales aortiques de souris et les cellules endothéliales cérébrales
humaines et de souris [254], [307], [322]. Toutefois, son expression dans les VECs n’a pas
encore été démontrée. Des études ont démontré que le canal TRPM4 participe a la Iésion
endothéliale [253], [299], [323] ; notamment celle induite par le LPS. Un mécanisme similaire
a celui observé lors de la SA [299]. Cette Iésion est liée aux espéces réactives de 1’oxygene.

Nous savons que le canal TRPM4 est impliqué dans les Iésions induites par les ROS. De plus,
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les ROS entrainent une surexpression du canal TRPM4 dans les HUVECs (Human Umbilical
Vascular Endothelial Cell) aprés un traitement avec le H2O; [253]. En plus des cellules
endothéliales, le canal TRPM4 participe également aux effets néfastes induits par les ROS sur
les cardiomyocytes [296]. Ce canal participe aussi a la sécrétion du MMP-9 par les cellules
endothéliales cérebrales murines et humaines [254] ainsi qu’a la transition éphithélio-
mésenchymateuse (similaire a la transition endothélio-mésenchymateuse) des cellules

cancéreuses de la prostate [324]. Ces processus sont également observés dans la SA.

L’autre piste serait que les cellules interstitielles, 1’un des acteurs principaux de la
physiopathologie de la SA, soient le lien entre le canal TRPM4 et le remodelage observé. En
effet, les VICs expriment le canal TRPM4 [271] comme nous I'avons confirmé dans ce travail
en enregistrant son activité fonctionnelle. En outre, le canal TRPM4 est exprimé dans les
fibroblastes qui sont un type cellulaire auquel appartient les VICs. Comme évoqué
précedemment, le canal TRPM4 est impliqué dans la transition des fibroblastes atriaux en
myofibroblastes. En culture, cette transition est diminuée chez les fibroblastes de souris Trpm4-
I par rapport a ceux issus d’animaux Trpm4+* [281]. Ce mécanisme est également présent et
crucial au développement de la SA. Les VICs s’activent en VICs myofibroblastiques
responsables de la synthese accrue de la MEC et de la fibrose qui en découle. De plus, une
récente étude a demontré que la suppression du gene Trpm4, spécifiguement dans les
cardiomyocytes, entraine une réduction de la fibrose du ventricule induite par la surcharge de
pression chez la souris [292] [16]. Ce qui indique que le canal TRPM4 participe également a la
fibrose cardiaque par le biais de ces cellules. La voie de signalisation du TGF-f est connu pour
participer a la différenciation des VICs quiescentes en VICs myofibroblastiques [117]. De plus,
une augmentation de la signalisation TGF-B1 se produit des semaines apres la radiothérapie
[325]. Cette voie pourrait médier la différenciation via TRPM4. En effet, I'expression du canal
TRPM4 augmente dans les fibroblastes ventriculaires humains en culture apres incubation avec
le TGF-B [326].

L’une des limites de cette étude est que nous avons utilisé que des souris males. Nous
avons fait ce choix parce que le genre masculin est plus sujet a la SA avec un risque deux fois
plus élevé que le genre féminin [327]. Une autre limite est la durée du suivi qui est courte pour
visualiser le stade avancé de la pathologie. Cependant, I’'un de point fort de notre étude est que
nous avons evalue I'effet in vivo de l'irradiation de la valve au lieu d’une étude in vitro. Elle

permet ainsi une meilleure appréciation des effets a long terme observeés chez les patients traités
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par radiothérapie. Par ailleurs, Il a été démontré que les effets de I'irradiation in vivo sont plus

importants que ceux observeés in vitro en culture cellulaire [328].

Par la technique de patch-clamp nous avons montré que les VICs humaines expriment
le canal TRM4 et qu’il est fonctionnel. Les caractéristiques du courant observées en canal
unitaire sont bien celles du canal TRPM4 ; a savoir : un canal cationique non-sélectif d’environ
20 pS de conductance, activé par le calcium interne et la dépolarisation cellulaire. Méme si nous
n’avons pas montré I’expression protéique du canal dans les VICs, une autre étude a démontré
par western blot I’expression protéique du canal TRPM4 dans les VICs humaines [271]. Ces
résultats nous permettent de suspecter la participation du canal dans le remodelage valvulaire

via son expression dans les VICs.

Nous avons également évalué I’implication du canal TRPM4 dans la SA liée au
vieillissement puisque cette maladie est connue pour atteindre principalement les personnes
agées. La prévalence de la pathologie augmentant avec 1’age [58]. Pour répondre a cette
question, nous avons mesuré les parameétres fonctionnels valvulaires chez les souris sauvages
et TRPM4 knock-out 4gées de 12 mois. Nous n’avons pas observé de différence de la fonction
valvulaire entre les groupes de souris Trpm4*/* et Trpm4--. Ces résultats peuvent étre expliqués
d’une part par I'age de nos souris. Bien qu’elles aient 12 mois, rapporté a I’Homme, cela reste
inférieur & 1’age moyen de la population la plus a risque. D’autre part par le fait que les souris

et les rats, ne développent pas spontanément de SA [308].

Comme évoqué précédemment, I’IRM est un outil complémentaire dans le diagnostic
de la SA. Nous avons voulu visualiser et mesurer 1’aire de la valve aortique de souris en IRM.
Aprés différentes mises au point, nous avons pu visualiser la valve aortique en IRM.
Malheureusement, nous n’avons pas pu optimiser et standardiser notre protocole pour effectuer
facilement les mesures sur la valve aortique de souris. Méme si cette technique est couramment
utilisée en clinique, & notre connaissance, une seule étude a effectué pareille mesure chez la
souris [329].
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VI. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans ce travail nous avons mis en évidence I’implication du canal TRM4 dans le
remodelage de la valve aortique radio-induit. En effet, nous avons montré que les souris
Trpm4*’* présentent un épaississement et une fibrose du feuillet valvulaire plus importante
apres l’irradiation de la valve aortique. A cela s’ajoute une augmentation de la vélocité
maximale et du gradient de pression moyen qui traduit un rétrécissement de la valve aortique.
Ces animaux développent donc des signes pathologiques de la sténose aortique. En revanche,
en l'absence du canal, chez les souris Trpm47, I'irradiation ne semble avoir aucun effet sur le
remodelage de la valve. En outre, ce travail a démontré que le canal TRPM4 est bien présent et
fonctionnel dans les cellules interstitielles valvulaires. En effet, nous avons observé un canal
cationique non sélectif sensible au calcium et dépendant du voltage en patch-clamp. Ce sont les
caractéristiques du canal TRPM4. Cependant, plusieurs questions restent en suspens,
notamment 1’identification du ou des types cellulaires valvulaires qui médient I’effet du canal
TRPM4 ainsi que les voies de signalisation de ces processus ou 1’irradiation module le canal

TRPM4 et ce dernier participe a la fibrose.

Dans un premier temps, il serait intéressant de compléter les résultats obtenus en
explorant les autres processus de la SA entre autres I’inflammation et le dép6t de lipides. La
réaction inflammatoire est une composante importante de la physiopathologie de la SA et nous
savons que le canal TRPM4 participe a la modulation de la réponse immunitaire. Nous pouvons
évaluer cette derniére par un marquage immunohistochimique des cellules immunitaires. Par
exemples utiliser les anticorps (anti-RAM-11 et anti-CD3) pour marquer respectivement les
macrophages et les lymphocytes infiltrants. L’autre marqueur de 1I’inflammation est I’activation
de I’endothélium. En effet, les cellules endothéliales expriment plus de molécules d’adhésion
telles que VCAM-1 au cours de la réaction inflammatoire. Ces molécules facilitent le
recrutement des cellules immunitaires et leurs infiltrations des tissus. Nous pourrions donc
évaluer cette activation in vivo en IRM en utilisant les microparticules d’oxide de fer couplées
a un anticorps (anti-VCAM-1) comme produit de contraste. Par ailleurs, nous pourrions
également quantifier le dép6t de lipides par un marquage au QOil red O ou des anticorps contre
les LDL/oxLDL et d’autres lipides.
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Il serait aussi intéressant d’évaluer 1’expression du canal TRPM4 ainsi que son activité
dans les VECs, comme nous 1’avons fait pour les VICs, pour savoir si ces cellules pourraient
étre responsables des différences dans le développement de la SA que nous avons observé entre

les souris Trpm4*'* et Trpm4-

En outre, nous pourrions également évaluer 1’expression protéique totale des valves des
souris Trpm4** et Trpm4-- apreés irradiation. Par conséquent, il serait intéressant de cibler par
western blot les protéines dont 1’expression est connue pour changer au cours de la pathologie

telles que les MMPs ou I’a-SMA.

Dans le but d’identifier clairement le type cellulaire répondant initialement a
I’irradiation dans une approche in vitro, nous pourrions irradier les VICs ou les VECs en culture
et regarder la variation de I’expression du canal TRPM4 dans ces cellules. De méme, nous
pourrions regarder I’expression des marqueurs de différenciation myofibroblastique et de la
fibrose dans ces cellules en présence ou en absence du canal ; notamment en utilisant les
inhibiteurs pharmacologiques du canal (9-phénantrol) ou en inhibant son expression (SIRNA ou
ShRNA).

Il serait pertinent d’inclure les souris femelles dans notre protocole. En effet, comme
évoque dans la partie sur les facteurs de risques, les femmes et les hommes présentent des
différences physiopathologiques dans la SA. Il serait également intéressant de tester le
fractionnement de la dose pour se rapprocher de ce qui se passe chez I’homme lors de la
radiothérapie. Enfin, il serait pertinent de suivre les animaux plus longtemps pour

éventuellement observer la calcification qui représente la phase tardive de la maladie.

D’un point de vue méthodologique, nos résultats préliminaires ont montré qu’il était
possible d’évaluer 1’aire de la valve aortique et le flux sanguin transvalvulaire en IRM.

Toutefois une amélioration des protocoles est nécessaire pour des mesures en routine.
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VIII.ANNEXE

Au cours de cette thése, en plus de I’article publié dans Cancers, nous avons valorisé ce

travail par la participation a différents congres et journées scientifiques :

> Poster

Mpweme et al. Implication du canal TRPM4 dans le remodelage radio-induit de la valve
aortique dans un modele in vivo ; 14°™s journées scientifiques du cancéropdle Nord-Ouest
05/2022 ; Deauville, France. VVoir page 161.

Résumés de congrés publiés

Mpweme et al. TRPM4 in radiation-induced aortic valve remodeling in mice; Printemps
de la cardiologie 06-07/2022; Tours, France. Voir page 162.

Aize et al. Implication of the TRPM4 ion channel in osteogenic differentiation of human
valvular interstitial cells Printemps de la cardiologie 06-07/2022 ; Tours, France. VVoir page
163.

Poster commenté a un congrés international

Mpweme et al. Transient Receptor Potential Melastatin-4 (TRPM4) in irradiation-induced
cardiac remodeling; The 4th International TRP Meeting 09/2021; Leuven, Belgique. VVoir
page 164.

Présentations orales

Mpweme et al. TRPM4 in radiation-induced aortic valve remodeling in mice. Journée
Normande de la Recherche e n Biologie 06/2022 ; Rouen, France. VVoir page 164.
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Implication du canal cationique TRPM4 dans le remodelage
valvulaire cardiaque radio-induit
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INTRODUCTION |

La radiothérapic thoracique peut entrainer dans certains cas un remodelage cardiaque a long terme. Sclon les études, jusqu'a 12 % des patientes traitées par radiothérapic pour le
cancer du sein développent un dysfonctionnement valvulaire a type de régurgitation ou de sténose. Ce phénomene peut affecter les valves aortiques et mitrales et se manifeste
cssenticllement par une fibrose tardivement associée a une minéralisation. L'irradiation modificrait I'homéostasic calcique ainsi que l'activité ou le développement des fibroblastes,
bien que les acteurs moléculaires impliqués dans ce processus restent inconnus. Le canal cationique monovalent non sélectif TRPM4 est connu pour son implication dans
I'homéostasie du calcium dans différents types cellulaires ot il module le gradient électrochimique permettant I'entrée du Ca?' et/ou produit une dépolarisation de la membrane
cellulaire favorisant ainsi l'ouverture des canaux Ca?* voltage-dépendants. En outre, il a ét¢ démontré qu'il participe a la transition des fibroblastes auriculaires humains cn
myofibroblastes, un phénomene présentant des similitudes avec ceux observés au cours de la sténose de la valve aortique. De plus, le canal TRPM4 est fortement exprimé dans le
tissu cardiaque ot il est impliqué dans le remodelage. Tl pourrait donc participer au remodelage valvulaire radio-induit.

Notre étude vise a évaluer I’implication du canal TRPM4 dans le remodelage valvulaire radio-induit chez la souris.

TRPM4 et remodelage cardiaque

Nat MATERIELS ET METHODES
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CONCLUSION 161

Ces résultats indiquent que le canal TRPM4 favorise le remodelage valvulaire induit par I'irradiation caractérisé par une fibrose valvulaire. Ainsi, TRPM4 pourrait
étre une cible pour prévenir les effets secondaires cardiaques de la radiothérapie thoracique et pourrait étre impliqué dans le développement de la sténose aortique.
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position of the great arteries corrected by atrial switch) commonly
developsignificant systemic tricuspid valve regurgitation and sys-
temic right ventricular dysfunction inadulthood, both of which
being a therapeutic dilemma for the care team. Until recently,
the onlytherapeutic option has been surgery but the rate of
complications is high. Percutaneous edge to edgerepair could be
an alternative, especially for high-surgical risk patients.

Objective  To describe clinical and paraclinical follow up of high-
surgical risk patients with SRV and severe TR undergoing PETER.
Method 10 high-risk surgical patients with severe systemic tri-
cuspid regurgitation (TR) undergoing apercutaneous repair with the
Mitraclip or Triclip system (Abbott) were included between May
2019and October 2021. We collected and compared clinical (symp-
toms, quality of life questionnaires), biological (renal function,
BNP/ntproBNP levels), VO2 max testing, echocardiographic, and
crosssectionnalimaging (tricuspid regurgitation severity, right ven-
tricle dilatation and dysfunction) dataat baseline and 6 months after
the procedure.

Results  We report a percutaneous implant success of 80%, one
early death due to septal leaflet tear and 2early common flutters
successfully ablated. Clinically, we describe a median improvement
after émonths of functional status as well as physical (+10,3 points)
and mental (+12,2 points) quality oflife scores. Biologically, BNP and
ntproBNP median blood levels decreased (respectively of 162and
178 pmol/L). VO2 max testing parameters did not change signifi-
cantly. TTE TR severityparameters EROA and regurgitation volume
improved of respectively 20mm? and 11 mL while MRior TDM SRV
volumes decreased in median of 25 ml/m? for diastolic and 22 ml/m?
for systolicvolume, with an increase in RVEF of 18,5%.

Conclusion  Percutaneous edge to edge repair of systemic tricus-
pid regurgitation might be a safe and effectivetherapeutic option
in high-risk surgical adult patients.

Disclosure of interest The authors declare that they have no com-
peting interest.
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Introduction  Thoracic radiation therapy may lead to unexpected
cardiac remodelling, and up to 12% of patients treated with radio-
therapy for breast cancer develop valvular dysfunction including
regurgitation and stenosis. This phenomenon can affect both aor-
tic and mitral valves and involve fibrosis and calcification. It is
suspected that irradiation modify Ca2+ handling as well as fibrob-
last activity or development, but molecular determinants remain
unknown.

The monovalent non-selective cation channel TRPM4 is known to
be involved in calcium handling since it modulates driving force for
Ca2 +-entry and produced cell depolarization potentiating voltage-
gated Ca2+ channels opening. It also participates in human atrial
fibroblast transition to myofibroblast, a phenomenon with similar-
ities to those observed during aortic valve stenosis. This channel
exhibits a high expression in cardiac tissue and is involved in cardiac
remodeling.

Objective  Our aim was to evaluate the participation of TRPM4 in
radiation-induced valvular damages.

Method In order to achieve this aim we developed a model of 4
months Trpm4+/+ and Trpm4-/- mouse submitted to 10Gy irradi-
ation at the aortic valve. Cardiac parameters were evaluated by
echography measurements at 5 months post-irradiation. At that
time, mice were euthanized and hearts collected for histological
assessments.

Results  In control conditions Trpm4-/- mice exhibited a left ven-
tricular hypertrophy compared to Trpm4+/+, as previously reported
in this model, but maximal velocity of aortic jet (Vmax) was sim-
ilar in Trpm4+/+ and Trpm4-/- mice. Five month after irradiation,
Trpm4+/+ mice developed a significant 30% increase in Vmax as well
as an increase in maximal and mean pressure gradient, while no
significant variation was detected in Trpm4-/- animals. Trpm4+/+
irradiated mice have shown a significant 48% increase of the surface
of aortic valve leaflets compare to Trpm4+/+ control mice while no
significant variation were observed in Trpm4-/- animals.
Conclusion  These results indicate that TRPM4 promote radiation-
induced valvular remodelling. Thus TRPM4 might be regarded as a
target to prevent cardiac side effects in chest radiotherapy and
might be involved in aortic stenosis development.

This work was supported by a grant ANR-16-RHUS-0003 and con-
ducted as part of the FHU CARNAVAL project.
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Introduction  Partial anomalous pulmonary venous return (PAPVR)
is arare congenital heart disease (CHD) where pulmonary veins drain
into pulmonary circulation leading to a left-to-right shunt. PAPVR
can lead to serious consequences, ie pulmonary hypertension (PH).
To date, predictors of PH are not well established.

Objective  The aims of this study were (1) to determine the preva-
lence of PAPVR (2) to identify the impact of PAPVR on the right
ventricle, (3) to determine the prevalence of PH in the PAPVR pop-
ulation and to identify its predictive factors.

Method Patients aged =18 years with a non-operated PAPVR and
patients operated after the age of 18 were enrolled. Patients with
other potential causes of PH were excluded. PH was defined based
on right heart catheterization (RHC). For patients without RHC, PH
was considered when echocardiographic systolic transtricuspid peak
velocity was =3.4m/s.

Results  Fifty patients were included. Mean patient age was
50+ 18 years with a 60% female predominance. PAPVR was mostly
arising from the right lung (76% of cases) and was associated with
CHD in 18 patients (36%). Most of them (83%) were sinus venosus
atrial septal defect (ASD). PAPVR was diagnosed by chest computed
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tomography (CT) in 37 patients (74%). The reported prevalence of
PAPVR was 0.2% (23/13606 chest CT reports). PH was identified in
7 patients of the cohort (14%) and 2 of them had Eisenmenger syn-
drome. All the echocardiographic parameters of RV dimensions were
increased. PH group compared to group without PH had a decreased
RV FAC (354 13% vs 43 +£10%, P=0.049), a decreased RV endoGLS
(—18 £5% vs —23+4%, P=0.01) and a significantly higher Qp/Qs
ratio (2.2 [1.5;3.0] vs 1.1 [1.0;1.4], P=0.013). Qp/Qs ratio was the
only significant predictive factor for PH (OR=4.87; P=0.025), with
an AUC of 0.87 (P=0.016) and the optimal threshold value was 1.95.
Conclusion  Prevalence of PAPVR is 0.2% based on chest
CT database. 14% of the patients with PAPVR developed PH and
30% of them had Einsenmenger syndrome. RV function parameters
(FAC and endoGLS) were significantly decreased in PH group. Qp/Qs
was the only significant predictive factor for PH.
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Introduction  The Ca2 +-activated non selective cationic channel,
TRPM4, is involved in cardiac fibroblasts remodelling. In valvular
interstitial cells (VIC), with similar properties than fibroblasts, its
expression at the mRNA level was reported to be higher in condi-
tions of valvular calcification leading to aortic stenosis. Endothelial
dysfunction, followed by inflammation and fibrosis, promote the
differentiation of VIC into osteoblastic phenotype cells which is, at
term, responsible of valve ossification.

Objective  The purpose of this study is to search for a potential
implication of TRPM4 into osteogenic differentiation of human VIC.
Method  Human aortic valves are obtained from surgery for valve
replacement. VIC are isolated by enzymatic digestion then main-
tained in culture. VIC are incubated during 14 days in a pro-calcific
mixture in the presence or not of 9-phenanthrol, a pharmacologi-
cal inhibitor of TRPM4. Expression and functionality of this channel
were followed respectively by Western Blot and electrophysiological
recordings in the inside-out configuration of the patch clamp tech-
nique. The implication of TRPM4 in VIC mineralization process was
observed by measuring calcific crystals using alizarin red staining.
Results A typical TRPM4 single channel current was detected in
VIC in culture with a single channel conductance of 20 pS, a monova-
lent cationic permeability as well as voltage and calcium sensitivity.
Protein expression of TRPM4 was confirmed by Western Blot. Phar-
macological inhibition of the channel by 9-phenanthrol (3.10—6 M),
during culture, reduced the mineralization by 30% without affecting
cell viability.

Conclusion  Thereby, TRPM4 would participate in osteogenic dif-
ferentiation of human VIC in culture. Further studies are needed to
understand which mecanisms link TRPM4 and ostegenic differenti-
ation.
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Introduction  Until 2021, the strongest guidelines on surgical cor-
rection of severe aortic regurgitation (AR) focused on the left
ventricular systolic function (LVEF) and the presence of symp-
toms. However, those situations lead to an outcome penalty, even
after surgical correction. Recommendations on left ventricular end-
systolic diameter (LVESD) gained in strength in 2021 as ESC/EACTS
guidelines upgraded them for a class |. Moreover, more inclusive
threshold values are now recommended as a class IIb for patients at
low surgical risk, reflecting the will to recommend surgery before
developing heart failure and its consequences on post-operative
outcome.

Objective We sought to evaluate the impact of each guideline
trigger and their new threshold on postoperative survival in chronic
and severe AR from a large multicentric international registry.
Method  AVIATOR is an international multicenter surgery registry
for aortic valve surgery. We selected adult patients which were
operated with a severe and chronic AR. Final study population was
1899 patients (49 + 15 years, 85% male) in which 1443 (76%) had
symptoms (NYHA> 1), 494 (26%) had a reduced LVEF (= 50%) and 549
(29%) had a dilated left ventricle (LVESD >50mm or >25 mm/m?).
Postoperative overall survival was evaluated over a median of 37
months and censored at 10 years to limit bias from possible reoper-
ation.

Results Twelve patients (0.6%) died postoperatively, and 68
within 10 years. By multivariable Cox analysis, presence of heart
failure symptoms (HR 2.60; 95CI [1.20-5.66]; P=0.016), and
either LVESD >50 mm or >25mm/m? (HR 1.64; 95%Cl [1.05—2.55];
P=0.029) predicted survival independently over and above age,
female gender and bicuspid phenotype. Therefore, patients oper-
ated on when meeting class | trigger had worse survival (87 +2%)
than patients operated on without meeting trigger (97+2%,
P <0.01). However asymptomatic patients operated on when meet-
ing new class Ilb trigger (LVESD >20mm/m? or LVEF between
50-55%) had an excellent 10-year survival (97 £ 3%) (Fig. 1).
Conclusion In severe AR, patients operated on when meeting
class | triggers have postoperative survival penalty. Asymptomatic
patients operated on earlier have better survival. This supports
early surgery in AR as encouraged by the recent ESC/EACTS guide-
lines.
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RESUME

Implication du canal cationique TRPM4 dans le remodelage radio-induit de
la valve aortique

La radiothérapie thoracique peut entrainer un remodelage cardiaque inattendu. Certains
patients traités par radiothérapie pour le cancer du sein ou le lymphome de Hodgkin peuvent
développer des valvulopathies telles qu’une régurgitation et une sténose. Ce processus implique
le développement d’une fibrose suivie d’une calcification de la valve, mais les acteurs
cellulaires et moléculaires impliqués sont peu connus. Le canal cationique non sélectif TRPM4
participe a la transition des fibroblastes atriaux humains en myofibroblastes. Un phénoméne
présentant des similitudes avec ceux observés lors de la sténose aortique suggérant sa possible
implication dans cette sténose. L’objectif de ce travail était d'évaluer l'implication du canal

TRPM4 dans le remodelage radio-induit de la valve aortique.

Pour répondre a cette question, nous avons développé un modele in-vivo de souris
Trpm4*’™* et Trpm4”’- de 4 mois soumises a une irradiation de 10 Gy au niveau de la valve
aortique. Les parameétres cardiaques ont ete évalués par échographie et IRM a 5 mois apres
l'irradiation. Par la suite les coeurs ont été collectés pour des analyses morphologiques et

histologiques.

Cing mois apres l'irradiation, les souris Trpm4*/* présentaient une augmentation de la
vélocité maximale du flux aortique ainsi que du gradient de pression moyen transvalvulaire,
alors qu'aucune variation significative n'a été détectée chez les animaux Trpm4~. L'analyse
morphologique des valves a montré que les souris Trpm4*'* irradiées présentaient une surface
des feuillets valvulaires plus importante que les souris témoins Trpm4*'* et le marquage du
collagéne a révélé une fibrose, alors qu'aucune variation significative n'a été observée chez les
animaux Trpm4-”. Parmi les acteurs cellulaires potentiels, nous avons observé que le canal

TRPMA4 est présent et fonctionnel dans les cellules interstitielles valvulaires humaines.

Ces résultats indiquent que TRPM4 favorise le remodelage valvulaire induit par les
rayonnements ionisantes. Il pourrait ainsi étre une cible pour prévenir les effets secondaires
cardiaques de la radiothérapie thoracique. Plus généralement, il pourrait étre impliqué dans le

développement de la sténose aortique.
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ABSTRACT
TRPMA4 in irradiation-induced aortic valve remodeling

Thoracic radiation therapy may lead to unexpected cardiac remodelling. Some patients
treated with radiotherapy for breast cancer or Hodgkin’s lymphoma might develop valvular
dysfunction including regurgitation and stenosis. This process involves the development of
fibrosis followed by valvular calcification, but the cellular and molecular determinants involved
are poorly understood. The non-selective cation channel TRPM4 participates in human atrial
fibroblast transition to myofibroblast, a phenomenon with similarities to those observed during
aortic valve stenosis, suggesting its potential involvement in that stenosis. Our aim was to

evaluate TRPM4 implication in radiation-induced valvular damages.

To answer this question, we developed an in-vivo model of 4 months Trpm4** and
Trpm4”- mouse submitted to 10 Gy irradiation at the aortic valve. Cardiac parameters were
evaluated by echography and MRI measurements at 5-months post irradiation. At that time,

hearts were collected for morphological and histological assessments.

Five months after irradiation, Trpm4*"* mice developed an increase in maximal aortic
jet velocity and mean transvalvular pressure gradient, while no significant variation was
detected in Trpm4’ animals. Morphological analysis showed that Trpm4*'* irradiated mice
exhibited a significant increase of the aortic valve leaflets surface compared to Trpm4** control
mice and collagen staining revealed signs of fibrosis while no significant variation was
observed in Trpm47 animals. Among potential cellular actors, we demonstrated that human

valvular interstitial cells express functional TRPM4 channels.

These results indicate that TRPM4 promotes radiation-induced valvular remodelling. It
thus might be a target to prevent cardiac side effects in chest radiotherapy. It might also be

involved in aortic stenosis development.
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Implication du canal cationique TRPM4 dans le remodelage radio-induit de la valve
aortique

La radiothérapie thoracique peut entrainer un remodelage cardiaque inattendu. Certains patients traités par
radiothérapie pour le cancer du sein ou le lymphome de Hodgkin peuvent développer des valvulopathies telles
qu’une régurgitation et une sténose. Ce processus implique le développement d’une fibrose suivie d’une
calcification de la valve, mais les acteurs cellulaires et moléculaires impliqués sont peu connus. Le canal cationique
non sélectif TRPM4 participe a la transition des fibroblastes atriaux humains en myofibroblastes. Un phénomene
présentant des similitudes avec ceux observés lors de la sténose aortique suggérant sa possible implication dans
cette sténose. L objectif de ce travail était d'évaluer l'implication du canal TRPM4 dans le remodelage radio-induit
de la valve aortique.

Pour répondre a cette question, nous avons développé un modéle in-vivo de souris Trpm4** et Trpm4™ de 4 mois
soumises a une irradiation de 10 Gy au niveau de la valve aortique. Les paramétres cardiaques ont été évalués par
échographie et IRM a 5 mois aprés l'irradiation. Par la suite les coeurs ont été collectés pour des analyses
morphologiques et histologiques.

Cing mois aprés l'irradiation, les souris Trpm4** présentaient une augmentation de la vélocité maximale du flux
aortique ainsi que du gradient de pression moyen transvalvulaire, alors qu'aucune variation significative n'a été
détectée chez les animaux Trpm4~". L'analyse morphologique des valves a montré que les souris Trpm4*'* irradiées
présentaient une surface des feuillets valvulaires plus importante que les souris témoins Trpm4*'* et le marquage
du collagéne a révélé une fibrose, alors qu'aucune variation significative n'a été observée chez les animaux Trpm4-
", Parmi les acteurs cellulaires potentiels, nous avons observé que le canal TRPM4 est présent et fonctionnel dans
les cellules interstitielles valvulaires humaines.

Ces résultats indiquent que TRPM4 favorise le remodelage valvulaire induit par les rayonnements ionisants. Il
pourrait ainsi étre une cible pour prévenir les effets secondaires cardiaques de la radiothérapie thoracique. Plus
généralement, il pourrait étre impliqué dans le développement de la sténose aortique.

TRPMA4 in irradiation-induced aortic valve remodeling

Thoracic radiation therapy may lead to unexpected cardiac remodelling. Some patients treated with radiotherapy
for breast cancer or Hodgkin’s lymphoma might develop valvular dysfunction including regurgitation and stenosis.
This process involves the development of fibrosis followed by valvular calcification, but the cellular and molecular
determinants involved are poorly understood. The non-selective cation channel TRPM4 participates in human
atrial fibroblast transition to myofibroblast, a phenomenon with similarities to those observed during aortic valve
stenosis, suggesting its potential involvement in that stenosis. Our aim was to evaluate TRPM4 implication in
radiation-induced valvular damages.

To answer this question, we developed an in-vivo model of 4 months Trpm4** and Trpm4” mouse submitted to
10 Gy irradiation at the aortic valve. Cardiac parameters were evaluated by echography and MRI measurements
at 5-months post irradiation. At that time, hearts were collected for morphological and histological assessments.

Five months after irradiation, Trpm4** mice developed an increase in maximal aortic jet velocity and mean
transvalvular pressure gradient, while no significant variation was detected in Trpm4” animals. Morphological
analysis showed that Trpm4*'* irradiated mice exhibited a significant increase of the aortic valve leaflets surface
compared to Trpm4*"* control mice and collagen staining revealed signs of fibrosis while no significant variation
was observed in Trpm4” animals. Among potential cellular actors, we demonstrated that human valvular
interstitial cells express functional TRPM4 channels.

These results indicate that TRPM4 promotes radiation-induced valvular remodelling. It thus might be a target to
prevent cardiac side effects in chest radiotherapy. It might also be involved in aortic stenosis development.



