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Résumé /abstract

La cardiomyopathie arythmogéne est une maladie génétique rare. Elle est caractérisée
par un dysfonctionnement cardiaque avec 1’apparition d’arythmies ventriculaires, souvent
responsables de morts subites par une fibrillation ventriculaire et un remplacement progressif
des cardiomyocytes par du tissu fibro-adipeux. Le remodelage cardiaque atteint
préférentiellement le ventricule droit, mais des formes bi-ventriculaire existent. Une mutation
sur un gene desmosomal est retrouvée dans 50% des cas. Parmi les genes impliqués, la
plakoglobine, la desmocolline-2, la desmogléine-2, la desmoplakine et la plakophiline-2
permettent I’ancrage et le maintien des cardiomyocytes entre eux. Une mutation sur I’un de ces
genes, entraine la déstabilisation du desmosome et une fragilisation de la connexion entre les
cardiomyocytes. Ceci conduit a un remodelage myocardique profond, maintenant bien défini,
qui participe a ’initiation et au maintien des arythmies. Cependant, les mécanismes cellulaires
restent insuffisamment compris.

Pour étudier cette pathologie, des cardiomyocytes issus de cellules souches
pluripotentes induites (hiPSC-CM) ont été utilisés comme mod¢le cellulaire intéressant afin de
comprendre les mécanismes sous-jacents pour une multitude de pathologies cardiaques
héréditaires, et d’identifier de nouvelles voies thérapeutiques.

L’apparition d’arythmies dans la cardiomyopathie arythmogene est souvent considérée
comme étant le résultat d’un remodelage morpho-structurel du myocarde. Cependant, les études
sur le remodelage électrophysiologique font défaut. L’objectif principal de ma thése était donc
de valider notre modele de cardiomyopathie arythmogéne et d’étudier 1I’implication des
altérations du couplage excitation-contraction dans le déclenchement des arythmies.

Notre modéle d’étude a été capable de reproduire un phénotype cohérent avec des
défauts de contractilit¢ dus a un remodelage électrophysiologique et calcique. Le test
pharmacologique avec des anti-arythmiques, sotalol et flécainide, a permis de corriger les
défauts de contraction et a amélioré notre compréhension de leur mécanisme d’action chez les
patients atteints de la cardiomyopathie arythmogene. De plus, de nouvelles voies thérapeutiques
testées sur les hiPSC-CM, ciblant la voie de signalisation PPARy et le systéme rénine-
angiotensine-aldostérone ont montré des résultats prometteurs dans la prévention des arythmies
et pourraient étre pris en compte pour des études futures.

Mots clés : Cardiomyopathie ; Arythmie ; hiPSC-CM ; couplage excitation-contraction ;
transdifférenciation ; PPARy
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Arrhythmogenic cardiomyopathy is a rare genetic disorder characterized by cardiac
dysfunction with the onset of ventricular arrhythmias, often responsible for sudden cardiac
death and progressive replacement of cardiomyocytes by fibro-adipose tissue. Cardiac
remodeling preferentially affects the right ventricle, but there bi-ventricular forms may be
present. A mutation in a desmosomal gene is found in 50% of cases. Among the genes involved,
plakoglobin, desmocollin-2, desmoglein-2, desmoplakin, and plakophilin-2 allow the
anchoring and maintenance of cardiomyocytes between them. A mutation in one of these genes
destabilizes the desmosome, weakening the connection between the cardiomyocytes. This
alteration leads to a profound remodeling of the heart, now well defined, which participates in
the initiation of arrhythmias. However, the role and impact of cellular mechanisms are poorly
understood.

To study this pathology, cardiomyocytes derived from induced pluripotent stem cells
(hiPSC-CM) were used as an exciting cell model to understand the underlying mechanisms for
many hereditary cardiac pathologies and experiment with new therapeutic pathways.

The development of arrhythmias in arrhythmogenic cardiomyopathy is often considered
the result of morpho-structural remodeling of the myocardium. However, studies on
electrophysiological remodeling are lacking. Therefore, the main objective of my thesis was to
validate our cellular model of arrhythmogenic cardiomyopathy and to study the involvement of
alterations in the excitation-contraction coupling in the onset of arrhythmias.

Our study model reproduced a consistent phenotype with contractility defects due to
electrophysiological and calcium remodeling. Testing anti-arrhythmic drugs, sotalol and
flecainide, corrected contraction defects and improved our understanding of their mechanism
of action in DSC2 patients. In addition, new therapeutic pathways tested on hiPSC-CMs,
targeting the PPARYy signaling pathway and the renin-angiotensin-aldosterone system, shown

promising results in preventing arrhythmias and could be considered for future studies.

Keywords: Cardiomyopathy,; Arrhythmia; hiPSC-CM; excitation-contraction coupling;
transdifferentiation;, PPARYy
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I. Fonction et troubles du rythme cardiaque

1. Structure du coeur
a) Généralité

Le cceur est un organe cavitaire composé de deux cavités supérieures, les oreillettes, et
deux cavités inférieures, les ventricules, comme illustré dans la figure 1A. Ces cavités sont
séparées symétriquement par le septum qui délimite le cceur droit et le cceur gauche. Les
oreillettes jouent un role de réception du sang et se contractent pour se vider dans les ventricules.
Les ventricules ¢jectent le sang vers la circulation générale via 1’aorte et le tronc pulmonaire.
Les oreillettes communiquent avec les ventricules a 1’aide de valves. Cette architecture
structurale permet la circulation unidirectionnelle du sang dans le cceur. Les fonctions de
remplissage et d’éjection du sang sont régies par les propriétés mécaniques et électriques
cardiaques. La pompe cardiaque permet d’acheminer 1’oxygéne, les nutriments et d’autres
¢léments essentiels (hormone, enzymes) vers les organes par le sang via les vaisseaux sanguins.
Ce systeme cardiovasculaire est divisé en deux circulations, une « petite » et une « grande ».
La grande circulation, appelée ¢galement circulation systémique, alimente tous les organes
périphériques. La petite circulation, ou circulation pulmonaire, permet I’oxygénation du sang
au niveau des alvéoles pulmonaires. Le rythme cardiaque a la faculté de s’adapter en fonction
des besoins de I’organisme pour assurer une perfusion efficace des tissus périphériques dans
toutes les conditions physiologiques.

La figure 1B montre que la paroi cardiaque est constituée de trois tuniques (depuis
I’intérieur vers 1’extérieur) : ’endocarde, le myocarde et I’épicarde. L’épicarde, qui constitue
la couche externe, est constitué de cellules épithéliales et de fibres ¢lastiques. L’endocarde, qui
tapisse les cavités internes, est composé de cellules épithéliales et séparé du myocarde par une
couche sous-endocardique. Entre ces deux couches se trouve le myocarde, contenant
notamment les cellules musculaires (les cardiomyocytes) responsables de la contraction des

cavités cardiaques.
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B Péricarde

Oreillette et
ventricule gauche

Endocarde

Figure 1 : Représentation schématique du cceur humain (A) et de la composition de ’enveloppe
cardiaque (B)

Le coeur humain comporte 2 oreillettes et 2 ventricules séparés par le septum. L’enveloppe cardiaque
est composée d’une couche interne, I’endocarde, suivi d’une couche épaisse de myocarde. La partie
la plus externe est I’épicarde composé de plusieurs sous-couches, le feuillet viscéral, la cavité
péricardique, le feuillet pariétal et le péricarde fibreux (de la partie intérieure vers 1’extérieur)
Servier image

b) Les cardiomyocytes

Le ccoeur est composé de cellules musculaires appelées cardiomyocytes. Les
cardiomyocytes représentent seulement 30% des cellules présentes dans le cceur. Les 70%
restants sont composés de fibroblastes et quelques cellules vasculaires et immunitaires. Les
cardiomyocytes adultes sont des cellules différenciées et spécialisées ayant perdu leur capacité
a se diviser. Les cardiomyocytes sont des cellules contractiles responsables de 1’activité
mécanique. Il existe une différence structurelle entre les cardiomyocytes atriaux et les
cardiomyocytes ventriculaires. Ces derniers sont de plus grandes tailles avec une forme
rectangulaire/cylindrique quand on les observe au microscope. Ils ont généralement une
longueur d’environ 100 um avec un diametre de 15 um, cependant les cardiomyocytes atriaux
sont de plus petite taille avec une forme moins bien définie. Le cceur arbore également des
cardiomyocytes particuliers dits cellules cardionectrices ou « pacemaker » responsables de la
genese de I’influx électrique. Ces cellules sont de petites tailles, faiblement contractiles et
localisées dans le nceud sinusal, le nceud auriculo-ventriculaire et les fibres de Purkinje
(Mangoni and Nargeot 2008).

D’un point vu structurel, les cardiomyocytes présentent un seul noyau avec un cytoplasme riche

en protéines et ions. Ces cellules possedent une membrane plasmique particuliere appelée
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sarcolemme. Le sarcolemme présente des invaginations formant des structures appelées tubules
transverses ou, tubules T (Manfra, Frisk, and Louch 2017). Le réle de ces invaginations est de
propager les informations électriques rapidement vers le cceur de la cellule. Grace a cette
structuration, I’influx électrique arrive au plus pres du réticulum sarcoplasmique (RS) ou sont
localisés les acteurs du couplage excitation/contraction. Les cardiomyocytes possedent
également une grande quantité de mitochondries afin de répondre aux besoins énergétiques
¢levés. En effet, les cardiomyocytes ont besoin d’une grande quantité d’énergie pour assurer

une fonction contractile continue et performante.

2. Mécanismes de la contraction

Les cardiomyocytes sont donc des cellules contractiles. Pour assurer cette fonction
contractile, la cellule posséde des structures protéiques filamenteuses particulieres appelées
myofibrilles. Ces filaments sont organisés et structurés en unité contractile appelée sarcomére
et composée de plusieurs protéines essentielles.

Les deux protéines les plus importantes dans la composition du sarcomeére sont les filaments
fins d’actines et les filaments épais de myosine.

L’actine est composée elle-méme de 3 protéines majeures : - 1’actine, la tropomyosine
et le complexe de troponine. L’actine est une protéine globulaire possédant un site d’interaction
avec la myosine, ce qui est crucial pour permettre la contraction cellulaire. La tropomyosine
agit lorsque le muscle est au repos en se liant a la myosine, stabilisant ainsi 1’actine. Enfin le
complexe de troponine est composé 3 sous-unités clés. Parmi ces sous-unités, la troponine C
(TnC) possede un site de fixation au calcium, la troponine I inhibitrice (Tnl) va inhiber
I’interaction entre ’actine et la myosine, et enfin la troponine T (TnT) peut se lier a la
tropomyosine.

Les filaments épais sont composés de myosine. La myosine est un héxamere composé
de 2 chaines lourdes et 4 chaines légeres. Il existe deux isoformes: - 1’isoforme o est
principalement retrouvée au niveau des oreillettes, alors que 1’isoforme B est spécifique des
ventricules. La téte globulaire de la myosine posseéde un site de fixation pour I’actine et pour
I’ATP.

Lors de la contraction cardiaque, le calcium et ’ATP (Adénosine-Triphosphate) sont
deux messagers secondaires. Au repos, le niveau calcique intracellulaire est basal (au plus bas
niveau) et la Tnl interagit alors avec la tropomyosine et masque alors le site d’interaction entre

I’actine et la myosine. Lors d’une augmentation de calcium, celui-ci va se fixer a la TnC,
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entrainant alors un déplacement de la Tnl et n’interagissant plus avec la tropomyosine. Ceci a
pour conséquence de démasquer les sites d’interactions entre ’actine et la myosine. A la suite
d’une libération de calcium intracellulaire, la myosine peut donc se lier a I’actine.

Dans les premiéres étapes de la contraction, suite de I’hydrolyse de I’ATP, la myosine
est liée a I’adénosine diphosphate (ADP) avec un phosphate inorganique (Pi). La libération de
I’ ADP et du Pi fait pivoter les tétes de myosine entrainant un glissement des filaments d’actines.
Ce phénomene induit un raccourcissement du sarcomere et donc la contraction. Le
cardiomyocyte revient dans un état relaché a la suite de la fixation de I’ATP sur les tétes de
myosine, provoquant la séparation avec 1’actine. L’hydrolyse de I’ATP, via des ATPases des
tétes de myosine, permet de boucler le cycle de contraction et de revenir a un état basal. Ces
différentes étapes de la contraction cellulaire sont résumées dans la figure 2. La contraction des
cardiomyocytes consomme beaucoup d’énergie d’ou la nécessité d’avoir une grande quantité

de mitochondries.

Hydrolyse de IATP

Téte de myosine pivote
Glissement des filaments
Largage de d'actines

'ADP + Pi

Liaison de I'actine avec la
myosine

‘ Cycle de contraction ‘

Tant que I'ATP est
disponible et la
concentration en Ca?* est
élevée

RELAXATION
CONTRACTION

Fixation de I'ATP sur les
tétes de myosines

Figure 2 : Représentation des mécanismes moléculaires de la contraction cardiaque décrivant le
cycle d’association et de dissociation entre ’actine et la myosine

A la suite d "une augmentation de calcium intracellulaire, la troponine change de conformation et libére le
site d’interaction entre 1’actine et les tétes de myosine. L hydrolyse de I’ATP permet la fixation de I’ADP
et le Pi sur les tétes de myosine et forme des ponts d’unions entre ’actine et la myosine. Le relargage de
I’ADP + Pi fait pivoter les tétes de myosine et entrainer le glissement des filaments d’actines vers le centre
de la cellule. La fixation de I’ATP sur les tétes de myosine provoque la rupture des ponts d’unions.
Servier image
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3. Couplage excitation-contraction

La contraction des cardiomyocytes est déclenchée par I’arrivée d’une activité électrique
dépolarisante. Différents acteurs interviennent dans ce mécanisme. Ils sont représentés dans la
figure 3. La dépolarisation transitoire rapide de la membrane plasmique entraine 1’ouverture de
canaux calciques voltage-dépendants. Une entrée massive de calcium dans le cytoplasme
déclenche a son tour I’ouverture des récepteurs a la Ryanodine de type 2 (RYR2) (Donald M.
Bers 2002). Le RYR2 est un canal ionique, localis¢ a la surface du RS, permettant le passage
d’une grande quantité de calcium du RS vers le cytoplasme de la cellule. Ce phénomene est
appelé « calcium-induced calcium release » (CICR) (Fabiato 1983). Le calcium peut alors se
lier a la TnC permettant la contraction du cardiomyocyte. Enfin, lors de la relaxation cellulaire,
le calcium se détache de la TnC et est recapturé en grande partie a I’intérieur du RS via la pompe
SERCA (Sarco-Endoplasmic Reticulum ATPase, en anglais) et une autre partie est extrudée de
la cellule via I’échangeur Na*/Ca?* (Sodium Calcium exchanger NCX en anglais) (Pfeiffer et
al. 2014). Le phospholamban (PLB) est une protéine transmembranaire du RS et est également
un acteur de la recapture du calcium, car il module I’activité de la SERCA. En condition basale,
le PLB inhibe la recapture du calcium par la SERCA. La phosphorylation du PLB l¢ve cette
inhibition. Ceci augmente 1’affinité du calcium avec la SERCA et accélére la recapture de cet
ion (Akin et al. 2013). L’échangeur NCX, quant a lui, fait sortir de la cellule un ion calcium en
¢change d’une entrée de trois ions sodiques, rendant cet échange électrogénique et

potentiellement pro-arythmogene (Nagy et al. 2004).
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Figure 3 : Représentation schématique du couplage excitation-contraction (CEC)

L'activation des canaux Nay1.5 permet l'ouverture des canaux Cayl.2 induisant une entrée d’ions Ca?".
L'activation du RyR2 par Ca’" conduit a une libération massive de Ca?* a partir du réticulum sarcoplasmique
(RS) conduisant a la fixation de Ca** sur les myofilaments entrainant une contraction musculaire. Le retour
a une concentration initiale de Ca*" intracellulaire est obtenu par la recapture du Ca® dans le RS par la
SERCA et en extrudant le Ca? hors de la cellule par le NCX, entrainant une relaxation musculaire.

Bers 2002

4. Les disques intercalaires

Le coeur est un organe qui subit de fortes contraintes mécaniques. De plus, les
cardiomyocytes doivent propager I’influx électrique rapidement afin d’avoir une contraction
cardiaque coordonnée. Pour remplir ce role, les disques intercalaires (DI) vont permettre de
maintenir I’intégrité mécanique et structurale du coeur, tout en propageant rapidement 1’activité
¢lectrique de cellules a cellules. Les DI sont composés du desmosome et des jonctions

communicantes ou jonctions gap.

a) Le desmosome

Les desmosomes sont des jonctions intercellulaires qui assurent une forte adhésion entre
les cardiomyocytes. On retrouve les desmosomes dans des tissus tels que I’épiderme et le

myocarde ou ils subissent continuellement des forces mécaniques. De plus, ils se lient au
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cytosquelette formant des liaisons fortes avec les filaments intermédiaires et conférant ainsi une
résistance mécanique aux tissus. Parmi les protéines desmosomales décrites dans la figure 4,
on retrouve la desmoplakine (DSP), les protéines armadillos composées de la plakoglobine
(Pkg) et de la plakophiline (PKP), ainsi que les cadhérines telles que la desmocolline (DSC) et
la desmogléine (DSG).

A / \
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PG T 17
//: c [_op N
/7< PG Desmoglein
© ey
PG T
c | DP N Desmocollin
/_>< N
/7 ¢ |mmep| N> C
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KIF / IDP ODP Extracellular core
15-20nm ~8nm 15-20 nm ~34 nm
PM PM

Figure 4 : Représentation des différentes protéines composant le desmosome

Le desmosome est composé de plusieurs protéines. De droite a gauche, le desmosome est composé de la
DSC2 et de la DSG2 permettant la liaison avec le desmosome d’une cellule voisine et liant les protéines
desmosomales intracellulaires, dont la Pkg et la PKP2, se liant toutes les deux a la DSP. Cette derniére
permet la liaison aux filaments du cytosquelette.

KIF : Keratin Intermediate Filaments (Filaments intermédiaires de kératine) ; IDP : Inner Dense Plaque
(Plaque dense interne) ; DP : Desmoplakine ; PG : Plakoglobine ; PKP : Plakophiline ; ODP : Outer Dense
Plaque (Plaque dense externe) ; PM : Plasma membrane (membrane plasmique)

Delva et al. 2009

Desmoplakine

Tout d’abord, la desmoplakine est la plus abondante dans le desmosome. Elle interagit
avec les filaments intermédiaires de desmine dans les cardiomyocytes. La structure de la DSP
est composée de trois domaines, une téte globulaire en partie N-terminale, et une partie centrale
en forme de tige enroulée reliant la queue C-terminale (Jefferson et al. 2007). La structure de
cette protéine est illustrée dans la figure 5. La téte globulaire fournit des sites de liaisons pour
les protéines armadillos (Pkg et PKP) (Choi et al. 2002). La région C-terminale contient trois
domaines répétés de plakine homologue que I’on nomme A, B et C. Cette partie est composée

¢galement d’'un domaine riche en glycine-sérine-arginine (GSR) permettant de réguler la
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capacité de la desmoplakine a interagir avec les filaments intermédiaires (Stappenbeck et al.
1994). Comme montré dans la figure 5, il existe deux isoformes de DSP : la DSP I de 322 kDa
et la DSP II de 259 kDa, sont générées par épissage alternatif et ne different que par la longueur
du domaine central. La DSP I est la forme prédominante dans les myocytes cardiaques (Uzumcu

2005).
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Figure 5 : Schéma de la structure moléculaire de la desmoplakine

La DSP est composée d’une téte globulaire (Head) a I’extrémité N-terminal qui médie les interactions
protéiques. La partie centrale (Rod) differe par la longueur de cette partie créant 2 isoformes de la
DSP. La partie C-terminal contient trois domaines répétés de plakine (A, B, C), ainsi qu'un domaine
riche en glycine-sérine-arginine (GSR) régulant la liaison de la DSP aux filaments intermédiaires
Delva et al. 2009

Les protéines armadillo

Les protéines armadillo ont premi¢rement été découvertes chez la drosophile pour
réguler la polarité segmentaire (Peifer et al. 1992). Les membres de cette famille sont composés
de la téte N-terminale, d’une partie centrale et d’'une queue C-terminale. La caractéristique
principale de ces protéines se trouve dans le domaine central. Ce domaine contient un nombre
variable de répétitions de 42 acides aminés (appelés répétitions arm). Parmi ces protéines, on
retrouve la Pkg, la B-caténine et les PKP (Hatzfeld 2007). Le réle de ces protéines dans les
desmosomes est de se lier avec la desmoplakine. Cela confére donc aux protéines armadillo un

role de relai entre les cadhérines et la desmoplakine.

Plakoglobine

La Pkg est la mieux caractérisée des protéines armadillo. D’un point de vue structurel,
illustré dans la figure 6, elle contient 12 répétitions arm. Plusieurs études de mutagénese par
deélétion suggerent que la clé de liaison aux cadhérines se trouve dans la partie C-terminale de

la protéine (Witcher et al. 1996). Cette protéine semble majoritairement localisée dans les
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desmosomes, probablement parce que son affinité pour les cadhérines desmosomales est plus
forte que celle des E-cadhérines présente aux jonctions adhérentes (Chitaev et al. 1996). La Pkg
présente 85% d’homologie avec la B-caténine (Peifer et al. 1992). En plus de jouer un rdle
structurel dans les jonctions cellule-cellule, la plakoglobine participe a la transduction du signal
intracellulaire (Peifer, Berg, and Reynolds 1994). En effet, la $-caténine et la Pkg fonctionnent
comme un régulateur du facteur de transcription des cellules T (TCF) et donc module la voie
de signalisation Wnt. Deux études sur des kératinocytes ont montré qu’une surexpression de la
Pkg diminuait la prolifération de ces cellules alors qu’une surexpression de la B-caténine
augmentaient la prolifération via la voie de signalisation Wnt. Ces résultats suggerent qu’il

existe un équilibre entre ces deux protéines (Charpentier et al. 2000; Gat et al. 1998).

Plakophiline-2

I1 existe 3 formes de PKP (1-3) présentant 55% d’homologies dans la partie arm avec
les autres protéines armadillo. Ces isoformes se trouvent principalement dans les desmosomes
(Hatzfeld 2007). Parmi ces protéines, la forme la plus proéminente dans le cceur est la PKP2
(Grossmann et al. 2004). La partie centrale de la PKP2 contient 9 répétitions arm avec un ajout
d’acides aminés donnant une forme courbée a la protéine, comme il est possible d’observer
dans la figure 6 (Mertens, Kuhn, and Franke 1996). Il existe deux isoformes de la PKP2, une
variante « a », plus courte, et une forme « b » plus longue (44 acides aminés supplémentaires)
générée par épissage alternatif, figure 6. Comme pour les autres protéines de cette famille, la
PKP sert avant tout de protéine d’échafaudage ou son role est fortement li¢ a la formation du
complexe desmosomal, notamment en liant la Pkg et la desmoplakine (X. Chen et al. 2002). De
récentes €tudes, notamment sur la PKP2, montrent que cette protéine joue un réle important
dans le transport de la desmoplakine vers la membrane lors de 1’assemblage du desmosome. La
PKP2 régulerait 1’association de la desmoplakine avec les filaments intermédiaires par le biais
de son rdle d’échafaudage avec la protéine kinase C (PKC) (Green et al. 2010; Godsel et al.
2005).
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Figure 6 : Schéma de la structure moléculaire de la Plakoglobine et les 2 isoformes de la
Plakophiline

La Pkg et la PKP font partie de la famille des protéines armadillo. La plakoglobine (PG) contient 12
répétitions arms qui sont flanquées d’une téte N-terminal et une queue C-terminal. Les PKP contiennent
des répétitions a 9 bras et comprennent un insert entre les répétitions 5 et 6 qui introduit une courbure dans
la structure globale. Il existe 2 isoformes de la PKP, une forme courte a et longue b.

Delva et al. 2009

Les Cadhérines desmosomales

Les cadhérines desmosomales sont composées des DSC et des DSG, figure 7. Elles
constituent les protéines transmembranaires des desmosomes. Chez I’homme on retrouve 7
isoformes : 3 pour les DSC et 4 pour les DSG (Green and Simpson 2007). La figure 7 démontre
que ces protéines comportent toutes quatre domaines extracellulaires homologues aux
cadhérines, un domaine transmembranaire et un domaine d’ancrage intracellulaire. Les
domaines extracellulaires comptent environ 110 acides aminés et sont séparés par des motifs
de liaison au calcium. Le calcium extracellulaire est important pour le maintien de I’intégrité
des cadhérines (Pokutta and Weis 2007). La DSG et la DSC contiennent un site intracellulaire
spécial pour se lier avec la Pkg (Mathur, Goodwin, and Cowin 1994). Les DSG comprennent
une extension C-terminale qui leur sont propre et différent des DSC par ce domaine.
Notamment on trouve un domaine de liaison intracellulaire riche en proline et un domaine
terminal riche en glycine (Garrod and Chidgey 2008). Les fonctions de cette extension restent
encore a définir. Généralement les cadhérines présentent une adhésion protéique dépendante du
calcium et forment des interactions homophiles. Ceci soutient I’adhésion cellulaire et la

structuration des tissus. Ces cadhérines desmosomales jouent donc un réle central dans la
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structure cardiaque. Au niveau du cceur, les isoformes de la DSC2 et de la DSG2 sont retrouvées

(Garrod and Chidgey 2008).
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Figure 7 : Schéma de la structure moléculaire de la Desmocolline et la Desmogléine

La DSG et la DSC contiennent quatre domaines extracellulaires, une ancre extracellulaire, un domaine
transmembranaire et une ancre intracellulaire, qui est suivie d’une partie cytoplasmique différente entre les
2 protéines. La DSG et I’isoforme «a» de la DSC contiennent une séquence intracellulaire de type
cadhérine permettant la liaison a la Pkg.

Delva et al. 2009

b) Les jonctions gap

Les jonctions gap sont le deuxiéme ¢élément qui composent les DI. Ces jonctions sont
impliquées dans un certain nombre de fonctions biologiques, notamment dans le passage direct
du courant électrique entre les cardiomyocytes (Saffitz et al. 1995). D’un point de vue
organisationnel, ces jonctions sont composées de 2 connexons a travers 1’espace extracellulaire
et forment, une fois assemblées, un pore perméable. Chaque connexon résulte de
I’oligomérisation d’une protéine membranaire appelée connexine. Au niveau cardiaque, la
connexine 43 est la plus abondante et est impliquée dans la propagation de I’influx ¢électrique.
L’ancrage et le maintien des connexines a la membrane sont hautement assurés par les
desmosomes. En effet, de récentes études ont montré que notamment la PKP2 assurait la
stabilit¢ de la connexine 43 au niveau membranaire (Sato et al. 2009; Pieperhoff, Schumacher,

and Franke 2008; M. W. M. Li et al. 2009).
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5. Activité ¢électrique cardiaque
a) Genese et propagation électrique

L’activité électrique cardiaque nait au niveau du nceud sinusal (NS), localisé dans la
paroi supérieure de I’oreillette droite. Le NS constitue le pacemaker dominant du cceur et est
considéré comme le chef d’orchestre de I’impulsion électrique. L’excitation électrique se
propage dans les oreillettes jusqu’au nceud auriculo-ventriculaire (AV), situé au plus pres des
ventricules, dans la cloison inter-auriculaire droite. Le nceud AV posséde également un role de
pacemaker, a une fréquence spontanée plus faible cependant que le NS. Dans le cas ou le NS
est déficient, celui-ci peut prendre le relai. L’impulsion électrique se propage ensuite aux
ventricules via le systéme conducteur, composé du faisceau de His et les fibres de Purkinje. Le
faisceau de His, situé dans la cloison interventriculaire, permet de rallier le nceud AV et les
ventricules. Ce faisceau de His se ramifie en deux branches formant les fibres de Purkinje. Ces
fibres rentrent en profondeur dans les ventricules et ainsi contribuent au déclenchement
simultané des ventricules (Nerbonne and Kass 2005). La genese et la propagation de I’influx

électrique sont illustrées dans la figure 8.
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Figure 8 : Représentation du systéme de conduction de ’activité électrique cardiaque
L’activité électrique cardiaque nait au niveau du noeud sinusal, qui constitue le pacemaker du ceeur, et se
propage dans les oreillettes jusqu’au nceud auriculo-ventriculaire. L’activité électrique descend dans le
septum jusqu’a I’apex a I’aide du faisceau de His et se propage de bas en haut dans les ventricules a partir
du réseau de Purkinje

Inhalotherapie.com
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b) Le potentiel d’action

L’activité €lectrique au sein du coeur est caractérisée par la génération et la propagation
de potentiels d’actions (PA). Le PA correspond a une dépolarisation transitoire du potentiel de
membrane due a ’activation et I’inactivation séquentielle de canaux ioniques dépendants du
potentiel, assurant un flux d’ions entre les milieux intracellulaire et extracellulaire en fonction
du gradient électrochimique. Il se décompose en 5 phases, illustré dans la figure 9.

La phase 0 de dépolarisation est tres rapide, quelques millisecondes, et dépolarise la cellule
entre -80 mV a +30 mV. Cette phase est due a I’activation d’un courant sodique entrant voltage-
dépendant.

La phase 1 de repolarisation précoce est plus importante dans les oreillettes qui possedent un
PA plus court que les PA ventriculaires. Une légere et transitoire repolarisation membranaire
survient lors de cette phase. Les canaux potassiques Kv42 et Kv43 supportant le courant
potassique transitoire sortant I, (efflux de potassium), sont responsables de cette phase 1
(Nerbonne and Kass 2005).

La seconde phase se caractérise par un plateau ou la polarité membranaire est stabilisée aux
alentours de 0 mV. Cette phase met en jeu des canaux calciques voltages-dépendants et permet
I’entrée d’ions calcium dans la cellule. Le second courant impliqué dans cette phase est un
courant potassique retardé sortant Ixs permettant de faire sortir des ions potassiums. Cette phase
de plateau se maintient aussi grace a 1’action de I’échangeur NCX dont le sens dépend du
gradient de concentration des deux ions. C’est I’équilibre entre la sortie et ’entrée des charges
positives qui permet de maintenir la polarité membranaire (D. M. Bers and Perez-Reyes 1999).
La phase 3 est la phase dite de repolarisation finale. Elle permet le retour au potentiel de repos
a -80 mV. Cette phase est due a la sortie de charges positives, concomitantes a ’arrét d’entrée
de charges positives grace a une inactivation plus rapide des canaux calciques voltages
dépendants. Cette phase fait intervenir un autre courant potassique Ik, et lorsque la cellule
atteint -50 mV, un autre courant potassique s’active : le courant Ix;. Ce dernier présente une
rectification dans le sens entrant et permet le retour et le maintien de la polarit¢é membranaire a
-80 mV (Schram et al. 2002). Ce retour a ce potentiel correspond a la phase 4 et est la phase

dite de repos.
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Figure 9 : Schéma représentatif d’un potentiel d’action et des courants ioniques associés

La phase 0 du potentiel d’action représente la dépolarisation et est régie par une entrée d’ions sodique due
au courant sodique. La phase 1 représente la repolarisation précoce par une sortie d’ions potassiques par le
courant I,. Cette phase est suivie du plateau dii & une entrée et augmentation massive intracellulaire de
calcium. La phase 3 représente la repolarisation due a une sortie d’ions potassiques par les courants Iks et
Ikr. Enfin la phase 4 représente la phase de repos et est régie par le courant Ik;.

Tous les PA cardiaques comportent ces 5 phases. Néanmoins, on distingue différents
types de PA selon I’origine cellulaire, comme il est possible de I’observer dans la figure 10. En
effet, il existe une différence entre les PA auriculaires et ventriculaires avec une durée de (APD)
beaucoup plus courte au niveau des oreillettes. De plus, le PA arbore une morphologie
légerement différente entre les couches endocardiques et €picardiques ; ceci afin de permettre
une repolarisation homogene du tissu. Enfin, les zones pacemaker du cceur présentent une
dépolarisation diastolique lente due a I’expression du canal HCN responsable du courant Ir ou
courant de pacemaker. Ce canal est perméable pour les ions sodiums (Na*) et potassiques (K*)
et est responsable d’un courant entrant dans la cellule. Il a été¢ étudié pour la premicre fois en
1979 par Dario DiFrancesco et identifié comme un régulateur majeur de la fréquence cardiaque,
notamment en réponse aux catécholamines (DiFrancesco 1993; Brown, DiFrancesco, and

Noble 1979).
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Figure 10 : Représentation schématique des différents types de potentiel d’action cardiaque et
leur implication dans PECG

Les cardiomyocytes atriales et ventriculaires ne présentent pas de dépolarisation diastolique lente comparé
eaux cellules du nceud sinusal et du nceud atrio-ventriculaire. Les cardiomyocytes de ces deux dernicres
zones ont un profil qui leur est propre leur permettant d’assurer leur fonction de pacemaker. Le PA atrial
représente 1’onde P jusqu’au complexe QRS, alors que le PA des ventricules représente la durée du QT de
I’ECG

Giudicessi et al. 2012

6. Troubles du rythme cardiaque

Les troubles du rythme, nommeées arythmies, correspondent a des perturbations dans la
genese et/ou la propagation de I’influx électrique. Ceci a pour conséquence d’altérer
I’enchainement spatial et/ou temporel de 1’excitation des oreillettes et des ventricules ou de leur
couplage. Ces altérations peuvent affecter la fréquence, la régularité ou le site de formation de
I’impulsion. D’apres le triangle de Coumel, trois composantes sont nécessaires pour générer
une arythmie : un facteur déclencheur, un substrat arythmogénique et un facteur modulateur
(Farré and Wellens 2004).

Un automatisme anormal ou une activité déclenchée spontanément sont considérés
comme des facteurs pro-arythmogéniques. Ceci se produit dans des cardiomyocytes
ventriculaires ou le potentiel de repos est « pathologiquement » dépolarisé, ou a la suite de la
prise de médicaments comme des digitaliques. Une diminution du potentiel de membrane

conduit a une dépolarisation diastolique spontanée générant un PA pendant la diastole.
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Une autre cause de facteurs déclencheurs est un déséquilibre entre les courants sortants et
entrants modifiant I’excitabilit¢ membranaire. Ces courants entrants ectopiques sont a 1’origine
de post-dépolarisations précoces ou tardives (Early/Delayed-after depolarization EAD, DAD
en anglais). Les EAD surviennent lorsque le PA est anormalement prolongé et correspondent a
une nouvelle phase de dépolarisation de la membrane au lieu de la repolarisation attendue.
L’allongement du PA permet de dépasser la période réfractaire de canaux ioniques, les rendant
de nouveaux disponibles, tels que les canaux calciques de type lents, comme illustré dans la
figure 11. Cet allongement peut étre la conséquence d’une hypokaliémie ou [’utilisation de
certains médicaments tels que la quinidine, le vérapamil ou le diltiazem (Weiss, Qu, and
Shivkumar 2017). Les DADs se produisent aprés la repolarisation de la membrane. Ils
surviennent, par exemple, en cas d’intoxication digitalique ou d’une élévation du niveau de
calcium intracellulaire. Une surcharge calcique intracellulaire fait sortir des ions calcium par
I’échangeur NCX. Cependant ceci fait entrer des ions sodiums dans la cellule. Si I’entrée de
sodium est suffisante pour créer une post-dépolarisation atteignant le potentiel seuil pour
I’activation des canaux sodiques Nay1.5, ceci déclenche un nouveau PA (Ter Keurs and Boyden

2007). Ce phénomene est illustré dans la figure 11.
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Figure 11 : Représentation des mécanismes pro-arythmiques déclenchant les EAD et DAD
Durant la systole, une élongation du potentiel d’action induit un dépassement de la période réfractaire des
canaux calciques pouvant étre réactivée et déclencher des dépolarisations précoces arythmiques. Durant
la diastole, une surcharge calcique intracellulaire active le NCX faisant extruder le calcium, mais induit
une entrée de sodium. Cette entrée de sodium induit une dépolarisation de la cellule, si cette dépolarisation
dépasse le seuil d’activation des canaux sodiques, cela créer une dépolarisation tardive arythmique.

L’automatisme anormal et les EAD/DAD sont des facteurs déclencheurs d’arythmies,

notamment des extrasystoles. Les extrasystoles correspondent a une impulsion électrique issue
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d’un foyer ectopique. Elles peuvent étre isolées ou dégénérer en tachycardie ou fibrillation en
présence d’un substrat arythmogéne.

Une lésion anatomique peut générer un phénomene de fibrose, créant un substrat
arythmogene. Ceci créée un bloc de conduction et est 'une des causes du phénoméne de
réentrée. La réentrée est caractérisée par le fait qu’une impulsion électrique ne s’éteint pas apres
une premicre activation, mais persiste et réactive le tissu cardiaque précédemment excité,
illustré dans la figure 12. Deux phénoménes sont nécessaires a la réentrée: un bloc
unidirectionnel de conduction et une zone de conduction lente. Le bloc unidirectionnel
correspond a un bloc de conduction transitoire dans une direction, le long d’un groupe de fibres
myocardiques. La présence d’un bloc entraine une conduction électrique asymétrique en forme
de boucle a travers laquelle la méme activité électrique peut a nouveau se propager et ré-exciter
les zones précédemment traversées. Une conduction lente, ou une boucle d’activation
suffisamment étendue, est une condition supplémentaire pour ’apparition d’une réentrée.
L’influx doit étre suffisamment retardé pour permettre a des régions situées en aval de
I’activation de récupérer leur excitabilité. Les périodes réfractaires courtes favorisent ce
phénomeéne et permettent des réentrées plus rapides (Kléber and Rudy 2004). La réentrée établit
un environnement propice au déclenchement d’une fibrillation ventriculaire en combinaison
d’une extrasystole. Les fibrillations correspondent a des spasmes de haute fréquence et non
coordonnées du myocarde. Ce phénomene est trés dangereux a cause de l'insuffisance de

I’apport de sang au reste de 1’organisme.

A4

= = - - = - o

Normal Réentrée

Figure 12 : Principe des arythmies de réentrées

A gauche (A) dans le tissu sain, le signal électrique parcourt chaque branche a vitesse égale. Si les deux
branches sont connectées, les signaux rencontreront des tissus réfractaires et ne progresseront plus.
Cependant en condition pathologique, a droite (B), une des branches présente un bloc de conduction
(croix rouge), le signal électrique descendra dans une seule branche et pourra exciter cette branche dans
un moment ou elle n’est pas réfractaire. Ceci créera une ré-excitation du tissu.

Schmitt et al. 2014
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Enfin, le systéme nerveux autonome posséde un role important dans le contrdle de la
fonction cardiovasculaire, car il régule la fréquence cardiaque (effet chronotrope), la force de
contraction (effet inotrope), la vitesse de conduction (effet dromotrope), I’excitabilité (effet
bathmotrope) et la relaxation (effet lusitrope) du cceur. Ce controle est effectué par I’innervation
des systemes sympathique et parasympathique (Vaseghi and Shivkumar 2008). Cependant une
innervation aberrante peut étre une cause majeure dans le déclenchement des arythmies. Ceci
correspond au facteur modulateur d’arythmies. En effet, la stimulation sympathique du cceur,
via les récepteurs B-adrénergiques (majoritairement de type 1), est un mécanisme de controle
extrinséque important ayant un effet excitateur sur la fonction cardiaque via son médiateur la
norépinephrine. L’activation de ces récepteurs Pl entraine la production d’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc), activant directement le courant ir (canal pacemaker),
conduisant & une augmentation du rythme cardiaque. De plus, I’AMPc active la protéine kinase
A (PKA), qui permet elle-méme la phosphorylation du canal Cay de type L. Cela augmente la
force et la fréquence de la contraction cardiaque, ainsi que la phosphorylation du PLB,
augmentant également la relaxation cardiaque. Par conséquent, une perturbation cardiaque
provenant du systéme sympathique entrainera une perturbation de 1’homéostasie calcique,
pouvant perturber 1’ouverture de canaux ioniques activés par le calcium et ainsi déclencher des
arythmies.

Des Iésions attribuables a de nombreuses anomalies et maladies du cceur peuvent étre a
I’origine d’une arythmie. Par exemple, une cardiomyopathie peut aboutir a différents troubles
du rythme. La cardiomyopathie conduit un remodelage progressif du cceur qui empéche le
muscle cardiaque de pomper le sang efficacement. Les origines de la cardiomyopathie sont
nombreuses. La cardiomyopathie peut étre liée a une mutation génétique donc héréditaire ou
bien attribuable a I’hygiéne de vie, le diabéte ou a la suite d’une crise cardiaque ayant entrainé
des dommages du muscle cardiaque. Il existe différents types de cardiomyopathies dont la
cardiomyopathie hypertrophique, qui est la plus courante, la cardiomyopathie dilatée ou bien la

cardiomyopathie arythmogeéne du ventricule droit (Brieler, Breeden, and Tucker 2017).
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II. La cardiomyopathie arythmogene

La cardiomyopathie arythmogéne (CA) est une pathologie autosomale dominante
caractérisée par des anomalies structurelles et fonctionnelles du ventricule. L’apparition
d’arythmies ventriculaires constitue le signe clinique majeur de la pathologie (C. Basso et al.
1996). Cette pathologie peut débuter par une atteinte du ventricule droit et a donc longtemps
été nommée la cardiomyopathie arythmogéne du ventricule droit (CAVD). Cependant, de plus
en plus de cas cliniques rapportent une implication du ventricule gauche et des formes bi-
ventriculaires (Sen-Chowdhry et al. 2010). Ceci a amené la communauté scientifique a adopter
une nouvelle dénomination pour la CAVD en CA. La prévalence de la CA est estimée entre
1/1000 et 1/5000 avec une pénétrance liée a I’age, ce qui la classe dans la catégorie des maladies
rares. Les symptomes cliniques sont généralement présents au cours des troisieémes a quatriémes
décennies de la vie, malgré un diagnostic précoce chez certains jeunes patients a I’effort (Thiene
et al. 1988). Cette pathologie est souvent associée a une maladie touchant des canaux ioniques,
car les épisodes arythmiques surviennent avant 1’apparition d’anomalies structurelles (Austin

et al. 2019). Ainsi, le diagnostic précoce et spécifique pose encore des défis.

1. Aspect Physiopathologique

La CA se caractérise notamment par une perte progressive du myocarde, accompagnée
par un remplacement fibro-adipeux, initialement localisé puis diffus, dans le myocarde selon la
progression de la pathologie. L’infiltration fibro-adipeuse peut débuter dans le ventricule droit
entre la partie antérieure de I’infundibulum pulmonaire (1), I’apex (2) et la paroi inféro-
postérieure (3) et s’étend progressivement a I’endocarde (Asimaki, Kleber, and Saffitz 2015).

Cette région correspond au triangle de dysplasie, figure 13A.
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RA

Figure 13 : Caractéristique morphologique de la cardiomyopathie arythmogéne
(A) Représentation du triangle dysplasique qui montre les zones caractéristiques des anomalies
structurelles du ventricule droit. 1 infundibulum pulmonaire, 2 apex et 3 parois inféro-postérieur.
(B) Développement de la cardiomyopathie arythmogéne. 1 A la naissance le coeur est
structurellement sain, puis 2 les 1ésions myocardiques apparaissent au niveau de 1’épicarde pour
s’étendre jusqu’a 1’endocarde 3. Enfin en 4, la paroi cardiaque s’amincit avec un remplacement
fibro-adipeux
Basso et al. 2009; Hoorntje et al. 2017
RA: oreillette droite; RV: ventricule droit; LV: ventricule gauche

La CA est une maladie progressive comprenant plusieurs phases, comme montré dans
la figure 13B. La phase initiale est nommée « concealed phase », car elle présente trés peu,
voire aucun, changement structurel, avec une susceptibilit¢ accrue au développement
d’arythmies ventriculaires. La seconde phase se caractérise par des signes cliniques d’arythmies
aboutissant a des anormalités fonctionnelles du ventricule droit. Les premiers signes
morphologiques sont aussi constatés avec la présence d’inclusion fibro-adipeuse localisée. A
ce stade, les patients peuvent subir des palpitations, des syncopes et des arréts cardiaques
(Hoorntje et al. 2017; Asimaki, Kleber, and Saffitz 2015). La progression de la maladie entraine
le développement de la troisiéme phase : I’insuffisance cardiaque. Cette insuffisance est
notamment causée par un appareil contractile défectueux. La derniére phase est marquée par
une atteinte manifeste du ventricule gauche et une insuffisance cardiaque biventriculaire. En
effet, les patients montrent une insuffisance biventriculaire accompagnée d’une dysfonction
systolique. La CA gauche se caractérise par une implication primaire, mais pas exclusive du
ventricule gauche, tandis que la forme biventriculaire est définie par une implication précoce et
paralléle des deux ventricules (Sen-Chowdhry et al. 2010). A ce stade, la CA peut mimer une

cardiomyopathie dilatée avec plusieurs complications comme la fibrillation atriale et des
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événements thromboemboliques (Corrado, Basso, and Judge 2017). La transplantation
cardiaque devient a ce stade la seule thérapie efficace.

Des études de 1’ultrastructure du myocarde sur des biopsies de patients ont montré un
remodelage au niveau des disques intercalaires avec une perte des desmosomes (Cristina Basso
et al. 2006). Ceci suggere une implication des desmosomes conduisant a une perturbation des
jonctions intercellulaires accompagnées d’un détachement des cardiomyocytes et une mort
cellulaire. Ce découplage cardiomyocytaire peut étre aggravé avec 1’exercice physique. En
effet, un effort physique augmente la pression des ventricules entrainant un stress plus important
de la paroi du myocarde (La Gerche et al. 2011). L’activité sportive augmente donc le risque

de mort subite cardiaque chez le sujet jeune.

2. Aspect clinique

Les premicres manifestations cliniques se produisent durant la phase dite silencieuse
(concealed phase) et sont typiquement causées par des arythmies ventriculaires. Les plus
communes des présentations cliniques sont des palpitations et des syncopes chez I’adolescent
ou le jeune adulte. Il est possible d’observer sur 1’¢lectrocardiogramme (ECG) une inversion de
I’onde T. Un défaut de conduction a travers le ventricule droit peut aussi se traduire par une
dépolarisation anormale sur 1’électrocardiogramme (Corrado, Basso, and Judge 2017).
Cependant le diagnostic par I’ECG reste compliqué, car 1’activité €lectrique du ventricule droit
peut étre masquée par I’activité électrique du ventricule gauche, en raison de la faible masse du
ventricule droit par rapport a celle du ventricule gauche. Les arythmies ventriculaires, parfois
de simples extrasystoles peuvent dégénérer en fibrillation. Il est important de noter, qu’une
stimulation béta adrénergique peut aggraver ces arythmies (Marcus et al. 2009). Sur des études
d’imageries, ’altération du ventricule droit présente une dilatation et 1’apparition de tissu
adipeux dans le myocarde. Ceci induit un dysfonctionnement global du ventricule suivi
d’anomalie de mouvement de la paroi du ventricule tel qu'une akinésie systolique ou une
dyskinésie. Une ¢étude exploratoire d’imagerie par résonance magnétique fournit des
informations complémentaires concernant la présence ainsi que la quantité de cicatrices
myocardiques (Sen-Chowdhry et al. 2010). Au stade final de la maladie la fonction pompe du
ceeur ne peut plus étre assurée a la suite du remodelage structurel profond des ventricules. A ce
jour, il n’existe pas d’outil de diagnostic pour identifier précocement les personnes atteintes de

la CA.
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3. Aspect génétique
a) Mutations desmosomales

Des observations de plusieurs familles porteuses de la pathologie ont montré une base
génétique pour la CA. Dans 50% des cas, les mutations sont retrouvées sur les geénes

desmosomaux, figure 14 (Quarta et al. 2011; J. A. Groeneweg et al. 2014).

Plakophiline-2

Parmi ces genes desmosomaux, la PKP2 est le geéne le plus fréquemment muté (45%
des cas) dans cette pathologie (Gerull et al. 2004). Dans la plupart des cas, les mutations se
trouvent dans la partie C-terminale de la protéine, bien que des mutations affectant d’autres
domaines aient été rapportées. (Mertens, Kuhn, and Franke 1996). Des souris KO (Knock-Out)
homozygotes pour la PKP2 présentent une létalité embryonnaire causée par des défauts de
structuration cardiaque et une fragilit¢ du myocarde. Cette étude montre une rétraction des
filaments intermédiaires dans le cytoplasme, démontrant I’importance de la PKP2 pour le
recrutement de la desmoplakine et le maintien du cardiomyocyte (Grossmann et al. 2004). Ces

résultats illustrent bien ce qui est constaté chez les patients atteints de la CA.

Desmoplakine

La seconde protéine desmosomale le plus souvent mutée (3% des cas) est la DSP. Une
mutation dominante (S299R) sur le géne codant pour la DSP a été retrouvée chez un patient
atteint de la CA (Rampazzo et al. 2002). Cette mutation se trouve au niveau N-terminale de la
protéine, responsable de la liaison avec la Pkg et induit une forme tronquée de la protéine due
a I’apparition prématurée d’un codon stop. La forme immature de la protéine induite par la
mutation provoque une dimérisation de la DSP, formant des agrégats protéiques au niveau des
desmosomes. De plus, il a été suggéré que des mutations sur ce géne soient plus fréquemment
a I’origine de formes biventriculaires de la CA (Castelletti et al. 2017). Il est important de noter
que les mutations atteignant la PKP2 sont retrouvées le plus fréquemment chez les cohortes de
patients adultes, alors que les mutations de la DSP sont le plus souvent retrouvées chez les
patients jeunes (Te Riele et al. 2015; Bauce et al. 2011; Gerull et al. 2004). De plus, les patients
portant une mutation sur la DSP présentent une dilatation plus importante du ventricule droit,

ce qui suggere une gravité plus importante en cas de mutation sur ce géne (Bauce et al. 2011).
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Cadhérines desmosomales

Des mutations sur les cadhérines desmosomales sont retrouvées dans la CA. Des
mutations sur la DSG2 représentent 4% des cas alors que les mutations sur la DSC2 représentent
2% des cas (Judith A. Groeneweg et al. 2015). Ces cadhérines sont synthétisées comme des
pro-protéines et subissent un clivage post-transcriptionnel, par une protéase, afin d’étre
pleinement fonctionnelles. Différentes mutations ont été identifiées pour induire un défaut de
maturation de ces protéines, ce qui provoquerait une déstabilisation du desmosome (Awad et
al. 2006; Heuser et al. 2006; Simpson et al. 2009). D’autres mutations peuvent induire un défaut

d’adressage de ces protéines, perturbant leur localisation a la membrane (Gehmlich et al. 2011).

Plakoglobine

Enfin, les mutations atteignant la Pkg sont les plus rares. En effet, elles ont une
fréquence d’apparition de 1% des cas de CA (Judith A. Groeneweg et al. 2015). Comme décrit
précédemment, la Pkg est une y-caténine et interfere avec la B-caténine pour inhiber la voie de
signalisation Wnt. Il a été rapporté que des mutations sur cette protéine pouvaient interférer
avec cette voie de signalisation (Asimaki et al. 2007; McKoy et al. 2000).

Les mutations causant la CA ont pour conséquence de perturber les interactions cellules-

cellules et altérer les fonctions d’attachements et de signalisation des disques intercalaires.

Desmosome

Il PKP2

35% [ DSP
Bl DSC2
= DSG2
[ Pkg

10%
m Desmosome Non-Desmosome Causes inconnues

Figure 14 : Pourcentage des mutations impliquées dans la cardiomyopathie arythmogéne

Les mutations impliquant les génes desmosomaux représentent plus de 50% des mutations dans le
cadre de la CA et 10% des mutations impliquent des geénes non-desmosomaux tels que le Nay1.5, le
RYR2 ou le TGFB. Parmi les mutations des génes desmosomaux, les mutations sur la PKP2
représentent 45% des mutations desmosomales, la DSP 3%, la DSC2 2%, la DSG2 4% et la Pkg 1%.
35% des causes de la CA sont restés inconnus.
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b) Mutations non-desmosomales

D’autres mutations causant la CA ont également été retrouvées chez des génes ne codant
pas pour des protéines desmosomales. Ces mutations représentent les 10% des mutations
responsables de la CA (Lazzarini et al. 2015). Elles affectent des geénes codant pour des
protéines assurant des fonctions biologiques diverses telles que des protéines du cytosquelette,
de ’homéostasie calcique, du transport sodique ou encore de la signalisation de cytokines,
figure 14. Il est important de noter que dans 35% des cas de patients, aucun variant génétique
n’a pu étre identifié, ce qui suggere une étiologie plus hétérogeéne avec des facteurs
polygéniques et environnementaux contribuant a 1’expression phénotypique (Judith A.

Groeneweg et al. 2015). Le pourcentage des mutations est illustré dans la figure 14.

Protéine du cytosquelette

La desmine fait partie des filaments intermédiaires exprimés dans les cellules cardiaques
et relient les disques Z des sarcomeres aux costameres. Ceci permet de coordonner les
mouvements lors de la contraction des cardiomyocytes. Les mutations de la desmine sont
associées aux myopathies squelettiques ainsi qu'aux cardiomyopathies dilatées et restrictives.
Les résultats suggérent que des mutations particulieres de la desmine sont associées a de rares
cas de CA (Lorenzon et al. 2013).

La protéine transmembranaire 43 (TMEM43) est une protéine impliquée dans
I’organisation membranaire du noyau. Des mutations, au niveau du geéne codant pour cette
protéine, ont été décrites en lien avec la CA (Merner et al. 2008).

La titine est la plus grande protéine humaine et fonctionne comme un ressort
bidirectionnel, générant une rigidité passive dans les cardiomyocytes. Les mutations tronquant
la titine sont considérées comme la cause génétique la plus fréquente de cardiomyopathie
dilatée (Granzier et al. 2005). L'analyse fonctionnelle de la protéine titine mutante a mis en
évidence une altération de la cinétique de repliement entrainant une sensibilit¢ accrue a la
protéolyse et a la dégradation entrainant une altération structurelle de la titine (Taylor et al.
2011). Des mutations sur la titine sont donc maintenant considérées comme une cause

potentielle de la CA.

Protéine de I’homéostasie calcique

Des mutations des genes codant des protéines responsables de la régulation de

I'homéostasie du calcium ont également été impliquées dans la CA et mettent en évidence un
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mécanisme arythmogéne (Roux-Buisson et al. 2014; van der Zwaag et al. 2012). Le PLB, décrit
précédemment, régule 1’homéostasie calcique par I’intermédiaire de son interaction avec la
SERCA. Des mutations du PLB ont été associées a des cardiomyopathies dilatées,
hypertrophiques et arythmiques (van der Zwaag et al. 2012). Il a également été rapporté qu'une
mutation entrainant une délétion d’une région particuliere du PLB provoque a la fois une
cardiomyopathie dilatée et la CA, reflétant probablement un spectre de maladies et un
chevauchement clinique de ces pathologies (van der Zwaag et al. 2012; Sepehrkhouy et al.
2017).

Le RYR est un des acteurs majeurs dans le processus de couplage excitation-contraction.
Différentes études ont trouvé quatre mutations faux sens sur le géne codant pour le RYR pouvait
induire la CA (Tiso et al. 2001; Laitinen et al. 2001). De telles mutations provoquent des fuites
calciques appelées Ca’* sparks provenant du RS pendant la diastole. Ces Ca’" sparks peuvent

déclencher des DADs aboutissant a des troubles du rythme (Laitinen et al. 2001).

Canal sodique voltage dépendant

Comme vu précédemment, le canal sodique voltage dépendant (Nay1.5) joue un rdle
majeur dans la phase 0 du PA (Rook et al. 2012). Des mutations sur le géne SCN5A4 codant pour
le canal Nay1.5 ont été retrouvées pour étre associées dans différentes pathologies, telles que le
syndrome de Brugada, le QT long (Ruan, Liu, and Priori 2009; Remme, Wilde, and Bezzina
2008). Le syndrome de Brugada partage dans certains cas des caractéristiques phénotypiques
avec la CA, d’ou I’hypothése d’une implication du canal Nay1.5 dans la CA (Te Riele et al.
2017). Une mutation faux sens sur ce géne provoque une altération de 1’activité du canal
provoquant des tachycardies ventriculaires et des morts subites cardiaques (Te Riele et al.

2017).

Transforming growth factor 8

Le transforming growth factor f (TGFB3) est une cytokine jouant un role important
dans I’adhésion cellulaire, I’activité inflammatoire et pro-fibrotique (Sporn and Roberts 1992).
Beffagna et collaborateur ont été les seuls a identifier des mutations la région 3’ et 5 UTR du
TGFB3 surune cohorte de patients dans le cadre de la CA (Beffagna et al. 2005). Ces mutations
seraient responsables de la fibrose du myocarde dans la pathologie. A noter que le TGFB3 est
la seule protéine sécrétée impliquée dans la pathogencese de la CA jusqu'a présent et

représenterait la premiere preuve suggérant un mécanisme impliquant la signalisation paracrine
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et autocrine. Dans l'ensemble, ces données suggerent que le TGFB3 est associé a de rares cas

de CA.

4. Pathogénese
a) Perte des cardiomyocytes

La perte des cardiomyocytes est une caractéristique physiopathologique majeure de la
CA, résultant en une perte progressive du muscle cardiaque et un amincissement de la paroi du
myocarde. Ce processus constitue une étape importante dans la progression de la pathologie,
conduisant au remplacement fibro-adipeux dans le cceur. Plusieurs explications peuvent
¢lucider cette perte du myocarde ventriculaire.

La perte des cardiomyocytes pourrait étre le résultat d’une Iésion cellulaire, comme la
perte du sarcolemme ou par le déclenchement du processus d’apoptose (Pilichou et al. 2009; D.
Li et al. 2011). Les desmosomes étant fortement impliqués dans le maintien de I’intégrité du
tissu, une mutation sur un des génes desmosomaux peut induire une fragilisation de la
connexion entre les cardiomyocytes. Cette fragilisation pourrait induire des blessures suite a la
contraction cardiaque (Schlipp et al. 2014). Pour étayer cette idée, des examens pathologiques
ont révélé une localisation anormale des protéines desmosomales en lien avec une perte du
sarcolemme li¢ a des 1ésions mécaniques (D. Li et al. 2011; Bermtudez-Jiménez et al. 2018).
L’effort physique ainsi qu’un stress environnemental, qui augmentent le stress mécanique du
cceur, ont été rapportés pour accélérer la progression de la pathologie. Des études ont
effectivement rapporté des cas de morts subites cardiaques liés a la CA chez le jeune athléte,
alors que ces morts subites surviennent habituellement chez des patients plus agés (Sawant et
al. 2014). Ces observations ont également été rapportées chez un modele murin (Lyon et al.
2014; Gergek et al. 2017). L’ensemble de ces travaux supporte donc la possibilité d’une perte
des cardiomyocytes soient causés par les forces mécaniques de la contraction cardiaque dans
un environnement fragile.
D’autres facteurs peuvent expliquer cette mort cellulaire, comme la transduction de signaux
messagers induisant une apoptose cellulaire. En effet, de nombreuses études témoignent la
présence d’une apoptose cellulaire dans des échantillons de patients et sur des modéles murins
(Mallat et al. 1996; Valente et al. 1998). En effet, 1’analyse cellulaire démontre une
augmentation d’expression de géne pro-apoptotique tel que la protéase CPP-32 ou PERP (un
facteur de transcription pro-apoptotique) (Z. Yang et al. 2006; Akdis et al. 2016).
I1 est important de mentionner que la mort des cardiomyocytes n’est peut-Etre pas la seule cause
de I’infiltration fibro-adipeuse dans le cceur de patient. En effet, comme décrit plus tot, des

mutations non desmosomales entrainent une atteinte morphologique sans avoir un tissu fragilisé
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di a la déstabilisation du desmosome. Ceci pourrait indiquer que les cardiomyocytes ne meurent

pas mais pourraient se transformer en cellule adipeuse (d’ Amati et al. 2000).

b) Fibrose

Le phénomene de fibrose est un événement délétere et survient en réponse a une blessure

cardiaque telle que I’ischémie ou un infarctus du myocarde. Cependant, les mécanismes qui
permettent I’infiltration fibro-adipeuse dans le cadre de la CA demeurent mal compris.
Des études ont montré que la voie de signalisation du TGFf, qui est une cytokine pro fibrotique
dans le cceur, joue un role important dans la fibrose (Khalil et al. 2017; Leask 2007). En effet,
le TGFB se lie a une série de récepteurs membranaires, entrainant la phosphorylation et
I’activation de facteur de transcription SMAD. Ceci induit I’expression de géne pro-fibrotique
(Leask 2007). Parmi ces genes, la voie de signalisation du TGFf3 augmente 1’expression de
protéines impliquées dans la matrice extracellulaire et inhibe I’expression de métalloprotéinases
(Leask 2015). La fibrose fait aussi intervenir la voie non-canonique du TGFp. Cette voie est
connue pour activer la voie des mitogen-activated protein (MAP) kinase ainsi que des especes
réactives de I’oxygene. Cette voie est aussi impliquée dans la fibrose myocardique, 1’apoptose
et ’hypertrophie. La voie des MAPK a été observée pour induire une hypertrophie, une
apoptose et une fibrose cardiaque (L. Yu, Hébert, and Zhang 2002).

c) Adipogencse

L’adipogenése est le processus de différenciation qui permet d’obtenir des adipocytes
matures. Dans le cadre de la CA, le phénomeéne de lipogenése, qui est le processus de stockage
de lipide dans la cellule, est également présent. Les adipocytes proviennent des cellules
stromales du mésenchyme qui se différencient en lipoblastes puis en pré-adipocytes et enfin en
adipocytes matures (Gregoire, Smas, and Sul 1998). Cette différentiation adipogénique est
complexe et fait intervenir différents facteurs de transcription afin d’induire 1’expression de
genes pro-adipogénique. Les deux facteurs activés précocement durant I’adipogenése sont les
CCAAT/enhancer-binding proteins (C/EBP) B et 6. Ces facteurs vont ensuite augmenter
I’expression de deux autres facteurs clés tels que le C/EBPa et le peroxisome proliferator-
activated recepteur gamma (PPARY) (Lefterova et al. 2014). Dans le cadre de la pathologie,
deux questions sont en suspend a savoir quelle est la source des adipocytes et quels signaux

stimulent la voie adipogénique.
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5. Voie de signalisation impliquée dans 1’adipogenese
a) Voie de signalisation WNT

La voie de signalisation Wnt participe aux processus développementaux durant
I’embryogenese et est impliquée dans le maintien de I’homéostasie du tissu adulte (Logan and
Nusse 2004). En condition physiologique, I’activation de cette voie Wnt par un ligand,
provoque I’inhibition de la dégradation de la B-catenine. Normalement, la B-caténine se lie aux
cadhérines au niveau des jonctions cellulaires. L’exceés de B-caténine est dégradé dans le
cytoplasme via un complexe de destruction : APC (adenomatous polyposis coli), Axine,
GSK3p (glycogen synthase kinase 3f). L activation de cette voie se produit lorsqu’un ligand de
la famille Wnt (Wingless) se lie a son récepteur Frizzled. Ceci induit ’activation d’une cascade
d’éveénements qui conduit a la stabilisation et I’accumulation de B-caténine dans le cytoplasme.
La B-catenine est ensuite transloquée dans le noyau afin de se lier aux facteurs de transcriptions
de la famille T-cell factor/lymphoid enhancer facteur (TCF/LEF). Ces facteurs de transcriptions
induisent la prolifération cellulaire, la spécification cellulaire incluant la différentiation des
cardiomyocytes ainsi que le maintien de leur identité cellulaire (J. Li et al. 2011).

En revanche des études ont montré qu’une répression de la voie Wnt/B-caténine pouvait induire
une adipogenese (Takemaru et al. 2003; Topol et al. 2003). En effet, I’inhibition de la voie Wnt
par des antagonistes empéche la liaison de la B-caténine avec ses facteurs de transcription cibles.
Dans le cadre de la CA, cette répression de la voie Wnt est médiée par la Pkg. En effet, la Pkg,
qui est une y-caténine rentre en compétition avec la B-catenine dans le noyau et inhibe ainsi la
voie de signalisation Wnt (Lombardi et al. 2011). L’inhibition de la voie Wnt par la Pkg
promeut I’activation de voies pro-adipogéniques telle que la voie PPARY, illustrée dans la figure
15. Cette voie est activée chez des cellules pré-adipocytes mais également chez les
cardiomyocytes, ce qui supporte 1’hypothése d’une différenciation des cardiomyocytes en

adipocytes (Garcia-Gras et al. 2006; E. Sommariva et al. 2016; Lombardi et al. 2011).

b) Voie de signalisation Hippo/Y AP

La voie de signalisation Hippo/Yap a ét¢ montré pour €tre aussi impliquée dans la
pathogenese de la CA, comme montré dans la figure 15 (S. N. Chen et al. 2014). Cette voie de
signalisation régule la prolifération cellulaire, la survie et la différentiation (Heallen et al. 2013;
Z. Lin et al. 2014). Son activation dépend des signaux mécaniques et des contacts
intercellulaires. En effet, dans des conditions physiologiques ou les cellules sont parfaitement

lies, la voie Y AP est activée (Yes-associated protein). Ceci va induire la translocation de YAP
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dans le noyau et, avec WWTRI1 (WW domain-containing transcription regulator protein 1),
aussi appelé TAZ, vont co-activer I’expression de geénes anti-apoptotiques stimulant la
prolifération (F.-X. Yu, Zhao, and Guan 2015). Cependant dans le cadre de la CA, ou les
connections intercellulaires sont fragilisés, YAP est phosphorylé par une cascade de kinase de
la voie Hippo, qui va induire sa dégradation. De plus, une partie de YAP phosphorylé va
interagir avec la B-caténine, ce qui inhibe la voie Yap ainsi que la voie Wnt (S. N. Chen et al.

2014).
c) PPARy

PPARYy fait partie de la super famille des récepteurs nucléaires. Il s’agit d’un facteur de
transcription essentiel a la différentiation des adipocytes. Sa structure contient deux domaines
de liaison aux ligands : la région N-terminale a une fonction d’activation indépendante a la
liaison d’un ligand alors que sa partie C-terminale est dépendante d’une liaison au ligand.
PPARy possede également un domaine de liaison a ’ADN afin de jouer un role dans
I’activation de géne (Ahmadian et al. 2013). En effet, I’absence de ligand favorise la liaison du
PPARY avec des récepteurs nucléaires répresseurs qui recrutent des histones désacétylases afin
de réprimer la transcription. A I’inverse, la présence d’un ligand favorise I’interaction de
PPARYy avec des co-activateurs tels que le récepteur rétinoide X (retinoid X receptors RXR en
anglais) qui induisent la transcription de genes (Tontonoz and Spiegelman 2008). Les ligands
physiologiques du PPARYy sont encore mal connus. Cependant, quelques métabolites lipidiques
ont été retrouvés pour étre des activateurs de PPARYy, tels que les acides gras insaturés ainsi que
des prostaglandines (Schupp and Lazar 2010). Ces activateurs possedent néanmoins une faible
affinité pour PPARYy d’ou I’hypothése de la présence d’autres ligands naturels (Schupp et al.
2007). Une relation réciproque entre PPARYy et la voie de signalisation Wnt a été démontrée
notamment dans la CA, potentiellement via une interaction directe entre PPARY et la B-caténine
favorisant la dégradation de cette derniere (Liu et al. 2006; Vallée et Lecarpentier 2018). En
effet, un modéle murin muté pour la Dsp a supprimé la voie Wnt et augmenté 1’expression de
PPARy (Garcia-Gras et al. 2006). De plus, une autre ¢tude démontre une diminution de
I’activité de la B-caténine accompagnée d une lipogenése liée a I’augmentation de PPARy (Kim
et al. 2013). Cependant, des ¢tudes plus approfondies sont nécessaires pour déterminer a quel
moment se produit I’augmentation de PPARy et déterminer I’importance fonctionnelle de cette

voie chez les patients atteints de CA.
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Figure 15 : Voies de signalisation impliquées dans la cardiomyopathie arythmogéne

En condition contrdle, a gauche, les cardiomyocytes forment des jonctions fortes avec les cellules
voisines. Dans cette condition, NF2 est phosphorylé et YAP est activable pour favoriser la survie
cellulaire. De plus la plakoglobine est retenue a la membrane et la voie de signalisation Wnt n’est pas
réprimée par cette derniére. Dans ces conditions le niveau de PPARy est basal. En condition
pathologique, a droite, la dissociation du desmosome induit 1’activation de la voie Hippo et la répression
de YAP qui est dégradé par le protéasome. De plus la Pkg, qui est une y-caténine, va étre transloqueé
jusqu’au noyau et rentrer en compétition avec la B-caténine et inhiber la voie Wnt. De plus, la cellule
surexprime PPARYy. La dérégulation de ces voies de signalisation a pour conséquence d’activer les génes
pro-apoptotiques et pro-fibro/adipogéniques induisant un remodelage morphologique de la cellule.
Austin et al. 2019

6. Source cellulaire des adipocytes

Plusieurs types cellulaires pourraient expliquer I’infiltration fibro-adipeuse qui survient
dans les ventricules, comme décrits dans la figure 16. Les premiéres hypothéses se sont
concentrées sur les cellules souches cardiaques adultes comme source de substitution fibro-
adipeuse (Stadiotti et al. 2017).

Parmi ces cellules souches, on retrouve les cellules progénitrices cardiaques qui
expriment les protéines desmosomales. Des études chez la souris ont montré I’implication de
cellules exprimant le marqueur multipotent Isl-1 comme source d’adipogenése (Lombardi et al.
2009; Cohen et al. 2007). Cette hypothése est corroborée par la co-expression des marqueurs
Isl-1 et des facteurs de transcription adipogénique chez des cceurs de patient atteint de la CA
(Lombardi et al. 2009). 11 a été suggéré que le changement pour la voie adipogénique de ces
cellules était di a la translocation de la plakoglobine a la membrane, inhibant la voie de

signalisation Wnt (Cohen et al. 2007). Cependant, le faible nombre de pré-adipocytes exprimant
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Isl-1 ne peut pas expliquer la forte fibrose retrouvée dans les ceeurs des patients atteints de la
CA (Lombardi et al. 2009).
De plus, les progéniteurs cellulaires c-kit/Scal ont aussi été proposés comme précurseurs des
adipocytes (Lombardi et al. 2011). Les marqueurs c-kit et Scal sont des marqueurs reconnus
de cellules souches pluripotentes dans le systéme hématopoiétique. Des études histologiques
sur ces cellules provenant de souris transgénique sur-exprimant la Pkg ont montré une
augmentation du nombre d’adipocytes et d’apparitions de fibrose dans le cceur (Lombardi et al.
2011). Cependant, leur faible nombre suggere que seulement une faible proportion d’adipocytes
sont originaires de ces cellules (E. Sommariva et al. 2016).

Des études se sont penchées sur I’implication de cellules pluripotentes cardiaques telles
que les cellules stromales mésenchymateuses cardiaques (SMC) (E. Sommariva et al. 2016;
Lombardi et al. 2016). Ces cellules sont originaires de 1’épicarde et participent au maintien
structurel du cceur. Elles sont pluripotentes et sont impliquées dans le remodelage cardiaque en
condition pathologique. Leur implication dans la CA a été montrée par des biopsies de patients,
ou ces cellules mésenchymateuses ont été isolées et remises en culture. Dans ces conditions,
ces cellules se sont différenciées en adipocytes (E. Sommariva et al. 2016). Une autre source
adipogénique potentielle provenant de cellules pluripotentes a été découverte chez les
progéniteurs fibro-adipeux (PFA) cardiaques. En effet, Lombardi et collaborateur ont montré
qu’une mutation sur un gene codant pour une protéine desmosomale peut différentier ces
cellules en adipocytes. Ils ont estimé que 40% des adipocytes, chez le cceur de patients atteint

de la CA, étaient originaires des PFA (Lombardi et al. 2016).

7. Hypothese de Transdifférenciation

La majorit¢ des études portant sur la CA mentionnent un phénoméne de
transdifférenciation des cardiomyocytes comme source de remplacement fibro-adipeux (Fujita
et al. 2008; d’Amati et al. 2000). D’ Amati et collaborateur ont été les premiers a rapporter ce
phénomene par des études histologiques, immunochimique et d’analyses de 1’ultrastructure
dans des échantillons cardiaques humains (d’Amati et al. 2000). En effet cette étude rapporte
un marquage positif a la vimentine, une protéine exprimée chez les adipocytes, dans quelques
cardiomyocytes. Ces cellules seraient donc une transition entre des cardiomyocytes et des
adipocytes. De plus, une seconde étude a rapporté ce phénomene de transdifférenciation ou les
cellules myocardiques avaient de fortes similarités avec un adipocyte. L’analyse de ce groupe
de cellules révele un changement nucléaire polymorphe, une vacuolisation périnucléaire et

enfin une accumulation de gouttelettes lipidiques (Fujita et al. 2008). Il est important de noter
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que I’accumulation lipidique dans les cardiomyocytes (lipogenese) affecte la bonne fonction
contractile (Zhou et al. 2000). Comme dit précédemment, ce phénomene est soutenu par 1’idée
qu’une déstabilisation du desmosome entraine la translocation de la Pkg depuis la membrane
vers le noyau inhibant ainsi 1’action de la f-caténine. Ceci a été pour la premiere fois décrit in-
vitro par Garcia-Gras et collaborateurs (Garcia-Gras et al. 2006). La transdifférenciation des
cardiomyocytes en adipocytes est un phénoméne complexe a observer et fait toujours débat.
Récemment, la découverte et des études poussées sur des cardiomyocytes issus d’iPSC ont
permis de visualiser ce phénomene et d’approfondir ce mécanisme (Kim et al. 2013; D. Ma et

al. 2013; Caspi et al. 2013).

Cellules Progéniteurs Cardiomyocytes
Pluripotentes Cardiaques "
Cardiaques
sSMcC PFA Isl1* C-kit/Scal*
Répression de la voie Wnt Répression de la voie Wnt Transdifferenciation
Implication de la Pkg Répression de la voie Wnt
1 Implication de la Pkg
Adipocyte

Figure 16 : Schéma récapitulatif des cellules sources des adipocytes dans la cardiomyopathie
arythmogéne

Le remplacement adipeux dans le cadre de la CA peut provenir de plusieurs sources. Les cellules stromales
mésenchymateuses cardiaques (SMC) et les progéniteurs fibro-adipeux (PFA) peuvent étre des sources
d’adipogenése. Les progéniteurs cardiaques exprimant Isl1™ et C-kit/Scal® sont également des sources
d’adipocytes. Enfin la transdifférenciation des cardiomyocytes en adipocytes est une hypothése possible dans
le remplacement adipeux. Toutes ces sources démontrent une implication de la Pkg et une répression de la
voie Wnt.
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8. Traitement et prévention de la CA

L’objectif le plus important dans le traitement des patients atteints de la CA est la
prévention des morts subites cardiaques. Les options thérapeutiques reposent actuellement sur
un changement de mode de vie, I’utilisation de B-bloquants, de médicaments anti-arythmiques,
’ablation par cathéter et/ou la transplantation cardiaque (Mitchell et al. 2005; Wichter et al.
1992; Bai et al. 2011).

L’exercice physique étant le principal facteur environnemental, il est donc recommandé
aux patients diagnostiqués de la CA de diminuer voire d’arréter leur activité physique. De plus,
une activité physique a haute intensité peut entrainer des lésions cardiaques favorisant la
progression de la pathologie. L’utilisation de B-bloquants est également considérée comme un
traitement anti-adrénergique supplémentaire en raison de sa capacité¢ a réduire le risque
d’arythmies induites par I’exercice (Corrado et al. 2015; Mitchell et al. 2005; Cruz et al. 2015).
Des molécules anti-arythmiques telles que le sotalol, I’amiodarone et le vérapamil ou les [3-
bloquants sont fortement utilisés chez les patients atteints de la CA (Ermakov and Scheinman
2015; Wichter et al. 1992). Cette thérapie est souvent combinée avec une ablation par cathéter.
L’ablation par cathéter est donc utilisée en raison d’une automaticité accrue et la génération de
boucle de réentrée dans le coeur. Cette approche a un fort taux de réussite dans la diminution
des arythmies (Bai et al. 2011). Cependant les patients présentent des rechutes en raison de la
progression de la maladie entrainant une aggravation du remplacement fibro-adipeux. Ceci
créant de nouvelles zones propices a des boucles de réentrées (Marchlinski et al. 2004; Dalal et
al. 2007).

Un traitement pharmacologique visant a inhiber I’angiotensine II ou I’utilisation de
diurétique est utilisé chez les patients qui développent un dysfonctionnement symptomatique
du ventricule droit (Corrado et al. 2015).

Toutes ces thérapies ont pour but de limiter les conséquences de la progression de la
maladie, retardant ainsi le plus possible la transplantation cardiaque. Cependant cette méthode
est le dernier recours dans le traitement en cas d'insuffisance cardiaque potentiellement
mortelle. Une étude de suivi a rapporté des taux de survie post-transplantation de 94 % et 88 %

a 1 et 6 ans, respectivement (Tedford et al. 2012).
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III. Les cardiomyocytes issus de cellules souches
pluripotentes induites (1iPSC)

Au cours des dernieres années, les modeles de lignées cellulaires ou de modeles animaux
nous ont permis de mieux appréhender et comprendre la physiopathologie. Cependant, ces
modeles sont plus ou moins ¢éloignés de ’Homme, ce qui rend les études limitées pour leur
implication clinique. Les chercheurs essaient donc de se rapprocher le plus fidelement possible
de ’'Homme. En plus de leur limitation a représenter la physiologie humaine, les modeles
animaux sont confrontés a d’autres problémes tels que les couts de maintenances ainsi que les
problémes éthiques. Ceci restreint de plus en plus I’utilisation des animaux dans les
laboratoires.

Dans le cadre des pathologies cardiaques, il est trés difficile d’obtenir des échantillons
de patients ou de sujet sain. De nouvelles alternatives sont développées afin d’étudier la
physiopathologie, dans des conditions les plus proches possibles de I’ Homme, avec le moins

de problémes éthiques.

1. Les cellules souches pluripotentes

Les cellules souches pluripotentes sont communément appelées ESC, pour Embryonic
Stem Cells et proviennent de la masse interne formée au stade blastocyste, 4 a 5 jours apres la
fécondation. Les ESC constituent un intérét majeur pour la recherche et la thérapie par leur
propriété de pluripotence et d’auto-renouvellement.
La capacité d’auto-renouvellement permet aux cellules souches de se renouveler indéfiniment
par division, que I’on appelle division symétrique, qui donne naissance a deux cellules filles
identiques entre elles et identiques a la cellule mere. 11 existe également la division asymétrique,
ou I'une des deux cellules filles va s’engager dans une voie de différenciation, mais cela
diminue le nombre total de cellules souches indifférenciées.
La seconde caractéristique est la pluripotence. Les ESC pluripotentes sont capables de se
différencier vers les 3 feuillets embryonnaires qui sont I’endoderme, 1’ectoderme et le
mésoderme. Cette caractéristique leur confére donc la capacité de former tous les types
cellulaires adultes, dont les cardiomyocytes qui proviennent du mésoderme, ce qui nous
intéresse dans le cadre des études sur la CA.
C’est ce potentiel pluripotent qui a vivement suscité 1’intérét des scientifiques. Ces cellules ont,
pour la premiere fois, €té isolées et cultivées en 1981 chez la souris puis en 1998 chez I’ Homme

(Evans and Kaufman 1981; Martin 1981; Thomson et al. 1998).
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Cependant, I’isolement de ces cellules implique la destruction du blastocyste et donc la
destruction d’un embryon ce qui a causé des problémes éthiques pour les expérimentateurs. La
communauté scientifique a donc di chercher une alternative avec le méme potentielle de
pluripotence et d’auto-renouvellement, sans avoir recours & un embryon humain (Ilic and

Ogilvie 2017).

2. Les cellules souches pluripotentes induites

Yamanaka et collaborateurs, en 2006, ont réussi a convertir des cellules spécialisées de
souris en cellules similaires aux ESC avec la méme capacité de différentiation et une capacité
suspectée similaire de pluripotence, qu’il a nommeé cellules souches pluripotentes induites (ou
induced pluripotent stem cells (iPSC) en anglais) (Takahashi and Yamanaka 2006). Il a ensuite
reproduit cette expérience a partir de fibroblastes humains en 2007 (Takahashi et al. 2007). Pour
ce faire, 4 facteurs de transcription (KLF4, OCT3/4, SOX2 et C-Myc) sont employés pour
dédifférencier des fibroblastes matures en iPSC. Les cellules ainsi obtenues sont capables
d’exprimer des facteurs embryonnaires tels que TRA1-60 ou SSEA-1 et se divisent
« indéfiniment » tout en gardant leur pluripotence.

Par la suite différentes méthodes de reprogrammation ont été¢ développées afin de
reprogrammer des cellules somatiques en iPSCs. Il y a la méthode, dite intégrative, possédant
la plus haute efficacité mais qui peux induire plus facilement des aberrations génétiques. Cette
méthode repose sur I’insertion dans le génome de la cellule hote, de séquence d’ADN étrangére
codant pour des facteurs de reprogrammation. Une autre méthode, dite non-intégrative, est
considéré comme plus sir, car elle favorise moins des aberrations génétiques. Cette méthode
repose sur l’utilisation de petites molécules ou micro-ARN afin de délivrer les facteurs de
reprogrammation (Yamanaka 2012; Hou et al. 2013; Shi et al. 2017; X. Ma, Kong, and Zhu
2017).

Cette découverte permet aujourd’hui aux laboratoires de générer leurs propres iPSCs provenant
de différents organismes y compris I’humain. Cette technologie permet I’étude sur des mod¢les
in-vitro plus avancée et ciblant une pathologie d’intérét (Moreau, Boutjdir, and Chahine 2017).
Cette technologie présente de multiples applications dans la recherche fondamentale telles que

la thérapie cellulaire, le drug screening et la modélisation pathologique, figure 17.
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Figure 17 : Représentation récapitulative de I’utilisation de la technologie iPSC

Les cellules somatiques de patients porteurs de troubles héréditaires, tels que des troubles
arythmogeénes, sont reprogrammeées en hiPSC a l'aide des facteurs de transcription décrits par
Yamanaka. Les hiPSCs ont ensuite le potentiel de se différencier en n'importe quel type de cellule
souhaité, comme les cardiomyocytes. Celles-ci peuvent étre utilisées pour divers outils de recherche
allant de la modélisation pathologique, le Drug screening, la médecine personnalisée a la thérapie
cellulaire régénérative.

D’apres Tanaka et al. 2015

a) La différenciation cardiaque

Dans le cadre de notre étude sur la CA, les hiPSC (pour Human Induced Pluripotent
Stem Cells) nous permettent de modéliser cette pathologie a 1’aide de cellules provenant
directement du patient. Pour cela, nous utilisons la propriété de pluripotence des hiPSC pour
les différencier en cardiomyocytes. Afin de différencier in-vitro les hiPSC en cardiomyocyte
(hiPSC-CM), il est intéressant de comprendre les événements cellulaires et moléculaires de la
cardiomyogenese, notamment observés pendant le développement embryonnaire et illustré
dans la figure 18.

Au stade de I’embryogenése, les cellules cardiaques passent par plusieurs étapes de
différenciation avant d’atteindre leur maturité. Ces cellules dérivent, a partir de 1’épiblaste

pluripotent, en mésoderme puis en mésoderme cardiaque, puis se transforment pour donner des
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progéniteurs cardiaques. Ces derniers vont finalement évoluer en cardiomyocytes matures et
fonctionnels. Ces étapes de différenciation et maturation sont finement régulées par des facteurs
de croissance provenant de 1’endoderme. Les voies de signalisation activées pour le processus
de différenciation cardiaque sont les voies Wnt (Wingless/INT), le FGF (Fibroblasts Growth
factor) et la famille des ligands au TGF (Transforming Growth factor-beta). Le processus de
différenciation cardiaque in-vitro va simuler, a I’aide de cytokines, ’activation de ces voies de

signalisation.

Cardiomyogenése Facteur de transcription Marqueur cellulaire

Tra-160, SSEA4,
@ Oct4, Nanog, Sox2 EpCAM

Transition épithélio-mésenchymateuse

Progéniteur

mésodermique Oct4 NCAM, SSEA1l
BMP4, Activin A, FGF2, Wnt3a —————»
Insuline I
pré-cardiaque

BMP4, Activin A, FGF2, Wnt3a ———» l

Mésoderme
cardiaque

Mespl KDR, PDGFRa

Whnt I Dkk1 >

Progéniteur
cardiaque b
Nkx2.5, GATA4 SIRPA, VCAM-1

Cardiomyocyte
embryonnaire

Figure 18 : Représentation schématique de la progression séquentielle de la Cardiomyogenese
a travers les voies de signalisation ainsi que les facteurs de transcription et les marqueurs de
surface cellulaire associés

Les cellules souches ESC et iPSC passent d’abord par une étape de transition épithélio-mésenchymateuse
afin d’induire le mésoderme. Les progéniteurs mésodermiques vont dérivés en mésoderme cardiaque a
la suite d’activateurs tels que le FGF2, Wnt, BMP4 ou activine A. Enfin le mésoderme cardiaque donne
naissance au progéniteur cardiaque via I’activation par le Dkk1 et I’inhibition de la voie Wnt

D’aprés Mummery et al. 2012
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b) Méthode de différenciation

Les premicres méthodes de différenciations d’ESC ont permis de mettre en évidence et
d’affiner les voies de signalisation utilisées pour induire la différenciation cardiaque (Kehat et
al. 2001; C. Mummery et al. 2003; Laflamme et al. 2007). En effet, la premiére différenciation
cardiaque a été réalisée a partir de ESC a partir de la méthode dite de corps embryoides (EB)
(Embryoid body en anglais) (Doetschman et al. 1985). Cependant, ces premicres
différenciations avaient une efficacité assez faible ou seulement 20 a 30% des cellules
exprimaient la TnT (Kehat et al. 2001). Plus précisément, les EB sont des agrégats cellulaires
tridimensionnels, qui vont mimer une partie du processus de développement qui se produit dans
un embryon tel que la différenciation dérivée des trois couches germinales. Ainsi, une partie
des EBs présentent des régions qui se contractent spontanément. La différenciation cardiaque,
a I’aide de cette méthode se divise en deux étapes : Une phase précoce nécessitant 1’utilisation
de BMP4, FGF2 et activine A ; et dans une phase plus tardive, la voie Wnt est inhibée,
supplémentée par I’ajout d’acide ascorbique et de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
(Lian et al. 2013; Weng et al. 2014; Karakikes et al. 2014). Cependant la taille et la morphologie
des EB influencent grandement sur la production et la différenciation des EB. Ils existent
maintenant plusieurs méthodes pour controler la taille des EB. L’utilisation de 1’agrégation
forcée, dans laquelle les ESC sont mises dans une plaque 96 puits puis agrégées par
centrifugation ou ’utilisation de plaques spéciales appelées AggreWell, générant des micro-
puits en forme de pyramides inversées (Burridge et al. 2007; Pesl et al. 2014). Les milieux des
cultures ainsi que les cytokines utilisées varient entre les méthodes de différenciation, mais
toutes reposent sur la modulation des voies du BMP, FGF2 et de la voie Wnt (Y. Lin and Chen
2008) Il a également ét¢ vu que I'utilisation d’une faible dose d’insuline dans des stades
précoces, chez les EBs, améliorait I’efficacité et la reproductibilité des différenciations (Freund
et al. 2008). Cette méthode de différenciation présente plusieurs inconvénients comme
I’efficacité, la reproductibilité, le temps consommeé, elle reste la méthode principale dans un

grand nombre de laboratoires pour générer des cardiomyocytes.

Un autre protocole de différenciation cardiaque repose sur une co-culture d’ESC avec
des cellules endodermiques viscérales de souris (END2 pour visceral endoderm-like cell line).
Ces dernieres sont dérivées de cellules de carcinome embryonnaire de souris. Les auteurs ont
remarqué que cette co-culture induit la formation de zones battantes au bout de 12 jours (C.
Mummery et al. 2003). De plus, I’ajout d’acide ascorbique, de SB203580 (inhibiteur de la voie

des MAP kinase) et de prostaglandine a amélioré la différenciation. Cependant le mécanisme
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précis par lequel les cellules END2 induisent la différenciation cardiaque reste inconnu (C.
Mummery et al. 2003). 11 a été suggéré que les facteurs sécrétés par les END-2 permettaient
d’induire la différenciation des ESC en cellules cardiaques. Ces facteurs font partie de la famille
des BMP (Bone Morphogenetic Protein), des TGF[}, des FGF ainsi que des protéines de la voie
Wnt. Cette étude a permis I’élaboration d’autres protocoles de différenciation, ainsi que

I’amélioration, en utilisant ces facteurs.

Pour induire la différenciation en monocouche ou monolayer en anglais, il faut pouvoir
cultiver les hiPSC en gardant leur état de pluripotence puis ajouter séquentiellement la bonne
combinaison de facteurs de croissance (C. L. Mummery et al. 2012). Cette différenciation 2D
consiste a ensemencer des iPSC et attendre une confluence de 80-90% pour induire la
différenciation cardiaque a I’aide de cytokine. Les premicres tentatives de différenciation
cardiaque en utilisant cette méthode ont été réalisées a partir d’ESC en modulant la voie Wnt/p3-
caténine pour conduire les hiPSC vers la spécification mésodermique puis vers la
différenciation cardiaque (Laflamme et al. 2007; Paige et al. 2010; Lian et al. 2013). Ces
premicéres études ont démontré une temporalité d’action de cette voie de signalisation, comme
illustrée plus haut dans la figure 18. En effet, il faut activer cette voie en début de différenciation
pour induire les cellules en mésoderme cardiaque puis I’inhiber pour permettre la génération de
progéniteurs cardiaques. Deux approches sont utilisées pour moduler la voie Wnt. La premicre
est ’ajout de facteurs tels que ’activine A, BMP4 ou FGF2 et la deuxiéme 1’utilisation de
petites molécules telles que le CHIR99021 ou le Wnt-C59. Une étude en 2012 rapporte que ce
protocole peut &tre amélioré par 1’ajout d’une matrice cellulaire pendant la différenciation pour
imiter au mieux la cardiomyogenese. Cependant 1’ajout de la matrice augmente également les
couts de la différenciation (J. Zhang et al. 2012). Le protocole de différenciation en monolayer
génere une monocouche contractile avec une efficacité de différenciation qui varie entre 70 a
90% (Burridge et al. 2014; Lian et al. 2013). La méthode en monocouche est plus facile a mettre
en place que la méthode des EB. De plus le rdle bi-phasique de la voie canonique de Wnt a
permis de mettre au point un protocole de différenciation robuste et d’obtenir des grandes
quantités de cardiomyocytes dérivés d’iPSC (Burridge et al. 2014). Ces méthodes de

différenciation sont résumées dans la figure 19.
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Figure 19 : Représentation des différentes méthodes de différenciation cardiaque a partir
d’iPSC

La méthode de corps embryoide (EB) va d'une simple dissociation des colonies d’iPSC a diverses
méthodes pour contrdler le nombre et la taille des EB. La méthode de culture en monocouche peut étre
réalisée sur des supports de Matrigel. Pour les méthodes des EB et monocouche, 'application de facteurs
de croissance clés est requise pour une cardiogenése optimale. Enfin, la co-culture d’iPSC avec des
cellules END2 de type endodermique viscérale tire parti de la signalisation cellulaire des cellules END2
pour favoriser la cardiogenése.

Mummery et al. 2012

c¢) Caractéristiques des hiPSC-CM

La différenciation des iPSCs en cardiomyocytes représente donc un mod¢le intéressant
pour étudier finement une mutation d’un patient spécifique et qui contourne les problémes
¢thiques. Comme pour tous les mode¢les en laboratoire, les hiPSC présentent des avantages et
des inconvénients, illustrés dans le tableau 1. Tout d’abord les hiPSC-CM permettent de
travailler sur un modéle cellulaire humain, afin de modéliser une pathologie et généralement
spécifique d’une mutation provenant du patient. D’un point de vue morphologique et structurel,
les hiPSC expriment toutes les protéines du sarcomere avec la présence de striations et de
connexions intercellulaires (G. Jung and Bernstein 2014; Pioner et al. 2016). Cependant, la

morphologie globale de la cellule est circulaire et non rectangulaire comme des cardiomyocytes
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adultes. De plus, I’appareil contractile est assez immature avec une absence de tubules T

(Kamakura et al. 2013; Lundy et al. 2013).

Caractéristique

Avantages et similarités

Inconvénients

Cardiomyocyte adulte

Striations

Forme circulaire

Forme rectangulaire

Pas de Tubule T

Tubule T, Strie Z, bande M

Morphologie
Protéines du sarcomére Appareil contractile (AC) AC fonctionnel (90% du
toutes présentes pauvre volume cellulaire)
Peu et mitochondrie Grand nombre de
immature mitochondries
; . Périnucléaire le long de 'AC
Métabolisme

Energie générée par glycolyse Energie générée a partir de la
B-oxydation

Contraction faible et
spontanée

CICR fonctionnel Forte contraction, non

spontanée

Courant If = cellules
pacemaker

Courant principaux du PA: Courant If

INal ICa: IKI’I IKs et Ito
Electrophysiologie

Potentiel de Repos (PR) a PR a -90mV

-60mV

Courant IKr faible

Tableau 1 : Caractéristiques des cardiomyocytes issus d’iPSC et des cardiomyocytes humains
adultes

Les cardiomyocytes dérivés des iPSC ont des caractéristiques communes avec des cardiomyocytes adultes
mais différent sur certains points par leur morphologie, leur métabolisme ainsi que leur électrophysiologie

D’un point de vue fonctionnel et électrophysiologique, les hiPSC-CM sont intéressantes
dans I’étude des canalopathies car elles expriment la majorité des canaux ioniques avec
notamment les courants principaux responsables du PA (Ina, Ica, Ikr, Iks et Iv) (Honda et al.
2011). L expression de ces différents courants rend donc possible la modélisation pathologique
au niveau ¢lectrophysiologique (Rajamohan et al. 2013). De plus, le CICR est fonctionnel chez
ces cellules avec une compartimentation des stocks calciques intracellulaires (Itzhaki et al.
2011). En revanche, les hiPSC-CM battent spontanément a cause de la forte expression des
canaux HCN responsables du courant If (J. Ma et al. 2011). De plus leur potentiel de repos est
d’environ -60mV, comparé aux cardiomyocytes matures de -90mV, ceci est expliqué par un
défaut en canaux potassiques rectifiants entrants de type 2.1 (Grant 2009).

Au niveau métabolique, les cardiomyocytes présentent un phénotype mitochondrial qualifié¢ de
feetal. En effet les mitochondries de cardiomyocytes issus d’hiPSCs sont en faible nombre et

localisé autour du noyau (Karbassi et al. 2020). L’énergie générée a partir de ces mitochondries
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provient de la glycolyse. En comparaison, les mitochondries de cardiomyocytes adultes
humains sont localisées le long de I’appareil contractile et I’énergie générée provient
majoritairement de la B-oxydation des acides gras (Dai et al. 2017; Stanley, Recchia, and
Lopaschuk 2005).

Enfin il a ét¢ montré que la différenciation cardiaque a partir d’hiPSC génere des cellules
nodales, atriales et ventriculaires (J. Zhang et al. 2009). Les hiPSC-CM présentent donc des
avantages mais des inconvénients liés a leur immaturité. Les laboratoires ont alors cherché des
outils afin d’améliorer la maturité de ce mode¢le cellulaire et d’exploiter pleinement le potentiel
de ces cellules. Ceci permet d’améliorer la comparaison entre le phénotype du patient et celui

des hiPSCs.

Différentes méthodes ont permis d’améliorer la maturité des hiPSC-CM, illustrées dans
la figure 20. Premicrement, une culture prolongée des hiPSC-CM permet d’obtenir
significativement une maturité ainsi qu’un nombres de cellules positives a la MLC2v (Myosin
light chain 2 ventricular) accrut (Lundy et al. 2013; Kamakura et al. 2013). L’utilisation de
cytokines est également intéressante pour améliorer la maturit¢ de cardiomyocytes issus
d’iPSCs. En effet, ’'IGF, le NRG1 ainsi que I’angiotensine II stimulent la croissance cellulaire,
normalisant la taille des hiPSC-CM par rapport a des cardiomyocytes adultes (Wu et al. 2013;
Laustsen et al. 2007; Odiete, Hill, and Sawyer 2012). Une autre approche biochimique consiste
a forcer la maturation métabolique. Pour cela un milieu sans glucose peut étre utilisé afin de
forcer les hiPSC-CM a utiliser 1’oxydation des acides gras, comme dans un cardiomyocyte
humain mature. Une étude a d’ailleurs montré une amélioration de la maturité en utilisant cette
méthode (Drawnel et al. 2014). L’utilisation de tri-iodothyronine (T3) peut également accélérer
la maturation de la contractilité et du métabolisme (X. Yang et al. 2014). 1l existe des méthodes
de maturation dites physiques. Les hiPSC-CM présentent une immaturité €lectrique, cependant
des ¢études ont montré qu’une stimulation électrique et mécanique peuvent améliorer ces
propriétés (Chan et al. 2013; Kroll et al. 2017). Il existe également des méthodes de culture 3D
stimulant la maturité. En effet, 'EHT (pour Engineered Heart-Tissue) a des avantages en
termes de reconstitution du myocarde adulte au niveau tissulaire (Zimmermann et al. 2002).
Zimmerman et collaborateur ont ét¢ les premiers a développer cette méthode en mélangeant les
cardiomyocytes issus d’iPSC avec des fibroblastes, le tout dans un hydrogel a base de collagene.
Apres la formation des EHT, ceux-ci sont étirés passivement. Cet étirement a entrainé une
augmentation de I’expression des génes codant pour la TnT, les canaux potassiques, les

protéines associées au tubule T, mais aussi un alignement optimal et un développement des
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tubules T (Abilez et al. 2018; Hirt, Hansen, and Eschenhagen 2014). Ces méthodes de
maturation ont amélioré 1’état structurel et fonctionnel des hiPSC-CM. Malgré cela le degré de
maturité est encore insuffisant comparé a un cardiomyocyte adulte. La combinaison de ces

différentes méthodes pourrait favoriser la maturation.
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Figure 20 : Schéma des différentes techniques de maturation des hiPSC-CM

Différentes méthodes existent pour améliorer la maturité des cardiomyocytes issus d’iPSC. Une culture
prolongée est efficace et améliore la maturité. Des méthodes chimiques sont utilisées pour améliorer
cette maturité, comme I’utilisation de facteurs solubles ou une co-culture. Des méthodes physiques sont
aussi efficaces en utilisant une stimulation électrique ou mécanique. Les cultures 3D sont aussi utilisées
pour reproduire plus fidélement une structure cardiaque

Besser et al. 2018

3. hiPSC-CM dans I’étude des troubles du rythme

La recherche sur les maladies cardiaques appliquées a ’Homme a toujours été limitée
par la difficult¢ d’obtenir des échantillons. Les biopsies sont toujours tres restreintes et tres
invasives pour le patient. Il est aussi possible d’obtenir des échantillons post-mortem,
néanmoins, cela peut induire un biais expérimental évident. La capacit¢ des iPSCs a se
différencier en cardiomyocytes a considérablement amélioré les avancées sur la compréhension

des pathologies cardiaques (Burridge et al. 2012). Ce mod¢le est le premier a permettre
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d’étudier et de traiter une pathologie de maniére spécifique a un patient et de comparer les
résultats obtenus de maniére intra- et extra-familiale. Une liste, non exhaustive, de 1’utilisation
des hiPSC-CM dans le cadre de modélisation pathologique est résumée dans le tableau 2.

Les iPSCs sont largement utilisées pour étudier les canalopathies, en raison de leur
impact sur le PA (Ferndndez-Falgueras et al. 2017). La plus commune des canalopathies
cardiaques est le syndrome du QT long, caractérisé par allongement de I’intervalle QT sur
I’ECG. Ceci peut étre di a une mutation du canal sodique Nay1.5 ou sur le canal potassique
Ky7.1 ou Ky11.1 (Brewer et al. 2020). Moretti et collaborateurs sont les premiers a avoir
développé des iPSCs pour étudier les syndromes du QT long (Moretti et al. 2010). A la suite de
ces recherches, différents laboratoires ont étudié¢ ce syndrome sur plusieurs mutations des
canaux potassiques et sodiques et démontrant également une sensibilité accrut aux
catécholamines (Wuriyanghai et al. 2018; van den Boogaard et al. 2019; Malan et al. 2016).

La tachycardie ventriculaire polymorphe catécholaminergique (catecholaminergic
polymorphic ventricular tachycardia (CPVT) en anglais) est une autre canalopathie d’origine
génétique. Elle est généralement causée par une mutation du RYR2 (Leenhardt, Denjoy, and
Guicheney 2012). En 2012, wune premicere ¢étude a permis de caractériser
¢lectrophysiologiquement la CPVT a partir d’iPSC du patient (Itzhaki et al. 2012). De nouvelles
molécules ont ensuite été testées, en utilisant le modéle iPSC, afin de réduire les aberrations
calciques dans la CPVT (C. B. Jung et al. 2012; Di Pasquale et al. 2013). De plus, suite au
développement de la technologie CRISPR/CASS9 (pour Clustered Regulatory Interspaced Short
Palindromic Repeats) une étude a permis d’étudier de maniere trés fine une mutation provenant

du patient et de la corriger sur les iPSCs a I’aide de cette technologie (Sleiman et al. 2020).

Les cardiomyopathies structurelles sont également étudiées a I’aide des iPSCs. Parmi
ces cardiomyopathies, la plus commune est la cardiomyopathie hypertrophique (Roma-
Rodrigues and Fernandes 2014). Cette cardiomyopathie est généralement due a une mutation
sur un gene du sarcomere. Dans 70% le gene impliqué est le géne codant pour la chaine lourde
de myosine 7 (MYH7 pour myosin heavy chain) ou une protéine de liaison a la myosine
(MYBPC3 pour myosin-binding protein) (Maron and Maron 2013). Dans le cadre des iPSCs
plusieurs lignées ont été générées afin d’étudier cette pathologie de maniere patient et mutation
spécifique. Ces modeles ont permis de récapituler les principales caractéristiques de cette
pathologie comme une désorganisation du sarcomere et un défaut dans les dynamiques
calciques (Ojala et al. 2016; Lan et al. 2013). Ce modele in-vitro a permis de mieux modéliser

cette pathologie et d’apporter de nouvelles opportunités thérapeutiques comme 1’utilisation
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d’adénovirus pour corriger I’aberration génétique dans cette cardiomyopathie (Kohama et al.
2020).

La cardiomyopathie dilatée est également une cardiomyopathie structurelle liée a une mutation
sur un gene sarcomérique, notamment la titine dans 25% des cas (Hinson et al. 2015). Une étude
a généré des iPSCs a partir de patients portant une mutation sur ce géne, récapitulant les aspects
morphologiques et fonctionnels. Ces cellules ont permis de démontrer que la mutation cause un

défaut de contractilité 1ié a une altération de la régulation du myofilament ainsi qu’un défaut

calcique (Sun et al. 2012).

Pathologie Syndrome Géne muté highlight Références
QT long KCNQ1 Récapitule les désordres Moretti et al. 2010,
électrophysiologiques Wauriyanghai et al. 2018
KCNH2 Van den Boogard et al. 2019
SCN5A Test de drogues, améliorer Malan et al. 2016
les traitements
Canalopathie CPVT RYR2 Modélisation pathologique  Di Pasquale et al. 2013,
Itzhaki et al. 2012
Dantroléne réduit les sparks  Jung et al. 2012
calciques
CRISPR-Cas9 corrige la Sleiman et al. 2020
pathologie
Cardiomyopathie MYBPC3 Modélisation pathologique Ojala et al. 2016
hypertrophique
MYH7 Dérégulation calcique Lan et al. 2013
intracellulaire
Vérapamile corrige ces
défauts
MYL2 CRISPR-Cas9 corrige la Kohama et al. 2013
pathologie
Cardiomyopathie T Modélisation pathologique Sun et al. 2012

dilatée

Cardiomyopathie
structurelle

Inhibiteur B-adrénergique et
surpression de la SERCA
rétablit les défauts
contractiles

Dystrophie de
Duchenne

Dystrophine

Modélisation pathologique
CRISPR-Cas9 corrige la
pathologie

Long et al. 2018

Cardiomyopathie
arythmogene

PKP2
DSG2

Transdifférenciation des
cardiomyocytes en
adipocytes
Accumulation lipidique

Caspi et al. 2013, Ma et al.
2013

Surexpression de PPARy

Kim et al. 2013, Wen et al.
2015

Défaut électrophysiologique

El- Battrawy et al. 2018,
Khudiakov et al. 2020

Tableau 2 : Récapitulatif de différentes études utilisant les hiPSC-CM dans le cadre de

pathologie cardiaque

Les cardiomyocytes dérivés des iPSC sont maintenant largement utilisés dans la modélisation et la
compréhension de certaines pathologies cardiaques tels que les canalopathies et les cardiomyopathies

structurelles
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La dystrophie myotonique de Duchenne (DMD) induit un stress mécanique et une
cardiomyopathie dus a un défaut de la protéine dystrophine (Fayssoil et al. 2010). Les
problémes éthiques limitent les études sur la DMD et de plus en plus d’études utilisent des iPS
pour étudier cette pathologie. Les études utilisant des iPSCs dans le cadre de la DMD ont
démontré un flux calcique intracellulaire aberrant, un stress mécanique, une forte apoptose li¢e
a des défauts mitochondriaux et une production anormale de ROS (Reactive Oxygen Species).
La technologie CRISPR/CASO9 a permis de rétablir une contractilité des cardiomyocytes (Long
et al. 2018).

La CA est largement étudiée en utilisant des iPSCs, puisque ce modele récapitule les
principales caractéristiques de la pathologie (Elena Sommariva et al. 2017). D’un point de vue
morphologique, plusieurs ¢études démontrent 1’apparition de gouttelettes lipidiques,
caractéristiques d’une transdifférenciation des cardiomyocytes en adipocytes, chez des iPSCs
(Caspietal. 2013; D. Ma et al. 2013). En effet, la technique de Oil Red O, marquant les lipides,
révele une augmentation du nombre de ces gouttelettes chez les iPSC-CMs de patients (D. Ma
et al. 2013). Une autre étude a également défini une augmentation du nombre de clusters
lipidiques en lien avec une distorsion des desmosomes (Caspi et al. 2013). Ceci récapitule une
transformation morphologique des cardiomyocytes en adipocytes a 1’aide des iPSCs. De plus,
Kim et collaborateurs ont démontré une localisation de la Pkg au niveau du noyau avec une
faible activité de la B-caténine (Kim et al. 2013). En plus de ces observations, il a été décrit
qu’une augmentation spontanée anormale du géne PPARYy, mais également une stimulation par
la rosiglitazone et 1’indométacine, induit une lipogenése et une apoptose accrut des
cardiomyocytes, alors que son inhibition prévient ces troubles morphologiques (Kim et al.
2013; Wen et al. 2015). Pour récapituler, 1’utilisation des iPSCs a permis d’identifier une
transdifférenciation des cardiomyocytes en adipocytes li¢ a 1’activation anormale du geéne
PPARY dans la CA (Caspi et al. 2013; D. Ma et al. 2013; Kim et al. 2013; Wen et al. 2015).
Outre les changements morphologiques, les études sur les iPSCs révelent également un
remodelage électrophysiologique. En effet, la technique de patch-clamp, réalisée sur hiPSC-
CM, a démontré une amplitude et une vitesse d’ascension du potentiel d'action plus faibles que
le controle hiPSC-CM. Ces réductions résultaient d'une diminution du courant sodique dans la
CA (Wen et al. 2015; El-Battrawy et al. 2018). De plus, bien qu'ils aient observé une
augmentation du courant potassique (Ik:), aucune différence sur I’APD n’a été rapportée. Cela
pourrait étre dii a une réduction de Incx, I, Isk et IKatp. Cela pourrait également dépendre du
stade de développement des hiPSC-CM ou de I'hétérogénéité de leur age de différenciation lors

de 1'é¢tude. Cependant les hiPSC-CM de patients étaient plus sensibles a la stimulation

60



adrénergique. En effet l'isoprénaline raccourcit I'APD et I'épinéphrine déclenche plus
d'événements arythmogenes, tels que des EADs et DADs, chez ce modele d’hiPSC-CM de CA
(El-Battrawy et al. 2018). Une publication récente a démontr¢ le lien entre les courants sodiques
et I'activité Wnt/B-caténine chez les hiPSC-CM portant une mutation sur le gene codant pour la
PKP2. La mutation PKP2 a induit une réduction significative de l'activité Wnt et de la densité
INa, qui sont restaurées par inhibition de GSK3f (Khudiakov et al. 2020). Les iPSCs ont permis
une approche plus centrée sur la cellule et ont permis de mettre en évidence une plus grande
importance de I'origine myogénique. En effet, les arythmies ne reposent pas seulement sur un
changement morphologique du ceeur, induisant des troubles de conduction, mais sont également

dues a une profonde modification du profil électrique de la cellule.
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B. Objectif de travail
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La CA est une pathologie progressive perturbant le fonctionnement cardiaque. C’est une
maladie grave, car elle peut entrainer des arythmies a I’origine de morts subites cardiaques chez
les patients. Les atteintes dans cette pathologie se caractérisent par deux aspects: (i) un
remodelage morphologique avec une apparition fibro-adipeuse et, (ii) un remodelage
¢lectrophysiologique. Ces deux aspects sont importants dans I’aggravation de la pathologie.
Les études portant sur la compréhension des mécanismes qui interviennent dans cette
pathologie constituent un enjeu de santé publique. Les cardiomyocytes issus d’hiPSC se sont
révélés étre un outil cellulaire intéressant pour modéliser des pathologies cardiaques
héréditaires. L’objectif principal est de mieux comprendre les mécanismes fonctionnels et
moléculaires de la CA via I'utilisation des hiPSCs. Notre étude porte sur un patient diagnostiqué
positif a la CA et présentant une mutation faux sens (c.394C>T) sur le géne codant pour la

protéine DSC2. Nous avons divisé le travail de thése en différents objectifs.

Le premier objectif de 1’étude était d’observer 1’ultrastructure des hiPSC-CM controle

et spécifiques d’un patient a partir de la MET. La microscopie €lectronique a transmission
(MET) est idéale pour comparer ’ultrastructure des cellules controles avec celle des cellules
issues d’un patient (avec une mutation pour la protéine DSC2) afin de valider notre modele
d’un point de vue structural, ainsi que de valider notre hypothése de transdifférenciation. En
effet, dans la littérature, la transdifférenciation des cardiomyocytes en adipocytes se manifeste
par une accumulation lipidique au sein de la cellule cardiaque. Ces expériences sont importantes
avant d’étudier les mécanismes fonctionnels de la transdifférenciation.

Le deuxieme objectif de 1’étude était d’apporter un éclaircissement sur la caractérisation

fonctionnelle du modele. En effet, peu d’études se sont focalisées sur la caractérisation
¢lectrophysiologique des hiPSC-CM a partir de patients atteints de CA et encore moins
concernant une mutation sur le géne DSC2. Les molécules anti-arythmiques sont encore
faiblement utilisées pour prévenir les arythmies dans le cadre de la CA. C’est pourquoi nous
allons également tester différentes molécules afin d’améliorer notre compréhension sur I’action
de ces substances in-vitro sur les cellules provenant du patient.

Le troisiéme objectif du travail était d’étudier la pathogenése et notamment 1’effet d’une

voie de signalisation particuliére, ce qui induit une modification d’expression des genes
entrainant une perturbation fonctionnelle et un changement de 1’identité cellulaire. En effet,
dans le cadre de la CA, la Pkg n’est plus confinée a la membrane et elle entre alors en
compétition avec la B-caténine, inhibant ainsi la voie Wnt. De plus, des études ont montré que

I’inhibition de cette voie entraine une surexpression de la voie PPARY, qui est d’ailleurs
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fortement impliquée dans les processus d’adipo- et lipo-genese. Des études stimulent cette voie
pour observer une accumulation lipidique plus importante dans leur modéle. La voie de
signalisation PPARy semble étre une voie centrale dans la compréhension de la pathogenése de
la CA. Nous avions comme objectif d’étudier le rdle de cette voie en particulier d’un point de
vue ¢lectrophysiologique. Ce dernier point a rarement été rapporté dans la littérature et cet
aspect est tout particulierement important, car la transdifférenciation pourrait ne pas impliquer
seulement un remodelage morphologique et structural mais également des modifications
¢lectrophysiologiques directes, indépendants du remodelage fibro-lipidique.

Le quatrieme objectif du travail était d’étudier une nouvelle voie thérapeutique dans le

traitement de la CA. En effet, une nouvelle é¢tude clinique de phase II utilisant la spironolactone
a débuté chez une cohorte de patients atteints de la CA. La spironolactone est un diurétique
inhibant le systéme rénine-angiotensine-aldostérone (RAA). Des études sur I’insuffisance
cardiaque congestive ont démontré qu’une activation prolongée du systeme RAA provoque un
remodelage fibrotique du cceur. Cette étude clinique va s’intéresser aux effets globaux et
notamment systémique du systtme RAA dans le cadre de la CA. Cependant, les effets
cellulaires et moléculaires sur des cardiomyocytes sont mal connus. Le but est donc de révéler
les effets de la spironolactone, notamment fonctionnels, a partir d’hiPSC-CM mutés pour la

DSC2.
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C. M¢thodologie
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I. Modc¢le Expérimental

1. Les cardiomyocytes issus d’hiPSC
a) Lignées cellulaires

Quatre lignées cellulaires d’hiPSC ont été utilisées dans le cadre de nos études sur la
CA. Nous disposons de deux clones d’hiPSC issus du méme patient. Les iPSC proviennent de
fibroblastes cutanés et ont été reprogrammeées et caractérisées par Phenocell (Evry, France).
Cette société a utilisé une transfection de 5 facteurs de reprogrammation tels que Oct4, Sox2,
Klf4, L-Myc et Lin28, a I’aide du milieu de culture STEMACS IPS Brew-XF. Nous disposons
¢galement deux lignes contrdles provenant de 2 sujets sains, de sexe masculin, pour comparer
nos résultats. Ces lignées proviennent de la plateforme iPS_INMG (Institut Neuromyogéene de
Lyon) ainsi que de [-Stem (Institut [-Stem d’Evry).
Toutes les cellules utilisées ont subi une procédure de validation par des marqueurs de
pluripotence et du potentiel de différenciation. Les échantillons biologiques ont ét¢ manipulés
conformément aux déclarations d’Helsinki avec le consentement des patients/sujets et

approuvés par un comité d’éthique.

Nomenclature Origine
Lignée controle 1 : AGO8C5 iPS_INMG
Lignée contrdle 2 : FSCO3 I-Stem

Lignée mutée 1 : 72C6 mutation DSC2
€.394C>T
Méme patient admis a I'Hopital de Lyon

Lignée mutée 2 : 72C8 mutation DSC2

€.394C>T Reprogrammée par Phenocell

Tableau 3 : Récapitulatif de ’origine ainsi que la nomenclature des lignées d’hiPSCs

b) Culture et différentiation des hiPSC en cardiomyocytes

La différentiation des hiPSC en cardiomyocytes se fait a 1’aide de la méthode de
sandwich 2D en monocouche. Cette méthode est connue et a déja été publi¢e (Burridge et al.
2014). Les hiPSC sont cultivés sur un Matrigel™ adapté a la culture de cellules souches
(Corning). Les cellules sont maintenues en culture dans un milieu spécifique le StemFlex™

(ThermoFisher Scientific) et en condition standard dans un incubateur a 37°C et 5% de COx.
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Le milieu de culture est changé tous les deux jours jusqu’a atteindre une confluence de 80-90%
ou elles sont par la suite dissociées a ’aide de TrypLE™Express (thermoFisher Scientific).
Apres dissociation les cellules sont ensuite ensemencées dans une plaque 6 puits, préalablement
« coatées » (recouvertes) avec du Matrigel, a 30 000 ou 50 000 cellules/cm?. Aprés 4 jours, ou
une confluence de 90% est obtenue dans chaque puits, le protocole de différentiation est lancé
ou différentes étapes sont obligatoires et nécessaires pour obtenir des cardiomyocytes.
e La premicre étape consiste a ajouter 0,04 mg/mL de Matrigel réduit en facteur de
croissance (MgFr ; Matrigel growth factor reduced en anglais). Cette étape est ce que

I’on appelle le J-1 et permet de préparer les hiPSC pour la différenciation.

e Le processus de différenciation est ensuite initi€ avec du milieu RPMI1640
(ThermoFisher Scientific) avec du supplément B27 moins insuline (1X) et du MgFr a
la méme concentration que le J-1. Un activateur de la voie de signalisation Wnt, le
CHIR99021 (LC Laboratories) est ajouté a 6 uM au milieu de culture. Ceci constitue

I’étape JO et ce milieu est gardé pendant 2 jours.

e [L’étape suivante, le J2, le milieu est changé avec du RPMI1640 B27 moins insuline.

e Lelendemain, I’étape J3 est effectuée en ajoutant au RPMI1640 un inhibiteur de la voie

Wnt, le Wnt-C59 (LC Laboratories) a 2 uM. Ce milieu est gardé 2 jours.

e AJ5et]7,le milieu de culture est remplacé par du RPMI1640 B27 moins insuline.

e Au jour 9 apres le début de la différenciation cardiaque, le milieu est changé pour du
RPMI1640 B27 plus insuline. A cette étape les premicres contractions sont observées
et le milieu est renouvelé tous les 2 jours jusqu’a étre préte pour les expérimentations a
J60. Le temps de culture des hiPSC-CM est allongé jusqu’a 60 jours afin d’avoir un
taux de maturation suffisant pour que les cellules puissent exprimer les phénotypes

caractéristiques des conditions controles et mutées DSC2.
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II. Caractérisation génétique des hiPSC-CM
1. Dissociation enzymatique des hiPSC-CM

Afin de réaliser les expériences de biologie moléculaire, les puits comprenant le meilleur
taux de différenciation (efficacité de différenciation estimée visuellement entre 80-100%) sont
sélectionnés et dissociés pour former des culots secs. Cette étape s’effectue a 60 jours apres le
début du protocole de différentiation. Les monocouches de cellules sont rincées avec une
solution saline tamponnée au phosphate (PBS: Phosphate Buffer Saline en anglais) et
dépourvue de calcium, afin de fragiliser les connexions intercellulaires. Cette étape de ringage
est importante pour évacuer les protéines présentes dans le milieu de culture et qui pourraient
diminuer I’efficacité de la dissociation enzymatique. Comme pour les hiPSC, les cellules sont
ensuite incubées avec du TrypLE™Express pendant 10 minutes afin de faciliter le décollement
des cellules. L’action de I’enzyme est bloquée par dilution : ajout du milieu de culture
RPMI1640 B27 plus insuline. Aprés cette étape de dissociation enzymatique, une étape de
dissociation mécanique est effectuée a I’aide d’une micropipette P1000. Tout le contenu du puit
est enfin centrifugé dans 10 mL total de milieu afin d’obtenir un premier culot. Cette premiére
centrifugation permet également de se débarrasser des débris et des résidus de milieu de culture.
Ce culot est transféré dans du PBS puis de nouveau centrifugé. Apres cette deuxieéme
centrifugation, tout le PBS est retiré et le culot, toujours attaché a I’eppendorf 1.5 mL est plongé
dans de I’azote liquide afin de congeler les cellules et maintenir I’intégrité de leurs composants.

Les culots secs ainsi obtenus sont conservés au congélateur a -80°C.

2. RT gPCR: Reverse Transcription quantitative Polymerase
Chain Reactions
a) Extraction d’ARN

L’extraction de I’ARN (Acide Ribonucléique) est une étape préalable avant de réaliser
la RT-qPCR. L’ARN est extrait a I’aide du kit Direct-Zol™ RNA Miniprep (Zymo Research,
Ozyme) en suivant le protocole fournis par le fabricant. La totalité des étapes sont effectués sur
glace a 4°C afin de minimiser la dégradation de I’ARN.

e Les culots secs sont dissociés, homogénéisés et lysés en ajoutant 1mL de TRIzol®.

L’échantillon est ensuite centrifugé a 10 000 g pendant 30 secondes pour retirer les

débris. Le surnageant est transféré dans un nouveau eppendorf 2.0 mL.
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Apres cette étape, un volume équivalent d’éthanol a 100 % est ajouté, c’est-a-dire 1mL.
Aprés une homogénéisation le mélange est transféré dans une colonne Zymo-Spin™
muni d’un tube collecteur. Une centrifugation a 10 000 g pendant 30 secondes est
réalisée et le contenu du tube collecteur est jeté. Cette étape de transfert peut se faire en

plusieurs fois, car le volume maximal de la colonne est de 700 pL.

Il est recommandé¢ d’effectuer un traitement a la DNase apres I’étape précédente, afin
de diminuer I’éventuelle contamination a I’ADN génomique a la fin de I’extraction et
de fausser les résultats finals. Pour cela 400 uL. de RNA Wash Buffer est ajouté a la

colonne avec 80 uL de DNase.

Aprés 15 minutes d’incubation, 400 pL de Direct-zol™ RNA PreWash est ajouté a la
colonne. Une centrifugation a 10 000 g pendant 30 secondes est réalisée et le contenu

du tube collecteur est jeté.

700 uL de tampon de RNA Wash Buffer est ajouté a la colonne et une centrifugation a
10 000 g pendant 2 minutes est réalisée afin de retirer complétement le tampon de

lavage.

La colonne est ensuite transférée sur un tube vierge sans RNase.

30 uL de DNase/RNase-Free Water est ajouté directement sur la matrice de la colonne
et une centrifugation a 10 000 g pendant 30 secondes est réalisé pour éluer I’ARN dans

le tube.

Les ARN sont dosés a I’aide d’un NanoDrop One (ThermoFisher Scientific). L’ARN

est fragile et instable, il est donc important de les conserver soigneusement a -80°C.

Il est important de vérifier la pureté de I’ARN par les ratios Azeonso €t A2e0/230. Ces ratios

reposent sur la loi de Beer-Lambert ou A=¢.l.c. A étant I’absorbance sans unitg, € le coefficient

d’absorption moléculaire, 1 la longueur du trajet optique et C la concentration en acide

nucléique. Cette formule permet de connaitre aisément une concentration en acide nucléique au

Nanodrop. Ces ratios d’absorption permettent donc de déterminer la quantité d’ARN extrait et

une potentielle contamination. Un ratio Aaeonso compris entre 1,80 et 2,0 indique que

I’échantillon est pur en ARN, cependant une valeur plus faible indiquerait que 1’extraction est
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polluée par des protéines ou des composants phénoliques. Un ratio Azeo/230 €st compris entre
2.0 et 2.2, si ce ratio est plus faible cela indique aux solvants, sels et autres contaminants

organiques.

b) Reverse Transcriptase RT

Le kit Transcriptor Universal ADNc Master (Roche) est utilisé afin de procéder a la
rétro transcription (RT) : il s’agit de convertir I’ARN en ADN complémentaire (ADNCc). Ce kit
comprend un tampon buffer a 5X et de ’enzyme de conversion. Il faut au préalable réaliser le
mix avec 1 pL d’enzyme de conversion et 4 uLL de tampon. Les RT sont réalisés avec 500 ng
d’ARN. Apres avoir réalisé les dilutions dans un volume total de 15 pL d’ARN a Ia
concentration souhaitée, le mix comprenant 1’enzyme de conversion est ajouté puis les tubes
sont insérés dans Thermal Cycler 512 (TC 512) (38 minutes a 60°C). Le TC 512 a I’aide du kit
va permettre de convertir ’ARN en ADNc. Une fois I’étape de RT terminée, il faut ajouter un

180 uL d’H2O stérile aux ADNc.

c) La PCR quantitative

La PCR consiste a amplifier ’ADNc d’un géne donné a I’aide d’amorces spécifiques de
ce dernier afin de rendre sa détection possible. Dans notre cas, I’ADN a été amplifié par le
LightCycler 480 SYBR Green I Master (Roche). La détection de chaque ADN a été réalisée en
triplicat technique réalisée sur 5 échantillons différents. Le géne ribosomale 60S PO (RPLPO)
est utilis€ comme gene de référence, car c’est un géne ubiquitaire et son expression ne varie pas
entre chaque lignée cellulaire. Les données ont été traitées a 1’aide du logiciel LightCycler 480.
Les genes avec un seuil de cycle (Ct) supérieur a 35 ont été considérés comme indétectables.
L’amplification de chaque geéne se fait a I’aide de plaques 96 puits (LightCycker 480 Multiwell
Plate 96 (Roche)). Chaque puit de la plaque contient 5 uLL de LightCycler 480 SYBR Green |
Master, 1 uL du mix d’amorces d’intéréts du geénes, 1,5 uL. d’H>O et 2,5 ulL. d’ADNc d’intérét.
Les valeurs de Ct sont calculées en normalisant la valeur moyenne de chaque géne par rapport
a la valeur moyenne du géne de référence. Dans cette étude le géne de chaine 1égére de myosine
a ¢té utilisé comme marqueur cardiaque. Des geénes codants pour des canaux ioniques ont
¢galement été étudiés tels que le Nay1.5, le K,7.1, K\11.1 et le RYR. Le géne codant pour le

PPARYy et deux génes cibles de sa voie de signalisation tels que le géne a I’adiponectine et la
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périlipine a été amplifi¢é comme marqueur pro-adipogénique. Les génes utilisés dans cette étude

ainsi que les amorces sont répertorié¢s dans le tableau 4.

Target gene Accession Gene description Primer Sequence (5’-3’) Size (pb)
numbers
RPLPO NM_001002.4 Ribosomal Protein Lateral Stalk Forward: AGCAAGTGGGAAGGT 114
Subunit PO Reverse: TCATCCAGCAGGTGT
PPARY NM_015869.5 Peroxisome Proliferator-activated  Forward: CGAAGACATTCCATTCACAAGAAC 120
Receptor y Reverse: CTGTCATCTAATTCCAGTGCATTG
ADIPOQ NM_004797.4 Adiponectin Forward: GAGAAGGGTGAGAAAGGAGAT 114
Reverse: TCATTATCAGCATAGAGTCCATTACG
PLIN2 NM_001122.4 Perilipin 2 Forward: GCTTCACTCCCGTGCCTA 103
Reverse: GCATTGCGGAACACTGAGTA
MyYL2 NM_000432.4 Myosin light chain 2 Forward: CCAGAACAGGGATGGCTT 91
Reverse: TCCTAGTCCTTCTCTTCTCCG
KCNQ1 NM_000218.3 K,7.1 () Forward: CTCACTCATTCAGACCGCA 143
Reverse: TCTTTACCACCACAGACTTCTTG
KCNH2 NM_000238.4 K,11.1 (1) Forward: GGAGCCTCTGAACCTGTATG 230
Reverse: GACTGAAGCCACCCTCTAAC
SCNSA NM_000335.5 Na,1.5 (l,) Forward: GTGAACAACAAGAGCCAGTG 127
Reverse: TGCATACATAATGTCCATCCAGC
RYR2 NM_001035.3 Ryanodine Receptor 2 Forward: AATTTGAGACGGTCA 132

Reverse: TTGCCAAGAGCGCCC

Tableau 4 : Résumé des génes évalués dans cette étude. Géne cible, numéros d'accession,
description du géne, amorce et tailles de produit

71



III. Caractérisation €lectrophysiologique des hiPSC-CM
1. Le patch clamp

La technique de patch clamp consiste a enregistrer des courants électriques générés par
I’ouverture de canaux ioniques présents a la membrane cellulaire. Ceci est rendu possible par
I’accolement d’une micropipette en verre, munie d’une électrode et contenant une solution
conductrice, a la membrane de la cellule. Ce contact étroit et étanche est appelé seal. A 1’aide
de légeres succions, la résistance caractérisant le contact cellule-pipette est augmentée jusqu’a
atteindre le gigaseal. La forte stabilit¢ mécanique qui en résulte fait que la paroi de la pipette
devient une forte barriere de diffusion d’ions. Il existe différentes configurations selon 1’étude
biophysique du canal que I’expérimentateur souhaite réaliser et du mode de contrdle par des
messagers chimiques. Pour ce projet, la configuration cellule entiere ou « whole cell » est
utilisée pour I’enregistrement de potentiel d’action et de courants ioniques tels que les courants
sodiques, calciques et potassiques. Celui-ci est obtenu par rupture de la membrane plasmique
de la cellule. Le milieu conducteur présent dans la pipette peut alors diffuser a I’intérieur de la
cellule et ainsi controler le milieu intracellulaire. Il est alors possible de mesurer I’ensemble des

propriétés électriques de la membrane cellulaire.
a) Matériel

Les micropipettes sont réalisées a 1’aide d’une étireuse (Sutter Instruments P-97) a partir
de tubes a micro-hématocrites (Vitrex). La résistance des pipettes varie entre 1 et 2 MQ, une
fois remplie par le milieu intrapipette. L’acquisition des courants électriques est réalisée par un
amplificateur de type Axopatch 200B (Axon Instruments)) a température ambiante.

Concernant le modéle cellulaire, les hiPSC-CM sont dissociées a J53 et réensemencés
dans des pétris de 40 mm de diamétre a une concentration de 400 000 cellules par pétris. Les

expériences sont réalisées a J60 soit 7 jours apres la dissociation et a température ambiante.

b) Enregistrement des PA

L’enregistrement des PA est réalisé en stimulant les cellules par un courant de 20-1500
pA pendant 3 ms a différentes fréquences (1, 0,5 et 2 Hz). La solution intrapipette contient 10
NaCl, 122 KCI, 1 MgCl,, 1 EGTA et 10 HEPES (en mmol/L) avec un pH ajusté a 7,3 a I’aide
de KOH. La solution de bain est composée de 145 NaCl, 5,6 KCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 8 Glucose
et 10 HEPES avec un pH ajusté a 7,4 par du NaOH (mmol/L). Les cellules sont maintenues
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artificiellement a -80 mV. L’analyse des PA est effectuée sur le logiciel Clampfit et différents
parametres sont analysés tels que la durée du potentiel d’action a 90, 50, 30% de repolarisation

(APD9o, APDso, APD3o) et la vitesse d’ascension maximale du PA (dv/dtmax).

c¢) Enregistrement des courants sodiques

Les courbes courants/potentiels et d’activation des courants sodiques sont enregistrées
en stimulant les cellules par des échelons dépolarisants (pulses), avec des incréments de 5 mV,
d’une durée de 50 ms allant de -90 a +45 mV depuis un potentiel de maintien de -100 mV. La
courbe d’inactivation est réalisée a I’aide d’une pré-dépolarisation (prépulse) de 500 ms, avec
des incréments de +5 mV allant de -100 mV a -40 mV, suivis d’un pulse de 4 ms a -30 mV.
Pour I’enregistrement des courants, les pipettes ont été préalablement coatées avec de ’'HIPEC
(Dow-Corning) afin de diminuer les capacitances de 1’¢lectrode. La solution intrapipette
contient 105 CsF, 35 NaCl, 10 EGTA, and 10 HEPES avec un pH ajusté a 7.4 a I’aide de CsOH
(mmol/L). La solution de bain est composée de 105 NMDG, 35 NaCl, 2 KCI, 1,5 CaCl,, 1
MgCl,, 10 Glucose, 10 Hepes 10 TEA-Cl et 0,5 Nimodipine avec un pH ajusté a 7,4 en utilisant
de I’acide méthanethiosulfonic. Les courants sodiques sont filtrés a 5 kHz et digitalisés a 10
kHz. Les courbes courants/potentiels, d’activation et d’inactivation sont obtenus et analysés sur

Clampfit.

d) Enregistrement des courants calciques

Les courbes courants/potentiels et d’activation des courants calciques sont obtenues en
stimulant les cellules par des pulses de 200 ms, avec des incréments de 5 mV, allant de -80 mV
jusqu’a +40 mV. L enregistrement des courants se fait via le baryum (Ba”"), un cation divalent
perméant via les canaux calciques, afin de s’affranchir de 1’activation calcium-dépendante. La
solution intrapipette contient 35 CsCl, 100 CsF, 5 Na2ATP, 10 EGTA et 10 HEPES (mmol/L)
avec un pH ajusté a ’aide de KOH a 7.4. La solution de bain contient 140 TEA-CI, 2 KCl, 2,5
BaCl2, 2 MgCl12, 10 Glucose et 10 HEPES (mmol/L) avec un pH ajusté a 7,4 avec du KOH.

L’analyse des courants est réalisée sur le logiciel Clampfit.

e) Enregistrement des courants potassiques

L’enregistrement des courants potassiques est réalisé pas des pulses de 4 secondes, avec

des incréments de 5 mV, allant de -80 a +40 mV. Les solutions utilisées sont les mémes que
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celles utilisées pour I’enregistrement des PA. L’analyse et les courbes courants/potentiels sont

réalisées sur le logiciel Clampfit.

2. Imagerie calcique

L’imagerie calcique est réalisée sur les hiPSC-CM afin d’étudier la dynamique de la
signalisation calcique intracellulaire. Cette technique permet de visualiser les cinétiques de
variations spontanées de Ca’' intracellulaire et également les événements Ca?" aberrants
(sparks). La sonde calcique utilisée pour cette expérience est la Fluo4-AM (ThermoFischer).
C’est une sonde excitable a une longueur d’onde de 494 nm et émet a une longueur d’onde de
506 nm. Il s’agit d’'une sonde non ratiométrique, mais treés sensible avec une constante de
dissociation (Kd) de 345 nm, permettant I’enregistrement de rapide et bref changement de
calcium cytoplasmique (Gee et al. 2000). Le groupement AM est un groupe ester
acétométhylique, permettant de rentrer dans la cellule. Ce groupement est ensuite clivé par des
estérases endogénes dans le cytosol, la sonde peut alors se lier aux ions Ca?". Cette sonde est
conservée dans du DMSO a -20 °C.

Les cellules, comme pour le patch-clamp, sont dissociées a J53 et réensemencées a 500
000 cellules par pétris de 35 mm de diametre munis d’un fond en verre spécifique a I’imagerie
microscopique. Les expériences sont ensuite réalisées a J60. Les hiPSC-CM sont incubées
pendant 15 minutes avec la sonde Fluo4-AM a une concentration de 3 uM a température
ambiante et a I’obscurité. La solution utilisée pour I’imagerie est la méme que la solution de
bain pour I’enregistrement des PA au patch-clamp. A la fin de I’incubation, les cellules sont
rincées puis les acquisitions des transitoires calciques sont réalisées a 1’aide d’un microscope
confocal inversé a balayage laser (Zeiss, LSM800). Les variations de calcium sont acquises a
I’objectif x63. Les transitions calciques sont obtenues de manicre spontanée sans stimulation
¢lectrique ou chimique. Les enregistrements sont obtenus par balayage linéaire (line-scan, x-t
mode) via le logiciel Zen. Les analyses sont réalisées a 1’aide du logiciel Peak Inspector

(https://www.python.org/download/releases/3.0/). Plusieurs parametres sont obtenus tels que la

fréquence spontanée des transitoires, I’amplitude maximale, la vitesse de libération du calcium,
la vitesse de recapture. L’analyse des sparks Ca’" est effectuée via le logiciel imageJ avec le

plugin Sparkmaster afin d’avoir le nombre et la fréquence de ces sparks.
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3. Etude des propriétés contractiles

La fonction contractile spontanée a été¢ mesurée directement sur les plaques 6 puits a
partir de la monocouche d’hiPSC-CM sans dissociation a J60. Les cellules sont incubées dans
une enceinte thermostatée a 20% d’0O2 et 5% de CO2 a 37°C sous un microscope invers¢ Zeiss
équipé d’un objectif 20X. Les vidéos sont enregistrées avec une caméra Orca Fash4
(Hamamatsu) avec une fréquence d’acquisition de 33 ms et une durée d’enregistrement de 25
secondes par position en 16 bits. Une dizaine de positions (avec des zones qui se contractent)
ont été choisies par puits. L’analyse des propriétés contractiles a été évaluée grace a un script
d’analyse vidéo sous MATLAB. A partir des vidéos acquis avec le logiciel Zen, les images
TIFF correspondantes ont été extraites. Les mouvements de contractions ont été analysés image
par image pour chaque vidéo. Ces déplacements sont traités dans le temps, ce qui permet
d’obtenir une courbe de déplacement en fonction du temps. Ceci permet de déterminer
différents parameétres de la contraction tels que la fréquence spontanée des contractions (bpm),
I’amplitude, le temps de contraction, le temps de relaxation, le temps de repos entre deux
contractions et enfin le facteur de différentiation. Ce dernier parameétre est un modele linéaire
généralisé reflétant une combinaison linéaire des propriétés contractiles assurant la meilleure
discrimination entre le contrdle et les conditions spécifiques du patient. C’est un parameétre qui
permet de mieux discriminer les différences entre le sujet sain et le patient ayant bénéficié¢ d’un

traitement ou non.
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Figure 21 : Illustration du signal obtenu aprés analyse a partir des vidéos enregistrés
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I'V. Caractérisation morphologique des hiPSC-CM

1. Microscopie Electronique a Transmission

La microscopie électronique a transmission (MET) est une technique permettant
d’observer 1’ultrastructure cellulaire sur des coupes fines de I’ordre du nanometre. Un
microscope ¢électronique utilise un faisceau d’électrons pour illuminer 1’échantillon et les
¢lectrons traversant I’échantillon sont transmis et détectés sur un écran. La préparation de
I’échantillon est extrémement importante et suit un protocole bien précis, qui doit a la fois
conserver sa structure et étre conducteur pour laisser passer le faisceau d’électrons. Pour nos
observations, la monocouche cellulaire a été fixée avec 2% de glutaraldéhyde dans 0,1 M de
tampon de Sorensen a pH 7,4. La fixation est réalisée pendant une heure, puis rincée avec du
tampon de Sorensen seul. Le tampon de Sorensen est fréquemment utilisé pour les études en
MET par ses propriétés physiologiques, sa stabilité et il est non toxique pour les cellules,
comparé au tampon cacodylate (aussi utilis¢ en MET) mais plus toxique. La préparation de ce
tampon est le mélange d’une solution de phosphate de sodium monobasique et d’une solution
de phosphate de sodium bibasique. La suite de la préparation des échantillons ainsi que
I’observation en MET ont été réalisées au CMEAB (Centre de Microscopie Electronique
appliquée a la biologie) de Toulouse, en collaboration avec le Dr. Céline Guilbeau-Frugier.
Brievement, les échantillons subissent une post-fixation a I’osmium et une imprégnation dans
une résine époxy qui polymérise a 60°C. L’observation a été réalisée avec un MET-HT-7700

Hitachi 120k V.

V. Analyses statistiques

Les analyses statistiques de 1'ensemble des données des expériences décrites ci-dessus,
ainsi que les graphes, ont été réalisées a l'aide du logiciel GraphPad Prism (version 9). La
normalité a été testée a I'aide des tests d’ Agostino-Pearson et Shapiro-Wilk. Un test de Kruskal-
Wallis t non a été utilis€é pour comparer 3 groupes indépendants avec une distribution non
paramétrique. Un test de Tuckey a été réalis€¢ pour comparer 3 groupes indépendants avec une
distribution paramétrique. Un test T appari¢ a été utilisé pour comparer 2 groupes appari€s avec
une distribution paramétrique. Un test de Wilcoxon a été effectué pour comparer 2 expériences
appariées avec une distribution non paramétrique. Une valeur de p < 0,05 a été considérée

comme significative. *, p <0,05.
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D. Résultats
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Etude 1: Caractérisation morphologique par
microscopie ¢lectronique a transmission

L’ultrastructure des cardiomyocytes issus d’hiPSC a été observée par MET. L’objectif
de cette approche expérimentale était d’observer et comparer 1’ultrastructure cellulaire entre les
conditions « contrdles » et « mutés DSC2 ». Les observations ont été réalisées apres 60 jours
de culture. La MET nous a permis d’étudier le degré de maturité des hiPSC-CM.

En condition contrdle, il est possible d’observer sur la figure 22A que ces cellules ont une
organisation structurelle peu organisée et immature, en comparaison de celle des
cardiomyocytes adultes. En effet, I’appareil contractile d’un cardiomyocyte adulte représente
90% du volume cellulaire total et est organis¢ de manicre longitudinale. Les hiPSC-CM
présentent un appareil contractile bien visible, mais celui-ci représente bien moins de 90% du
volume cellulaire. De plus, la limite entre deux cardiomyocytes est difficilement observable.
Les noyaux ainsi que des lysosomes et les mitochondries sont également observables chez les
hiPSC-CM (Figure 22A). Cependant les mitochondries sont petites et allongées avec une
disposition anarchique. Dans un cardiomyocyte mature, les mitochondries sont disposées le
long de I’appareil contractile afin de répondre aux forts besoins énergétiques que nécessite la
contraction cardiaque. Lorsque I’on rentre plus en détail au niveau de la structure de I’appareil
contractile, sur la figure 22B, il est possible d’observer que 1’appareil contractile des hiPSC-
CM arbore une organisation structurelle convenable. En effet, les bandes observables d’un
sarcomere, a savoir les bandes H, I, M et les stries Z sont bien visibles dans notre échantillon
(Figure 22B). Les stries Z délimitent chaque sarcomeére et correspondent a 1’accumulation
locale d’alpha-actinine. Les filaments d’actines correspondent a la bande I observable et sont
reliés a la titine dans les stries Z via 1’alpha-actinine. Enfin, la bande M, plus épaisse, correspond
a I’accumulation de myosine. La bande H n’est visible que lorsque les cellules musculaires sont
dans un état relaché. Cette observation précise de ’appareil contractile nous permet de dire que
notre modele cellulaire, bien qu’immature, présente les molécules essentielles a la contraction

cardiaque.
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Figure 22 : Etude de Pultrastructure des hiPSC-CM contréles

Image globale d’hiPSC-CM contréles observés par microscopie électronique a transmission a x1000 (A),
image de I’appareil contractile observé a x4000 (B), observation de I’appareil contractile et des disques
intercalaires a x5000 (C) et x8000 (D) AC : Appareil contractile N : Noyau M : Mitochondrie
cercle en pointillé : desmosome DI : Disque intercalaire

Les disques intercalaires (DI) ont également été observés par MET et correspondent aux
jonctions entre les cardiomyocytes. Dans un cardiomyocyte humain adulte, ces DI se situent au
niveau des extrémités de la cellule, a la suite de 1’appareil contractile. Dans les hiPSC-CM, les
DI connectent bien deux appareils contractiles de deux cardiomyocytes différents. Cependant,
ils sont placés sur tout le tour du cardiomyocyte, en raison de la forme immature de la cellule
(Figure 22C et D). En MET, il est possible d’observer au niveau des DI, une zone claire qui

délimite la connexion entre les deux cardiomyocytes et une zone plus sombre. Cette zone
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sombre témoigne d’une forte densité protéique comprenant, notamment, les desmosomes et les
jonctions gap (figure 22D).

La MET permet a la fois I’observation de I’ultrastructure des cardiomyocytes et de leur
organisation en monocouche. Néanmoins, contrairement a la structure du muscle cardiaque
adulte, la monocouche d’hiPSC-CM ne présente pas d’orientation définie, assurant une
contraction orientée et efficace. Cependant, ces cellules arborent bien un appareil contractile et
fonctionnel, comprenant les protéines indispensables qui composent le sarcomere. De plus, les
disques intercalaires, ainsi que les desmosomes, sont bien visibles, malgré une localisation sur
tout le pourtour cellulaire. Ces caractéristiques nous permettent donc de comparer notamment

I’appareil contractile et les desmosomes entre les conditions controles et mutées DSC2.

L’ultrastructure des hiPSC-CM issus d’un patient (avec mutation DSC2) a également
été observée par MET. La comparaison de [’ultrastructure entre les conditions controle et
mutées met en évidence un appareil contractile moins mature et moins présent dans les
cardiomyocytes mutés DSC2 (Figure 23A). En effet, la surface totale de I’appareil contractile
mesuré sur imagelJ représente 8% du contenu cellulaire global comparé a la condition controle
ou cet appareil contractile représentait environ 45% du volume cellulaire. Lorsqu’on zoome sur
I’organisation du sarcomere, les stries Z sont mal définies et les bandes A, H et I ne sont pas
observables. De plus, la largeur du sarcomere est plus faible que dans les conditions controles
(14 pm hiPSC-CM contrdle vs 5 pm hiPSC-CM DSC2) (Figure 23A). Ceci pourrait indiquer
des défauts de la force de contraction des hiPSC-CM mutés DSC2.

Il est possible d’observer les DI, comprenant les zones claires et les zones sombres chez les
cellules mutées DSC2 (Figure 23B). En raison d’un appareil contractile moins bien défini, les
DI connectent moins nettement deux unités sarcomériques entre deux cardiomyocytes
différents, ce qui rendait leur localisation plus difficile qu’en condition contrdle. Les zones
sombres, correspondant a la localisation des desmosomes, apparaissent moins denses que dans
les hiPSC-CM contrdles (Figure 23B). Ceci pourrait indiquer une densit¢ de protéines
desmosomales moins importante a la membrane plasmique des cellules. Ces observations
coincident avec un défaut d’ancrage et de maintien des desmosomes a la membrane lors d’une

mutation atteignant un gene desmosomal dans le cadre de la CA.
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Figure 23 : Etude de Pultrastructure des hiPSC-CM mutés DSC2

Images d’hiPSC-CM observés par microscopie €lectronique a transmission a x1500 (A) et zoom sur les
disques intercalaires x8000 (B) N : Noyau M : Mitochondrie DI : Disque intercalaire Cercle en
pointillé noir : desmosome  Rectangle en pointillé bleu : AC : Appareil contractile Cercle rouge
pointiller : LD : Lipid droplet

Les cellules issues du patient présentent des gouttelettes/lacs lipidiques (Figure 23C).
Cette observation témoigne d’un changement morphologique potentiel de ces cardiomyocytes.
De plus, la présence d’un appareil contractile confirme le statut de cardiomyocyte des cellules,
attestant bien d’une accumulation lipidique dans ce type cellulaire (Figure 23C et D). Ce
phénomene a été également observé, mais dans une moindre mesure, dans les lignées controles.
En effet, I’accumulation lipidique, mesurée par le logiciel imagel, représente 20% du contenu
cellulaire globale chez les cellules présentant la mutation DSC2, alors que chez les cellules

contrdles, cette accumulation lipidique représente seulement 4%. La présence de gouttelettes
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lipidiques dans les hiPSC-CM DSC2 conforte notre hypotheése de transdifférenciation des
cardiomyocytes en adipocytes.

La MET nous a permis de comparer 'ultrastructure des hiPSC-CM entre les conditions
controles et mutées DSC2. Globalement, les cellules DSC2 présentent un appareil contractile
pauvre et moins bien structuré. Ainsi, la caractérisation de la contraction a partir de
monocouches d’hiPSC-CM pourrait établir une corrélation entre cette observation et sa
fonction. De plus, la densité des desmosomes est plus faible dans cette condition comparée a la
condition contréle ; ce qui témoigne d’un défaut d’ancrage et de maintien des desmosomes a la
membrane plasmique. Enfin, I’accumulation lipidique dans les hiPSC-CM DSC2 démontre un
changement morphologique cellulaire et renforce notre hypothese de transdifférenciation des
cardiomyocytes en adipocytes.

Notre modele cellulaire récapitule, au niveau morphologique, le phénotype observé dans
d’autres modeles cellulaires et chez le patient. En effet, un changement morphologique ainsi
qu’une accumulation lipidique ont déja été observés chez des cellules HL-1 et sur des hiPSC-
CM (Garcia-Gras et al. 2006; Caspi et al. 2013). Ceci conforte notre hypothése de
transdifférenciation des cardiomyocytes en adipocytes. Cependant, le rdle de la
transdifférenciation sur D’aspect fonctionnel et électrophysiologique est manquant. C’est

pourquoi la suite de nos travaux de thése se sont concentrés sur ces aspects.
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Etude IT : Développement et caractérisation fonctionnelle
du modele DSC2 hiPSC-CM

La CA est une maladie cardiaque héréditaire rare caractérisée par des arythmies
ventriculaires qui s’expliquent souvent par des anomalies structurales affectant la conduction.
Sa prévalence est estimée a 1/1000 a 1/5000 et est liée dans 50% des cas a une mutation sur des
geénes codant pour les protéines desmosomales. La maladie se développe en trois phases : une
phase silencieuse, sans dysfonctionnement mécanique mais avec des risques de mort subite
cardiaque, suivie d’une altération structurale du myocarde et enfin une dégénération vers une
insuffisance cardiaque. Malgré cette connaissance du développement de la pathologie, des
études completes sur I’instabilité électrique des cellules font défaut. Notre modéle d’hiPSC-
CM, a partir d’un patient présentant la mutation (c.394C>T) sur le gene codant pour la DSC2,
nous permet de mieux comprendre 1’arythmogénese de la CA. Des échantillons sanguins ont
été prélevés chez le patient afin de reprogrammer ces cellules en hiPSC. Les hiPSCs ont ensuite
¢t¢ différenciés en cardiomyocytes en suivant le protocole défini précédemment. La
pathogénicité de ce variant a été confirmée a I’aide d’un modele de poisson zebre. Les hiPSC-
CM de contrdle et du patient ont €té utilisées pour examiner les altérations électromécaniques
spécifiques de la mutation et modéliser les effets de médications anti-arythmiques.

Dans cette étude, la pathogénicité de la substitution DSC2 p.R132C a été confirmée dans
le modele de poisson zebre. En effet, deux constructions différentes, chez le modéle de poisson
zebre aboutissant a un défaut la protéine DSC2 (knock-down), présentent une diminution du
volume d’¢jection systolique ainsi qu’une diminution de la contraction ventriculaire. Ces
résultats sont en lien avec ce qui est observé, en clinique, chez des patients diagnostiqués de la
CA. L’injection de I’ARNm DSC?2 controle, chez le poisson zeébre défectueux pour la DSC2,
prévient ces défauts précédemment observés. Cependant, I’injection de I’ARNm présentant la
substitution R132C (du patient) ne permet pas de rétablir les fonctions contractiles des
ventricules chez le poisson zébre. Ces expériences confirment que la mutation R132C induit
des défauts fonctionnels in-vivo.

L’utilisation des hiPSC-CM provenant du patient portant une mutation sur le géne DSC2
a démontré que I’apparition d’arythmies constitue un mécanisme pathologique direct et n’est
pas uniquement une conséquence du remodelage tissulaire. Premierement, nous avons évalué
la fonction contractile de notre modele d’hiPSC-CM, a partir de la monocouche cellulaire apres
60 jours de différenciation, en utilisant une analyse vidéo. Les hiPSC-CM mutés DSC2

présentent une fréquence de battements spontanés accrus et une diminution de la durée de
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contraction. L’enregistrement de vidéos, nous permet d’analyser le nombre d’événements de
contraction aberrants. Les vidéos enregistrés des hiPSC-CM, provenant du patient, présentent
35% d’éveénements aberrants, alors que les hiPSC-CM controles en arborent seulement 25%.
Les expériences de contractilité, a partir d’enregistrements vidéo, ont permis de démontrer que
les hiPSC-CM mutés pour la DSC2 présentent des défauts contractiles avec un nombre
d’évenements arythmiques accrus.

Aprés avoir confirmé les défauts contractiles de notre modele, et afin de mieux
comprendre son origine, nous avons ¢tudié plus en détail ’aspect électrophysiologique des
hiPSC-CM. Nous avons enregistré les PA spontanés a 1’aide de la technique de patch-clamp.
Nous observons une augmentation de la fréquence spontanée des PA, accompagner d’une
diminution de la durée du PA chez les hiPSC-CM mutés DSC2 par rapport aux hiPSC-CM
controle. L’enregistrement des PA des hiPSC-CM a également été effectué¢ a 1 Hz afin de
s’affranchir de la différence de fréquence spontanée de déclenchement des PA. Nous observons
également une diminution de la durée du PA dans cette condition, confirmant nos résultats qui
ne dépendent donc pas de la fréquence des PA. La diminution de la durée du PA est en accord
avec une augmentation de la densité de courant potassique observée chez les cellules mutées
DSC2. De plus, nous observons une diminution des courants sodiques et calciques (enregistrés
par I'ion baryum) chez les hiPSC-CM du patient. Ces mesures ¢électrophysiologiques
démontrent une instabilité¢ électrique dans les cellules portant la mutation R132C du gene
DSC2.

Les défauts contractiles peuvent aussi €tre causés par une dynamique calcique
intracellulaire altérée. Pour cela, nous avons étudi¢ les dynamiques calciques spontanées de
notre modele cellulaire a 1’aide de 1’imagerie calcique, utilisant la sonde calcique non-
ratiométrique Fluo-4 AM. Tout comme 1’activité électrique, nous observons une fréquence de
transitoire calcique spontané¢ plus importante chez les hiPSC-CM DSC2. De plus, nous
observons une amplitude ainsi qu’une durée de recapture calcique diminué chez ces cellules
comparées aux cellules contrdoles. Les événements calciques aberrants (sparks) ont une
fréquence augmentée chez les hiPSC-CM DSC2, avec notamment, 85% de cellules mutées
DSC2 présentant des sparks, comparé aux 65% de cellules controles.

Ces résultats confirment un défaut fonctionnel dans notre modéle de CA. En effet,
I’augmentation de la fréquence des contractions accrue est en lien avec une augmentation de la
fréquence des PA spontanés observés dans notre modele. De plus, les défauts de contractilité,
observés aussi bien dans les hiPSC-CM que chez le poisson z&bre, peuvent s’expliquer par une

diminution de la durée du PA ainsi qu’un défaut de la dynamique calcique, avec une
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augmentation des sparks calciques, comme facteur déclencheur des arythmies. Ceci confirme
une origine myogénique de I’instabilité électrique chez les patients atteints de CA.

A partir de cette validation fonctionnelle de notre modéle, nous avons testé différentes
molécules anti-arythmiques, utilisées en clinique, afin de mieux comprendre leur impact chez
le patient. Tout d’abord, nous avons étudié I’effet de la flécainide, un bloqueur du canal sodique,
sur les transitoires calciques. La flecainide a normalisé la fréquence ainsi que ’amplitude des
transitoires calciques spontanés. De plus, cette molécule a eu pour conséquence de diminuer le
pourcentage des sparks calciques observées chez les hiPSC-CM mutés DSC2, confirmant ainsi
son potentiel anti-arythmique. L’action de la flecainide sur les dynamiques calciques et les
fuites de calcium par le RYR peut se faire de facon directe ou indirecte (Salvage et al. 2018).
En effet, une normalisation des sparks calciques par la flécainide est médié par son action
d’antagoniste du canal sodique (N. Liu et al. 2011). D’autres études sur la CPVT rapportent un
effet direct de la flécainide sur le RYR, induisant une diminution de fuite calcique (Watanabe
et al. 2009; Hilliard et al. 2010). Il est plus probable, que dans le cadre de CA, I’action de la
flécainide soit direct sur le RYR, en raison d’une diminution de courants sodiques dans cette
pathologie. Nous avons également étudié I’effet du sotalol sur notre modele cellulaire. Le
traitement au sotalol a normalisé la fréquence spontanée des contractions, en lien avec une
normalisation de la fréquence spontanée des PA. De plus nous avons observé une réduction
significative des éveénements contractiles anormaux, accompagné d’une normalisation du
pourcentage de cellules enregistrées, en patch clamp, présentant des événements électriques
aberrants. L’effet du sotalol sur les canaux potassiques a été confirmé par le E-4031. Cette
molécule confirme 1’allongement du PA dia au blocage des canaux potassiques. En conclusion,
ces résultats démontrent un remodelage électrique et calcique des hiPSC-CM révélant une
dynamique de repolarisation anormale et met en lumiére 1’effet bénéfique du sotalol et la
flecainide, rationalisant la prescription de ces molécules anti-arythmiques (Ermakov and

Scheinman 2015; Wichter et al. 1992).

Dans cette étude, le modele du poisson zebre a été utilisé pour modéliser la pathogénicité
de la mutation DSC2 li¢e a la CA au niveau tissulaire. Ce modele présente 1’avantage d’étre
rapide a mettre en place, par rapport a d’autre méthode comme CRISPR-Cas9. La technologie
CRISPR-Cas9 est intéressante pour valider la pathogénicité spécifique d’une mutation.
Cependant elle est compliquée a mettre en place, notamment sur des hiPSCs, et des effets
secondaires non spécifiques peuvent apparaitre a la suite de cette manipulation génétique (effets

« off-target »). De plus, le modele de poisson zebre permet d’étudier I’effet de la mutation sur
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un cceur entier et apporte une diversification des modeles utilisés. Pour ces raisons, nous avons
préfére utiliser le modele du poisson zebre pour valider la substitution R132C de la DSC2.

A partir des hiPSCs spécifiques du patient portant une mutation sur le géne codant pour
la DSC2, nous avons étudié les mécanismes arythmogenes de la CA. En plus de démontrer un
remodelage morphologique, observé par MET, I’arythmogenése de la CA a également une
origine électrique cellulaire directe. En effet, nous avons pu constater que les défauts de
contractions ainsi que 1’arythmogénicité sont dus a un remodelage électrique et calcique.
Premiérement, 1’apparition de sparks calciques plus fréquents dans notre modele de CA, induit
une augmentation de 1’excitabilité cellulaire. Ceci est retrouvé dans les expériences de patch-
clamp, ou la fréquence des PA spontanés est plus importante avec également I’apparition
d’évenements arythmiques accrus. L’excitabilité cellulaire accrue peut étre considérée comme
a un facteur déclencheur de I’arythmie. La flécainide a pour effet de normaliser les dynamiques
calciques chez les hiPSC-CM DSC2, démontrant ainsi son potentiel anti-arythmique chez les
patients. De plus, la durée du PA raccourcie, di a une augmentation de la densité de courant
potassique, est en lien avec un défaut de ’intervalle QT chez les patients de la CA (Philippe
Chevalier et al. 2021). Cette repolarisation précoce créer une dispersion de la repolarisation,
car toutes les cellules ne vont pas subir un remodelage électrique. En effet, certaines cellules
vont présenter un PA normal alors que d’autres cellules subissent un remodelage électrique et
donc un PA court. Cette dispersion de la repolarisation induit un bloc de conduction, fournissant
un substrat propice aux arythmies de réentrées (Giudicessi and Ackerman 2012). Ces résultats
expliquent la haute efficacité du sotalol chez ces patients (Ermakov and Scheinman 2015). En
effet, le sotalol normalise la durée des PA, par son action sur les courants potassiques,
aboutissant a la réduction des arythmies.

Pour résumer, la littérature propose globalement que I’apparition des arythmies soit
principalement causée par le remplacement fibro-adipeux dans le ventricule droit. Cependant,
trés peu d’études se sont intéressées a I’origine myogénique dans 1’arythmogenese de la CA.
Les hiPSC-CM fournissent un modéle centré sur la cellule. En effet dans cette étude, nous avons
¢lucidé les mécanismes pro-arythmiques cellulaires liés a un remodelage ¢électrique et calcique.
L’apparition de sparks calciques plus fréquents ainsi qu’un PA court fournit un facteur
déclencheur et un substrat arythmogene propice aux déclenchements et au maintien des
arythmies ventriculaires (Tse 2016). De plus, cette étude décrit les mécanismes d’actions
moléculaires de médications anti-arythmiques utilisées chez le patient. Ces molécules

normalisent les défauts calciques et électriques.
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Impaired QT/RR dynamicity appears as an
early biomarker of an ACM subpopulation

Thorough analysis of hiPSC-CM derived from a DSC2 patient, zebrafish and
patient cohort, we identified abnormal repolarization dynamicity, prompting
the discovery of a short QT interval in some ACM patients. By normalizing the
increased repolarization reserve of ACM myocytes, class 3 AADs are likely to be
the drugs of first choice for DSC2 patients. These findings may encourage ran-
domized trials to evaluate class 3 antiarrhythmic drugs, alone or in combination
with class I medications in ACM patients.

el WILEY

Clin. Transl. Med. 2021;11:e319.
https://doi.org/10.1002/ctm2.319

wileyonlinelibrary.com/journal/ctm2

87



Received: 2 December 2020

Revised: 22 January 2021

Accepted: 25 January 2021 ‘ Published online: 24 February 2021

DOI: 10.1002/ctm2.319

RESEARCH ARTICLE

‘ WILEY

Deciphering DSC2 arrhythmogenic cardiomyopathy
electrical instability: From ion channels to ECG and tailored

drug therapy

Adrien Moreau'
Marion Pierre' |
Albano C. Meli! |
Delphine Bauer? |
Xavier Nissan® |
Alexandre Mejat®> |

! phyMedExp, INSERM U1046, CNRS
UMR9214, Université de Montpellier,
Montpellier, France

2 Neuromyogene Institut, Claude Bernard
University, Lyon 1, Villeurbanne, France

3 Institut lumiére matiére, Claude Bernard
University, Lyon 1, Villeurbanne, France

4 Service de Rythmologie, Hospices Civils
de Lyon, Lyon, France

3 Laboratoire de Cardiogénétique
moléculaire, Centre de biologie et
pathologie Est, Bron, France

6 CECS, I-Stem, Corbeil-Essonnes, France

7IGF, CNRS, INSERM, Université de
Montpellier, Montpellier, France

Correspondence

Philippe Chevalier, Service de Rythmolo-
gie, Hopital Cardiologique Louis Pradel, 59
Boulevard Pinel, 69677 Bron, France.
Email: philippe.chevalier@chu-lyon.fr

Funding information
Federation Francaise de Cardiologie

| Jean-Baptiste Reisqs™? |
Alexandre Janin
Azzouz Charrabi' |
Elodie Morel® |
Adele Faucherre’ |
Philippe Chevalier>*

Helene Delanoe-Ayari® |

245 |  Antoine Deliniere* | Francis Bessiére* |
Estele Lafont? | Camille Valla®> |
Vincent Gache? | Gilles Millat>*> |
Chris Jopling’” | Sylvain Richard' |

Abstract

Background: Severe ventricular rhythm disturbances are the hallmark of
arrhythmogenic cardiomyopathy (ACM), and are often explained by structural
conduction abnormalities. However, comprehensive investigations of ACM cell
electrical instability are lacking. This study aimed to elucidate early electrical
myogenic signature of ACM.

Methods: We investigated a 41-year-old ACM patient with a missense mutation
(c.394C>T) in the DSC2 gene, which encodes desmocollin 2. Pathogenicity of
this variant was confirmed using a zebrafish DSC2 model system. Control and
DSC2 patient-derived pluripotent stem cells were reprogrammed and differenti-
ated into cardiomyocytes (hiPSC-CM) to examine the specific electromechanical
phenotype and its modulation by antiarrhythmic drugs (AADs). Samples of the
patient’s heart and hiPSC-CM were examined to identify molecular and cellular
alterations.

Results: A shortened action potential duration was associated with reduced
Ca?* current density and increased K* current density. This finding led to the
elucidation of previously unknown abnormal repolarization dynamics in ACM
patients. Moreover, the Ca** mobilised during transients was decreased, and the
Ca’* sparks frequency was increased. AAD testing revealed the following: (1)
flecainide normalised Ca®" transients and significantly decreased Ca** spark
occurrence and (2) sotalol significantly lengthened the action potential and nor-
malised the cells’ contractile properties.

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium, provided the

original work is properly cited.

© 2021 The Authors. Clinical and Translational Medicine published by John Wiley & Sons Australia, Ltd on behalf of Shanghai Institute of Clinical Bioinformatics
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1 | INTRODUCTION
Arrhythmogenic cardiomyopathy (ACM) refers to a group
of rare hereditary cardiac diseases characterised by lethal
ventricular arrhythmias (VA) and progressive fibro-fatty
replacement of myocardial tissue. Its prevalence is esti-
mated at one in 2000-5000.""* The disease develops in
three stages: (1) a concealed phase, with no mechanical
dysfunction but a risk of sudden cardiac death, followed
by (2) myocardial structural alteration and (3) progres-
sion towards heart failure.>® Mutations in genes coding
for desmosomal proteins are common in the right ven-
tricular form of ACM disease.>® PKP2 mutations are the
most common, whereas DSC2 are among the rarest (1%-
2%).> Gehmlich et al. identified two missense mutations
of DSC2 gene (R203C and T275 M) that showed defec-
tions in proteolytic cleavage, a process that is essential
for activated cadherins.” Although DSC2 variants are rare
in patients with ACM, their pathogenic role has been
consistently demonstrated. A case report by Christensen
and co-workers have suggested a functional role of DSC2
€.1445G>C in a 3l-year-old White male with ACM com-
plicated with ventricular fibrillation.® Knockdown of the
DSC orthologue in zebrafish caused a cardiomyopathy
phenotype.’ In a transgenic mice model with cardiac spe-
cific overexpression of DSC2, severe myocardial necrosis,
fibrosis and inflammation mimicking ACM were found.”
Desmosomes are structures located at intercalated discs
in the myocardium tissue. They are responsible for inter-
cellular adhesion and composed of three main protein
families: cadherins (desmocollins (DSC) and desmogleins
(DSG)), armadillo proteins (junction plakoglobin (JUP)
and plakophilins (PKP)) and plakins (desmoplakin
(DSP))."1"1* Desmocollins (DSC) and desmogleins (DSG)
mediate cell-cell interaction through their extracellu-
lar domain. Their intracellular domain is connected
to cytoskeleton proteins through adaptors, which are
junction plakoglobin (JUP), plakophilin-2 (PKP2) and
terminally desmoplakin (DSP). This desmosomal pro-

Conclusions: Thorough analysis of hiPSC-CM derived from the DSC2 patient
revealed abnormal repolarization dynamics, prompting the discovery of a short
QT interval in some ACM patients. Overall, these results confirm a myogenic
origin of ACM electrical instability and provide a rationale for prescribing
class 1 and 3 AADs in ACM patients with increased ventricular repolarization

action potential duration, arrhythmogenic cardiomyopathy, desmocollin, hiPSC-CM, QT dura-

tein complex consequently ensures solid intercellular
junctions and notably explains why these structures are
mainly found in stretched tissues such as the skin or the
heart.">""7 Desmosomes were initially described to have
a specific physical role of intercellular adhesion, link-
ing intracellular cytoskeleton to extracellular cadherins
domain. Desmosome physical destabilization leading to
cardiomyocyte death and fibro-fatty replacement consti-
tuted the first proposed pathomechanism of ACM.!14!7
A parallel hypothesis underlying the fibro-fatty inclusion
in ACM comes from the potential trans-differentiation of
cardiomyocytes into adipocytes.'®

The ACM pathogenesis is not fully understood. Pre-
scription of antiarrhythmic drugs (AADs) remains partly
empirical and automatic defibrillators are often implanted.
Human-induced pluripotent stem cells (hiPSCs) can be
used to elucidate disease mechanisms.'”?! Studies using
cardiomyocytes derived from ACM patient-specific hiP-
SCs (hiPSC-CM) are expected to enable a better under-
standing of arrhythmogenesis.”>>* Here, a thorough func-
tional description of hiPSC-CM from a DSC2 ACM patient
revealed primary electrical abnormalities and responsive-
ness to AADs. Of note, we found that a short QT interval
at low heart rate is characteristic of DSC2 ACM.

2 | METHODS

The local ethics committee approved the study proto-
col (DC-2008-72/DC-2019-3464). The study was conducted
according to the principle of the declaration of Helsinki.
Informed consents were obtained for all cases.

2.1 | Biological samples

Biological samples were collected from the ACM patient

or the control after cardiac transplantation. The explanted
heart of the ACM patient was subjected to macroscopic
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and histopathological examinations. Myocardial samples
were collected from the anterior and posterior left and
right ventricular walls. Specimens were either formalin
fixed and paraffin embedded for histological investigation
or snap frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until
RNA analysis. RNA extraction was performed as described
below.

Histological sections for light microscopy were stained
with the haematoxylin-eosin-safran (HES) technique.

2.2 | Patient cohort analysis

The study was retrospective and involved 79 patients (nine
women and 70 men) with an average age of 36 years at
the time of their first documented ventricular tachycardia
(VT) and admitted to hospital between 1971 and 2016. The
patients were diagnosed using Task Force criteria.** Fifty-
nine patients were treated by AADs alone; 17 by AADs
and tachycardia ablation. An automatic defibrillator was
implanted in five patients. Familial forms of ACM were
observed in 38% (including diverse genetic profiles). Forty-
one patients had sustained VT and 18 patients had nonsus-
tained VT. The abnormalities of the right ventricular wall
motion on ventriculography were localised in 45% of cases
and diffused in 55% of cases.

2.3 | Genetic analysis

Blood samples from the ACM patient were subjected
to direct sequencing to investigate six ACM-related
genes (RYR2, PKP2, DSG2, DSC2, DSP, CASQ2 and
JUP). Genomic DNA was extracted from leucocytes
present in whole blood samples with the classical phe-
nol chloroform technique. Each exon and all intron-
exon junctions for the studied genes were amplified with
primers designed with PRIMER3 software (characteris-
tics of primers available upon request). The entire cod-
ing sequences were analysed for the following genes:
JUP (Online Mendelian Inheritance in Man identifiers:
OMIM 173325, MN_021991.2, transcript 745aa), DSP
(OMIM 125647, MN_004415.2, transcript 2871aa), PKP2
(OMIM 602861, MN_004572.3, transcript 88laa), DSG2
(OMIM 125671, MN_001943.3, transcript 1118aa) and
DSC2 (OMIM 125645, MN_024422.3, transcript 901aa).
Direct sequencing was performed with BYG DYE dideoxy-
terminator chemistry (Perkin Elmer) on an ABI 3830 DNA
sequencer (PE Applied Biosystems). Analysis of the chro-
matograms was performed with SeqScape (PE Applied
Biosystems). Analysis of all five genes was performed in all
samples, even when a mutation was identified in a given
gene. A control group of 300 healthy unrelated subjects

CLINICAL AND TRANSLATIONAL MEDICINE

(600 alleles) of Caucasian origin was also genetically pro-
filed for comparison.>

2.4 | Culture and differentiation of hiPSC
Biological samples were handled in accordance with the
Declaration of Helsinki with informed consent and stan-
dardised approved protocols by a local ethic committee.

Both controls hiPSC lines were a kind gift from (1) the
platform iPS_INMG (hiPSC AG08C5; neuromyogen insti-
tute, Lyon)?® and from (2) Xavier Nissan (hiPSC Fsc03;
I-Stem institute, Evry). Both control hiPSC lines were
derived from males. Patient-specific hiPSC were repro-
grammed and characterised at Phenocell (Evry, France)
core facility using the episomal transfection of five repro-
gramming factors: Oct4, Sox2, K1f4, L-Myc and Lin28. The
reprogramming process was performed on skin fibroblasts,
in feeder-free condition with the STEMACS IPS Brew-XF
medium. All hiPS cells used underwent a standard valida-
tion procedure notably including the validation of pluripo-
tency markers and differentiation potential.

The hiPSC were grown on an hESC-qualified Matrigel™
(Corning) and adapted to StemFlex™ medium (Ther-
moFisher Scientific) and were passaged using TrypLE™
Express (ThermoFisher Scientific). The published sand-
wich monolayer technique was adapted to differentiate
hiPSC."??7 In brief, hiPSC were dissociated with Try-
pLE™ Express and 30,000-50,000 cells/cm? were plated
on hESC-qualified Matrigel in StemFlex™ medium for
4 days with daily media replacement. The next day, the
medium was replaced by StemFlex™ medium supple-
mented with Matrigel growth factor reduced (MGFR;
0.04 mg of Matrigel protein per millilitre of medium).
The differentiation process was then induced with RPMI
1640 medium supplemented with B27 supplement minus
insulin (1x), 6 uM CHIR99021 (LC Laboratories) and
MGFR (0.04 mg of Matrigel protein per millilitre of
medium) for 2 days. On day 2, the medium was replaced
by RPMI 1640 supplemented with B27 supplement minus
insulin (1x). On days 3 and 5, the medium was replaced
by RPMI 1640 supplemented with B27 supplement minus
insulin (1x). At day 3 specifically, the medium was sup-
plemented with 2 uM of Wnt-C59 (LC Laboratories). At
days 7 and 9, the medium was replaced with RPMI 1640
supplemented with B27 supplement minus insulin (1X).
The medium was renewed three times a week with RPMI
1640 supplemented with B27 supplement (1x). The differ-
entiation process resulted in spontaneously beating cells
observed from day 7. When required, after 23 or 53 days
of differentiation, cells were enzymatically dispersed using
TrypLE™ Express. When required, cells were frozen using
a standard protocol. The freezing medium consisted 50%
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of RPMI 1640 with B27 supplement, 40% of foetal bovine
serum and 10% of dimethyl sulfoxide.

2.5 | Reverse transcription

Total RNA was extracted from hiPSC-CM (D60 of differ-
entiation) using Direct-zol™ RNA MiniPrep Kit (Zymo
Research, Ozyme) according to the manufacturer’s
instructions. Total RNA was quantified using NanoDrop
1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). Based
on 500 ng of total RNA extracted from the hiPSC-CM,
reverse transcription was performed using the GoScript
Reverse Transcription system (Promega) according to the
manufacturer’s protocol.

2.6 | Reverse transcription and
quantitative reverse transcription
polymerase chain reaction analysis

hiPSC-CM cDNA were measured by quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction (qQRT-PCR) with
the SYBR Green PCR kit for LightCycler (Roche Diag-
nostics, Indianapolis, IN) according to manufacturer’s rec-
ommendations. The Rotor-Gene Q real-time PCR Cycler
1 run protocol consisted of initial Taq activation at 95°C
for 10 min followed by 39 cycles of 95°C for 10 s, 60°C for
30 s and fluorescence reading at each cycle end. Finally,
Taq is inactivated at 65°C for 30s. To control for amplifi-
cation variations due to differences in the starting mRNA
concentrations, we used the ribosomal protein L22 (RPL22)
mRNA as an internal control. The mRNA levels for each
tissue were normalised to the RPL22 mRNA levels. The
quantifications were computed from the threshold cycle
values obtained for the gene of interest and the efficiency
of the primer set with Rotor-Gene® Q software.

Heart samples (patient or control) synthesised cDNA
was measured by qRT-PCR with the SYBR Green PCR
kit for LightCycler (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN)
according to manufacturer’s recommendations. LightCy-
cler experimental run protocol consisted of initial Taq acti-
vation at 95°C for 8 min and 45 cycles of 95°C for 15 s,
68°C for 5 s and 72°C for 7 s. Quantification was performed
with a single fluorescence measurement. To control for
amplification variations due to differences in the starting
mRNA concentrations, we used the ribosomal protein L21
(RPL4) mRNA as an internal control. The mRNA levels for
each tissue were evaluated relative to the RPL4 mRNA lev-
els. The quantifications were computed from the threshold
cycle values obtained for the gene of interest and the effi-
ciency of the primer set with RealQuant software (Roche
Diagnostics).

Healthy donor’s cardiac tissue was obtained from a 48-
year-old patient without any family history of cardiac dis-
ease. It was used as a reference to compare mRNA expres-
sion with patient’s RV.

2.7 | Immunostaining

2.71 | Heart sections

Cardiac segments embedded in paraffin blocks were cut
into 4 um slides. The Ventana Roche automated immuno-
histochemistry stainer (Discovery XT) was used. Detec-
tion of immunoreactivity was performed with the Ventana
Ultraview DAB Kit. Antigen retrieval was performed in cit-
rate buffer. Sections were incubated with antibody anti-
plakoglobin (i.e. d-catenin) (rabbit polyclonal, Cell signal-
ing technology, #2309). Haematoxylin and bluing reagent
were used for counterstaining.

2.7.2 | hiPSC-CM immunolabelling

Seven days prior to experiments, hiPSC-CM cells were
dissociated and plated onto glass coverslips. The cells
were fixed using 37°C PBS - 4% paraformaldehyde -
4% sucrose solution for 20 min. Cells were then perme-
abilised for 30 min at room temperature using 0.1% tri-
ton in a PBS - 1% bovine serum albumin solution. Primary
anti-bodies to detect myosin-light chain-2v (mlc2v, 1:300,
AP02680PU-N, Acris antibodies), desmocolin 2 (Progen
610120)) were incubated overnight at 4°C. Fluorophore-
conjugated secondary anti-bodies (Alexa Fluor® 488 goat
anti rabbit (1:250, A11070, Life Technologies)) were incu-
bated for 1 h at room temperature. The nucleus was
labelled using DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole dihy-
drochloride). Cells were observed on a Zeiss LSM confocal
microscope with a 63x oil objective equipped with appro-
priate laser and filters.

Images of the mlc2v protein obtained with the confo-
cal microscope were extracted and converted into 8-bit
grey scale. Images were then studied using a homemade
Matlab® analysis script to evaluate sarcomeres character-
istics (cell area covered by a labelling, organization into
doublets, sarcomeres orientation).

2.8 | Western blot

Control and patient heart samples were snap frozen in
liquid nitrogen. Proteins from sample lysate were then
isolated. Equal amounts of total proteins (50 ug) were
denatured in Laemmli buffer (Sigma), resolved on 10%

91



MOREAU ET AL.

CLINICAL AND TRANSLATIONAL MEDICINE
5 Ofls

SDS-polyacrylamide gel and blotted onto 0.45 um Immo-
bilon polyvinylidene difluoride membrane. Membranes
were blocked and then incubated with primary antibody
(Rabbit-anti-DSC2, Progen 610120) followed by appro-
priate anti-rabbit horseradish peroxidase-conjugated sec-
ondary antibodies.

2.9 | hiPSC-CM contraction analysis

The hiPSC-CM contractile function was assessed through
a patented custom-made video analysis. For this purpose,
hiPSC-CM monolayers (without any cellular dissociation)
in six-well dishes were placed on the stage of an inverted
microscope equipped with a 10x objective and an incu-
bation chamber. The temperature and CO, levels were
set as follow: 37°C, 5% (humid atmosphere). Cells were
allowed to stabilise for at least 15 min prior to any record-
ings. Phase contrast videos were acquired at 30 frames
per second. Videos were then processed: TIFF images
were extracted, and contrasted particles displacement was
tracked frame by frame for each video. The displacement of
each contrasted particles was then processed through the
time resulting in a curve of the displacement as a function
of time. Areas with similar contractile behaviour are clus-
tered and contractile parameters quantified.

2.10 | Electrophysiology

Patch clamp experiments were performed at room tem-
perature using an Axopatch 200B amplifier (Axon Instru-
ments, Foster City, CA, USA) at least 5 days after dispersion
of the hiPSC-CM (using TrypLE express®). For all exper-
iments, the liquid junction potential between the patch
pipette and the bath solution was not corrected. Pipettes
were made from borosilicate glass capillaries and fire-
polished. For voltage-gated sodium (Na*t) channels record-
ings (voltage-clamp experiments), pipettes were coated
with HIPEC (Dow-Corning, Midland, MI, USA) to min-
imise electrode capacitance.

Action potentials (APs) were evaluated using the whole
cell configuration (in current clamp mode). The gap-free
mode was used to record spontaneous APs. For this pur-
pose, the electrical activity was recorded at basal state. For
other current clamp experiments, APs were elicited fol-
lowing injection of a 3 ms, 20-1500 pA rectangular cur-
rent pulse at different rates (0.5, 1 and 2 Hz). The patch
pipettes (resistance 2-5 mOhm) were filled with a solu-
tion containing (in mmol/L): 10 NaCl, 122 KCl, 1 MgCl,,
1 EGTA and 10 Hepes; pH was adjusted at 7.3 with KOH.
The bath solution (external current clamp) was composed
of (in mmol/L): 154 NaCl, 5.6 KCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 8

Glucose and 10 Hepes; the pH was adjusted at 7.3 with
1 N NaOH.

Macroscopic Nat currents were recorded using the
whole-cell configuration but under voltage-clamp condi-
tions. The patch pipettes (resistance 1-2 mOhm) were filled
with a solution containing (in mmol/L): 105 CsF, 35 NaCl,
10 EGTA and 10 Hepes; pH was adjusted to 7.4 using 1 N
CsOH. The bath solution was composed of (in mmol/L):
105 NMDG, 35 NaCl, 2 KCI, 1.5 CaCl,, 1 MgCl,, 10 glucose,
10 Hepes, 10 TEA-Cl and 0.5 Nimodipine; pH was adjusted
to 7.4 using methanethiosulfonic acid. Voltage-clamp com-
mand pulses were generated by a microcomputer using
pCLAMP software v10 (Axon Instruments). Nat currents
were filtered at 5 kHz, digitised at 10 kHz and stored on a
microcomputer equipped with an AD converter (Digidata
1440A, Axon Instruments). P/4 leak subtraction was used
prior to test pulses.

For macroscopic voltage-gated calcium (Ca’*) and
potassium (K*) channels recordings, similar experimen-
tal condition was used but with no P/4 leak subtraction.
For Ca?* channels currents, the patch pipettes were filled
with a solution containing (in mmol/L): 35 CsCl, 100 CsF,
5Na,ATP, 10 EGTA and 10 HEPES; pH was adjusted to 7.4
using 1 M KOH. The bath solution consisted (in mmol/L):
140 TEA-CI, 2 KCl, 2.5 BaCl,, 2 MgCl,, 10 glucose and 10
HEPES; pH was adjusted to 7.4 using 1 M KOH.

For K* currents, the patch pipets were filled with a solu-
tion containing (in mmol/L): 10 NaCl, 122 KCl, 1 MgCl,, 1
EGTA and 10 Hepes; pH was adjusted at 7.3 with KOH. The
bath solution (external current clamp) was composed of (in
mmol/L): 154 NaCl, 5.6 KCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 8 Glucose
and 10 Hepes; the pH was adjusted at 7.3 with 1 N NaOH.

2.11 | Calcium handling studies

For Ca?t transient measurements, hiPSC-CMs were
loaded with 3 uM Fluo-4 AM Ca®* indicator (Molecular
Probes, Em/Ex: 494/506 nm) incubated in the hiPSC-CM
culture medium (RPMI 1640 + B27 1x) for 20 min. Record-
ings were performed in a physiological solution (154 mM
NaCl; 5.6 mM KCI; 2 mM CaCly; 1 mM MgCl,; 8 mM
Glucose; 10 mM HEPES). Ca?* images were recorded
with an inverted confocal microscope (Zeiss LSM 810)
equipped with a 63X objective (oil immersion, numerical
aperture, N.A. = 1.4). Confocal images were obtained in
line scan mode (i.e. x-t mode, 1.24 ms per line; 512 pix-
els x 5000 lines). To enable comparisons between cells,
changes in the Fluo-4 fluorescence signal (AF) were nor-
malised by basal fluorescence (F). All data were extracted
using AIM 4.2 (Zeiss). Maximal amplitudes and event
frequencies were extracted and analysed from raw data
by in-house developed algorithm implemented in Python
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(version 3.0) (https://asalykin.github.io/PeakInspector/)
and Prism (GraphPad). Sparks events were analysed using
the imageJ plug-in SparkMaster (https://sites.google.com/
site/sparkmasterhome/).

2.12 | Zebrafish strains and husbandry:
Morpholinos and injections

Zebrafish were maintained under standardised conditions
and experiments were conducted in accordance with the
European Communities council directive 2010/63.

Morpholino oligonucleotides (MOs) were obtained from
Gene Tools (Philomath, OR, USA) and injected into SAT
wild-type one-cell stage embryos.

The dsc2l ATG-MO morpholino targets the start codon
of dsc2l. The dsc2l splice-MO2 targets the exon2/intron2
splice site of dsc2l.

The sequences of the injected MOs are the follow-
ing: dsc2l ATG-MO - 5-GAGTTCTCATGCCATTGAA
GTCTAC-3’ (10 ng); dsc2l splice-MO - 5-AACCAAA
CATTCTTCCGCACCTTGA-3' (5 ng).

For rescue experiments, total mRNAs were extracted
from human iPS-derived cardiomyocytes using Trizol®.
DSC2 cDNAs were cloned into pGem-T Easy (Invitrogen)
and human DSC2 mRNAs were synthesised using mMes-
sage mMachine (Ambion).

2.13 | Zebrafish’s cardiovascular
parameters analysis

To determine cardiovascular parameters, we used
uZebraLab™ software from ViewPoint, which has been
developed specifically for this purpose. All experiments
were performed as described previously.”® To determine
the mean blood flow, the average of the blood flow values
was calculated from a 30-s time frame (3900 frames).
Stroke volume was calculated by dividing the average
blood flow (nL/s) by the heart beat per second (BPM/60).
To assess heart contractility, movies were recorded at 120
fps and measurements were made using ImageJ software.
Data were collected from three different experiments (four
to 12 embryos per experiments).

2.14 | Data analysis and statistics

The electrophysiological results were analysed using
Clampfit (p)CLAMP v10.0; Molecular Devices) and custom-
written MATLAB programs (The MathWorks Inc.). The
contractile function was analysed using custom-written
MATLAB programs. The confocal microscopic results

were analysed using ImageJ and custom-written MATLAB
programs.

A normality test (Agostino and Pearson omnibus nor-
mality test) was always used to determine whether data
follow a normal distribution. In most of cases, the nor-
mality test failed indicating a nonnormal distribution. In
such cases, data are expressed as median (lower 95% con-
fidence interval/upper 95% confidence interval). When
specifically stated, results are expressed as means + SEM.
When indicated, for comparing two conditions, a paramet-
ric or nonparametric t-test was performed using Graph-
Pad prism software (GraphPad Software, Inc.). When indi-
cated, for comparing more than two conditions with non-
normal distribution, a nonparametric Kruskal-Wallis test
(with Dunn’s correction for multiple comparisons) was
performed using GraphPad prism software. Differences
were considered significant at p < 0.05 (*), p < 0.01 (*%),
D < 0.001 (***) or p < 0.0001 (****),

3 | RESULTS

3.1 | Patient history
Heart samples were obtained from two Caucasian patients.
A control heart was obtained from a 48-year-old patient
with no family history of cardiac disease. This heart was
initially meant for heart transplant, but due to techni-
cal issue, transplant was cancelled. A diseased heart was
obtained from the index patient with ACM diagnosed at
41 years of age (Figure 1). This patient had been resusci-
tated from sudden cardiac death after an episode of VT,
leading to the implantation of a cardiac defibrillator at age
50. The right ventricle (RV) ejection fraction was severely
depressed. The patient suffered from various ventricular
arrhythmias such as premature ventricular complexes. The
ECG recapitulated many criterions from the ACM task
force criteria.>* In this example, the patient was in sinus
rhythm with a PR interval at 160 ms, QRS interval at 120
ms and S wave slurring. Negative T waves were observed
in V2 through V5 (Figure 1B). The patient underwent heart
transplantation at age 66. The family history was nega-
tive for cardiomyopathy, but the patient’s only son refused
to be clinically tested (Figure 1C). Macroscopic observa-
tion of the ACM patient’s heart showed an enlargement
of the RV (Figure 1A, upper panel). The myocardial layers
were replaced by fibro-fatty tissue, mainly in the RV (Fig-
ure 1A). There were abundant lymphocytes but no neu-
trophils in both the subendocardium and subepicardium.
Extensive mutilating fibrosis and myocardial necrosis were
also present (Figure 1A, bottom panel).

A heterozygous missense mutation (c.394C>T) in exon 3
of the DSC2 gene (NM_024422.6:¢.394C>T[p.Argl32Cys],
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FIGURE 1 Clinical presentation. (A) Upper panel: transverse section of the ACM patient’s explanted heart. The right ventricle (RV) is
dilated. Adipo-fibrotic replacement of the myocardium is also observed. Lower panel: Microscopic section of the patient’s explanted heart
stained with hematoxylin, eosin and safran. Inflammation, adipose tissue and myocardial necrosis are observed. IT, interstitial tissue; INF,
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genomic location NC_000018.10:2.31091108G>A) (Fig-
ures 1C and 1D) coding for amino acid replacement of
arginine by cysteine at position 132 was identified. This
variant affected the DSC2a and DSC2b genes (Figure 1D-
G). Its allele frequency was estimated at 3.3 x 107 in
the EXAC database and 3.5 X 10-5 in gnomAD database
(single-nucleotide variant: 18-28671071-G-A). This variant
was identified in a Japanese proband with ACM diagnosed
at 15 years of age.?” No mutations were found in the RYR2,
PKP2, DSG2, DSP, JUP or CASQ2 genes in the patient in
our study.

3.2 | The DSC2/R132C substitution affects
zebrafish heart function

We used the zebrafish model to validate the effect of
the DSC2 p.R132C substitution in-vivo. Two morpholi-
nos were designed against the DSC2 zebrafish ortho-
logue dsc2l (ENSDARG00000039677), targeting either the
start codon (ATG-MO) or the exon2/intron2 splice site of
dsc2l (splice-MO). At 3 days post-fertilization, ATG-MO
morphant larvae showed cardiac oedema associated with
blood accumulation around the yolk sac, as previously
described.’ The same phenotype was observed in embryos
that received the splice-MO (Figures 2A and 2A”).

We analysed several physiological parameters using
the ViewPoint ZebraBlood system. The heart rate was
not affected when dscl2l was knocked down (Figure 2B;
Table S1). However, both ATG and splice dsc2l morphants
exhibited decreased stroke volumes (Figure 2C; Table
S1). Because human patients with DSC2 mutations har-
bour defects in RV contractility, we analysed and com-
pared high-speed video recordings of wild-type un-injected
embryos and dcsc2l morphants. Ventricular contraction
was significantly decreased in both ATG and splice mor-
phants compared with wild-type embryos, similar to a pre-
viously published report (Figures 2D and 2E; Table S1 and
Movies S1-S3).°

By adopting the same strategy as Heusser et al., we
sought to determine whether the R132C substitution
affected DCS2 protein function. First, we attempted to
rescue the morphant phenotype using full-length human

DCS2 mRNA. Co-injection of the dsc2l splice-MO with
100 pg of control DCS2 mRNA significantly rescued the
stroke volume and ventricle defects observed in dsc2l mor-
phants (Figure 2C-E; Table S1). We performed the same
experiment using the mutated human mRNA encoding
the R132C substitution. Unlike the wild-type mRNA, the
mutated mRNA failed to rescue the cardiovascular pheno-
type, indicating that the R132C substitution impairs DSC2
function in-vivo (Figure 2C-E; Table S1).

3.3 | Molecular and cellular impairment
of ACM heart and hiPSC-CM

From heart samples, when compared with mRNA from the
control RV, that from the patient’s explanted RV revealed
down-regulation of desmosomal genes including DSC2,
DSG2, PKP2, DSP and JUP (Figure SIA-E). The per-
centage difference in the DSC2 and JUP mRNA levels
measured in control and patient’s hiPSC-CM was highly
similar to that quantified in the control versus patient
heart samples (Figure S1F). Immunolabelling of control
and patient heart samples showed that the aligned-fibre
organization was partially lost in the patient heart (Fig-
ures S1G and S1H). Plakoglobin (JUP) immunostaining
was reduced in the patient heart sample (Figure S1H).
Consistent with lower DSC2 mRNA levels in both the
patient heart and the patient-derived hiPSC-CM, western
blot experiments from patient explanted heart samples
confirmed the lower DSC2 protein expression level (Fig-
ure SII). Furthermore, in patient’s hiPSC-CM immunos-
taining showed decreased DSC2 labelling and a loss of
the membrane enrichment when compared to control
hiPSC-CM (Figure S1J). In hiPSC-CM, sarcomeric orga-
nization was affected, with a partial loss of sarcomere
formation (Figure SIK). The fractional area staining pos-
itive for ventricular myosin light chain 2 (MLC2v) was
reduced in the patient hiPSC-CM relative to the control
(Figures S2A and S2B). The patient hiPSC-CM also demon-
strated a lower level of striation when compared with
the control hiPSC-CM (Figure S2C-E), consistent with
the decreased organization observed in the patient’s heart
sections.

inflammation; F1, adipose tissue; MN, myocardial necrosis. (B) Twelve-lead surface ECG illustrating the patient’s electrical profile. The patient
was in sinus rhythm with a PR interval at 160 ms, QRS interval at 120 ms and S wave slurring. Negative T waves were observed in V2 through
V5. (C) Family pedigree. The index patient (IL.1) is indicated by a red arrow. Individuals indicated with a red cross carry the mutation (II-1 and
III-1). (D) Electropherogram of the patient’s DNA showing the DSC2 mutation responsible for the R132C substitution. (E) Multispecies protein
sequence alignment illustrating the high degree of conservation of the arginine at position 132 (highlighted in grey). (F) Two-dimensional
schematic of the DSC2 protein sequence showing the propeptide and cleavage site. Arginine 132 is located at the junction of the propeptide and
the mature protein. (G) DSC2 protein sequence illustrating the location of arginine 132 within the cleavage site. Cleavage activates desmocollin’s

adhesive properties
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FIGURE 2 In vivo effect of DSC2 knockdown and mutation. (A) Bright-field images of noninjected (NI), dsc2l ATG- and splice-MO-
injected fish. (A’) The same larvae at higher magnification. Both morphants display cardiac oedema (black arrowheads) and blood accumu-
lation (black arrows). (B) Box plot depicting the average heart rate in beats per minute of non-injected (NI, N = 28) and dsc2! ATG- (N = 30),
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3.4 | DSC2 patient hiPSC-CM
demonstrate altered contractile properties

The contractile function of control and patient hiPSC-
CM monolayers under physiological conditions (37°C, 5%
CO,) was assessed using video analysis (Figure 3; Table
S2). After 60 days of differentiation, patient hiPSC-CM
demonstrated an increased beating rate (Figure 3B; Table
S2). The cellular displacement (amplitude) was higher in
the ACM patient cells relative to the control cells (Fig-
ure 3C; Table S2). The maximal contraction slope (con-
traction velocity) was similar in the control and ACM
patient cells (Figure 3D; Table S2). The contraction dura-
tion (the time from peak contraction to 90% relaxation) was
reduced in the ACM hiPSC-CM monolayers. After correc-
tion with Bazett’s formula, to account for the difference
in beating rates, contraction duration was still reduced
in ACM patient cells (Figure 3E; Table S2). The median
area under the curve or the median time spent in the rest-
ing position did not differ between conditions (Figures 3F
and 3G; Table S2). Videos recorded from ACM patient
monolayers displayed more aberrant events than the con-
trol (35% vs. 25% of the cases, respectively) (Figure 3H;
Table S2).

We quantified aberrant events such as changes in
the contraction rhythm, and ‘early or delayed after-
contraction’-like events. Each video was split and recorded
as multiple areas beating simultaneously. The percentage
of the total area experiencing aberrant events was higher
in patient-derived monolayers (Figure 3I; Table S2). Sim-
ilarly, the time fraction of each area spent in asynchrony
was also increased for ACM patient cells (Figure 3J; Table
S2).

3.5 | DSC2 patient hiPSC-CM
demonstrate altered electrical activity

We used the patch clamp technique to measure sponta-
neous APs from control (N = 41) and ACM patient-derived

(N = 45) single hiPSC-CM after 60 days of differentia-
tion. We analysed the spontaneous AP rate, the maxi-
mum upstroke velocity (dV/dty.yx), the maximum dias-
tolic potential and the amplitude and the AP duration
(APDyq/50/90) With or without Bazett’s formula correction.
Results are displayed in Figure 4 and Table S3. APs were
also evoked at a fixed pacing rate of 1 Hz, which confirmed
these results (Figures S4; Table S4).

The AP maximal upstroke velocity was not affected but
the patient-derived hiPSC-CM demonstrated a reduced Iy,
density (Figures S5A-C and S6; Table S5). The depolar-
izing Ca?* channel current, here carried by Ba** ions to
minimise Ca?*-dependent effects, was reduced relative to
the control (Figures S5D-F and 6; Table S5). The repo-
larizing Iy current was increased, likely accounting for
the reduced APD in patient hiPSC-CM (Figure S5G-I;
Table S5).

3.6 | DSC2 patient hiPSC-CM
demonstrate altered calcium handling

The Ca?* handling properties of spontaneously beating
hiPSC-CM from control (N = 362) and patient-derived
(N =373) cells were assessed after 60 days of differentiation
using the Fluo-4 non-ratiometric Ca?*-sensitive dye. Con-
sistent with both the contractile and the electrical pheno-
types, the patient-derived cells demonstrated an increased
frequency of spontaneous Ca®* transients (Figure 5; Table
S6). Although the transient rising phase speed (dF/dt;ax)
was not different in patient hiPSC-CM, the normalised
amplitude, the transient decay duration and the area under
the curve were reduced relative to the control cell values
(Figure 5; Table S6).

Ca’* sparks, as an indicator of ryanodine receptor 2
functional activity, were also assessed. Patient cells demon-
strated an increased spontaneous frequency of aberrant
Ca’* events (Figure 5; Table S6), and these sparks were
also shorter, as illustrated by the reduced full-duration half
maximum (Figure 5; Table S6).

splice-morphant (N = 28) larvae and larvae co-injected with dsc2l splice MO and human DSC2 wild-type mRNA (N = 24) or mutated mRNA
(N = 23). (C) Box plot depicting the average stroke volume in nanolitres per beat of non-injected (NI, n = 28), dsc2l ATG- (N = 30), splice-
morphants (N = 28) and larvae co-injected with dsc2l splice MO and human DSC2 wild-type mRNA (N = 24) or mutated mRNA (N = 23). (D)
Box plot depicting the average atrial contractile distance in micrometres (um) of non-injected (NI, N = 22) and dsc2l ATG- (N = 20) and splice-
morphants (N = 20), and larvae co-injected with dsc2l splice-MO and human DSC2 wild-type mRNA (N = 20) or mutated mRNA (N = 20). (E)
Box plot depicting the average ventricular contractile distance in micrometres (um) of non-injected (NI, N = 22), dsc2l ATG- (N = 20), splice-
morphants (N = 20) and larvae co-injected with dsc2l splice-MO and human DSC2 wild-type mRNA (N = 20) or mutated mRNA (N = 20).
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001 (Kruskal-Wallis test). “*” indicates a value significantly different from that for the non-
injected, “#” indicates a value significantly different from that for the dsc2l splice-MO, and “§” indicates a value significantly different from
that for the larvae co-injected with dsc2I splice-MO and human DSC2 wild-type mRNA
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FIGURE 3 Evaluation of control and patient-specific hiPSC-CM spontaneous contractile function by video microscopy. (A) Contraction
cycles from phase-contrast videos of control (left) and patient-specific (right) hiPSC-CM monolayers obtained using custom made software
analysis. (B-J) Contraction characteristics of control (N = 229) and patient-specific monolayers (N = 359). (B) Beat rate, (C) cellular displace-
ment, (D) contraction velocity, (E) contraction duration from peak to 90% relaxation corrected with Bazett’s formula, (F) area under the curve,
(G) resting duration, (H) the percentage of videos demonstrating aberrant contractile events (control: 25% (278 areas out of 1097 total areas);
patient specific: 35% (600 areas out of 1727 total areas)), (I) the percentage of recording spent in asynchrony and (J) the percentage of the video
area concerned by aberrant events. (K) Spider chart illustrating the main differences observed between control (blue area) and patient-specific
(orange area) hiPSC-CM. A “normal” value of 2 is attributed to the control parameter. Each evaluated parameter is compared to the control
condition and fixed as higher (3) or lower (1) if statistically significantly different. Histograms represent the median (95% confidence inter-
val). The horizontal grey area illustrates the difference between the control and the patient specific conditions. **p < 0.01 and ****p < 0.0001.
Mann-Whitney test except for (H), Fisher’s exact test
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FIGURE 4 Spontaneous electrical activity of control and patient-specific hiPSC-CM. (A) Raw traces illustrating the recording of sponta-

neous electrical activity (action potentials, AP) of control (left) and patient-specific (right) hiPSC-CM. (B-I) AP parameters were evaluated for
both control (N = 41) and ACM patient-specific (N = 45) hiPSC-CM: (B) AP rate, (C) maximum diastolic potential, (D) maximum depolarization
slope, (E) AP Amplitude, (F) AP duration at 20% of repolarization (APD,,), (G) APDs,, (H) APDy, and (I) the APDy, corrected using Bazett’s
formula. Histograms represent the median (95% confidence interval). The horizontal grey area illustrates the difference between the control
and the patient-specific conditions. ***p < 0.001 and ****p < 0.0001 (Mann-Whitney test)

3.7 | Electrical and contractile
disturbances and AADs

The sodium channel blocker flecainide (1 uM) was used to
study the Ca?* handling properties in patient hiPSC-CM
differentiated for 60 days (N = 331; Figure S7). Flecainide (1
uM) normalised the frequency of spontaneous Ca?* tran-
sients to control values, with the normalised amplitude
(F/F,) and the area under the curve qualitatively repre-
senting the amount of Ca?* mobilised during a Ca?* tran-
sient (Figures S7A, S7C and S7E; Table S6). A lower per-
centage of hiPSC-CM demonstrated Ca?* sparks in the
presence of flecainide (Figure S7F; Table S6), whereas no
specific benefits have been observed on their properties
(frequency, full-width half maximum, full-duration half
maximum; Figure S7F and Table S6).

We assessed the effect of 20 uM sotalol on ACM patient-
derived hiPSC-CM (N = 75; Figure S8). Sotalol treatment
of ACM patient-derived hiPSC-CM partly normalised the
AP rate (Figure S8A; Table S3). The maximum diastolic

potential, dV/dt,,., and AP amplitude values were simi-
lar to those of the untreated cells (Figures S8B and S8C;
Table S3). Sotalol treatment corrected the APD,,, APDs,
and APDy, (Figure S8D-F; Table S3). Bazett’s correction
for the AP rate difference confirmed the APDy, normal-
ization (Figure S8G; Table S3). Sotalol also normalised the
percentage of recorded cells (28%) demonstrating abnor-
mal electrical events (Figure S8H; Table S3). To confirm the
involvement of K channel blockade, we used the specific
E-4031 (1 uM) blocker confirming an AP lengthening due
to K* channel blockade (Figure S9; Table S4). Sotalol nor-
malised the spontaneous beating rate in hiPSC-CM (Fig-
ure S10D; Table S2). This normalization was accompanied
by a clear reduction in the number of abnormal contractile
events (Figure S10G; Table S2). Similarly, the percentage
of the total area experiencing aberrant events and the time
fraction of each area in asynchrony were normalised by
sotalol (Figures S1I0H and S101; Table S2). In similar exper-
iments, propranolol did not reproduce most of the effects
observed with sotalol (Figure S10K; Table S2).
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Spontaneous calcium dynamics of control and patient-specific hiPSC-CM. (A) Typical line-scan confocal images (5000 lines,

1.24 ms/line, 1 X 512 pixels) of calcium transients in Fluo-4 non-ratiometric fluorescent probe-loaded control (top) and patient-specific (bottom)
hiPSC-CM. (B) The global transient activity was removed from the original image to keep only diastolic Ca?* activity (sparks). (C-K). Both the
Ca?* transient activity (control N = 325 cells; patient N = 357 cells) and the sparks (control N = 362 cells; patient N = 373 cells) were studied:
transient per minutes (C), maximum rising fluorescence slope (D), normalised amplitude (E), transient decay duration (F), area under the curve
(G), the percentage of cells with Ca?* sparks (control: 65% (362 out of 553); patient specific: 85% (373 out of 441)) (H), in each cell with sparks,
their frequency (I), sparks full width at half maximum (J) and sparks full duration half maximum (X). Histograms represent the median (95%
confidence interval). The horizontal grey area illustrates the difference between the control and the patient specific conditions. *p < 0.05 and
*r¥p < 0.0001 (Mann-Whitney test, except for (H) where Fisher’s exact test was used)

This approach was reproduced with four AADs: fle-
cainide, propranolol, sotalol and verapamil (Figure S11).
A stepwise, generalised linear model was used to calcu-
late a novel parameter we named ‘differentiating factor’ for
each analysed video (Figure S11). This parameter reflects
the linear combination of determinant contractile proper-
ties ensuring the best discrimination between the control
and the patient-specific condition. Once the linear combi-
nation has been identified, it is applied to the patient plus
treatment condition to evaluate the treatment benefit (Fig-
ure S11B).

3.8 | ACM as arepolarization disorder
disease

The 15-year patient follow-up allowed us to evaluate the QT
and QRS intervals on surface ECGs. The QRS duration was
stable for 5 years at 120 ms and increased to 150 ms dur-

ing follow-up (Figure S12). Although QRS lengthening is
expected to reflect directly on the QTc duration, the patient
QTc decreased strikingly, revealing JT-segment shortening
with disease progression (Figure S12).

The ECG parameters for 79 ACM patients and 30 con-
trol individuals were studied (Figure 6; Table S7). For both
healthy individuals and ACM patients, the QRS duration
did not depend on the QT duration (Figure 6A). Plot-
ting the corrected QT duration against the QRS duration
revealed an ACM patient sub-population with short JT
durations, and these were mostly patients with a reduced
QTc (Figure 6B). However, the unspecific pattern regard-
ing the QRS duration was noticeable in this sub-population
(Figure 6B). Similarly, the evaluation of QT/QTc depen-
dency on heart rate revealed that the patients with short
JT duration were all characterised by low heart rates. This
suggests abnormal QT dynamicity, specifically at reduced
heart rate (Figures 6C and 6D). The QTc interval of ACM
patients did not differ from controls (controls: 69 (+ 63/74)
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bpm; patients: 60 (+ 56/74) bpm) (Figures 6E and 6F). The
QTc was similar but the QRS duration was increased in
ACM patients (controls: 88 (+ 84/92) ms; patients: 94 (+
90/98) ms), with a shorter JTc duration (controls: 335.5 (+
324/339) ms; patients: 321.5 (+ 314/328) ms) (Figures 6G
and 6H).

The cycle-length effect was evaluated on the hiPSC-CM
model through both elicited and spontaneous AP (Figure
S13). Although the APDgy, was already shorter in ACM
hiPSC-CM, these patient-specific hiPSC-CM revealed sig-
nificant abnormal AP dynamicity at low stimulation fre-
quencies (Figures S13A and S13B). These results were con-
firmed by plotting the spontaneous period between APs
against the APDgy, for control and patient-derived cells
(Figure S13C). A shorter APD for ACM patient hiPSC-CM
with a low spontaneous AP firing rate was found (Figure
S13C).

4 | DISCUSSION

In this study, the pathogenicity of the DSC2 p.R132C
substitution was confirmed in the zebrafish model. The
use of hiPSC-CM derived from the DSC2 patient demon-
strated that (1) arrhythmias constitute a direct pathologi-
cal mechanism and are not a consequence of tissue remod-
elling during disease progression; (2) both electrical activ-
ity and Ca?* handling are impaired, leading to contractile
dysfunction; and (3) AP duration was shortened, reveal-
ing repolarization issues in many ACM patients’ ECGs.
Finally, our data establish a rationale for the use of AADs
in ACM patients.

4.1 | DSC2/R132C as a disease-causing
substitution

Desmosomes are mainly found in organs exposed to
frequent mechanical stress such as skin and heart.’°
Gehmlich et al. identified two DSC2 missense mutations
(encoding R203C and T275M) causing altered proteolytic
cleavage.” The DSC2/R132 residue is the first arginine of
the protease recognition site. Its replacement by a cysteine
might prevent proteolysis, resulting in an inactive desmo-
collin. Interestingly, data from both the patient’s heart and
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hiPSC-CM revealed that the DSC2/R132C substitution not
only converts desmocollin to a non-adherent protein but
also induces a marked loss of DSC2 mRNA expression.
The zebrafish larva has been used to model the
pathogenicity of DSC2 variants linked to ACM at the organ
level.”>3! Knockdown of the native fish dsc2 enabled the
study of cardiac behaviour in the setting of control or
patient-specific DSC2 expression. This model confirmed
the specific pathogenicity of the DSC2/R132C substitution.

4.2 | ACM: A myogenic electrical disease?
Fibro-fatty replacement, a hallmark of ACM, was thought
to be the main pro-arrhythmogenic mechanism in this dis-
ease. Few studies have focused on the electrical features
of ACM cardiomyocytes.>*>** We found a shortened AP,
explained by both an increased density of the voltage-gated
K* current and a decreased density of the voltage-gated
Ca”* current. The increase in K* current density was con-
sistent with recent findings using hiPSC-CM derived from
a DSG2 patient, yet the AP duration was unmodified in that
study.>

Using video analysis, we found an increased sponta-
neous beating rate, which was confirmed with the finding
of a higher rate of spontaneous AP firing. This was some-
what surprising, because the observed reduced Na*t cur-
rent density, in agreement with previous reports, would
favour rather a lower cellular excitability.>**> The spon-
taneous increase in cellular excitability could rely on $-
adrenergic pathway basal overactivity. This is suggested by
the decrease in beating rate caused by both sotalol and
propranolol. Although propranolol reduced the sponta-
neous hiPSC-CM beating rate, it failed to correct contrac-
tion duration and contractile aberrant events. This would
thus indicate that as sotalol, propranolol is efficient to cor-
rect the 3-adrenergic over-activity in the patient-specific
model, but that this overactivity is not mainly responsible
for aberrant contractile events. Such an increase in cellu-
lar excitability may also result from altered Ca®*-handling
dynamics. The ryanodine receptor (RyR2) is a Ca?* chan-
nel located at the surface of the sarcoplasmic reticulum.
It is responsible for the massive intracellular Ca’* release
that triggers the Ca’" transient supporting the contrac-
tion. Although they are very rare, RyR2 genetic variants

each plot). (A) The QRS duration is plotted as a function of the QT duration. (B) The QRS duration is plotted as a function of the QTc duration
(Bazett’s formula corrected). (C) The QTc duration (Bazett’s formula corrected) is plotted as a function of the heart rate. (D) The QT duration
is plotted as a function of the heart rate. (E-H) Recapitulative histograms depicting the control and ACM patient’s ECG parameters: the QTc
duration (Bazett’s formula corrected) (E), the heart rhythm (F), the QRS duration (G) and the JTc duration (H). Histograms represent the
median (95% confidence interval). The horizontal grey area illustrates the difference between the control and the patient parameters. *p < 0.05,

*p < 0.01, and ****p < 0.0001 (Mann-Whitney test)
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have been identified in ACM patients, consistent with
unbalanced Ca?* handling in ACM.**3® We determined
that patient-derived hiPSC-CM exhibited both reduced
global Ca?* mobilization and spontaneous aberrant micro-
scopic diastolic Ca?* events likely to be involved in ACM
arrhythmogenesis. This is in agreement with recent exper-
imental data from a novel murine model with cardiac-
specific, tamoxifen-triggered PKP2 deficiency: PKP2 defi-
ciency increased RyR2-mediated Ca?t release from the
sarcoplasmic reticulum, leading to catecholamine-induced
arrhythmias.®

43 |
ECG

AAD effects: From ion channels to

Studies on AAD prescription for ACM patients are lack-
ing. In our model, hiPSC-CM mechanical properties reca-
pitulated their electrical features and Ca?* handling. The
stepwise, generalised linear model identified the combi-
nation of parameters that best differentiated control from
patient cell monolayer properties. Among the four tested
drugs, sotalol and flecainide were clearly the most effec-
tive in normalizing hiPSC-CM properties. Clinical inter-
est in sotalol is often reported but evidence supporting
its use is sparse.'”#0~* Although sotalol is known to trig-
ger torsade de pointe, this dramatic adverse effect has not
been reported in ACM patients, even when sotalol has
been combined with a class Ia molecule (flecainide). In the
DSC2hiPSC-CM cells, both electrical activity and mechan-
ical function were improved by sotalol.

Flecainide was proposed as a therapeutic to prevent
diastolic Ca** waves and arrhythmias in catecholamin-
ergic polymorphic VT.**8 Here, flecainide normalised
the frequency of spontaneous Ca?* transients and the
occurrence of Ca’t sparks in DSC2 hiPSC-CM cells,
providing a rationale for its therapeutic use in ACM.
Our results are in line with recently published findings
of dysregulation of intracellular Ca?>* homeostasis and
effective therapy with flecainide in a PKP2-deficient
mouse model.** These studies have motivated a multi-
centre, pilot clinical trial that the NIH recently funded
(https://projectreporter.nih.gov/project_info_description.
cfm?aid=9587014&icde=45130245&ddparam=&ddvalue=
&ddsub=&cr=4&csb=default&cs=ASC&pball=).

4.4 | Arepolarization disorder

It has been suggested that symptomatic ventricular
arrhythmia begins during the electrical phase of ACM. A
recent study reported two patients with apparently nor-
mal hearts presenting ventricular fibrillation in early-stage

ACM.* The PKP2cKO murine model developed by Cer-
rone et al. supports a myogenic origin of VA in ACM
patients.’® The shortened APD we observed led us to
identify a previously unknown abnormal repolarization
dynamicity in some patients with a QT-interval not length-
ening as expected at low heart rate. In most patients
with ACM, right-ventricular parietal block, reduced QRS
amplitude, epsilon wave, and T-wave inversion in V1-3 are
present, but QT- or JT-interval dynamicity has never been
looked for. A short QT interval may have been overlooked
because of QRS widening and masking this abnormality,
mainly at slow heart rates. In addition, ACM being an evo-
lutive disease, short myocardial repolarization times may
be obvious only during a brief time frame and may be
blurred by drug treatment. The hypothesis of an increased
repolarization reserve would also be strengthened by the
high efficacy of sotalol in some ACM patients, and high
drug dosage (320-480 vs. 160-320 mg/day) has been shown
to have a greater antiarrhythmic efficacy.*>** The reverse-
use dependence effect of sotalol may underlie its efficacy
and its safety in a setting of an increased repolarization
reserve.” In the present case, with right-dominant ACM,
the short coupling interval of the ventricular fibrillation
triggered by ventricular premature beats also suggests a
shortened refractory period and supports the use of QT-
prolonging drugs in ACM patients.

4.5 | Studylimitations

The starting point of this study was based on a single
patient and a single genetic variation located on the DSC2
gene. Although this may limit our conclusions on this sin-
gle genetic variation, we also studied a cohort of ACM
patients, regardless of their genetic variations. As such, the
subpopulation of ACM patients with altered QT dynamic-
ity does not exclusively harbour DSC2 genetic variations,
thus demonstrating a general process not only focused on
the defect in the DSC2 gene. Regarding RNA sequencing
data, we also acknowledge a limited statistical power due
to difficulties in accessing the valuable biological samples
(control and patient heart samples). Although these data
are not critical to the overall message, we believe that they
can be valuable to other researchers within the field to
compare with their own datasets. Recent gene editing tech-
nologies could be used to generate isogenic cell models.
Using this technology, it is possible to compare two cell
lines in which the only theoretical difference is the pres-
ence (or absence) of a patient-specific genetic variation.
In our case, the use of these technologies could be used
to clearly establish the pathogenicity of a genetic varia-
tion found in a patient. In our study, for this, we chose to
focus on a more integrative model (i.e., zebrafish), which
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allowed us to assess the specific effect of genetic variation
at the level of organs and organisms.

5 | CONCLUSION

A multi-faceted functional study of a novel DSC2 variant
combining clinical, histological, zebrafish and hiPSC data
helped to define ACM pathology. Patient-specific hiPSC-
CM revealed major electrical disturbances with shorter
APD supporting abnormal repolarization dynamicity. By
normalizing the increased repolarization reserve of ACM
myocytes, class 3 AADs are likely to be the first drugs pre-
scribed for DSC2 patients. Because flecainide normalised
Ca?*-related events, it may be used as a second choice or
in combination with a class 3 AAD. These findings may
encourage the establishment of randomised, controlled tri-
als to evaluate class 1 or pure class 3 AADs in ACM patients.
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Etude III: Implication de la voie PPARy dans le
remodelage ¢lectrophysiologique

La CA, comme décrite précédemment, est caractérisée par le déclenchement
d’arythmies, provenant d’un remodelage électrique du cardiomyocyte, ainsi qu’un
remplacement fibro-adipeux du myocarde. Ce remplacement fibro-adipeux a plusieurs
origines : les cellules cardiaques peuvent mourir et étre remplacées soit par des cellules souches,
soit par des progéniteurs cardiaques. Cependant le nombre limité de cellules souches et de
progéniteurs n’explique pas complétement le remodelage structural du ventricule droit
caractéristique de la CA. C’est pourquoi I’hypotheése d’une transdifférenciation des
cardiomyocytes en adipocytes a été soulevée par plusieurs études (d’ Amati et al. 2000; Garcia-
Gras et al. 2006; D. Ma et al. 2013). Plusieurs voies de signalisation semblent étre impliquées
dans ces processus de remplacement fibro-adipeux ; notamment la voie Hippo et Wnt. La voie
de signalisation Wnt est d’autant plus importante, car son inhibition provoque une
surexpression de PPARy (Kim et al. 2013). PPARy constitue un ¢élément central dans les
processus d’adipogenese et de lipogenese (Rosen et al. 2002). La voie de signalisation
impliquant PPARy semble donc étre une voie clé dans le processus de transdifférenciation des
cardiomyocytes en adipocytes. Nous avons notamment étudié I’implication de cette voie dans
le processus de remodelage électrophysiologique, car cela contribue fortement a 1’apparition
d’arythmies et au développement de la mort subite cardiaque chez le patient. Nous avons donc,
pour cette étude, utilisé¢ les mémes hiPSC-CM que dans 1’étude précédente (issus d’un patient
atteint de CA présentant une mutation sur le géne DSC2) et testé les effets d’une incubation
chronique de 40 jours avec un inhibiteur spécifique de PPARYy, le T0070907 (T007), a 1 uM.

Premiérement nous avons étudié 1I’expression génique de PPARYy ainsi que deux genes
cibles (adiponectine et périlipine) par RT-qPCR. Les résultats révelent une expression plus
importante de PPARY, de I’adiponectine et de la périlipine dans les hiPSC-CM issus du patient
par rapport aux cellules controles (de référence). De plus, le caractére myocytaire a été évalué
par I’expression de la chaine légeére de myosine, protéine spécifiquement exprimée dans les
cardiomyocytes. L’expression génique était diminuée dans les hiPSC-CM DSC2. L’incubation
duTO007 a 1 uM pendant 40 jours agit comme un agoniste inverse de PPARy réduisant le niveau
d’expression de ce geéne, et par conséquent normalise les niveaux d’expressions de deux genes
cibles. Ces résultats indiquent que le TO07 est un co-répresseur sélectif de PPARY et valident

notre modele et le temps d’incubation.
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Dans un deuxi¢me temps, nous avons étudié I’effet de cette inhibition de PPARY sur les
propriétés mécaniques, électriques et calciques. Cette ¢tude a confirmé les altérations de
I’activité contractile, électrique et calcique précédemment constatée chez les cellules issues du
patient. Apres 1’incubation de TO07 pendant 40 jours, nous observons une normalisation des
propriétés contractiles. En effet, ’inhibition de la surexpression de PPARy prévient
I’augmentation de la fréquence de contractions spontanées, ainsi que d’autres propriétés
contractiles comme la durée de contraction et la durée de relaxation. De plus, le pourcentage
d’asynchronie était réduit avec le TOO7. Nous avons également testé I’incubation d’un
activateur de PPARYy, le GW 1929, sur les hiPSC-CM contrdles. Sur les propriétés contractiles
nous n’observons pas d’altérations fonctionnelles aprés I’incubation de 40 jours avec 1’agoniste.
Pour aller plus loin, nous avons évalués 1’effet de I’inhibiteur sur les propriétés contractiles par
la technique de patch-clamp. Tout d’abord, le TO07 prévient le raccourcissement du PA. La
normalisation de la densité des courants sodiques et potassiques a aussi été constatée, par
ailleurs confirmée par RT-qPCR. Dans une approche parallele, nous avons également incubé le
T0O07 pendant 5 jours, de J55 a J60, afin d’évaluer I’effet du TO07 a plus court terme (incubation
plus courte), et apres I’installation du phénotype pathologie (a partir de J55 et non J20).
Cependant, nous n’observons pas de normalisation du PA avec ce temps d’incubation. Ceci
suggere que I'inhibition de PPARY doit s’effectuer précocement pour prévenir le remodelage
¢lectrique cellulaire.

L’altération calcique, notamment 1’apparition de sparks calciques, décrite
précédemment, a également été corrigée par 1I’incubation avec le TO07 (40 jours). Ces données
suggerent que la voie PPARYy est une voie centrale dans le remodelage ¢€lectrophysiologique
dans la CA. L’inhibition de la voie PPARY prévient ce remodelage a savoir un trouble de la
repolarisation ainsi qu’une excitabilité cellulaire accrue, réduisant ainsi le risque d’arythmies.
Pour finir, nous avons voulu savoir si cette inhibition était réversible. Pour cela, nous avons
incubé les hiPSC-CM mutés DSC2 de la méme maniere jusqu’a J60, puis en enlevant
I’inhibiteur entre J60 et J100. Nous avons testé la réversibilité par le biais de la mesure du PA.
Nous avons observé un raccourcissement du PA entre les hiPSC-CM controles et mutés DSC2
a J100. De plus, la suppression du TO07 entre J60 et J100 a provoqué un raccourcissement de
I’APD, démontrant la réversibilité de I’inhibition. Ces effets étaient cohérents avec les
caractéristiques phénotypiques pathologiques « naturelles » du DSC2 hiPSC-CM muté. Par
conséquent, le maintien a la normale du PA nécessite une exposition soutenue et continue au
T007 dans le milieu de culture pour empécher les modifications dues a la variation génétique

DSC2 au fil du temps.
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L’étude précédente montre que 1’apparition des arythmies dans la CA provient d’un
remodelage électrique d’origine strictement cellulaire. Celle-ci explique également 1’effet au
niveau cellulaire des molécules anti-arythmique prescrit chez le patient. Cependant, ces
molécules préviennent le déclenchement des arythmies et ne traitent pas le probleme de base :
la modification de I’expression des canaux ioniques conduisant donc a la modification des
courants ioniques. Cette étude s’intéresse a la prévention précoce des changements
¢lectrophysiologiques dans le déclenchement des arythmies. Nous avons donc suivi I’hypothese
selon laquelle la voie PPARY serait une voie clé dans le processus de transdifférenciation. Cette
voie a précédemment été décrite pour induire une adipogenése dans d’autres modéles de la CA
(Kim et al. 2013; Garcia-Gras et al. 2006). Cependant son rdle dans les changements électriques
n’a jamais été investigué dans le cadre de cette pathologie. Nous avons observé dans notre
modele cellulaire de CA, une surexpression du transcrit du gene PPARY ainsi que de deux génes
cibles de cette voie. Ces résultats témoignent d’une potentiel transdifférenciation des
cardiomyocytes en adipocytes. De plus, I’expression d’un marqueur cardiomyocytaire (la
chaine légere de myosine) était réduit chez les cellules issues du patient. Ceci est en lien avec
la MET, ou nous observons une diminution nette de 1’appareil contractile chez les hiPSC-CM
DSC2. L’inhibition de PPARYy, par le TO07, a eu pour conséquence de normaliser ces
expressions géniques. Ceci valide notre modele d’étude et est un premier indicateur dans
I’inhibition potentielle d’une transdifférenciation des hiPSC-CM. Le T007, a la concentration
de 1 uM, est un ligand spécifique de PPARy (Lee et al. 2002). De plus, I’effet antagoniste du
T007 est plus important lors d’une surexpression de PPARy. En effet, plus PPARY est exprimé
et plus ’effet du TOO7 sur ce geéne est important (S. Ma et al. 2021). Ceci explique pourquoi
d’autres études utilisent le TO07 a une concentration plus importante (An et al. 2014; Ji et al.
2018).

Au niveau électrophysiologique et mécanique, le TO07 a prévenu les perturbations
précédemment décrites dans 1’étude 1. Une inhibition tardive (entre J55 et J60) ne permet pas
de normaliser les propriétés €lectriques et mécaniques. Les perturbations électrophysiologiques
étant déja présentes, il est possible qu’il soit trop tard pour induire une normalisation de ces
propriétés. Par ailleurs, il est aussi possible que 5 jours ne soient pas suffisants pour obtenir les
effets bénéfiques du T007. Ceci pourrait donc indiquer que le remodelage €lectrique pourrait
débuter a un stade précoce. Ceci est en accord avec des études cliniques décrivant 1’apparition
d’arythmies avant les changements structuraux chez le patient (Blom et al. 2019; Mast et al.
2017). Nous avons également testé la réversibilité de notre modele et nous observons que le

maintien de I’inhibition est obligatoire pour prévenir les changements ¢lectriques. De plus,
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I’activation de PPARy par un agoniste n’a pas permis d’induire le méme phénotype chez les
hiPSC-CM controles. Ceci suggere donc que la modulation de la voie PPARY, bien que centrale
dans la pathogenése soit nécessaire mais pas suffisante pour induire le phénotype pathologique.
Néanmoins, ces résultats indiquent bien que I’inhibition de PPARYy est suffisante pour diminuer

le risque d’arythmie et que cette inhibition doit étre continue et précoce.
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The PPARy pathway determines electrophysiological
remodelling and arrhythmia risks in DSC2 arrhythmogenic

cardiomyopathy

Dear Editor,

Arrhythmogenic cardiomyopathy (ACM) is a rare, life-
threatening genetic disease frequently associated with
mutations in desmosomal genes.! Histopathological hall-
mark includes fibrofatty replacement of myocardial tissue,
potentially consisting of cardiomyocytes transdifferentia-
tion into adipocytes.” The ACM involves electromechani-
cal disorders and risks of developing arrhythmias and sud-
den cardiac death. We recently evidenced early electrical
modifications of human-induced pluripotent stem cells-
derived cardiomyocytes (hiPSC-CM) obtained from an
ACM patient with a missense mutation (c.394C>T) in the
DSC2 gene encoding desmocollin 2 (DSC2-hiPSC-CMs).
These modifications are risk factors for triggering arrhyth-
mias independently of fibrofatty replacement of myocar-
dial tissue.> We now show that PPARy, a master regulator
of the cardiomyocytes transdifferentiation into adipocytes,
is critical early in the pro-arrhythmogenic pathogenesis in
ACM-DSC2-hiPSC-CMs.

Reverse transcription-quantitative polymerase chain
reaction (RT-qPCR) analysis of heart samples revealed a
higher PPARy gene expression level in the ACM-heart
bearing the DSC2 mutation than in the control heart
(Figure S1). We derived hiPSCs from the same ACM-
DSC2 patient, differentiated them into hiPSC-CMs, and
cultured them for 60 days as described.> We found a simi-
lar higher expression of PPARy and of two pro-adipogenic
target genes, perilipin and adiponectin, in DSC2-hiPSC-
CMs versus control-hiPSC-CMs (Figure 1A-C). Despite
lower expression, the pro-cardiac myosin light chain 2
ventricular (MLC2v) validated the cardiomyocyte pheno-
type of DSC2-hiPSC-CMs (Figure 1D). To confirm the
involvement of PPARy in the genes switch, we challenged
DSC2-hiPSC-CMs with T0070907 (T007), which functions
as a transcriptionally corepressor-selective PPARy inverse
agonist.* Incubation with T007 (1 uM), for 40 days (D20~
D60) during the maturation phase, corrected the expres-

sion levels of PPARy, perilipin, adiponectin and MLC2v
(Figure 1A-D). These results corroborated the PPARy-
dependent pro-adipogenic switch in the DSC2-hiPSC-
CMs, linking with previous studies.>>°

We next investigated the effects of T0O07 on the
excitation-contraction coupling using a phase-contrast
video-based analysis of the hiPSC-CM monolayer’s
contractile function. We defined several contractile
parameters: the beat rate, contraction time, relaxation
duration, the resting time between two contractions, asyn-
chronous rate and differentiating factor (Figure 2A-F).
For each analysed video, the asynchronous time defines
the time-fraction of the area spent in asynchrony. The
differentiating factor reflects the linear combination of
determinant contractile properties ensuring the best
discrimination between the control-hiPSC-CMs and the
DSC2-hiPSC-CMs.

The mutation increased the beat and asynchronous rates
(Figure 2A,B) and reduced the contraction time, relax-
ation and resting duration in DSC2-hiPSC-CMs versus
control-hiPSC-CMs (Figure 2C-E). Incubation with T007
prevented these modifications. The differentiating factor
was similar to that of the control-hiPSC-CMs (Figure 2F),
showing that PPARy pathway inhibition counteracts the
pathogenesis process. Interestingly, the PPARy agonist
(GW1929) did not mimic the effect of the mutation on the
differentiating factor and action potential (AP) duration in
control-hiPSC-CMs (Figure S2A) in line with the negligible
effect of PPARy agonists on basal transcription.* A signif-
icant PPARy expression level may be required for ligand-
mediated effects.

In cardiomyocytes, the AP initiates the contraction.
We studied the effect of T007 on the electrophysiologi-
cal properties of DSC2-hiPSC-CMs using the patch-clamp
technique. Compared to control-hiPSC-CMs, the DSC2-
hiPSC-CMs exhibited a twofold shortening of the AP dura-
tion at 1.0 Hz and lost action potential duration (APD)
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FIGURE 1 T0070907 modulates PPARy
pathway and prevents the cardiomyocyte
phenotype in DSC2 patient-specific
human-induced pluripotent stem
cells-derived cardiomyocytes (hiPSC-CM).
Fold change compared to control for (A)
PPARYy, (B) perilipin, (C) adiponectin and
(D) myosin light chain (MLC) expression
level, measured using reverse
transcription-quantitative polymerase chain
reaction (RT-qPCR). Error bars represent
the standard error of the mean (SEM),

N = 5/group. "Control versus DSC2, *DSC2
versus T007; “*p< .05, "*#p< .01, **p < .001
(Tuckey multiple comparisons test)
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T0070907 prevents contractile disturbances in DSC2 patient-specific human-induced pluripotent stem cells-derived

cardiomyocytes (hiPSC-CMs). The contractile activity was studied by video analysis in monolayer condition (control, N = 249 (black); patient,
N = 212 (red); T0070907, N = 197 (blue)): beat rate (A), asynchronous rate (B), contraction time (C), relaxation duration (D), resting duration

(E) and differentiating factor (F). Results are represented by violin plot with the median, first and third quartile. “Control versus DSC2, “DSC2
versus T007, Scontrol versus T007; “$p < .01, “"##888p < 001 (Kruskal-Wallis test)
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FIGURE 3 Electrical activity of control and patient-specific human-induced pluripotent stem cells-derived cardiomyocytes
(hiPSC-CMs) with or without T0070907. (A) Action potentials (APs) of hiPSC-CM from control (black), DSC2 patient in absence of T0070907
(red) and after 40 days of incubation with 1 uM of T0070907 (blue). (B) AP duration at 90% of repolarisation (APDy) as a function of pacing
rate (control, N = 42; DSC2, N = 40; DSC2 + T0070907, N = 40). (C) Whole-cell Na* current traces of control (top), patient-specific
hiPSC-CMs (middle) and after incubation of T007 (bottom). (D) Averaged current density-voltage (I-V) relationship of Iy, (control, N = 23;
DSC2, N = 21; DSC2 + T0070907, N = 23). (E) Whole-cell Iy currents raw traces of control (top), patient-specific (middle) and after incubation
of T0070907 (bottom) hiPSC-CMs. (F) I-V curves of Iy associated currents (control, N = 15; DSC2, N = 18; DSC2 + T007, N = 14). Error bars
represent the standard error of the mean (SEM). All differences are statistically different, p < .001, DSC2 versus control and versus DSC2 +
T0070907 (Tuckey multiple comparison test)
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(hiPSC-CMs) and incubated with T0070907. The Ca?* transient activity (control, N = 207 (black); patient, N = 222 (red); T0070907, N = 197
(blue)) were studied. Spontaneous frequency (A), decay time (B) and area under the curve (AUC) (C). The Ca?* sparks were studied by
measuring the number of sparks in each cell (D) and the frequency of sparks (E). The violin plot represented the median, first and third
quartile, and a Kruskal-Wallis test was performed. "Control versus DSC2, *DSC2 versus T007, $control versus T007; % p <.05,

S p < .001 (Tuckey multiple comparisons test were performed)

modulation according to pacing rate (Figure 3A,B). The
voltage-gated Na*t current (Iy,) induces AP fast depolar-
isation, playing a master role in cardiac excitability. The
DSC2-hiPSC-CMs exhibited a twofold decrease in Iy, den-
sity and a rightward shift in its voltage-dependent acti-
vation and steady-state inactivation (Figures 3C,D and
S3). Consistently, the expression level of the SCN5A gene
coding for the cardiac Na, channels (Iy,) was decreased
(Figure S4). Voltage-gated K* currents play a crucial
role in AP repolarisation. Compared to control-hiPSC-
CMs, DSC2-hiPSC-CMs exhibited a 3.5-fold increase in
K* current density, accounting for the AP shortening
(Figure 3E,F). RT-qPCR analysis revealed an increase of
+227% in the KCNH2 gene coding for Iy, and +220%
in the KCNQI gene coding for Iy in DSC2-hiPSC-CMs
compared to control-hiPSC-CMs (Figure S4). Exposure of
DSC2-hiPSC-CMs to T007 prevented the differences with
control-hiPSC-CMs (Figures 3A-F and S3-S5).

We evaluated the Ca?* transients of spontaneously
beating hiPSC-CMs using the fluorescent non-ratiometric
Fluo-4 Ca®*-sensitive dye. The DSC2-hiPSC-CMs (vs.
control-hiPSC-CMs) exhibited increased Ca?* transient
frequency but decreased decay time and global Ca?*
mobilised area under the curve (AUC) during the Ca®*

transient (Figure 4A-C) in coherence with impaired
contractility. They also exhibited an increase in the
number and frequency of pro-arrhythmogenic abnor-
mal spontaneous diastolic microscopic Ca?* events (Ca*
sparks), reflecting Ca?* leak from the sarcoplasmic retic-
ulum through the ryanodine receptor. Treatment of the
DSC2-hiPSC-CMs with T007 attenuated all these effects
(Figure 4D,E).

Late T007 incubation (D55-D60) could not reverse the
variant-specific modifications of the AP in DSC2-hiPSC-
CMs (Figure S5). In addition, when we cultured DSC2-
hiPSC-CMs in the presence of T007 between D20 and D60
and then removed the drug at D100, the cells exhibited
the typical disease phenotype (Figure S5). Therefore, early
and continuous exposure of DSC2-hiPSC-CMs to T007 is
required to maintain a wild-type-like cellular electrophys-
iological signature (Figure S6).

In conclusion, the repressing effect of T0O07 on PPARy
transcriptional activity maintained regular electrical activ-
ity and Ca?* handling in hiPSC-CMs bearing the DSC2
(c.394C>T) mutation. T007 also lowered early pro-
arrhythmogenic events intrinsic to cardiomyocytes, likely
to contribute to rhythm disturbance independently of
fibrofatty replacement of myocardial tissue in ACM
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patients (Figure S7). The risk of malignant ventricular
tachyarrhythmias relies both on (i) shortened AP repo-
larisation, responsible for short QT (and JTc) intervals in
a cohort of patients,® caused by high KCNH2 (Ix,) and
KCNQI (Ig,) expressions and (ii) and abnormal occurrence
of Ca?* sparks known to promote arrhythmias indepen-
dently of any change in the AP and QT interval.” Com-
bining a short AP (QT) with disturbed Ca?* is likely to
increase the pro-arrhythmogenic risk. Our results align
with different studies in transgenic mice linking PPARy
activation, cardiomyocyte lipid accumulation, dilated car-
diomyopathy, changes in electrophysiological profile and
intracellular Ca%* handling, and arrhythmogenic risks,
although differences between mice and humans may limit
some interpretations.®®-1° Overall, our study provides new
comprehensive insights directly in human cardiomyocytes
regarding the role of PPARy in genetic ACM. Repression
of PPARy transcription may offer a unique opportunity for
ACM treatment.
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Etude IV : Etude préliminaire des effets cellulaires de
I’inhibition du systéme rénine-angiotensine-aldostérone

Nos derniers travaux concernent une étude préliminaire dans la prévention de la
progression de la CA. En effet, comme déja mentionné, dans cette pathologie, les
cardiomyocytes sont progressivement remplacés par du tissu fibro-adipeux. Concernant les
formes majoritairement décrites jusqu’alors, ceci atteint préférentiellement le ventricule droit,
entrainant une détérioration de sa fonction dans un premier temps, puis de la structure du cceur
dans sa globalité. Le traitement actuel des patients atteints de CA est empirique et souvent basé
sur la prévention des arythmies. Plusieurs voies de signalisation cellulaire ont été décrites
comme ¢étant impliquées dans la progression de la pathologie dont la voie Wnt/p-caténine ou,
comme vu dans 1’étude précédente, la voie PPARy. Cependant, d’autres voies de signalisation
cellulaire n’ont pas encore été explorées pour prévenir ou réduire 1’infiltration fibro-adipeuse.
Une étude a montré, chez des patients souffrant d’une insuffisance cardiaque congestive (ICC),
une activation a long terme du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (RAA) (Weber and
Brilla 1991). Ceci a pour conséquence un remodelage progressif du cceur, notamment avec
I’apparition de fibrose myocardiaque, médiée par 1’activation a long terme du systeme RAA.
Une autre étude a montré que I’inhibition de I’enzyme de conversion de I’angiotensine chez des
patients présentant une ICC pouvait réduire le risque d’arythmies ventriculaires (Fletcher et al.
1993). Le systéme RAA est un systéme hormonal localisé dans le rein avec un role prépondérant
dans la régulation de la pression artérielle, notamment par ’action de 1’angiotensine II (Sparks
et al. 2014). L angiotensine II est formée a la suite d’une cascade de réactions enzymatiques
dans laquelle la rénine clive ’angiotensinogéne pour former 1’angiotensine I, qui est ensuite
clivé par une enzyme de conversion pour former I’angiotensine II (Sayer and Bhat 2014). Au
niveau cardiaque, I’angiotensine II stimule les récepteurs AT1 conduisant a une hypertrophie
cellulaire (Baker and Aceto 1990). Cependant, 1’angiotensine II engendre également une
hypertrophie des fibroblastes et un dépot de collagéne, favorisant finalement la fibrose
myocardique (Peng et al. 2002).

L’hypothese du travail réalisé ici était que 1’utilisation de médicaments anti-fibrotiques ciblant
le systétme RAA pourrait empécher ou réduire I’incompétence myocardique dans la CA. Une
¢tude clinique randomisée, utilisant la spironolactone, va débuter chez des patients atteints de
CA afin d’étudier I’effet de ce diurétique et inhibiteur du systeme RAA, sur le remodelage
ventriculaire et sur I’apparition d’arythmies. Cette étude clinique va principalement s’intéresser

aux effets globaux, et notamment systémiques du systtme RAA, médiés par la spironolactone
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qui est un inhibiteur de ce systéme. La spironolactone est un diurétique antagoniste de
I’aldostérone, inhibiteur donc du systéme RAA, et qui permet également de retenir le potassium.
Cette molécule est métabolisée dans le foie en acide canrénoique (AC), ou canrenoate, dans
I’organisme (Karim and Brown 1972; H. Chen et al. 2006). L’AC correspond au métabolite
actif majeur provenant de la spironolactone (Gardiner et al. 1989). C’est pourquoi nous avions
comme objectif de tester I’acide canrénoique en priorité dans notre modele d’hiPSC-CM afin
d’étudier les effets sur les propriétés électrophysiologiques.

Le but de ce travail était de tester la spironolactone et 1’acide canrénoique (AC) sur les hiPSC-
CM mutés DSC2 afin d’évaluer I’effet bénéfique potentiel du traitement au niveau cellulaire et
son transfert aux patients. Les propriétés contractiles et électrophysiologiques des hiPSC-CM
mutés pour la DSC2 ont été étudiées apres une incubation avec la spironolactone a 20 uM ou

’acide canrénoique a 10 nM pendant 1 heure.

La fonction contractile des hiPSC-CM a été étudiée de la méme manicre que lors des
précédentes études, par enregistrements de vidéos. Les résultats sont présentés dans la figure
24. Tout d’abord, nous retrouvons bien une fonction contractile perturbée, avec un taux
d’asynchronie significativement augmenté chez les hiPSC-CM mutées DSC2 par rapport aux
hiPSC-CM contrdles (Figure 24). Apres une heure d’incubation avec I’AC, nous avons pu
observer tout d’abord une normalisation de la fréquence des contractions spontanées (A).
Cependant, les différents paramétres de la contraction, a savoir la vitesse d’ascension de la
contraction (B), ainsi que la durée de contraction, avec ou sans correction par la formule de
bazett, ne sont pas modifiés apres 1’application de I’AC (C-D). Cependant, 1’aire sous la courbe
(représentant I’ensemble des paramétres contractiles) tend a étre normalisée avec I’AC, malgré
une différence significative entre les conditions contrdles et mutées incubées avec I’AC (E).
Enfin, le taux d’asynchronie n’est pas modifi¢ avec I’incubation de I’AC. La fréquence des
contractions spontanées ainsi que 1’aire sous la courbe, nous indiquent que I’AC a un effet
bénéfique sur la fonction contractile des hiPSC-CM, malgré une absence d’amélioration
d’autres parametres. A ce stade, nous avons considéré qu'une étude ¢lectrophysiologique nous

permettrait de mieux discerner les effets cellulaires de I’AC.
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Figure 24 : Effet de I’Acide canrénoique sur les propriétés contractiles des hiPSC-CM
L’activité contractile a été étudié par analyse vidéo a partir d’'une monocouche cellulaire en condition
contrdle (noir, n=386), patient (rouge, n=275) et incubé avec I’AC (vert, n=166) : beat rate (A),
Maximum contraction slope (B), Contraction duration (C) et corrigé avec Bazett (D), Area under the
curve (E) et Asynchronous rate (F). Les résultats sont représentés avec la médiane et 95% d’intervalle
de confiance. * différence par rapport au contréle. *** P<0,001 (Kruskal-Wallis test)

L’enregistrement de 1’activité électrique cellulaire, réalisé par acquisition des PA, a été
réalisé apres I’incubation avec, soit de I’AC, soit de la spironolactone directement. Les résultats
sont présentés dans les figures 25 et 26.

Premiérement, comme il est possible d’observer dans la figure 25A, I’AC a allongé la durée du
PA des hiPSC-CM mutées DSC2, d’un point de vue qualitatif. Cette molécule a permis
¢galement de rétablir la dynamicité de la durée du PA en fonction de la fréquence (B). Enfin,
la mesure de I’APDyg et de I’APDso, montre, d’un point de vue quantitatif, une normalisation
de la durée du PA avec I’AC (C-D). La mesure de I’APDgy démontre une légeére augmentation,
non significative, avec I’AC (386+98 ms CTRL vs. 40199 ms DSC2+AC, standard déviation).
Cependant, la mesure de I’APDso marque une légére diminution de cette valeur a savoir une
médiane de 269+83 ms dans les hiPSC-CM controdles et 246+95 ms dans les hiPSC-CM DSC2
incubées avec I’AC. Cette observation pourrait indiquer un effet plus important de I’AC sur les
courants potassiques. Les mémes résultats ont €té observés avec [’application de la
spironolactone a 20 uM pendant 1 heure. En résumé, la spironolactone a normalisé la durée du

PA, avec également un retour a la normale d’une dynamicité électrique en fonction de la
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fréquence (figure 26A et B). D’un point de vue quantitatif, comme pour I’AC, nous observons
une légére augmentation de 1’APDgyp (386+98 ms CTRL wvs. 423+152 ms
DSC2-+spironolactone), alors que I’APDso marque une légere diminution (269+83 ms CTRL
vs. 217105 ms DSC2+spironolactone), non significative, entre les cellules controles et mutées
DSC2 incubées avec 20 uM de spironolactone (figure 26C et D). Ceci conforte notre hypothese

d’une inhibition des courants potassiques par I’AC et la spironolactone.

>
w

- 600+
50 -e— Contrdle
g — -= DSC2
s E & DSC2+AC
£ g
-50- 200
g <
<
100 —— 7 0 . . i .
0 200 400 600 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Duration (ms) Pacing frequency (Hz)
C ns D ns
600: s*kokk
m —
£ 400: g
(=]
g
2 200 g
o
CTRL DsC2 DsC2 CTRL DSC2 DSC2
Acide Canrenoique - - + Acide Canrenoique - - +

Figure 25 : Effet de I’Acide canrénoique sur le Potentiel d’action des hiPSC-CM

(A) Traces brutes d’un potentiel en condition contréle (noir, n=27), muté DSC2 (rouge, n=32) et apres
incubation de I’AC (vert, n=43). (B) Adaptation de la durée du PA a 90% de repolarisation en fonction
de la fréquence de stimulation (0,5, 1 et 2 Hz). Valeurs de la durée du potentiel d’action a 90% de
repolarisation (C) et 50% de repolarisation (D). Les résultats sont représentés avec la médiane et 95%
d’intervalle de confiance. * différence par rapport au controle. *** P<0,001 (Kruskal-Wallis test)
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Figure 26 : Effet de la spironolactone sur le Potentiel d’action des hiPSC-CM

(A) Traces brutes d’un potentiel en condition contrdle (noir, n=27), muté DSC2 (rouge, n=31) et aprés
incubation de la spironolactone (vert, n=41). (B) Adaptation de la durée du PA a 90% de repolarisation
en fonction de la fréquence de stimulation (0,5, 1 et 2 Hz). Valeurs de la durée du potentiel d’action a
90% de repolarisation (C) et 50% de repolarisation (D). Les résultats sont représentés avec la médiane et
95% d’intervalle de confiance. * différence par rapport au controle. *** P<0,001 (Kruskal-Wallis test)

Nous avons, dans un dernier temps, enregistré les courants potassiques globaux des
hiPSC-CM, par la technique de patch-clamp, afin d’évaluer 1’effet de I’AC sur ces courants
ioniques. Les résultats sont représentés dans la figure 27. Premiérement, sur la courbe
courant/potentiel, il est possible d’observer un courant potassique plus important dans les
hiPSC-CM DSC2 par rapport aux hiPSC-CM controles, comme constaté¢ lors des études
précédentes. L’ajout de I’AC chez les hiPSC-CM DSC?2 induit une diminution de la densité des
courants potassiques (A). Ces courants sont similaires aux contrdles entre -40 mV et 0 mV.
Entre 0 et +40 mV, la densit¢ de courant potassique des cellules diminue par rapport aux
controles (A). Les mesures de densité de courant a +40 mV, confirment cette observation (B).
En effet, les hiPSC-CM arborent une densité de courant de 2,3 pA/pF alors que les hiPSC-CM
DSC2 ont une densité de courants de 1,2 pA/pF avec I’AC (B). Ces résultats sont en accord
avec I’enregistrement des PA qui met en évidence une augmentation de I’APDgg par ’AC et la

spironolactone.
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Figure 27 : Effet de I’Acide canrénoique sur les canaux potassiques

(A) Courbes courants potentiels entre les conditions contrdles (noir, n=12), mutés DSC2 (rouge, n=16) et
incubé avec I’AC (vert, n=10). (B) Amplitude du courant a 40 mV. Les résultats sont représentés avec la
moyenne et la SEM. * différence par rapport au controle. *** P<0,001 (Kruskal-Wallis test)

La spironolactone (et plus particuliérement son métabolite actif majeur : I’AC), pourrait,
chez les patients avec une CA devenir une option thérapeutique bénéfique. En effet, ’activation
prolongée du systeme RAA accentue le remplacement fibreux au niveau cardiaque (Crawford,
Chobanian, and Brecher 1994). Le remplacement fibro-adipeux étant I’une des caractéristiques
de la CA, I'inhibition de ce systeme semble donc intéressante pour prévenir le remodelage
morphologique. Une étude clinique randomisée est en cours pour répondre a cette hypothese
(Morel et al. 2018). Cependant, les effets directs de la spironolactone, 1’inhibiteur du systéme
RAA, ont trés peu été explorés au niveau des cardiomyocytes.

Dans I’organisme, la spironolactone est métabolisée en plusieurs métabolites, dont I’AC qui
correspond au métabolite majeur. C’est dans ce contexte que nous avons testé¢ 1’effet de
I’incubation d’une heure de I’AC sur les hiPSC-CM présentant une mutation sur le géne de la
DSC2.

L’¢tude fonctionnelle des hiPSC-CM montre une amélioration de la fréquence des contractions
spontanées, ainsi des parametres globaux de contraction, représentés par 1’aire sous la courbe,
apres ’application de I’AC. Cependant, la durée et la vitesse de contraction, ainsi que le taux
d’asynchronie n’est pas amélioré par I’AC. La vitesse de contraction étant régie par 1’entrée de
sodium et la durée de contraction par le calcium entrant dans la cellule, la normalisation des
parametres globaux de la contraction semble indiquer que 1I’AC agit sur les courants
potassiques. L’étude électrophysiologique, par enregistrement des PA, va dans ce sens. En effet,
la normalisation de la durée du PA est en lien avec une fréquence spontanée et une contraction
cardiaque normalisée par I’AC. Le retour a la normale des courants potassiques globaux

explique cette normalisation du PA. De plus, la normalisation de la repolarisation diminue la
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dispersion de cette repolarisation et minimise ainsi le substrat arythmogene. Cette observation
démontre un avantage significatif de 1’utilisation de I’AC. L’ APD a 90% de repolarisation est
augmenté de 4%, alors que ’APD a 50% de repolarisation diminue de 20%, par rapport aux
conditions controles, aprés 1’application de I’AC. Ces résultats suggérent une action inhibitrice
de I’AC plutdt centrée sur les canaux Kv7.1 régissant le courant potassique Ixs.

Ces résultats préliminaires, au niveau cellulaire, supportent une amélioration des propriétés
électriques et mécaniques et pourraient soutenir 1’utilisation d’une nouvelle voie thérapeutique
chez le patient. Cependant, une exploration plus approfondie de I’action de I’ AC est nécessaire.
En effet, ’action systémique du systtme RAA n’est pas possible a évaluer au niveau des hiPSC-
CM, par définition, et donc nécessite un systéme physiologique intégré. L avantage principal
de ’AC vu dans cette étude est que cette molécule empéche le maintien des arythmies en
diminuant la dispersion de repolarisation, car ceci crée un substrat arythmogene en condition
pathologique. Cependant, son effet sur le calcium, et notamment sur les sparks calciques, n’a
pas été documenté. Ceci serait trés intéressant a étudier, par la suite, car ces évenements
calciques aberrants participent trés souvent et trés largement a la création d’une instabilité

cellulaire qui est un facteur déclencheur proarythmogénique.
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E. Discussion
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La CA est une maladie rare caractérisée par un remplacement fibro-adipeux du
myocarde. Cette pathologie est habituellement diagnostiquée a 1’adolescence ou chez ’adulte
jeune. Ce diagnostic est souvent li¢ a 1’apparition de plusieurs syncopes chez le patient. Le
remodelage cardiaque conduit a une instabilité de 1’activité électrique, ce qui favorise le
phénomene de réentrée et donc 1’apparition de tachycardie ventriculaire ou bien d’arythmies
ventriculaires. La CA peut conduire a une insuffisance cardiaque irréversible chez le patient.
Des ¢études moléculaires sont nécessaires pour mieux comprendre |’apparition et le
développement de cette maladie afin d’espérer un traitement efficace qui jusqu’a présent fait

défaut.

Lorsque j’ai commencé mes travaux de thése, différents modeles d’étude existaient déja
pour mieux comprendre la pathologie. Tout d’abord, la lignée cellulaire HL-1 a été le premier
modele cellulaire pour imiter les cardiomyocytes dans la CA. C’est a partir de cette lignée
cellulaire que les perturbations de plusieurs voies de signalisations, telles que la voie Wnt,
Hippo ont été découvertes (Garcia-Gras et al. 2006; S. N. Chen et al. 2014). Cependant, ce
modele présente plusieurs lacunes. Premi¢rement, ses origines murines constituent une limite
pour la modélisation des maladies humaines. Deuxi¢émement, les cellules HL-1 ont une origine
atriale et présentent une organisation de ’ultrastructure typique des cellules du muscle
cardiaque auriculaire embryonnaire, avec des réseaux paralleles de myofibrilles mal organisés;
ainsi, ces cellules ne récapitulent pas complétement les cardiomyocytes ventriculaires (Elena
Sommariva et al. 2017). Une seconde stratégie était d utiliser des cardiomyocytes, non pas issus
d’une lignée cellulaire, mais de mod¢le animal. Des cardiomyocytes de rat et d’un modele de
poisson zebre ont été utilisés notamment pour étudier les propriétés €lectrophysiologiques
(Cerrone et al. 2012; Gomes et al. 2012; Asimaki et al. 2014). Les cardiomyocytes d’origine
animale représentent une source précieuse et accessible de cellules fonctionnelles. Mais ils
souffrent de la limitation de leur origine non humaine. Par conséquent, les observations
obtenues avec ces modeles doivent étre confirmées dans des modeles dérivés de ’Homme.
C’est pour ces raisons que la CA est maintenant étudiée a 1’aide des hiPSC-CM. Les travaux

réalisés dans le cadre de ma thése se sont inscrits dans cette dynamique.
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I. Les hiPSC-CM comme mode¢le d’¢tude de la
cardiomyopathie arythmogene ?

Dans nos études, nous avons utilisé les hiPSC-CM comme modéle in-vitro offrant un
acces unique pour étudier les fonctions cellulaires cardiaques et les voies de signalisation non

accessibles chez un patient atteint de la CA.

Notre premicre étude concerne 1’étude de ’ultrastructure de notre modele de CA a partir
d’hiPSC-CM. La MET récapitule les changements morphologiques vus dans des études
précédentes (Garcia-Gras et al. 2006; Caspi et al. 2013; d’ Amati et al. 2000). Pour résumer, les
hiPSC-CM portant la mutation R132C de la DSC2 semblent présenter une diminution de la
densité protéique au niveau des desmosomes. Ceci confirme la pathogénicité de la mutation sur
I’ancrage et le maintien des desmosomes entre eux. En effet, une mutation sur un géne
desmosomal entraine une déstabilisation du desmosome a la membrane et perturbe la connexion
entre deux cardiomyocytes (Z. Yang et al. 2006). Cependant, ce dernier aspect n’a pas pu étre
observé par MET, en raison de notre méthode de culture qui oblige les cellules a rester ancrer
a une matrice. En revanche, la méthode de culture par EB permettrait d’observer un possible
détachement des cardiomyocytes entre eux, induit par la mutation sur la DSC2. De plus, les
cardiomyocytes arborent un appareil contractile altéré avec une accumulation lipidique lors de
I’observation en MET. La présence de ces deux composantes, au sein d’'une méme cellule,
confirme 1’origine cardiomyocytaire et donc une transdifférenciation des cardiomyocytes en
adipocyte. Le remplacement fibro-adipeux, ainsi que 1’accumulation lipidique des
cardiomyocytes, crée au niveau cardiaque des blocs de conduction propices a générer des
arythmies de réentrées (Ten Tusscher and Panfilov 2007). Cependant, le déclenchement des
arythmies, dans le cadre de la CA, peut aussi avoir une origine myocytaire en raison d’un

remodelage ¢lectrophysiologique.

Lors de notre deuxiéme étude, 1’utilisation des hiPSC-CM dérivés d’un patient muté
pour la DSC2 a démontré que les arythmies constituent un mécanisme pathologique direct et
ne sont pas la conséquence du remodelage tissulaire intervenant au cours de la progression de
la pathologie. En effet, le remplacement fibro-adipeux, qui est une caractéristique majeure de
la CA, a longtemps été considéré comme le principal mécanisme pro-arythmogene dans cette
pathologie. Peu d’études se sont concentrées sur les caractéristiques €lectriques profondes des

cardiomyocytes. Cette premiere étude a révélé que le PA des hiPSC-CM mutés DSC2 est plus
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court sous les effets combinés d’une densité accrue de courant potassique et d’une densité
réduite de courants calciques voltage-dépendants. L augmentation des courants potassiques est
en accord avec une autre étude utilisant des hiPSC-CM dérivés d’un patient muté pour la DSG2
(El-Battrawy et al. 2018). Cependant, on notera que la durée du PA n’est pas modifiée dans leur
¢tude. La durée de maturation pourrait expliquer la différence entre les deux études. L analyse
de Dactivit¢ contractile a partir de la monocouche des hiPSC-CM a montré un
dysfonctionnement de la contraction, cela étant étroitement 1ié a un taux de battements
spontanés et une asynchronie plus importante dans les cellules DSC2. Ceci est en lien avec un
taux plus élevé de PA spontanés et des perturbations de I’activité calcique intracellulaire. En
effet, une augmentation de 1’excitabilité cellulaire peut étre expliquée par une perturbation du
calcium dans les hiPSC-CM DSC2. Nos études ont notamment révélé des événements calciques
microscopiques spontanés et aberrants lors de la phase diastolique des cardiomyocytes. Ces
événements aberrants sont communément appelés des sparks calciques et participent a
I’arythmogénese de la CA. Ces phénomenes calciques aberrants proviennent d’une fuite du RS
par le RYR, mimant ce qui se passe dans la CPVT (Baltogiannis et al. 2019). Ce phénomeéne
est propice au déclenchement de DAD et donc augmente 1’excitabilité cellulaire. Les sparks
calciques observés dans le cadre de la CA sont des éléments déclencheurs des arythmies
ventriculaires constatés chez le patient. La littérature confirme cette interprétation. En effet,
Ceronne et collaborateurs ont démontré dans un modele murin déficient pour la PKP2 des
dynamiques calciques perturbées (Cerrone et al. 2017). La libération accrue du calcium médié¢e
par le RS a entrainé des arythmies dans leur mode¢le. Nous avons également observé une densité
en courant sodique réduite dans notre lignée d’hiPSC-CM DSC2, en accord avec la littérature
rapportant que les desmosomes sont un point d’ancrage pour le canal Nay1.5 au niveau de la

membrane plasmique (Sato et al. 2009; Wen et al. 2015; Cerrone et al. 2012).

Dans notre modéele de CA, les défauts mécaniques des cellules portant la mutation DSC2
sont dus a un remodelage cellulaire, mais également ¢électrophysiologique et calcique des
cardiomyocytes. Une récente étude a rapporté que deux patients diagnostiqués avec de la CA
présentaient des fibrillations ventriculaires avec un cceur morphologiquement normal (Blom et
al. 2019). Ceci suggere que les évenements arythmiques précedent les changements structuraux
du ccoeur et conforte une origine myogénique dans le développement des arythmies
ventriculaires a un stade précoce chez les patients atteints de la CA. La durée raccourcie du PA
que nous avons observée est en lien avec un défaut de I’intervalle QT chez les patients et

explique ainsi un syndrome du QT court (Philippe Chevalier et al. 2021). Chez la plupart des
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patients, un bloc pariétal ventriculaire droite, une amplitude du QRS réduite et une inversion de
I’onde T sont observés, mais la dynamicité de ’intervalle QT n’a jamais été recherchée. Ces
observations indiquent que la CA est une pathologie impliquant un trouble de la repolarisation.
Ce trouble induit une dispersion de la repolarisation en raison d’une hétérogénéité¢ de cette
repolarisation dans le ventricule. Les cellules ne subissant pas toutes le méme remodelage
¢électrophysiologique, certaines cellules seraient dans une phase de repos, alors qu’une autre
partie de ces cellules n’auraient pas fini leur repolarisation. Ce phénomene crée un bloc de
conduction favorisant les arythmies de réentrées, et par conséquent un substrat arythmogéne.
L’intervalle QT (et plus encore, ’intervalle JT) pourrait alors devenir un indicateur fort
permettant d’orienter le diagnostic précoce de patients atteints de la CA. Il a pu étre négligé en
raison de 1’¢largissement du QRS : dans un contexte de « QT normal », le cas de complexes
QRS ¢largis sous-entend nécessairement des troubles de la repolarisation (car I’allongement du
QRS devrait étre retrouvé sur le QT). De plus, la CA étant une maladie évolutive, des temps de
repolarisation myocardique courts ne sont peut-étre évidents que pendant une courte période.
Les traitements médicamenteux peuvent également masquer un défaut de I’intervalle QT.
Néanmoins, il serait intéressant d’étudier ’effet de la normalisation du QT chez les patients

présentant un JT court. En effet, cette normalisation pourrait ralentir la progression de la CA.

Pour aller plus loin, nous nous sommes intéressés au remodelage morphologique
cellulaire et plus particuliérement a la transdifférenciation des cardiomyocytes en adipocytes.
Les hiPSC-CM ¢étant en culture dans une boite de pétri, I’implication des autres cellules, telles
que les c-kit, les SMC ou les FAP, dans le remplacement fibro-adipeux est impossible a évaluer.
Cette approche présente pourtant un avantage essentiel pour étudier des mécanismes purement
myocytaires. Ceci limite les interprétations au niveau du cardiomyocyte et non dans un contexte
de cohérence tissulaire intégrant différents types cellulaires. Plusieurs études font mention de
la voie PPARY dans le processus de transdifférenciation (Garcia-Gras et al. 2006; Kim et al.
2013; Wen et al. 2015; D. Ma et al. 2013). Ces ¢études au niveau cellulaire relatent une
diminution de ’activité de la voie de signalisation Wnt/B-caténine et une surexpression du géne
PPARY. La surexpression de ce géne induit une adipogenese et une lipogenese dans ces modeles
cellulaires de cardiomyocytes, faisant de ce géne un élément clé dans 1’hypothése d’une
transdifférenciation des cardiomyocytes en adipocytes. Une étude, sur des cceurs de patients
atteints de CA, démontre une surexpression de PPARY en lien avec un phénotype adipeux dans
le ventricule droit (Djouadi et al. 2009). L’expression anormale du géne PPARYy est donc

retrouvée au niveau cellulaire, mais également directement dans le cceur du patient. Dans notre
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troisieme étude, nous avons également déterminé une surexpression de la voie de signalisation
PPARy dans le cceur du patient muté DSC2, mais également dans notre modele d’hiPSC-CM.
L'expression du géne cardiaque spécifique (MLC2v) a confirmé le phénotype des
cardiomyocytes DSC2 hiPSC-CM. Cependant, la mutation a provoqué une diminution de son
expression, alors que l'expression des deux genes pro-adipogéniques, la périlipine et
l'adiponectine ont augmenté. Ces résultats confirment un changement d’identité cellulaire et
donc morphologique des cardiomyocytes. L’analyse de 1’ultrastructure, par la MET corrobore
cette hypothese. Les cellules subissent une accumulation lipidique et présentent un appareil
contractile beaucoup plus immature que chez le contrdle. Ceci témoigne d’une modification

structurelle des hiPSC-CM dont PPARY est I’une des causes.

Nos études démontrent la capacité de la technologie « hiPSC » a modéliser la CA.
L’étude morphologique et fonctionnelle a permis de mettre en lumiére les principales
caractéristiques phénotypiques connues de la CA, validant donc son utilité. Notre modele
présente ainsi un couplage excitation-contraction altéré et également un changement
morphologique avec I’accumulation lipidique. Dans un second temps, il est alors possible de
bénéficier du modéle mis au point afin de développer et d’évaluer de nouvelles stratégies dans

la prévention et/ou le traitement des patients.

II. Les hiPSC-CM comme outil d’amélioration de
traitements préventifs et curatifs des patients ?

Un objectif important dans 1’utilisation des hiPSC est d’obtenir des informations
essentielles pour modéliser des pathologies humaines, en particulier celles d’origine génétique.
La rareté des cas et la complexité de ces pathologies limitent, par définition, les informations
accessibles pour comprendre leur évolution, améliorer la prévention et/ou le traitement des
patients. Les modeles hiPSC ouvrent des perspectives immenses pour progresser vers des
stratégies de médecine personnalisée trés adaptées pour le diagnostic (fonctionnel et
mécanistique au niveau cellulaire) et la prise en charge de patients atteints de pathologies li¢es
a des mutations. Dans le cadre de la CA, un objectif est de réduire le risque d’arythmie chez le
patient. Des médicaments anti-arythmiques sont donc utilisés pour réduire ce risque (Ermakov
and Scheinman 2015). Cependant, les études sur la prescription des molécules anti-arythmiques
font défaut et leur prescription reste empirique, notamment dans un contexte de pathologie

d’origine génétique qui limite a la fois le nombre et la puissance des études cliniques. Dans
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notre premiere étude, nous avons vu que le déclenchement des arythmies était lié a un
remodelage ¢électrophysiologique profond du cardiomyocyte et pas seulement & un remodelage
morphologique et structural du ceeur (apparition de tissu fibro-adipeux). Parmi les molécules
testées dans cette étude, le sotalol et la flécainide étaient clairement plus efficaces que les autres
molécules testées, telles que le propranolol et le vérapamil, pour normaliser les propriétés
¢lectrophysiologiques des hiPSC-CM. Le sotalol est souvent documenté dans la littérature mais
ses effets exacts, notamment au niveau cellulaire, sont rarement décrits et interprétés (Ermakov
and Scheinman 2015; Wichter et al. 1992; Marcus et al. 2009). L’utilisation du sotalol est
limitée en clinique en raison de son inhibition du courant potassique retard¢ (Ik:) qui allonge
I’intervalle QT et peut favoriser I’éclosion de torsades de pointes (Numaguchi et al. 2000;
Shugg et al. 2020). Cependant, chez les patients souffrant de la CA, la durée de I’intervalle QT,
en lien avec la durée du PA ventriculaire, est court. De ce fait, ['utilisation du sotalol ne fait que
normaliser la durée du QT, réduisant ainsi fortement le risque d’arythmie. De plus, le sotalol a
permis de réduire I’excitabilité cellulaire spontanée. En effet, nous avons vu que dans notre
modele DSC2, les cardiomyocytes avaient une excitabilité spontanée accrue qui a pu étre
normalisée par le sotalol. Le sotalol étant aussi un béta-bloquant, ceci suggere que 1’excitabilité
cellulaire anormale intégre également trés probablement une suractivité 3-adrénergique dans le
modele spécifique au patient (Neuvonen and Elonen 2019). Cependant, cette suractivité n'est
pas le principal responsable des événements contractiles aberrants dans le modele hiPSC-CM
DSC2. En effet, le sotalol est associé a une autre molécule anti-arythmique : la flecainide. La
flécainide a été proposée comme traitement pour prévenir les ondes calciques diastoliques et
les arythmies dans la CPVT (Lieve, Wilde, and van der Werf 2016). L’utilisation de la
flécainide peut étre remise en cause dans son utilisation chez des patients atteints de la CA, a
cause de son inhibition sur les courants sodiques qui sont déja diminués. Cependant, la
flécainide agit aussi de manicre directe sur le RYR, ce qui permettrait de réduire les événements
calciques aberrants et pro-arythmogenes (Mehra et al. 2014). Dans notre mode¢le cellulaire,
’utilisation de la flécainide a permis de normaliser les dynamiques calciques et de réduire le
nombre de sparks calciques. Les sparks calciques étant aussi responsables d’une excitabilité
cellulaire anormale, ces résultats confortent 1’utilisation de cette molécule anti-arythmique, en
accord avec une étude précédente utilisant la flécainide dans un modele murin déficient pour la
PKP2 (Cerrone et al. 2017). La prescription de la flécainide doit tout de méme rester prudente,
en raison de son effet sur la réduction des courants sodiques. En cas de CA, le sotalol permet

de normaliser la durée du QT et de s’opposer a une suractivité B-adrénergique éventuelle. La
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flécainide, quant a elle, réduit le risque d’arythmies en normalisant les dynamiques calciques.
Ces résultats soutiennent 1’utilisation de ces médicaments chez les patients atteints de la CA.
L’utilisation de ces molécules réduit le risque d’arythmies chez les patients. Cependant
le probléme de fond n’est pas résolu ou encore mal compris. Nous avons voulu dans un
deuxiéme temps prévenir les changements électrophysiologiques des hiPSC-CM DSC2. L une
des voies clés dans ces changements est la voie PPARYy que nous avons inhibée précocement et
sur le long terme. Pour rappel, les hiPSC-CM mutés DSC2 présentent une expression génique
accrue de PPARY et de deux genes cibles (la périlipine et ’adiponectine). L'inhibition précoce
et a long terme de PPARY, par le T007, a prévenu les changements délétéres dans 1'expression
des genes au fil du temps dans les DSC2 hiPSC-CM, validant ainsi notre modele d'investigation
fonctionnelle de I'effet du TOO7 sur le phénotype cellulaire des hiPSC-CM mutés DSC2. Dans
la CA, la voie de signalisation PPARy affecte le changement morphologique des
cardiomyocytes, mais son role dans le déclenchement des arythmies est inconnu (Caspi et al.
2013; D. Ma et al. 2013). Un résultat clé de notre étude est que le TO07 a empéché plusieurs
défauts dans les parametres du couplage excitation-contraction dus a la mutation DSC2. En
effet, une exposition prolongée avec le TOO7 pendant 40 jours a normalisé¢ les défauts
¢lectriques, comme la durée du PA, les courants sodiques et potassiques. Le T007 a également
empéché les aberrations contractiles. Deux ¢léments sont pro-arythmogenes : la durée du PA et
les sparks calciques. L’incubation a long terme a permis de prévenir les défauts de
I’homéostasie calcique et de réduire la fréquence d’apparition des sparks. Une incubation
tardive avec le TOO7 pendant cinq jours, c'est-a-dire entre 55 et 60 jours en culture, est
insuffisante pour inverser les modifications spécifiques de la mutation DSC2 dans les hiPSC-
CM, soutenant 1'idée d'un processus évolutif lent et sans doute irréversible, résultant d'une
suractivation de la voie PPARy. De plus, une exposition continue a long terme a TO07 est
nécessaire pour maintenir une signature électrophysiologique cellulaire proche du controle. En
effet, lorsqu’on enléve la molécule entre J60 et J100, les cellules mutées DSC2 retrouvent un
phénotype pathologique, suggérant qu’une inhibition continue de la voie PPARY est nécessaire
pour prévenir le remodelage €lectrophysiologique. De plus, 1'agoniste PPARy (GW1929) n'a
pas réussi a induire les altérations cellulaires associées au variant DSC2 (¢.394C>T). Ce résultat
est conforme a une ¢tude montrant que 'expression de PPARYy est insuffisante pour induire
I'adipogenese dans le muscle squelettique (Ban et al. 2008). Dans I’ensemble, nos résultats
démontrent une implication de la voie PPARy dans le remodelage ¢lectrophysiologique des

cardiomyocytes et révelent que son inhibition est suffisante pour prévenir ces modifications.
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Notre étude a aussi permis de mettre en lumiere que les défauts dans le couplage excitation-

contraction sont présents précocement dans les hiPSC-CM mutés DSC2.

Une autre stratégie était de prévenir le remodelage morphologique en ciblant le systéme
RAA. En effet, dans le cadre de I’insuffisance cardiaque congestive, le systtme RAA participe
a I’infiltration fibro-adipeuse dans le ventricule (Fletcher et al. 1993; Weber 1999). A partir de
ces études, le but était d’étudier les effets d’un inhibiteur du systéme RAA, la spironolactone,
sur les propriétés électriques des hiPSC-CM. La spironolactone est métabolisée dans le foie en
plusieurs métabolites parmi lesquels I’ AC représente la majorité (environ 80%) (Karim 1978).
C’est pourquoi nous nous sommes focalisés sur 1’incubation de I’AC dans cette quatriéme
¢tude. D’un point de vue global, I’AC a normalis¢ différents parametres dont la durée du PA,
par son action sur les courants potassiques. Cette étude permet de démontrer un effet aigu de
I’AC sur les canaux potassiques. Il semblerait que son action agit préférentiellement sur les
canaux régissant le courant Ixs. En effet, I’APDoo est normalisé par rapport aux controles, alors
que I’APDsp reste diminué¢ de 20% apres 1’application de I’AC. En outre, 1’application de la
spironolactone permet de réduire les troubles de la repolarisation conduisant a une induire une
boucle de réentrée, comme décrite précédemment. En revanche, I’AC n’a pas permis de réduire
le taux d’asynchronie de la monocouche d’hiPSC-CM, ce qui indiquerait que 1’incubation seule
de I’AC ne permet pas de prévenir totalement I’apparition des arythmies au niveau cellulaire et
devraient en conséquence étre appliqué avec une autre molécule anti-arythmique. Bien que ce
travail nécessite d’étre complété avec des données supplémentaires, que ce soit en clinique ou
en recherche fondamentale, I’inhibition du systtme RAA est trés probablement une cible

thérapeutique prometteuse.

III. Limites et Perspectives

La technologie des hiPSC-CM est une approche qui permet de travailler sur des mod¢les
de cellules cardiaques humaines. La plupart des canaux ioniques cardiaques sont retrouvés dans
les hiPSC-CM, ce qui représente une force pour la caractérisation électrophysiologique (Honda
et al. 2011; Zhao et al. 2018). Cependant, ces cellules ont des limites spécifiques malgré leurs
nombreux avantages, comme une structure contractile immature (Lundy et al. 2013) et une
contraction spontanée des hiPSC-CM (Karakikes et al. 2015) ; ce que nous confirmons dans

notre ¢tude ultra-structurale réalisée en microscopie €lectronique et nos études fonctionnelles.
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Il est cependant essentiel de noter que nos travaux sont basés uniquement sur un seul patient et
donc une seule mutation. Cela constitue donc a la fois une force caractérisée par 1’approche
« personnalisée » dans un contexte de démarche a visée clinique, mais aussi une faiblesse car il
est sans doute difficile de généraliser les mécanismes découverts aux effets d’autres mutations.
En conséquence, ces données ont été validées en clinique, par le biais de 1’étude rétrospective
d’une petite cohorte de patients (partie II — résultats) présentant différents variants génétiques.
L’¢étude de cette cohorte démontre une dynamique du QT qui est altérée chez une partie des
patients (Chevalier et al. 2021), indiquant un processus général pas seulement focalisé sur le
défaut du géne DSC2. Par ailleurs, il serait intéressant, de confirmer nos résultats par 1’étude
d’autres mutations telle que PKP2 qui demeure ’'une des mutations les plus fréquentes (M.
Zhang et al. 2012). Cette confirmation pourrait notamment concerner I’approche de I’inhibition

de la voie PPARY, afin de valider sa pertinence thérapeutique.

Nous avons également choisi de renforcer nos résultats par le biais de 1’étude de
multiples modeles. Ainsi, la combinaison de données cliniques, de données in-vivo issues du
poisson zebre et des données cellulaires obtenues sur les hiPSC-CM a permis de révéler des
perturbations contractiles majeures avec une durée de PA plus courte soutenant une
repolarisation cellulaire anormale. L’excitabilité cellulaire accrue et la présence d’éveénements
arythmiques sont soutenues par une dynamique calcique perturbée et I’apparition de sparks
calciques. Des études fonctionnelles plus poussées sur le RYR pourraientt étre intéressantes,

afin de comprendre si ce canal est perturbé a la suite d’'une mutation sur un géne desmosomal.

Mes ¢tudes ont permis de montrer une transdifférenciation des hiPSC-CM en
adipocytes, mise en évidence par une accumulation lipidique, ce qui était le premier objectif de
la these. Ceci a permis de valider notre modéle d’étude pour nos trois autres objectifs, focalisés
sur des études fonctionnelles. Nous avons démontré les défauts électrophysiologiques,
calciques et mécaniques de notre modele et validé 1’utilisation de molécules anti-arythmiques,
ce qui constitue notre deuxieme objectif. Cependant, nous voulions aussi étudier des traitements
préventifs dans la cadre de la CA et pour cela nous avons ciblé différentes voies de signalisation,
dont la voie PPARY et le systtme RAA. Dans notre troisiéme objectif, nous avons montré que
la voie PPARY était central dans les défauts fonctionnels dans notre modele de CA. Nous avons
vu qu’une inhibition précoce et a long terme était nécessaire, mais nous n’avons pas testé si
I’inhibiteur de PPARYy pouvait corriger les défauts fonctionnels. Pour cela, nous pourrions
incuber I’inhibiteur entre J60 et J100 chez les hiPSC-CM mutés DSC2. De plus, il serait

intéressant d’observer, par MET, I’effet de cet inhibiteur sur la morphologie cellulaire,
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I’appareil contractile et I’apparition de lipides. Enfin, notre dernier objectif était d’étudier I’effet
de la spironolactone et I’AC (inhibiteur du systéme RAA), au niveau cellulaire. Ces molécules
sont capables de normaliser la densité des courants potassiques et, de ce fait, prévenir la
dispersion de la repolarisation. Cependant, son effet direct sur le systtme RAA n’est pas
possible sur un modele cellulaire. Il pourrait étre envisagé d’étudier cet aspect sur un modele
animal de CA. Au cours de cette thése, nous avons mis en évidence le rdle de voies de
signalisation dans le développement de la CA. On peut conclure que le ciblage de ces voies de
signalisation pourrait étre pris en considération dans les prochains développements de nouvelles
stratégies thérapeutiques dans le cadre de la CA. Ces études permettent une meilleure
compréhension de I’apparition des arythmies lors d’une mutation sur un géne desmosomal
(figure 28). En effet, plusieurs ¢léments sont maintenant a prendre en compte pour prévenir le
risque d’arythmies chez le patient. Le cceur subit un remodelage morphologique qui crée des
blocs de conduction propice aux arythmies. L’accumulation lipidique, combinée aux
changements électriques et calciques, favorise le déclenchement et le maintien des arythmies.
Ces différents ¢léments doivent donc étre pris en compte pour traiter le plus efficacement les

patients atteints de la CA.

Pour aller plus loin au cours de cette thése, nous aurions pu induire artificiellement un
stress mécanique a notre modele cellulaire. La CA touche beaucoup le jeune athlete, il serait
intéressant de voir si ce stress mécanique aggrave le développement de la pathologie. De plus,
quelques études relatent 1I’implication de cytokines pro-inflammatoires dans la progression de
la CA. Nous aurions pu comparer le surnageant des cellules en culture en condition controle et
mutée pour la DSC2. Ceci dans le but d’étudier si les cellules sécrétent, dans leur
microenvironnement, des facteurs pro-inflammatoires. Dans ce contexte, nous aurions pu tenter
d’induire ou de ralentir la pathologie, en échangeant le surnageant de culture des cellules mutées
avec celui des cellules contrdles. Ces expériences auraient pu, soit induire la pathologie dans
les hiPSC-CM contrdles, soit ralentir la pathologie dans les hiPSC-CM du patient. La
découverte potentielle de cytokines pro-inflammatoires dans le surnageant pourrait fournir un
outil de diagnostic supplémentaire dans le cadre de la CA, comme ceci a été suggéré dans une

précédente étude (Campuzano et al. 2012).
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F. Conclusion

Mes travaux au cours de ces trois années de these se sont inscrits dans une démarche
visant a mieux comprendre ’apparition d’arythmie dans le cadre de la cardiomyopathie
arythmogene. Cette thése m’a permis d’adopter une démarche scientifique et d’acquérir la
maitrise de techniques visant a identifier les propriétés électriques, calciques, mécaniques et
d’expression génique impliquée. J’ai pu approfondir mes connaissances en €lectrophysiologie
et approfondi, d’un point de vue technique, le patch-clamp. J’ai aussi acquis de solides
compétences en culture cellulaire, avec un modéle cellulaire de CA a partir d’hiPSC qui requiert
une grande rigueur et beaucoup de patience. Ce modele permet d’examiner les troubles
phénotypiques ciblés sur le cardiomyocyte et présente 1’avantage d’étudier une mutation
spécifique d’un patient. Ceci offre une fabuleuse opportunité dans un contexte d’émergence du
concept de médecine personnalisée.

Il a ét¢ intéressant de voir au cours de cette these que le phénotype observé en clinique
chez un patient, peut étre expliqué au niveau cellulaire a partir des cellules de ce méme patient.
Au cours de cette étude, j’ai pu observer que les problémes arythmiques chez le patient
proviennent de troubles au niveau cellulaire (figure 28). Mes travaux de thése ont permis de
mettre en évidence une transdifférenciation des cardiomyocytes en adipocytes, avec notamment
une accumulation lipidique spécifiquement dans les cellules portant la mutation R132C sur le
gene codant pour la DSC2. Ces cellules arborent une fonction électrique perturbée avec
notamment un PA raccourci. Enfin, les dynamiques calciques dans ce modéle sont aussi altérées
ou des étincelles calciques aberrantes sont retrouvées dans notre modéle de CA. La combinaison
de ces trois altérations, morphologique, électrique et calcique, nous permet d’expliquer
pourquoi la fonction contractile est perturbée, avec un pourcentage d’arythmies accru dans nos
hiPSC-CM mutées DSC2 (figure 28). Pour résumer, I’accumulation lipidique, un trouble de la
repolarisation et 1’augmentation de sparks calciques donnent un environnement pro-
arythmiques. Le déclenchement et le maintien des arythmies dans la CA sont donc
multifactoriels et ne dépendent pas seulement d’un remplacement fibro-adipeux (figure 28).

Enfin, mes travaux de théses ont permis de mieux comprendre I’effet des traitements
(sotalol et flécainide) prescrits chez le patient. Cependant, ces traitements préviennent juste
I’apparition d’arythmies et ne ciblent pas le probléme de fond, a savoir un remodelage structurel
et ¢lectrophysiologique. En outre, mes travaux constituent un rationnel et une base solides pour
le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, avec notamment la voie de

signalisation PPARY et I’inhibition du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (figure 28). Ces
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nouvelles pistes permettraient de réduire la survenue des arythmies tout en réduisant le
remplacement fibro-adipeux, dans le but d’améliorer le pronostic et la qualité de vie des patients

atteints de la CA.
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Figure 28 : Schéma bilan des principaux troubles entrainant une arythmie ventriculaire dans
le cadre de la CA et les principaux traitements préventifs étudiés au cours de cette thése
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Abstract

Background: Arrhythmogenic cardiomyopathy (ACM) primarily involves right ventricle
impairment and lethal arrhythmias. Histopathological hallmark includes fibrofatty replacement
of myocardial tissue, consisting of transdifferentiation of cardiomyocytes into adipocyte cells.
Electro-mechanical troubles in cardiomyocytes are also features of ACM and contribute to
developing sudden cardiac death. We investigated if the PPARY signaling pathway has a central
role in electro-mechanical troubles.

Methods: Control and DSC2 patient-specific pluripotent stem cells were reprogrammed and
differentiated into cardiomyocytes (hiPSC-CM) to examine gene expression, electro-
mechanical properties, and Ca?* handling. We incubated hiPSC-CM DSC2 with 1 uM PPARy
inhibitor T0070907 (T007) for 40 days.

Results: Compared to control, DSC2 hiPSC-CM exhibited, by RT-qPCR, a more robust
expression of the PPARy gene and two pro-adipogenic genes (adiponectin and perilipin). The
DSC2 hiPSC-CM incubated with T0070907 demonstrated gene-level close to control. To go
further, we determined that contractile properties and action potential duration of DSC2 hiPSC-
CM treated with TO070907 were similar to control. Standard AP was associated with a
normalization of sodium and potassium currents density, confirmed by RT-qPCR. Moreover,
altered Ca®* handling was also corrected, notably increased sparks Ca®* frequency.
Conclusion: Our data suggest that PPARy is a central pathway in cardiomyocyte's
morphological and electrical remodeling in ACM. We demonstrate that early and long-term

inhibition of PPARY is necessary to prevent its nefast role in triggering arrhythmia in ACM.

Keywords: PPARy; transdifferentiation; hiPSC-CM; electro-mechanical remodeling; Ca>*
handling.
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Introduction

Arrhythmogenic cardiomyopathy (ACM) is a rare genetic disease characterized by
morphological changes in the heart and a high risk of ventricular arrhythmias.(Cristina Basso
et al. 2009) The main feature of ACM is a replacement of cardiomyocytes by fibro-fatty
tissue.(Corrado, Basso, and Thiene 2009) Half of ACM patients carry a mutation in the genes
encoding desmosomal proteins, including plakophilin-2 (PKP2, the most affected gene),
desmoplakin, desmoglein-2, plakoglobin, and desmocollin-2.(Cristina Basso et al. 2009; 2012)
Desmosomal proteins form a macromolecular complex at the intercalated disc level and are
responsible for intercellular adhesion. Furthermore, desmosomes contribute to anchor and
maintain the sodium (Na®) channel and connexins at the membrane level, favoring rapid
initiation of cellular depolarization and fast action potential (AP) propagation.(Delmar and
McKenna 2010; Rizzo et al. 2012) This macromolecular complex is disturbed by mutations in
desmosomal genes, leading to electrophysiological and morphological changes.(Asimaki et al.
2016)

Mutations in desmosomal genes lead to a drastic loss of connexin43 and a reduction in the
density of the Na* current.(Cerrone and Delmar 2014; Oxford et al. 2007) These mutations may
also cause multiple ion channel dysfunctions, abnormal action potential characteristics, and
greater sensitivity to adrenergic stimulation.(El-Battrawy et al. 2018) A desmosomal mutation
mimicking ACM pathogenesis demonstrated profound electrophysiological remodeling, which
may contribute to the occurrence of ventricular arrhythmias.(Cerrone et al. 2012; El-Battrawy
et al. 2018; Moreau et al. 2021) Destabilization of desmosomes by mutations may also induce
disturbances of intracellular pathways, such as the Wnt/B-catenin pathway activity leading to a
change in cell phenotype with lipids accumulation.(S. N. Chen et al. 2014) Destabilization of
desmosomal complex promotes the ability of plakoglobin to be translocated into the nucleus
and competes with B-catenin, reducing Wnt/B-catenin activity.(Garcia-Gras et al. 2006) This

pathway disturbance may promote the morphological changes of cardiomyocytes. Furthermore,
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reducing Wnt pathway activity induces overexpression of peroxisome proliferator-activated
receptor-gamma (PPARY).(Garcia-Gras et al. 2006b; J. Liu et al. 2006b) An overexpression of
PPARy was described in human biopsies from ACM patients.(Djouadi et al. 2009; Rosen et al.
2002) The PPARy gene is a master regulator of adipocyte differentiation and lipogenesis,
explaining why this gene may promote adipogenesis switch in cardiomyocytes in ACM
condition.(Cristancho et Lazar 2011; Lefterova et al. 2014) Inhibition of the PPARy pathway
by antagonist T0070907 (T007) or GW9662 leads to decreased lipid accumulation and
apoptosis in human induced pluripotent stem cells-derived cardiomyocytes.(Wen et al. 2015)
The use of human-induced pluripotent stem cells-derived cardiomyocytes (hiPSC-CM)
allowed us to reveal that arrhythmias, in ACM condition, is not only due to morphological
switch but relies on a profound electrical modification that contributes to trigger rhythm
disturbances. Recently, we showed that both electrical activity and Ca?* handling are impaired,
leading to contractile dysfunction in hiPSC-CM from an ACM patient with a missense mutation
(c.394C>T) in the DSC2 gene encoding desmocollin 2.(Moreau et al. 2021) This study
evidenced that electrical and Ca®>" handling changes are an early myogenic signature of ACM
in this disease. Therefore, a legitimate question was whether and how PPARY over-activation
is involved in early changes in the major determinants of the excitation-contraction coupling in

hiPSC-CM from patients bearing the DSC2 (¢.394C>T) mutation.

Methods
Cell culture
We described the methods elsewhere.(Moreau et al. 2021) Briefly, we used two control hiPSC
lines: one generated by the platform IPS from INMG (hiPSC AG08C5; Neuromyogen institute,
Lyon), and the other was obtained from Dr. Xavier Nissan (hiPSC FSC03; I-Stem institute,
Evry). The hiPSC were cultured with StemFlex™ in DMEM/F12 medium (ThermoFisher

Scientific) and differentiated using the sandwich monolayer technique. We induced cardiac
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differentiation by sequentially adding 6 uM of CHIR99021 (LC Laboratories), 2 uM of Wnt-
C59 (LC Laboratories) at different critical times. Previously, we showed that the DSC2
phenotype is best expressed at 60 days (D60).(Moreau et al. 2021) We incubated cells with
T007 or GW1929 for 5 days (i.e., between D55 and D60) or 40 days (i.e., between D20 and
D60) during the maturation phase. The T007 was renewed every other day, along with fresh
media. In another set of experiments, we cultured cells for 100 days. In the latter experiments,
we removed T0O07 from the culture media between D60 and D100). Finally, for “isolated-cell”
experiments, at D53 or D93, cardiomyocytes were dissociated with TrypLE™ Express
(ThermoFisher Scientific) and were replated on Matrigel-coated 35 mm petri dishes for patch-

clamp and Ca?" measurements.

Quantitative Reverse transcription PCR (RT-qPCR)

Total RNA was isolated from hiPSC-CM at 60 days using Direct-Zol RNA Miniprep, including
DNAse treatment following the protocol (Zymo Research, USA, ref: R2051). We performed
reverse transcription of 500 ng total RNA into cDNA using the Transcriptor Universal cDNA
Master kit (Roche, Basel, Switzerland, ref: 05893151001), following the manufacturer's
protocols. We carried out qPCR using LightCycler 480 SYBR Green I Master (Roche, ref:
04887392001) executed in quintuplicate. We used Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit PO
(RPLPO) as internal control, and we normalized the mRNA levels for each sample. Primers for
interest genes are listed in table 1.

Tablel: Summary of genes evaluated in this study. Target gene, accession numbers, gene
description, primer, and product sizes.
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Target gene Accession Gene description Primer Sequence (5’-3’) Size (pb)

numbers
RPLPO NM_001002.4 Ribosomal Protein Lateral Stalk Forward: AGCAAGTGGGAAGGT 114
Subunit PO Reverse: TCATCCAGCAGGTGT
PPARy NM_015869.5 Peroxisome Proliferator-activated  Forward: CGAAGACATTCCATTCACAAGAAC 120
Receptor y Reverse: CTGTCATCTAATTCCAGTGCATTG
ADIPOQ NM_004797.4 Adiponectin Forward: GAGAAGGGTGAGAAAGGAGAT 114
Reverse: TCATTATCAGCATAGAGTCCATTACG
PLIN2 NM_001122.4 Perilipin 2 Forward: GCTTCACTCCCGTGCCTA 103
Reverse: GCATTGCGGAACACTGAGTA
MYL2 NM_000432.4 Myosin light chain 2 Forward: CCAGAACAGGGATGGCTT 91
Reverse: TCCTAGTCCTTCTCTTCTCCG
KCNQ1 NM_000218.3 K,7.1 (1) Forward: CTCACTCATTCAGACCGCA 143
Reverse: TCTTTACCACCACAGACTTCTTG
KCNH2 NM_000238.4 K,11.1 (Iy,) Forward: GGAGCCTCTGAACCTGTATG 230
Reverse: GACTGAAGCCACCCTCTAAC
SCNSA NM_000335.5 Na,1.5 (I,) Forward: GTGAACAACAAGAGCCAGTG 127
Reverse: TGCATACATAATGTCCATCCAGC
RYR2 NM_001035.3 Ryanodine Receptor 2 Forward: AATTTGAGACGGTCA 132

Reverse: TTGCCAAGAGCGCCC

Whole-cell current-clamp recordings

For the current-clamp studies, we recorded the action potential (AP) and global K*, Ca?*, and
Na" currents in single cells at room temperature (22 + 2°C) using an Axopatch 200B amplifier
(Axon Instruments, Foster City, CA, USA). The resistances of patch pipettes ranged between 1
and 2 mQ. Voltage-clamp command pulses were generated using pCLAMP v10 (Axon
Instruments). Currents were filtered at SkHz, digitized at 10kHz, and stored on a microcomputer
equipped with an AD converter (Digidata 1440A, Axon Instruments). The intracellular solution
in the patch pipette for AP and potassium recordings contained (in mmol/L): 10NaCl, 122KCl,
1MgCl,, 1IEGTA,10Hepes; and the pH adjusted at 7.3 with KOH. The Bath solution contained
(in mmol/L): 154 NaCl, 5.6 KCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 8 Glucose, 10 Hepes; pH at 7.4 with 1IN
NaOH. For Na* currents, pipettes were coated with HIPEC (Dow-Corning, Midland, MI, USA)
to minimize electrode capacitance. The intracellular solution contained (in mmol/L): 105 CsF,
35 NaCl, 10 EGTA, and 10 HEPES, and the pH was adjusted to 7.4 using 1N CsOH. The bath
solution contained (in mmol/L): 105 NMDG, 35 NaCl, 2 KClI, 1.5 CaCl,, 1 MgCl,, 10 Glucose,
10 Hepes 10 TEA-CI, and 0.5 Nimodipine; and the pH was adjusted to 7.4 using

methanethiosulfonic acid.
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Intracellular Calcium

We loaded the hiPSC-CM with 3 uM of the fluo-4 AM Ca?" indicator (Molecular Probes) for
20 minutes to measure the Ca?* transient. The bath solution contained a physiological solution
(in mmol/L): 154 NaCl, 5.6 KCI, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 8 Glucose, and 10 Hepes; pH adjusted to
7.4 1IN NaOH. We recorded the Ca®* transient with a confocal microscope (Zeiss LSM 810) at
63x objective. We obtained the confocal images in the line scan mode (i.e., x-t mode, 1.24ms
per line; 512 pixels x 5.000 lines). We normalized the Fluo-4 fluorescent signal (AF) relative
to basal fluorescence (F0). Maximal amplitude and event frequencies were extracted and
analyzed from raw data by an in-house developed algorithm implemented in Python

(version3.0) (https://asalykin.github.io/Peaklnspector/) and Prism (GraphPad). Sparks events

were analyzed using Image] plug-in SparkMaster

(https://sites.google.com/site/sparkmasterhome/).

HiPSC-CM contraction analysis

The hiPSC-CM monolayer contractile function was studied directly in six-well dishes, without
dissociation, and placed on the stage of an inverted microscope with a 10X objective and an
incubation chamber (37°C, 5% CO.). Videos were acquired at 30 frames per second. Video
analysis was performed using custom-made Matlab scripts. We defined several contractile
parameters such as the beat rate, contraction and relaxation time, area under the curve (AUC),
summation of contraction and relaxation time, and resting duration. We also studied
asynchronous time, which is the time-fraction of each video area spent in asynchrony.
Moreover, we calculated the differentiating factor for each analyzed video. This parameter
reflects the linear combination of determinant contractile properties ensuring the best

discrimination between control and the DSC2 patient-specific hiPSC-CM.

Drugs
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We purchased T007 and GW1929 from Tocris. We dissolved the drugs in 100% dimethyl-
sulfoxide (DMSO) at a concentration of 5 mM and diluted solutions to 1/500 for TO07 and

1/1000 for GW1929 in the respective external solutions.

Data analysis and statistics

The electrophysiological results were analyzed using Clampfit (pCLAMP v10.0; Molecular
Devices). The Ca*" results were analysed using ImageJ and customized Python programs. We
tested Normality (Agostino test) to determine whether data follow a normal distribution.
Electrophysiological Normality passed, and the statistical differences were evaluated by two-
way ANOVA with Tuckey multiple comparison tests, using GraphPad Prism software
(GraphPad Software, Inc). We expressed data as means +SEM. For Ca?" and contractile
function, the normality test failed, indicating a nonnormal distribution. In these cases, we used
the Kruskal-Wallis test to evaluate statistical differences. We presented the results using violin
plot representation, indicating the median, first and third quartile. Differences were considered

significant at p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p<0,001 (***) or p < 0,0001 (****),

Results

Validation of the hiPSC-CM DSC2 patient-specific model

We used a hiPSC-CM model derived from a DSC2 genetic variant found in a patient with ACM
to get better insight into ACM pathogenesis. We previously characterized this model mainly by
studying the effect of the disease on the electro-mechanical properties of the cells.(Moreau et
al. 2021) The contractile activity in DSC2 patient’s hiPSC-CM is disturbed compared to control
hiPSC-CM. The beat rate is increased by 52%, combined with a 56% increased in asynchronous
rate in DSC2 patient’s hiPSC-CM (Figure 2). The contraction and relaxation time are decreased
by 28% and 24%, respectively. Altogether, these results confirmed the contractile disturbance

previously published in DSC2 patient-specific hiPSC-CM.(Moreau et al. 2021) DSC2 patient
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cells also demonstrated a 2-fold AP duration shortening (Figure 3), associated with a 3.5 fold
increased of K* current density (Figure 4 (right panel)). We also observed a 2-fold decrease of
Na® current density in DSC2 patient hiPSC-CM (Figure 4 (left panel)), confirming the
previously published results.(Cerrone et al. 2012; Moreau et al. 2021) Moreover, the Ca**
transient was decreased (Figure 5), consistently with impaired contractility (Figure 2), whereas
abnormal spontaneous diastolic microscopic Ca** events (Ca?" sparks) were promoted (Figure
5). The DSC2 patient hiPSC-CM recapitulated all the properties described previously(Moreau

et al. 2021) and were thus challenged with the inhibitor of the PPARy pathway T007.

T0070907 reduces PPARY expression and inhibits cellular remodeling in DSC2 patient’s
hiPSC-CM

PPARYy signaling pathway is a central gene regulator player associated with an adipogenic
process in the ACM context. Patient tissue revealed a substantial increase in PPARy expression
(Supplemental data 1). We confirmed higher PPARy expression in our cellular model where
the expression of PPARY was increased by 122% between control cells and DSC2 hiPSC-CM.
To study PPARy involvement in ACM pathogenesis, we used the TOO7 PPARYy inhibitor. To
validate it, we investigated the effect of chronic long-term exposure (40 days) of 1uM T007 on
the expression of PPARy and two target genes of this pathway, namely perilipin and
adiponectin, by RT-qPCR. The PPARY increase in DSC2 patient’s hiPSC-CM was prevented
by incubating with T007 (-65% vs. hiPSC-CM DSC2 in T007-free conditions) (Figure 1A). We
also found an increase in the expression of perilipin (+563%) and adiponectin (+403%) between
control cells and DSC2 hiPSC-CM, which was prevented by T0O07 (FigurelB, C). In addition,
we evaluated the expression of the myosin light chain 2 ventricular (MLC2v), a pro-cardiac
gene, to confirm the cardiomyocyte phenotype. We found a decrease of MLC2v expression in

DSC2 hiPSC-CM, whereas this expression was similar to control levels with the TO07 treatment
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(Figure 1D). These data demonstrated that TOO7 incubation inhibits PPARYy expression and

some of its target genes.

T0070907 normalizes the contractile properties in DSC2 hiPSC-CM

We next investigated the effect of PPARy inhibition through T007 on cell phenotype and
particularly on the excitation-contraction coupling of hiPSC-CM. We studied contraction using
a phase-contrast video-based analysis of hiPSC-CM monolayers. Incubation with T007
prevented the degradation of the spontaneous beating rate and other contractile parameters such
as the contraction and relaxation duration or the area under the curve (Figure 2A, B, C, D).
Furthermore, we observed that the time between two contractions (resting duration) is also
similar to control levels in DSC2+T007 hiPSC-CM (Figure 2E). Moreover, the asynchronous
rate was decreased by 8% in the TO07 condition compared to WT hiPSC-CM (Figure 2F). The
differentiating factor is obtained using a generalized linear model and reflects the best
discrimination between the control and DSC2 hiPSC-CM. The differentiating factor highly
similar to WT hiPSC-CM levels observed with the TO07 treatment thus confirmed that
inhibiting the PPARy pathway prevents the pathogenesis (Figure 2G). To go further and in an
attempt to reproduce the pathology, we tested a PPARY agonist (GW1929) on control hiPSC-
CM. The results showed no difference in contraction properties, characterized by the
differentiating factor between control and control+GW1929 (Supplemental data 2A). Overall,
these data confirmed that TOO7 prevents the contractile worsening of DSC2 hiPSC-CM
monolayers, but the agonist GW 1929 targeting only PPARY was not able to disturb contractile

properties in control hiPSC-CM.
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T0070907 normalizes the action potential duration

The AP initiates the contraction of the cardiac myocytes. We investigated the effect of TO07 on
the AP using the whole-cell configuration of the patch-clamp technique. We first assessed the
impact of TO07 following a short chronic incubation of the hiPSC-CM DSC2 for five days to
test whether this time is enough to prevent changes in the AP properties. At pacing of 1Hz,
there was no difference in the AP duration at 90% repolarization (APD9o) between the DSC2
hiPSC-CM group and the DSC2 group treated with TO07 (124+9ms DSC2 vs. 130+12ms
DSC2+T007-5 days), suggesting no effect of TO07 at five days of incubation (Supplemental
data 3). Then, we incubated the DSC2 hiPSC-CM with T007 for a much more extended period
of 40 days corresponding to long-term chronic exposure. We observed no difference between
control and DSC2+T007 APD90 (304+14ms in control vs. 280+11ms in DSC2+T007),
indicating that T007 can prevent modifications in the APDoy (Figure 3A, B). The AP
dynamicity, reflecting the APD modulation according to pacing frequency, was lost in DSC2
hiPSC-CM. For DSC2+T007 hiPSC-CM, this APD dynamicity is similar to WT hiPSC-CM
(Figure 3C). These results demonstrated that TO07 prevents the AP modifications due to DSC2
genetic variation over time, as seen after 40 days of culture. We also tested the effect of the
PPARYy agonist GW 1929 on the properties of the AP. We found no difference in APD between
the control and the control+GW1929 group, confirming the absence of an agonist effect of

GW1929 on AP properties (supplemental data 2B).

T0070907 normalizes ionic currents in action potential

We first investigated the Na* current (Ina) responsible for the fast depolarization phase of the
AP in voltage-clamp conditions. The decrease of the Ina density and the rightward shift in the
voltage-dependence of both activation and steady-state inactivation seen in DSC2 hiPSC-CM
were corrected by TO07 (Figure 4A). We also analyzed the Nay1.5 transcript by RT-qPCR and

found a decrease in Nay1.5 expression by 73% in the DSC2 condition compared to control. This
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loss of expression was prevented with the TO07 incubation (Figure 4B). Therefore, chronic
treatment of DSC2 hiPSC-CM with T0O07 prevented the alterations seen in the DSC2 vs. the
control group.

Voltage-gated K™ currents play a crucial role in the repolarization of cardiac AP and mainly
determining APD. Chronic treatment of DSC2 patient hiPSC-CM with T007 prevented the
alterations seen in this group vs. the control group. We observed no difference between the
control and the DSC2 patient hiPSC-CM treated with TO07 (CTRL: 2,4+0,4pA/pF vs. TOO7:
2,3+0,22pA/pF at 40mV) (Figure 4C). Using RT-qPCR, DSC2 patient hiPSC-CM showed an
increase of 227% in the expression of the KCNH2 gene coding for Ix, and 220% in the
expression of the KCNQI1 gene coding for Ixs when compared to the control condition (Figure
4D, E). In contrast, DSC2 patient hiPSC-CM incubated with TO07 demonstrated expression
levels close to control cells (Figure 4D, E). These data confirmed that incubation with the
PPARy inhibitor T007 prevents the Na* and K currents modifications observed between the

control hiPSC-CM and the DSC2 patient hiPSC-CM seen after 40 days.

Effect of T0070907 on Calcium handling in hiPSC-CM from DSC2 patients

We evaluated the Ca®" transients of spontaneously beating hiPSC-CM using the non-ratiometric
Fluo-4 Ca?" sensitive dye. We observed a decrease of spontaneous Ca’" transient frequency in
DSC2+T007 hiPSC-CM (Figure 5A) and an increase in the decay time and Ca?" transient AUC
(Figure 5B, C). The AUC indicates the global level of Ca’>" mobilized during the Ca?" transient.
Finally, the Ca®* sparks, reflecting Ca®* leak from the sarcoplasmic reticulum (SR) through the
ryanodine receptor (RYR2), were studied in our model. TOO7 treatment of DSC2 caused a
decrease of aberrant Ca?" events compared to DSC2 cells (Figure 5D, E). Interestingly, the
expression level of RYR2 was not changed in our three conditions (fold change 1.1 DSC2 vs.

1.2 DSC2+T007) (Figure 5F). PPARy inhibitor incubation also affected Ca?" transient
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properties. Globally, the T0O07 restored the Ca?>"handling and decreased the aberrant Ca®* leak,
potentially triggering arrhythmias in ACM conditions.

Pathologic electrical phenotype develop after T007 discontinuation

We thus assessed the reversibility of the T007 benefits in DSC2 specific hiPSC-CM. We
cultured DSC2 hiPSC-CM in the absence or presence of T007 between D20 and D60 and then
removed the TOO7 (if present) for another 40 days (final culture duration: 100 days). At D100,
we investigated the cellular AP using the patch-clamp technique for the three groups (CTRL,
DSC2 without T007, and DSC2 with TO07 only between D20 and D60). Figure 6A, B shows
that removing T007 caused a nearly two-fold APDyo shortening. In addition, the APD's
adaptation to the pacing rate was also lost in line with abnormal AP dynamicity at low
stimulation frequencies typical of DSC2 hiPSC-CM (Figure 6C, D). These effects were
consistent with the “natural” pathological phenotype characteristics of the mutated DSC2
hiPSC-CM. Therefore, maintaining the regular AP waveform required sustained and
continuous exposure to TO07 in the culture medium for preventing the AP modifications due to

DSC2 genetic variation over time.

Discussion

In this study, we used hiPSC-CM as an in-vitro model providing unique access to
investigate cardiac cellular functions and signaling pathways not accessible in an ACM patient.
The heart and the hiPSC-CM from this patient bearing a missense mutation (c.394C>T) in the
DSC2 gene encoding desmocollin-2 exhibited high abnormal expression, compared to the
control group, of the PPARY gene at 60 days of differentiation. Long-term exposure of DSC2
hiPSC-CM to the PPARy inhibitor TOO7 prevented the variant-specific alterations of the

excitation-contraction coupling and the occurrence of pro-arrhythmogenic events.
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Patient-specific hiPSC-CM are more and more commonly used as a cellular model of
ACM to reproduce hallmarks of ACM in vitro.(Kim et al. 2013; D. Ma et al. 2013; Wen et al.
2015) In mutant PKP2 iPSC-CMs, features include exaggerated lipogenesis and apoptosis due
to overexpression of PPARy.(Kim et al. 2013; Lee et al. 2002) Consistently, here we found an
abnormally high expression of PPARy both in the heart sample and in the hiPSC-CM derived
from a patient bearing the DSC2 (c.394C>T) mutation. The expression of cardiac-specific gene
MLC2v confirmed the cardiomyocyte phenotype of DSC2 hiPSC-CM. However, the mutation
caused a decrease in its expression, whereas the expression of the two pro adipogenic genes,
perilipin, and adiponectin, increased. These results confirmed the cardiomyocyte switch and
links with previous studies.(Garcia-Gras et al. 2006; Kim et al. 2013) Strikingly, the PPARy
inhibitor TOO7 prevented all changes in the expression of these genes over time in DSC2 hiPSC-
CM, validating our model for functional investigation of the effect of T007 on the DSC2 hiPSC-
CM cellular phenotype. In ACM, the PPARy signaling pathway potentially affects
morphological switch in cardiomyocytes and can trigger arrhythmia.(Caspi et al. 2013; D. Ma

etal. 2013)

One key result of our study was that TO07 prevented several defects in excitation-
contraction coupling parameters due to the DSC2 (c.394C>T) mutation, as observed after 60
days of DSC2 hiPSC-CM differentiation in culture.(Moreau et al. 2021) In comparison with
control cells, DSC2 hiPSC-CM exhibit disturbed contraction, shortened AP duration,
determined notably by increased K* current, in addition to decreased Ca?" transients after 60
days of differentiation. Prominently, TO07 maintained excitation-contraction coupling of the
DSC2 hiPSC-CM similar to that of control hiPSC-CM. Sustained exposure of hiPSC-CM to
PPARYy inhibitor for 40 days nicely prevented most deleterious electrical defects and

participated in normalizing the contractile properties in DSC2 hiPSC-CM. Late incubation with
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T0O07 for five days, i.e., between 55 and 60 days in culture, was insufficient to reverse the
variant-specific modifications in DSC2 hiPSC-CM, supporting the idea of a slow, irreversible,
evolutionary process resulting from overactivation of the PPARy pathway. Furthermore,
continuous long-term exposure to TO07 was required to maintain a WT-like cellular
electrophysiological signature. Temporary exposure was inefficient for long-term protection.
Interestingly, the PPARy agonist (GW1929) failed to induce the cellular alterations associated
with the DSC2 (c.394C>T) variant. This finding aligns with a study showing that PPARy
expression is insufficient to induce adipogenesis in skeletal muscle.(Ban et al. 2008) Therefore,
PPARy agonism was alone inadequate to reproduce the effect of the variant, whereas early
PPARy antagonism was enough to counteract this effect. Overall, our results showed that
PPARY, in parallel with promoting transdifferentiation of the DSC2 hiPSC-CM into adipocytes,
profoundly affects the cardiomyocyte's electro-mechanical phenotype during this process.
Significant defects in excitation-contraction coupling are already present in relatively immature

hiPSC-CM and are likely to set on at an early stage of the disease.

The fibro-fatty replacement is a significant hallmark of ACM, but it is not exclusively
the cause of rhythm disturbances. A profound modification of the cell electrical profile is
necessary.(El-Battrawy et al. 2018; Moreau et al. 2021) Another key finding of our present
study was that TO07 prevented contractile asynchrony, suggesting a benefit on potential pro-
arrhythmogenic risks. This benefit relied on at least two mechanisms. One source is AP
duration. Shortened AP, and short QT syndrome, have been associated with a risk of life-
threatening ventricular tachyarrhythmias and sudden cardiac death.(Gaita et al. 2003)
Spontaneous Ca’?" events during the diastolic period are another origin of ventricular
arrhythmias.(Austin et al. 2019) Here, the DSC2 (¢.394C>T, p.R132C) mutation bearing
hiPSC-CM exhibited increased Ca>" sparks frequency. The Ca?" sparks originate from leaky

Ryanodine Receptor (RYR2) and contribute to ACM arrhythmogenesis.(Roux-Buisson et al.
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2014) Here, the Ca®" sparks did not reflect an increase in RYR2 expression and may involve
enhanced activity due to a post-translational modification. Overall, our results align with the
Ca**-handling deficits reported in hiPSC-CM bearing a homozygous PKP2 mutation.(Kim et

al. 2013) Therefore, TO07 maintained standard AP and intracellular Ca** homeostasis.

The iPSC-CM is an approach that allows working on human model cardiomyocytes.
Most cardiac ionic channels are found in hiPSC-CM, representing a force to
electrophysiological characterization.(Honda et al. 2011; Zhao et al. 2018) However, these cells
have specific limitations despite their many advantages, such as an immature contractile
structure.(Lundy et al. 2013) The spontaneous contractility of hiPSC-CM confirms their
incomplete maturity.(Karakikes et al. 2015) Since we investigated only one DSC2 mutation, it
would be interesting to study other desmosomal mutations, notably PKP2 mutations that are

the most frequent in ACM, to assess these results' scope and significance.(M. Zhang et al. 2012)

Conclusion

The present study highlights the early central role of the PPARY pathway in developing the
ACM disease progression for a patient bearing a missense mutation (¢.394C>T) in the DSC2
gene encoding desmocollin-2. The PPARy inhibitor, TO07, prevented the switch between
cardiac and pro-adipogenic gene expression profiles (MLC2v vs. perilipin and adiponectin). In
parallel, TOO7 contained the defects associated with the remodeling of electro-mechanical
phenotype in the DSC2 hiPSC-CM. In addition, the study shows that the PPARy-dependent
alterations of pathways play a critical role in promoting proarrhtyhmogenic risks as soon as the

early stage of the disease.
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Figure Legends:

Figure 1: T0070907 modulates PPARy pathway and prevents the cardiomyocyte
phenotype in DSC2 patient-specific hiPSC-CM. Fold change compared to control for (A)
PPARy, (B) Perilipin, (C) Adiponectin, and (D) Myosin Light Chain (MLC) expression level,
measured using Reverse transcription-quantitative PCR (RT-qPCR). Error bars represent the
standard error of the mean (SEM), N=5/group. *: Control vs DSC2, #: DSC2 vs T007 and $:
Control vs TO07. ***P<0.001 (Tuckey multiple comparisons test)

Figure 2: T0070907 prevents contractile disturbances in DSC2 patient-specific hiPSC-
CM. The contractile activity was studied by video analysis in monolayer condition (control
N=249 (black); patient N=212 (red); T0070907 N=197 (blue)): beat rate (A), contraction
duration (B), relaxation duration (C), Area under the curve (D), Resting duration (E),
asynchronous rate (F) and differentiating factor (G). Results are represented by violin plot with
the median, first, and third quartile. *: Control vs DSC2, #: DSC2 vs T007, §: Control vs T007.
*#%P<0.001 (Kruskal-Wallis test)

Figure 3: Inhibition of PPARY pathway contributes to normalizing the action potential
duration in DSC2 hiPSC-CM. (A) Raw trace illustrating the AP of control (black), patient-
specific hiPSC-CM (Red), and after incubation of 1uM T0070907 for 40 days (blue). (B) AP
duration at 90% of repolarization (APDyo). (C) Adaptation of APDyy at different pacing (0.5,
1.0 and 2.0Hz). Error bars represent the mean standard error (SEM), control n=34, DSC2 n=32
and DSC2+T007 n=39. *: Control vs DSC2, #: DSC2 vs T007. ***P<0.001 (Tuckey multiple

comparisons test)

Figure 4: Normalization of ion channel currents provoked by T0070907 in DSC2 patient-
specific hiPSC-CM. Left panel represents: (A) whole-cell Na currents traces of control (top),
patient-specific hiPSC-CM (middle) and after incubation of TO07 (bottom) and current density-
voltage (I-V) curves of peak Na currents associated (control n=16, DSC2 n=16 and
DSC2+T007 n=19). (B) The expression level of voltage-gated Na" channel alpha subunit
(N=4/group). Right panel represents: (C) whole-cell Ix currents traces of control (top), patient-
specific (middle) and after incubation of T0070907 (bottom) hiPSC-CM and I-V curves of Ik
currents associated (control n=15, DSC2 n=18 and DSC2+T007 n=14). Expression level study
by RT-qPCR of potassium voltage-gated channel subfamily H2 (D) and subfamily Q1 (E)
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(N=4/group). Error bars represent the standard error of the mean (SEM). *: Control vs DSC2,
#: DSC2 vs T007, §: Control vs TO07. ***P<0.001 (Tuckey multiple comparisons test)

Figure 5: Spontaneous Ca’* handlings of control, patient-specific hiPSC-CM and
incubated with T0070907. The Ca?" transient activity (control N=207 (black); patient N=222
(red); T0O070907 N=197 (blue)) were studied. Spontaneous frequency (A), area under the curve
(AUC) (B). The Ca?" sparks were studied by measuring the number of sparks in each cell (C),
and the frequency of sparks (D). The violin plot represented the median, first, and third quartile,
and a Kruskal-Wallis test was performed. (E) The expression level of Ryanodine Receptor 2
was studied by RT-qPCR (n=4/group and Tuckey multiple comparisons test were performed)
*: Control vs. DSC2, #: DSC2 vs. T007, §: Control vs. T007. ***P<0.001

Figure 6: Inhibition of the PPARYy pathway is reversible. (A) Raw trace illustrating the AP
of control (black), patient-specific hiPSC-CM (Red), and after temporary incubation with 1 uM
T0070907 for 40 days (D20-D60) and then removal of the drug for the next 40 days (D60-
D100) (blue). (B) AP duration at 90% of repolarization (APDyo). (C) Adaptation of APDyo at
different pacing (0.5, 1.0 and 2.0 Hz). (D) Comparaison of APDyg in control, DSC2, and
DSC2+T007 between D60 (blank) and D100 (black square). Error bars represent the mean
standard error (SEM), control n=32, DSC2 n=34 and DSC2+T007 n=33. *: Control vs. DSC2,
# : DSC2 vs. T0O07, § : Control vs. TO07. + : DSC2+T007 D60 vs. DSC2+T007 D100
*#%P<(0.001 (Tuckey multiple comparisons test).
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Figure 5
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Figure 6
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Supplemental Data.

SUPPLEMENTAL figure 1: PPARYy expression in patient DSC2 heart sample. Relative
level of PPARY in human heart sample from control and an ACM patient with a missense

mutation (c.394C>T) in the DSC2 gene. Data obtained from transcriptome analysis
(Affymetrix, HG-U133 plus2 chips).

SUPPLEMENTAL figure 2: Evaluation of PPARy agonist in WT hiPSC-CM. (A)
Differentiating factor of contractile property and (B) AP duration at 90% of repolarization
(APDyo) in WT hiPSC-CM with or without 40 days of 5SuM GW1929. *: Control vs. DSC2, §:
DSC2 vs. GW1929. #**P<(0.001 (t-test comparison).

Supplemental figure 3: Electrical activity of control and patient-specific hiPSC-CM with
or without PPARYy for five days. (A) AP duration at 90% of repolarization APD90, (D) Raw
trace illustrating the action potential of control (black), patient-specific hiPSC-CM (Red) and
after incubation of T0O070907 (grey), (E) Adaptation of APD at 0.5, 1, and 2Hz, (F) maximal
upstroke velocity. Error bars represent the standard error of the mean (SEM). *: Control vs.
DSC2, #: DSC2 vs. T007and $: Control vs. T0O07. ***P<0.001 (Tuckey multiple comparisons
test)

SUPPLEMENTAL figure 4: Evaluation of Na, biophysical parameters. (A) Voltage-
dependence of steady-state activation and inactivation of Nay channels.
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Supplemental data 3
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