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I. INTRODUCTION  

1) Anatomie cardiaque  
 

Le système cardiovasculaire assure l’approvisionnement de l’ensemble des tissus et cellules de 

l’organisme en nutriment et en oxygène. Il permet également l’élimination des déchets métaboliques. 

Ce système est composé du cœur, des artères, des veines et des capillaires. Le cœur est l’appareil 

central de ce système. Avant d’étudier toutes perturbations de son fonctionnement telles que 

l’insuffisance cardiaque (IC), il est important de comprendre sa physiologie. 

 

a) Localisation  
 

  Le cœur est « une pompe musculaire valvulaire » de la taille d’un poing d’environ 250 à 300 

grammes. Cet organe est enveloppé par le péricarde, une couche protectrice fibreuse lui assurant un 

espace suffisant. Il est situé dans le thorax au niveau du médiastin antérieur. La surface antérieure du 

cœur repose sur le tendon central du diaphragme, la base se trouve en avant de l’œsophage et de 

l’aorte descendante, et la surface antérieure se trouve derrière le sternum et les cartilages costaux 

(Whitaker 2010). 

b) Cavités cardiaques  
 

Le cœur est un muscle strié creux composé à sa base de l’oreillette droite et l’oreillette gauche 

séparées par un tissu conjonctif non conducteur : le septum interauriculaire. À son apex, il est composé 

des ventricules gauche (VG) et droit (VD), séparés par le septum interventriculaire. La séparation entre 

les ventricules et oreillettes quant à elle est réalisée par le septum continu. L’association entre 

l’oreillette droite et le ventricule droit va former le cœur droit, tandis que celle entre l’oreillette gauche 

et le ventricule gauche va former le cœur gauche. Ces deux systèmes vont ensuite fonctionner de 

manière asynchrone. Anatomiquement, la paroi des ventricules est plus épaisse que celle des 

oreillettes. En raison des différences de pression auxquelles elles seront soumises durant le cycle 

cardiaque, l’épaisseur de la paroi musculaire du VG est plus importante (environ 10 mm) que celle du 

VD (3-5 mm) (Whitaker 2010). 
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Figure 1: Anatomie cardiaque  

(“Le fonctionnement du cœur” 2016) 

 

 

 

 

 

 

 

 

c) Valves cardiaques  
 

Les valves cardiaques ont pour fonction principale de favoriser la circulation coordonnée du sang 

vers l’avant pendant le cycle cardiaque en évitant le reflux sanguin. Il s’agit de structures composées 

de tissus conjonctifs hautement organisés (collagène 3 [COL3A1], collagène 1 [COL1A1], 

protéoglycanes et élastine) entourés d’endocarde. Leur ouverture et leur fermeture sont contrôlées 

par des différences de pression. Elles peuvent être la cible de pathologies valvulaires, ayant des 

répercussions sur le cycle cardiaque, telles qu’une sténose, une régurgitation ou une malformation 

(Hinton and Yutzey 2011). Les valves sont présentes à la fois entre les oreillettes et les ventricules 

(Valves auriculo-ventriculaires : Tricuspide et mitrale), mais également entre les ventricules et les 

grandes artères (aorte et artère pulmonaire) (Valves sigmoïdes : aortique et pulmonaire). L’épaisseur 

des valves est d’environ 1 mm ; cependant, les valves auriculo-ventriculaires sont légèrement plus 

épaisses que les valves sigmoïdes et les valves gauches sont légèrement plus épaisses que les valves 

droites. 
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1. Valves auriculo-ventriculaires  
 

Les deux valves auriculo-ventriculaires (tricuspide et mitrales) sont caractérisées par de grands 

feuillets asymétriques articulés sur un anneau fibreux dont l’extrémité est attachée aux ventricules par 

l’intermédiaire de la chordae tendineae reliant les muscles papillaires ventriculaires. À droite, la valve 

tricuspide est constituée de trois feuillets (antérieur, septal, postérieur), alors qu’à gauche, la valve 

mitrale est constituée de deux feuillets (antérieur ou aortique et postérieur). L’objectif de ces valves 

est de favoriser le remplissage du ventricule, puis de favoriser l’éjection du sang par l’aorte et le tronc 

pulmonaire en empêchant tout reflux vers les oreillettes.  

2. Valves sigmoïdes  
 

Les valves aortiques et pulmonaires sont plus petites et légèrement moins épaisses que les 

valves auriculo-ventriculaires. Ces valves sont composées d’un anneau fibreux et de trois feuillets semi-

lunaires. Pendant la systole ventriculaire, ces valves vont s’ouvrir pour laisser passer le sang, alors que 

pendant la diastole ventriculaire, elles vont se fermer afin d’empêcher un reflux sanguin.  

L’oreillette droite récupère le sang veineux non oxygéné par l’intermédiaire des veines caves inférieures 

et supérieures et assure le transfert au VD via la valve tricuspide. Après contraction du VD, le sang est 

envoyé aux poumons via l’artère pulmonaire (valve pulmonaire) pour y être oxygéné. Le sang oxygéné 

débouche dans l’oreillette gauche par les veines pulmonaires puis passe dans le VG à travers la valve 

mitrale. Le sang sera ensuite éjecté dans l’aorte pendant la systole (valve aortique) puis distribué dans 

l’organisme. 

 

d) Circulation coronaire 
 

Le réseau vasculaire est composé de trois principaux types de vaisseaux. En fonction de leur 

taille et de leur structure, ces vaisseaux vont permettre la distribution du sang dans les différents 

organes :  

- les artères assurent le transport du sang du cœur vers les tissus. Le sang est initialement pompé dans 

de grandes artères élastiques qui vont ensuite se ramifier en pré-artérioles jusqu’à former des 

artérioles (<100 µm de diamètre). La régulation du flux sanguin des artérioles vers les capillaires est 

assurée par les CML (cellules musculaires lisses) des artérioles.  
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- Les capillaires sont les vaisseaux sanguins les plus petits (4 à 10 µm de diamètre) et les plus 

nombreux. Ils assurent les échanges entre le sang et les tissus ainsi que la connexion entre les artères 

et les veines.  

- Les veines assurent le transport du sang des tissus vers le cœur. Après avoir traversé les capillaires, 

le sang pénètre dans les plus petites veines, appelées veinules (0.1mm à 1mm de diamètre). À partir 

de ces dernières, il s'écoule dans des veines de plus en plus grosses jusqu'à ce qu'il atteigne le cœur.  

Le cœur est irrigué par un système circulatoire dynamique distinct de la circulation systémique et 

pulmonaire : la circulation coronaire.  

Cette circulation coronaire est intra murale et permet entre autres d’approvisionner le myocarde en 

oxygène nécessaire à l’inotropisme. Cela est effectué par l’intermédiaire de deux artères coronaires se 

ramifiant en vaisseaux de plus petit calibre. En effet, l’activité contractile cardiaque repose sur un 

métabolisme aérobie avec notamment une extraction basale d’oxygène de l’ordre de 70 à 80 % au 

repos (Porenta et al. 1999; Duncker and Bache 2008). La demande du myocarde en oxygène peut être 

augmentée de manière importante en fonction des variations de fréquence ventriculaire, de pression 

et de contractilité. L’augmentation de l'extraction d'oxygène ne fournit qu'une capacité « tampon » 

limitée et la majorité de cette demande est satisfaite par une augmentation dynamique du débit 

coronaire. 

1. Structure des artères et veines coronaires  
 

À partir de la base de l’aorte, on distingue deux artères coronaires (gauche et droite). L’artère 

coronaire gauche se ramifie en artère intraventriculaire antérieure et artère circonflexe. L’artère 

coronaire droite donne naissance à l’artère interventriculaire postérieure et au rameau marginal 

(Goodwill et al. 2017).  

Le cœur compte deux veines coronaires (grande et moyenne) formant le sinus coronaire se jetant dans 

l’oreillette droite.  

La paroi des artères et veines coronaires est constituée de trois tuniques de la plus interne à la plus 

externe :  

- L’intima (également appelée tunique interne) est la tunique au contact du sang. Elle est constituée 

d'une monocouche de cellules endothéliales (CE) entourées d'une membrane basale liant 

l’endothélium au tissu conjonctif de collagène et de fibres élastiques. Une matrice extracellulaire 

spécialisée appelée glycocalyx (protéoglycanes, glycosaminoglycanes et glycoprotéines) est présente 

sur la face apicale des CE. Elle intervient dans la régulation de multiples processus vasculaires tels que 

la perméabilité, l’inflammation, la thrombose et la méchanotransduction (Moore, Murphy, and George 

2021). Les vaisseaux ayant un diamètre supérieur à 1 mm possèdent une couche sous-endothéliale de 

tissu conjonctif lâche.  
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- La média est la tunique la plus épaisse. Elle est constituée de couches de CML et de matrice 

extracellulaire (MEC) (collagène, élastine, fibronectine et protéoglycanes). Elle assure non seulement 

le soutien du vaisseau, mais modifie également son diamètre par un mécanisme de vasodilatation et 

de vasoconstriction afin de réguler le flux sanguin et la pression artérielle.  

- L’adventice est la tunique la plus externe de la paroi vasculaire. Elle permet de relier le vaisseau au 

tissu environnant. Cette couche est constituée de tissu conjonctif avec des quantités variables de fibres 

élastiques et de collagènes. Elle contient une population hétérogène de cellules (macrophages, 

lymphocytes B et T, cellules dendritiques et fibroblastes), un système nerveux adrénergique (nervi 

vasorum), un réseau lymphatique et un réseau microvasculaire (vasa-vasorum) (Mulligan-Kehoe and 

Simons 2014).   

Structurellement, il existe des différences entre les artères et veines coronaires (tableau 1). 

Généralement, les artères possèdent des parois épaisses et riches en fibres élastiques leur permettant 

de résister aux fortes pressions sanguines. Les artérioles sont responsables de 40 % de la résistance du 

flux coronarien et la modulation de leur tonus est essentielle pour l’adaptation du débit sanguin 

coronaire (Lanza, Figliozzi, and Parrinello 2015). L’épaisseur de chacune des trois tuniques est réduite 

et leur média se limite à une ou deux couches de CML (figure 2).  

 

 

Figure 2 : Comparaison structurelle artère et artériole 

 

Comparativement aux artères, les veines sont exposées à des pressions plus faibles, leur paroi est 

mince, moins élastique avec des lumières larges et irrégulières. Quel que soit leur calibre, elles vont 

être capables de se dilater et sont équipées de valves agissant comme un système anti-reflux. La 

circulation coronaire veineuse participe à hauteur de 10 à 15 % à la résistance du flux coronarien. Elle 

peut influencer le recrutement des capillaires et le volume sanguin dans la paroi ventriculaire (Lanza, 

Figliozzi, and Parrinello 2015).  
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 Artère Veine 

Épaisseur de paroi - Importante - Fine 

Pression sanguine - Élevée - Faible 

Valves - Non - Oui 

 

Intima 

- Endothélium généralement 

« ondulé » 

- Limitante élastique interne. 

- Endothélium « lisse » 

- Absence de limitante élastique 

 

 

Media 

- Épaisse 

- CML et fibres élastiques +++ 

- Limitante élastique externe 

 

- Plus fine que l’adventice 

- CML et fibres de collagène +++ 

- Vasa vasorum 

- Absence de limitante élastique 

externe 

 

Adventice 

- Plus fine que la média 

- Fibres de collagène et élastiques 

- Vasa vasorum & nervi vasorum 

- Tunique la plus épaisse 

- Collagène et CML 

- Vasa vasorum & nervi vasorum 

 

Tableau 1 : Différences structurelles entre artère et veine 

2. Capillaires  
 

L’oxygène est majoritairement délivré aux cardiomyocytes par les capillaires. Leur densité est 

élevée dans le myocarde (environ 3000 à 4000 capillaires/mm2) (Hudlicka, Brown, and Egginton 1992) 

soit environ 100 fois supérieures à celle des artérioles. Ils contribuent à environ 15% de la masse 

cardiaque (Tomanek 2022). 

Structurellement, les capillaires ont une paroi très mince, formée de cellules endothéliales reposant 

sur une lame basale. Ils sont entourés par des péricytes (figure n°3). 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Structure d'un capillaire 
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Les principaux capillaires cardiaques et pulmonaires sont continus contrairement aux réseaux de 

l’intestin et du glomérule où ils sont fenestrés et aux réseaux du foie et des glandes endocrines 

(surrénale et hypophyse) où ils sont discontinus (Aird 2007). Ils sont caractérisés par une lame basale 

continue avec la membrane des CE et les échanges ne se font qu’au niveau des jonctions serrées. 

 

Par la suite, nous allons principalement nous intéresser aux fonctions des CE dans le système 

vasculaire, dont le rôle sera détaillé plus précisément dans la partie intitulée « fonction vasculaire ».  

 

e) Structure de la paroi cardiaque  
 

La structure de la paroi cardiaque comprend trois tuniques principales : l’endocarde, le myocarde 

et le péricarde, de la plus interne à la plus externe. L’endocarde est formé d’une couche de CE aux 

propriétés anticoagulantes recouvrant la face interne du cœur (cavités, valves, piliers). Le myocarde 

constitue le muscle cardiaque, il est composé de cardiomyocytes nodaux (générateurs d’influx 

éléctrique) et contractiles. Enfin, le péricarde est composé majoritairement de tissus conjonctifs. Il peut 

être subdivisé en 3 couches : une couche externe fibreuse non élastique, et deux couches internes 

séreuses. On observe une couche viscérale tapissant le cœur, et une couche pariétale tapissant la 

surface interne du péricarde fibreux. Il existe un liquide péricardique favorisant le glissement entre les 

parois et donc les mouvements de contraction et de relaxation. 

Les cardiomyocytes ne représentent qu’environ 35-45 % des cellules cardiaques (30 % dans les 

oreillettes et 50% dans les ventricules) (G. B. Lim 2020; Pinto et al. 2016). Cependant, ils représentent 

environ 80 % du volume cardiaque et sont les acteurs de la contraction cardiaque. Les autres types 

cellulaires sont des fibroblastes, des cellules murales, des CE, et des cellules immunitaires (myéloïdes 

et lymphoïdes).  

 

1. Le cardiomyocyte  
 

Les cardiomyocytes contractiles sont les acteurs de la contraction et de la relaxation au sein 

d’un cycle cardiaque. Les protéines contractiles représentent environ la moitié du volume (Katz 2010) 

des cardiomyocytes et leur organisation est étroitement régulée en un réseau de myofibrilles au sein 

du sarcomère. La contraction est un processus nécessitant une forte concentration d’adénosine 

triphosphate (ATP), c’est pourquoi la mitochondrie occupe également une grande partie du volume 

restant (30%)(Piquereau et al. 2013). Des systèmes membranaires interviennent dans la régulation de 

la performance contractile en régulant les échanges ioniques (Ca²+ principalement). Il s'agit notamment 
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de la membrane intracellulaire du réticulum sarcoplasmique et de la membrane plasmique séparant le 

cytosol de l’espace extracellulaire. 

La fonction contractile du cardiomyocyte est contrôlée par l'activation et la relaxation des 

myofilaments dépendant du Ca2+ ainsi que par les propriétés viscoélastiques passives largement 

déterminées par les myofilaments (par exemple, la rigidité liée à la titine). 

a. Le sarcomère  

 

Les sarcomères sont les unités de base responsable de la contraction musculaire. Les sarcomères 

(environ 1.8 à 2 μm de longueur) sont des complexes multiprotéiques hautement ordonnés et alignés 

longitudinalement. Ils sont responsables de la génération de forces actives et passives (Crocini and 

Gotthardt 2021) essentielles à la contraction. Les forces actives sont générées par le glissement des 

filaments d’actine et de myosine l’un sur l’autre, tandis que la tension passive dans le sarcomère est 

générée par la titine. Le sarcomère est composé d’un réseau hexagonal régulier de filaments fins 

contenant de l’actine, attachés au disque Z, et de filaments épais contenant de la myosine, 

interconnectés au milieu du sarcomère par la bande M (figure 4). En outre, la protéine géante élastique 

titine relie le disque Z à la bande M et stabilise la contraction. Les sarcomères sont connectés en série 

au niveau du disque Z et disposés en parallèle pour former des faisceaux de myofibrilles d’environ 1 

μm de diamètre.  

 

Figure 4 : Structure d’un sarcomère  
Adapté de (Crocini and Gotthardt 2021) 

 

b. Filaments épais   

 

La myosine est le principal composant des filaments épais du sarcomère. Chaque molécule 

de myosine est un hexamère composé de deux chaînes lourdes (environ 220 kDa chacune), contenant 

un site de liaison à l’actine et un site d’hydrolyse de l’ATP, ainsi que de quatre chaînes « calmoduline-

like » légères (environ 20 kDa chacune). Elle joue un rôle dans la contraction par l’intermédiaire de 
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deux isoformes de chaine lourde aux propriétés différentes : la myosine 6 (MYH6 ou α-MyHC) et la 

myosine 7 (MYH7 ou β-MyHC). Chez l’Homme, l’isoforme MYH7 représente la majeure partie de la 

myosine dans les ventricules tandis que les oreillettes expriment plus la MYH6 (Walklate et al. 2021). 

La MYH7 génère plus de force que la MYH6, mais a une activité ATPasique moindre (Aksel et al. 2015). 

Une modification de l’expression de ces deux isoformes est souvent constatée dans les 

cardiomyopathies et l’insuffisance cardiaque (Barrick and Greenberg 2021). 

Les filaments épais contiennent également la protéine C de liaison à la myosine cardiaque (cMyBP-C) 

(140 kDa). Cette protéine réside dans la bande A, interagit avec la myosine et la titine et contribue à 

maintenir la structure sarcomérique ainsi qu’à réguler la contraction et la relaxation cardiaques. 

c. Filaments fins  

 

Le filament fin se compose d’une hélice double brin d’actine filamenteuse (F-actine), de deux 

brins de tropomyosine (Tm) et des trois sous-unités de troponine (Troponine T, Troponine I et 

Troponine C), qui forment ensemble le complexe régulateur de Ca2+ du filament fin (Parmacek and 

Solaro 2004). Les brins de tropomyosine confèrent au filament fin une flexibilité et une stabilité par 

l’intermédiaire de leur localisation dans les deux rainures de la F-actine. Dans un cœur sain, l’α-actine 

cardiaque (ACTC) est majoritaire par rapport à l’α-actine squelettique (ACTA1). Cependant dans un 

contexte pathologique l’expression de la forme squelettique est accrue (Copeland et al. 2010).  

d. Titine et compliance du cardiomyocyte 

 

La protéine géante cytosquelettique titine (environ 3 MDa) s’étend du disque Z à la bande M 

du sarcomère et fonctionne comme un échafaudage et un ressort moléculaire. Ses propriétés 

élastiques lui permettent de participer à la relaxation passive du sarcomère par l’extension du 

myocarde (LeWinter and Granzier, 2013). 

La tension passive de la titine peut être ajustée à long terme par la commutation des isoformes de 

titine via un épissage alternatif ou par des modifications post-traductionnelles.  

i. Structure de la titine 

La région de la titine située dans la bande I (environ 1,0 MDa) est extensible et se compose de 

domaines de type immunoglobuline G disposés en tandem, et de deux séquences substrats pour des 

kinases agissant comme un ressort : la séquence PEVK (riche en résidus proline, acide glutamique, 

valine et lysine), et l’élément N2B avec sa séquence extensible N2B-Us (Bang et al. 2001). La partie C-

terminale inextensible (environ 2 MDa) de la titine est située dans la bande A. Elle est composée de 

super répétitions d’immunoglobine et de fibronectine de type 3 (Fn3). Cette région de la titine est 

proposée pour fonctionner comme une règle moléculaire régulant l’assemblage du filament épais. 

Enfin, la région carboxy-terminale (environ 250-kDa) est située dans la bande M et contient un domaine 
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kinase (LeWinter and Granzier 2010). Les filaments de titine de polarité opposée issus d’un même 

sarcomère s’interconnectent dans la bande M, tandis que les filaments issus de deux sarcomères vont 

s’ancrer en se chevauchant dans le disque Z.  

ii. Isoformes de titine 

 

La titine est codée par un seul gène et un mécanisme d’épissage dans la région codant pour la bande I 

(environ 230 exons) donne naissance à 3 isoformes différentes (figure 5) (Bang et al. 2001):  

– L’isoforme N2B relativement petite (environ 3,0 MDa).  

– L’isoforme N2BA plus longue (environ 3,3 à 3,5 MDa) qui en plus de l’élément N2B contient l’élément 

N2A et un domaine PEVK plus long.  

– L’isoforme FTC ou fœto-néonatal cardiaque ayant des domaines PEVK en tandem (environ 3,6-3,8 

MDa) 

Par la suite, nous nous intéresserons uniquement aux deux isoformes exprimées à l’âge adulte dans le 

coeur : N2B et N2BA.   

 

 

Figure 5: Schéma représentatif des isoformes de la titine au sein d’un sarcomère  
Adapté de (LeWinter and Granzier 2010) 
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iii. Régulation passive de la rigidité du cardiomyocyte   

 

Lorsque le muscle cardiaque est étiré au-delà de sa longueur de sarcomère au repos, il 

développe une tension passive. La tension passive est essentielle car elle contribue à la tension 

diastolique de la paroi déterminant le degré de remplissage du ventricule et le volume d’éjection 

systolique qui s’ensuit (Fukuda et al. 2009). Cette tension participe à la détermination de la vitesse de 

raccourcissement des cardiomyocytes (Sweitzer and Moss 1993) et leur relaxation. La titine est le plus 

grand modulateur de la tension passive. En effet, comme nous l’avons vu précédemment, la rigidité 

passive médiée par la titine peut être ajustée à la fois à long terme par la commutation des isoformes 

de titine ou plus rapidement par des modifications post-traductionnelles. 

L’isoforme N2BA a une séquence PEVK extensible plus longue, elle est donc plus compliante 

que l’isoforme N2B. Afin de répondre aux exigences des battements du cœur, la tension de la titine 

peut être modulée via des modifications post-traductionnelles des éléments du ressort (séquence PEVK 

et N2B) (Koser, Loescher, and Linke 2019). La phosphorylation du domaine PEVK (via CaMKII) augmente 

la rigidité de la titine (Hamdani, Krysiak, et al. 2013), tandis que la phosphorylation du domaine N2B 

(via PKG et PKA) la diminue (Kötter et al. 2013) (figure 6). 

 

Figure 6 : Courbe force-extension des isoformes de la titine et effets de la phosphorylation sur la tension passive. 
(LeWinter and Granzier 2014) 

 

Une modification du ratio N2BA/N2B ou des modifications de phosphorylation pouvant moduler la 

tension passive des cardiomyocytes ont été décrites dans de nombreuses maladies cardiaques.  

 

e. Le réticulum sarcoplasmique et contractilité du 

cardiomyocyte  

 

Le contenu en Ca²+ du réticulum sarcoplasmique est critique pour la fonction cardiaque et son 

électrophysiologie. Cet organite module la quantité en Ca²+ nécessaire pour la contraction musculaire 

par l’intermédiaire de récepteurs et de pompes. Le récepteur à la ryanodine (RyR2) est activé à la suite 
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d’une entrée de calcium extracellulaire. Une fois activé, il libère le Ca2+ contenu dans le réticulum 

sarcoplasmique. Cet organite permet également le repompage du Ca²+ cytosolique via une pompe 

dépendante de l’adénosine triphosphate (ATP) ; la SERCA2a (Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+ 

ATPase 2a) permettant de transporter deux molécules de Ca²+ pour une molécule d’ATP hydrolysée.   

 

Régulation active de la force du cardiomyocyte  

 

D’après la loi de Frank-Starling, en réponse aux remplissages cardiaques, la contraction et 

donc le raccourcissement des sarcomères s’ajustent dynamiquement à chaque battement. Cette loi 

décrit la relation directe entre la longueur des fibres cardiaques et la force générée lors de la 

contraction : l’augmentation du retour veineux dilate les ventricules et étire le myocarde qui répond en 

augmentant à la fois la contractilité et le volume d’éjection systolique. Il existe une relation directe 

entre la longueur des myofilaments, leur sensibilité au Ca2+ et le développement de la force active. 

Cette relation peut être influencée par :  

– La longueur du sarcomère  : le développement de la tension active est optimal près de la longueur 

du sarcomère au repos (environ 2 μm) et diminue à des longueurs plus faibles ou plus élevées (Gordon, 

Huxley, and Julian 1966).  

– Le degré de chevauchement entre les filaments d’actine et de myosine : avec le remplissage la taille 

du sarcomère augmente ainsi que sa capacité à générer de la tension, car davantage de têtes de 

myosine sont capables de se lier à l’actine. 

 – Les forces radiales générées par la titine entraînent une réduction de l’espace latéral entre les 

myofilaments (chargés négativement) et influencent leur affinité aux ions Ca2+ (Cazorla et al. 2001; 

Fukuda et al. 2009).  

Le raccourcissement et la contraction du sarcomère en réponse au remplissage du ventricule 

dépendent donc du Ca2+ et plus particulièrement de son rôle dans le couplage excitation-contraction. 

Il permet notamment de transformer un potentiel d’action en action mécanique par l’intermédiaire de 

la contraction du cardiomyocyte.  

 

f. Le sarcolemme  

 

La membrane plasmique ou sarcolemme des cardiomyocytes s’invagine par endroit pour former 

des structures en tubules T d’environ 150 à 300 nm de diamètre rejoignant le réticulum sarcoplasmique 

ainsi qu’au contact du sarcomère (ligne Z) (Soeller and Cannell 1999). De nombreuses protéines 

impliquées dans le cycle du Ca2+ sont concentrées dans les tubules T. Dans le tissu cardiaque des 

mammifères, ces structures sont principalement abondantes dans les myocytes ventriculaires et le sont 
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moins dans les autres tissus (Brette and Orchard 2003). Elles contiennent un grand nombre de 

protéines et canaux intervenants dans la gestion du Ca²+ dont la répartition est primordiale pour leur 

rôle au sein du couplage excitation-contraction. Il s‘agit notamment des canaux calciques de type L 

permettant l’entrée de Ca ²+, et des échangeurs Na+/Ca²+ (NCX) permettant d’extruder le calcium.  

 

2. Couplage excitation-contraction  
 

Le couplage excitation-contraction fait référence aux processus liant un potentiel d’action 

(excitation électrique) à la contraction des cardiomyocytes et donc du cœur. Dans le cœur le potentiel 

d’action est initié dans le nœud sinusal et se propage dans le myocarde par transmission électrique à 

travers les jonctions communicantes (jonctions gaps) dans les cardiomyocytes pour générer une 

contraction. La concentration en calcium (Ca²+) cardiomyocytaire et ses mouvements coordonnés sont 

essentiels à l’activité électrique cardiaque et à la contraction au travers de l’activation des 

myofilaments. Une altération des taux de Ca²+ intracellulaires peut être responsable d’une dysfonction 

contractile et d’arythmies (Landstrom, Dobrev, and Wehrens 2017; Pogwizd et al. 2001).  

Ce mécanisme débute par l’arrivée du potentiel d’action au sarcolemme et aux tubules T du 

cardiomyocyte. Il s'en suit une dépolarisation du sarcolemme (−90 mV à +20 mV) qui conduit à 

l’ouverture de canaux Ca²+ de type L dans ces deux zones (Figure 7). Il en résulte un influx de Ca²+ (« Ca2+ 

sparklet ») dans le cytosol et plus particulièrement dans la fente dyadique (S. Q. Wang et al. 2001). 

Ainsi, localement, la concentration intracellulaire en Ca²+ libre [Ca2+]i passe de 100 nM à 10-20 µM. 

Cette augmentation locale de [Ca2+]i entraîne l’activation d’un groupe de récepteurs à la ryanodine 2 

(RyR2) et leur ouverture par un mécanisme appelé calcium-induced-calcium released, libérant une 

quantité plus importante de Ca²+ du réticulum sarcoplasmique (« Ca²+ spark »). À la suite de ce 

mécanisme, la [Ca2+]i atteint des concentrations comprises entre 200-400 μM et le Ca²+ diffuse dans 

toute la cellule. Par diffusion, une augmentation globale de concentration en Ca²+ de 500 nM à 1 µM 

est observée. La troponine C des fibres contractiles est active à cette gamme de concentration en Ca²+ 

et permet de coupler le transitoire calcique induit par le potentiel d’action à la contraction. En effet, la 

fixation du Ca²+ à la troponine C provoque un changement de conformation du complexe troponine-

tropomyosine et facilite l’interaction entre l’actine et la myosine par l’hydrolyse de l’ATP en adénosine 

diphosphate (ADP). Cela va induire le raccourcissement des sarcomères, et par conséquent, 

l’augmentation de la pression à l’intérieur du ventricule et l’éjection du sang.  

L’augmentation du [Ca2+]i pendant la systole est nécessaire, cependant une fonction 

cardiaque correcte exige que la force et la [Ca2+]i diminuent rapidement jusqu’à des niveaux 

suffisamment bas pour que le cœur puisse se remplir de sang en diastole (Eisner et al. 2017). Le 

muscle cardiaque va donc se détendre et le complexe troponine-tropomyosine va se reformer lorsque 

le calcium est éliminé du cytosol par séquestration dans le réticulum sarcoplasmique ou extrudé dans 

l’espace extracellulaire. La pompe SERCA2a permettant un transport actif du Ca²+ cytosolique vers le 
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réticulum sarcoplasmique est régulé par un inhibiteur endogène le phospholamban (PLN) (figure 7). La 

phosphorylation du PLN, par la protéine kinase A (PKA) (site sérine 16) ou par la Calmoduline Kinase II 

(CAMKII) (site thréonine 17), va lever l’action inhibitrice du PLN sur la pompe SERCA2a et augmenter 

son affinité pour le Ca²+ et son activité de recapture (Schwinger et al. 1999; Frank and Kranias 2000). Le 

Ca²+ est extrudé dans l’espace extracellulaire par l’échangeur NCX (3 Na+ pour chaque Ca2+ extrudé) et 

dans une moindre mesure par la Ca2+-ATPase plasmalemmale (PMCA).  

 

 

Figure 7 : Structures impliquées dans le cycle du calcium cardiomyocytaire  

 

f) Cycle cardiaque  
 

La réalisation d’un cycle cardiaque entraînant des variations de pressions et de volume dans les 

ventricules se décompose principalement en 2 phases : une phase de diastole (elle-même séparée en 

3 phases : relaxation isovolumique, remplissage ventriculaire rapide (diastasis, systole auriculaire) et 

une phase de systole (subdivisée en de 2 phases : contraction isovolumique et éjection ventriculaire) 

(Klabunde 2011). 
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1. Relaxation  
 

À la fin de la systole ventriculaire, une phase de relaxation isovolumique du ventricule 

débute. Le muscle cardiaque se relâche sans variation du volume intraventriculaire (relaxation 

isovolumique du ventricule) (onde T sur l’ECG ; figure 8) et les fibres ventriculaires se repolarisent. La 

recapture du calcium cytosolique dans le réticulum sarcoplasmique et son extrusion extracellulaire 

provoque le relâchement des fibres et donc une baisse de pression intraventriculaire. La relaxation du 

ventricule est liée aux mécanismes actifs de recapture du calcium et à la compliance des 

cardiomyocytes. Lorsque la pression ventriculaire devient plus faible que celle dans l’aorte, la valve 

aortique se ferme, la valve mitrale s’ouvre provoquant le remplissage du ventricule (Opie 2004). 

 
 

 

 
Figure 8 : Relation pression-volume et cycle cardiaque (diagramme de Wigger)  
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2. Remplissage ventriculaire  
 

La valve mitrale reste ouverte durant toute la période de remplissage ventriculaire tandis que 

la valve aortique est fermée. Trois temps caractérisent cette phase : le remplissage rapide, le diastasis 

et la systole auriculaire. Dès que la valve mitrale s’ouvre (pression ventriculaire < pression auriculaire), 

le ventricule commence à aspirer le sang. Il s’agit d’un processus rapide qui dépend de la rigidité du 

ventricule. Cette phase rapide correspond à environ 70 % à 80 % du remplissage (Calvert and Lefer 

2012; Opie 2004). Ensuite, durant le diastasis, le remplissage est lent et le volume augmente peu (< 

5%) par l’égalisation des pressions entre l’oreillette gauche et le VG. Enfin, à la suite de la naissance 

d’influx du nœud sinusal, la systole auriculaire débute (Onde P sur l’ECG ; figure 8). Cet influx va ensuite 

entraîner une contraction des cardiomyocytes auriculaires permettant l’augmentation du volume 

sanguin ventriculaire (environ 20 à 30 % soit 30 mL). Le volume télédiastolique en fin de diastole est 

d’environ 135 mL (Klabunde 2011). 

3. Systole ventriculaire  
 

En fin de diastole, à la suite d'une dépolarisation de leur sarcolemme, les cardiomyocytes 

ventriculaires vont se contracter provoquant une augmentation de pression intraventriculaire. La 

pression intraventriculaire devient supérieure à celle dans l’oreillette gauche. Cette différence de 

pression va provoquer la fermeture de la valve mitrale. En fin de diastole (télédiastole), les valves 

sigmoïdes et auriculo-ventriculaires sont toutes fermées et donc la pression dans le VG augmente 

rapidement entraînant une contraction ventriculaire sans variation de volume que l’on qualifie donc 

« d’isovolumique ». 

La pression dans le VG devient supérieure à celle de l’aorte, ce qui provoque l’ouverture de la valve 

aortique. La paroi myocardique s’épaissit et se raccourcit entraînant une réduction du volume dans le 

VG permettant l’éjection de sang vers l’aorte et la circulation périphérique (éjection systolique). Cette 

éjection du sang diminue la pression intraventriculaire et provoque ensuite la fermeture de la valve 

aortique par un différentiel de pression, on parle alors de télésystole. Le volume télésystolique en fin 

de systole correspond au volume restant dans le ventricule soit environ 65 mL. 
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2) Techniques d’évaluation de la fonction cardiaque  
 

a) Échographie  
 

L’échographie transthoracique est une méthode d’imagerie non-invasive reposant sur 

l’émission d’ultrasons, par une sonde, et ceux-ci se réfléchissent au contact d’un tissu. L’analyse 

de l’onde réfléchie par échographie tri-dimensionnelle va permettre d’imager le tissu cardiaque et 

d’obtenir de nombreux paramètres structuraux tels que le diamètre des cavités en diastole et en 

systole, l’épaisseur des parois et l’aspect des valves.  

Cette méthode permet également d’obtenir des renseignements sur les volumes télédiastoliques et 

télésystoliques, les fonctions systoliques du VG (fraction de raccourcissement) et du ventricule droit 

(Fraction d’éjection ventriculaire gauche ou FEVG). La FEVG se calcule de la manière suivante et sera 

déterminante pour la classification des différents types d’IC :  

𝐹𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑′é𝑗é𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛(%) =
𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑡é𝑙é𝑑𝑖𝑎𝑠𝑡𝑜𝑙𝑖𝑞𝑢𝑒 − 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑡é𝑙é𝑠𝑦𝑠𝑡𝑜𝑙𝑖𝑞𝑢𝑒 

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑡é𝑙é𝑑𝑖𝑎𝑠𝑡𝑜𝑙𝑖𝑞𝑢𝑒 
 

 

En mode doppler, l’échographie permet d’obtenir l’orientation et la vitesse des flux aortiques 

et mitraux. Le flux mitral renseigne sur les caractéristiques du remplissage mitral diastolique : 

remplissage passif rapide VG en protodiastole (onde E), de la systole auriculaire (onde A), le temps de 

relaxation iso-volumique entre la fermeture de la valve aortique et l’ouverture de la valve mitrale (IVRT) 

et la relaxation (ratio :  E/A) (Vignon 2007; Gabriel and Klein 2009)(Figure 9). 

  

Figure 9 : Échographie doppler mitral et remplissage 
Adapté de (“Assessment of Diastolic Function by Echocardiography” n.d.) 

 

En doppler tissulaire, il est également possible d’étudier les caractéristiques du remplissage mitral en 

diastole (onde e’, onde a’) ainsi qu’estimer la pression télédiastolique (ratio E/e’). 
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La principale limitation à cette technique c’est qu’elle représente une méthode indirecte ne permettant 

pas de mesurer de manière directe les paramètres de relaxation et de compliance.  

b) Electrocardiogramme  
 

L’électrocardiogramme (ECG) est un examen non invasif qui permet l’étude de l’activité 

électrique du cœur à chaque battement cardiaque par l’intermédiaire d’ondes (P, Q, R, S et T) 

correspondant aux différentes phases du cycle cardiaque (Cf. partie cycle cardiaque et figure 8). De 

cette manière, il permet de détecter un trouble de rythme (Xinwen Liu et al. 2021). 

 

c) Cathétérisme droit - gauche  
 

Le cathétérisme cardiaque est le plus souvent réalisé après, un examen physique et des tests 

cardiaques non invasifs tels qu'un ECG, un échocardiogramme ou une épreuve d'effort. C’est une 

méthode invasive considérée comme le « gold standard » d’évaluation de l’hémodynamique 

cardiaque (Schwarz et al. 2018). Un cathéter est introduit directement dans le cœur et ses différentes 

cavités et permet d’obtenir des courbes pressions/volumes (figure 10) et l’évaluation des pressions de 

remplissage.  

 

 

Figure 10 : Courbe pression-volume   
C. Huang, Chambers, and Matthews 2015 
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Par la suite, nous nous intéresserons plus particulièrement au cathétérisme gauche. Le 

cathétérisme de l’artère carotide renseigne sur les pressions artérielles systoliques, diastoliques et 

moyennes ; tandis que celui du VG renseigne sur la pression télédiastolique (Left ventricular end-

diastolic pressure ou LVEDP), la vitesse maximale de relaxation (dp/dtmin), la constante isovolumique 

de relaxation (Tau), et l’index de contractilité (dP/dtmax).  

Selon le type d’anomalie cardiaque, ces paramètres vont être modifiés et entraîner notamment un 

déplacement des courbes pression/volume. 

 

3) L’insuffisance cardiaque  
 

a) Généralités  

1. Épidémiologie  
 

 Les maladies cardiovasculaires restent l’une des principales causes de décès avec environ 9,05 

millions de décès dans le monde, ce qui représente une augmentation de 18,71 % par rapport à 2010 

(Tsao et al. 2023). Dans les pays développés, la prévalence de l’insuffisance cardiaque (IC) est estimée 

à environ 1 à 2 % de la population adulte. Celle-ci augmente avec l’âge et représente jusqu’à 10 % des 

personnes âgées de plus de 70 ans avec un âge moyen de diagnostic autour de 75 ans (Norhammar et 

al. 2023). D’après les données de la NHANES acquises entre 2017 et 2020, environ 6,7 millions 

d’Américains sont touchés par cette pathologie. À l’heure actuelle, l’IC est l’une des principales causes 

d’hospitalisation dans le monde et engendre une détérioration importante de la qualité de vie des 

patients. 

2. Définition  
 

Selon la Société Européenne de Cardiologie (ESC), le terme « IC » désigne un syndrome 

clinique qui décrit l’incapacité du cœur à maintenir un débit sanguin nécessaire au bon 

fonctionnement de l’organisme. Cela se traduit notamment par la présence d’un ensemble de 

symptômes (dyspnée, œdème) et de signes caractéristiques (tachycardie, polypnée, râles crépitants 

pulmonaires, turgescence jugulaire) associés à des anomalies structurelles et/ou fonctionnelles du 

myocarde au repos (cardiomégalie, souffle cardiaque, anomalie échographique) entraînant un débit 

cardiaque réduit et/ou des pressions intracardiaques élevées au repos ou à l’effort. 
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3. Classification  
 

a. Insuffisance cardiaque chronique ou aiguë 

 

L’IC aiguë se distingue de l’IC chronique lorsqu’elle résulte de l’apparition brutale de symptômes 

ou de signes cliniques d’IC requérants une attention immédiate. Elle peut se développer de novo après 

un infarctus du myocarde, une infection, ou être décompensée à la suite d'une cardiomyopathie sous-

jacente (Kurmani and Squire 2017).  

Selon sa définition, l’IC chronique fait référence à un état stable et progressif dans lequel les patients 

peuvent initialement connaître au repos un état asymptomatique. Ils peuvent ensuite présenter des 

symptômes en l’absence d’une prise en charge et de traitement efficace. 

b. Classifications ACC/AHA et NYHA 

 

Cette pathologie chronique peut rester stable pendant plusieurs années bien qu’il s’agisse d’une 

maladie évolutive décrite en quatre stades, par deux systèmes de classification complémentaires 

produits par la New York Heart Association (NYHA) et l’American College of Cardiology/American Heart 

Association (ACC/AHA). Ces systèmes permettent une stratification des patients suivant l’avancement 

de la pathologie (Rossi 1967; Hunt et al. 2001) (tableau 2).  
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New York Heart Association (NYHA) American College of Cardiology/American 

Heart Association (ACC/AHA) 

Description Classes Stades Description 

 

Activité physique non 

limitée  

Absence de 

symptômes à l’effort  

 

 

I 

A  

 

B 

IC asymptomatique 

avec anomalies 

structurelles 

cardiaques 

Absence de 

symptômes au repos. 

Légères fatigue, 

dyspnée ou 

palpitations lors  

l’activité physique 

 

 

II 

 

 

 

 

 

C 

 

 

 

 

IC symptomatique 

avec anomalies 

structurelles Limitation importante 

de l’activité physique 

en l’absence de 

symptômes au repos. 

L’activité physique 

induit une fatigue, 

dyspnée ou des 

palpitations. 

III 

 

Inconfort lors d’une 

activité physique. 

Symptômes d’IC 

présents au repos. 

 

 

 

IV 

 

 

 

D 

IC avec anomalies 

structurelles 

prononcées et 

symptomatiques au 

repos malgré une prise 

médicamenteuse. 

 

Tableau 2 : Stades de progression de l'IC selon les classifications NYHA et ACC/AHA 
Adapté de Hunt et al. 2001 et Rossi 1967 

 

Le système NYHA évalue l’incapacité fonctionnelle des patients en fonction du degré des symptômes 

(fatigue, dyspnée), tandis que le système de l’ACC/AHA se base principalement sur l’atteinte structurelle 

et/ou fonctionnelle cardiaque afin d’établir le stade de l’IC. 
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c. Classification échographique selon la fraction 

d’éjection ventriculaire gauche (FEVG) 

 

La mesure échographique de la fraction d’éjection du ventricule gauche (FEVG) chez les patients 

présentant un tableau clinique d’IC est devenue un marqueur phénotypique cliniquement pertinent. 

Cette mesure échographique ou par imagerie par résonance magnétique suggère certains mécanismes 

physiopathologiques et peut être un indicateur de future réponse aux traitements. Ainsi, en fonction 

des critères échographiques, l’ESC distingue depuis 2016, trois types d’IC sur la base de la FEVG 

(Ponikowski et al. 2016) :  

– IC avec une FEVG réduite ≤40% (ICFEr) également appelée IC systolique  

– IC avec une FEVG moyenne comprise entre 40 et 49 % (ICFEm) ou IC intermédiaire 

– IC avec une FEVG préservée ≥50% (ICFEp) ou IC diastolique 

Après la section introductive et pour les besoins de cette thèse, nous nous concentrerons plus 

particulièrement sur les caractéristiques de l’ICFEp chronique. 

 

b) L’insuffisance cardiaque à fraction d’éjection 

préservée 
 

1.  Épidémiologie  
 

Bien que les estimations diffèrent selon les études, la prévalence de l’ICFEp augmente par 

rapport à celle de l’ICFEr d’environ 10 % tous les dix ans. Près de la moitié des patients souffrant d’IC 

sont atteints d’ICFEp, comme l’a montré l’étude Olmsted, dont la prévalence est passée de 38 % en 

1987 à 54 % en 2001 (Owan et al. 2006; Dunlay, Roger, and Redfield 2017).  

Il est important de noter qu’une théorie d’un « continuum entre ICFEp et ICFEr » a été mise en avant, 

selon laquelle l’ICFEp et l’ICFEr pourraient représenter les mêmes mécanismes physiopathologiques 

évoluant d’un stade à l’autre. Cependant, l’absence de réponse aux thérapies utilisées pour traiter 

l’ICFEr chez les patients atteints d’ICFEp suggère une cause physiopathologique différente (Borlaug and 

Redfield 2011). En effet, bien que plusieurs traitements existent pour l’ICFEr, notamment les bêta-

bloquants et les médicaments ciblant le système rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA) ; aucun de 

ces traitements ne s’est encore avéré efficace pour l’ICFEp malgré de multiples essais randomisés, 

hormis les inhibiteurs du co-transporteur sodium-glucose 2 (SGLT2) avec un effet modéré (cf. partie 

traitements dans l’ICFEp) (Ponikowski et al. 2016; Pfeffer, Shah, and Borlaug 2019). 
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La mortalité attribuable à l’ICFEp n’est pas aussi élevée que celle de l’ICFEr (Campbell et al. 

2012). En revanche, les réadmissions à l’hôpital sont plus nombreuses (Lam et al. 2018). En outre, 

contrairement à l’ICFEr, la mortalité non cardiovasculaire est plus élevée que la mortalité d’origine 

cardiaque. Cette différence est due à divers facteurs de risque, cardiovasculaires et non 

cardiovasculaires, qui sont très répandus chez les patients ICFEp (Ho et al. 2016; Tsao et al. 2022; 

Loungani et al. 2020).  

 

2. Physiopathologie  
 

À l’heure actuelle, la physiopathologie de l’ICFEp est encore incomprise, complexe et 

multifactorielle. Elle est caractérisée par une interaction complexe entre des modifications 

hémodynamiques (dysfonction diastolique, dysfonction auriculaire), des altérations structurelles 

myocardiques (Hypertrophie ventriculaire, altération du cytosquelette et du cycle du calcium), une 

dysfonction endothéliale (activation, vasodilatation) et une inflammation (Borlaug 2014). 

a. Dysfonction diastolique  

 

L’ICFEp est très souvent appelée « insuffisance cardiaque diastolique ». On définit la 

dysfonction diastolique du VG par une altération de la relaxation ou/et une altération de la 

compliance, provoquant l’augmentation des pressions de remplissage au repos ou à l'effort (Obokata, 

Reddy, and Borlaug 2020). On observe majoritairement un dysfonctionnement diastolique (environ 2/3 

des patients) (Zile et al. 2011), mais il n’est pas forcément nécessaire au développement de l’ICFEp 

(Nayor et al. 2018). Globalement, on observe une altération des mécanismes actifs et passifs affectant 

le remplissage passif du VG. Celui-ci va dépendre principalement de la contraction auriculaire pour se 

remplir (40 % environ contre 20 % en temps normal).  

On distingue trois stades de dysfonction diastolique souvent décrits comme étant successifs dans 

l’aggravation de la fonction diastolique (Zile and Brutsaert 2002; Kadry et al. 2020) (figure 11) :  

— Au premier stade, on observe une altération de la relaxation sans modification des pressions de 

remplissage. Une perte des mécanismes de remplissage passif est observée au profit de la contraction 

atriale (Ratio E/A < 0,8 ; IVRT >120 ms).  

— Au second stade le remplissage est « pseudo-normal », le rapport E/A et l’IVRT sont normaux. En 

revanche, la pression télédiastolique est élevée.  

— Au troisième stade dit « restrictif », une forte altération de relaxation et de pression télédiastolique 

est observée. (Ratio E/A >1,5 ; IVRT court : <70 ms) 
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Figure 11 : Stades de l'insuffisance cardiaque diastolique en doppler transmitral  
Adapté de (Panesar and Burch 2017) 
LV press: Pression ventriculaire gauche ; LA press : pression auriculaire gauche, IRVT temps de relaxation isovolumique.  
 

Comme nous l’avons vu dans la partie concernant le couplage excitation-contraction, la compliance 

et la relaxation du VG sont étroitement liées à celles des cardiomyocytes dont les propriétés sont 

altérées avec l’ICFEp. 

b. Fonctions cardiomyocytaires altérées  

 

L’une des caractéristiques physiopathologiques de l’ICFEp est la présence d’une dysfonction 

cardiomyocytaire (hypertrophie, rigidité passive, cycle calcique intracellulaire) entraînant des 

répercussions sur la fonction cardiaque et plus particulièrement la fonction diastolique (figure 13). 

 

i. Hypertrophie cardiomyocytaire  

 

L’hypertrophie concentrique a longtemps été considérée comme une caractéristique de 

l’ICFEp, mais il s’avère que tous les patients n’en développent pas (Redfield and Borlaug 2023; Zile et 

al. 2011). 

Dans ce type d’hypertrophie qui représente envions 30% des patients, le diamètre des cardiomyocytes 

augmente sans modification de leur longueur. Cela provoque une augmentation de l’épaisseur des 

parois ventriculaires et une diminution du volume ventriculaire en réponse à l’augmentation de 

pressions de remplissage. En conséquence, une réduction des volumes ventriculaires, une anomalie de 

la relaxation, du remplissage et de l’éjection du sang sont observés. D’après la loi de Laplace (Contrainte 

de la paroi = [pression × rayon]/[2× épaisseurs de la paroi]), cette augmentation d’épaisseur permet de 

réduire les contraintes auxquelles la paroi est soumise (Heinzel et al. 2015). Ensuite, chez 30 % des 

patients, la géométrie ventriculaire est normale. Enfin, pour environ 25 % d’entre eux, un remodelage 
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concentrique sans hypertrophie est observé et une minorité (environ 15%) développe une 

hypertrophie excentrique (Zile et al. 2011; Persson et al. 2007). Il est proposé que l’hypertrophie est 

étroitement liée aux comorbidités associées à l’ICFEp et en particulier l’hypertension (figure 12). 

Moléculairement, l’hypertrophie serait provoquée par le stress oxydatif, l’inflammation et des 

modulations de la PKG (van Heerebeek et al. 2012).  

 

Figure 12 : Incidence du remodelage cardiaque dans l'ICFEp  
Adapté de (A. M. Shah and Pfeffer 2012) 
 
 

 

Figure 13: Physiopathologie de l'ICFEp 
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ii. Modulation de la titine  

 

L’altération de la compliance myocardique chez les patients atteints d’ICFEp se traduit par 

une modulation de l’expression des isoformes de la titine et de leur phosphorylation impactant la 

rigidité passive cardiomyocytaire (figure 13) (Linke and Hamdani 2014; Hamdani, Krysiak, et al. 2013; 

van Heerebeek et al. 2012; Zile et al. 2015).  

En effet, un changement des isoformes en faveur d’une augmentation du ratio N2BA/N2B (0,3 à 0,73) 

a été mis en évidence chez ces patients (Borbély et al. 2009) comme étant un mécanisme 

compensatoire à l’augmentation de collagène (Nagueh et al. 2004) et à l’élévation des [Ca²+]i  

diastoliques (Najafi et al. 2019). Dans un modèle murin, Mathawasin et ses collaborateurs mettent en 

évidence qu’une régulation de l’expression des isoformes permet d’améliorer la fonction diastolique 

(Methawasin et al. 2014). Il est proposé que l’utilisation de polymères de laminine (impliquée dans la 

transmission des signaux extracellulaires d'origine biomécanique) pourrait permettre d’améliorer la 

rigidité passive en modulant leur expression et leur phosphorylation (Hochman-Mendez, Curty, and 

Taylor 2020).  

 La perte de compliance ventriculaire accrue chez les patients est associée à une 

hypophosphorylation du domaine « élastique » N2B par les protéines kinase PKA et PKG (Borbély et 

al. 2009; Hamdani, Krysiak, et al. 2013; Krüger et al. 2009; Zile et al. 2015). En outre, la CaMKIIδ et la 

PKC ont été rapportées comme augmentant la rigidité passive en phosphorylant toutes les deux le 

domaine PVEK (C. Hidalgo et al. 2009; C. G. Hidalgo et al. 2013; Hudson et al. 2010). En revanche, elles 

l’améliore avec la phosphorylation du domaine N2B (Hamdani, Krysiak, et al. 2013). Une altération de 

leur phosphorylation peut survenir dans l’ICFEp (Zile et al. 2015).  

 

 

iii. Altération de la contractilité 

 

Le cycle du Ca²+ intracellulaire est essentiel à la contraction et à la relaxation du cardiomyocyte 

(cf. partie cycle du calcium). La relaxation dépend à la fois de la [Ca²+]i en diastole et de la sensibilité 

des myofilaments au Ca²+ (figure 13). 

La désensibilisation des myofilaments au Ca²+ dépend majoritairement de la phosphorylation 

par la PKA de la troponine I et de la myosin binding protein C (MyBPC) (P. P. Chen et al. 2010). Ainsi, il 

a été démontré qu’une hypo phosphorylation par la PKA de la MyBPC participe à l’altération de la 

relaxation cardiaque dans un modèle murin d’ICFEp (Rosas et al. 2015) ainsi que dans l’hypertension 

(Donaldson et al. 2012; Hamdani, Bishu, et al. 2013). Une augmentation de la sensibilité des 
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myofilaments au Ca²+ par une hypo phosphorylation de la troponine I a également été rapportée dans 

des modèles canins d’ICFEp (Hamdani, Bishu, et al. 2013).  

Dans un modèle de rat, il a été mis en évidence une augmentation de la [Ca²+]i diastolique et de 

l’amplitude du transitoire associée à une altération des RyR2 et de l’échangeur NCX (Rouhana et al. 

2019). Curl et collaborateurs dans un modèle de rats (Hypertrophic Heart Rat) associent le défaut de 

relaxation (ratio E/E’ augmenté) à une élévation de [Ca²+]i en diastole et en systole en réponse à 

l’augmentation de l’activité des canaux calciques de type L (Curl et al. 2018).  

Ainsi, l’une des limites à l’augmentation de la [Ca²+] i en diastole est la nécessité de désactiver 

les myofilaments pour permettre le remplissage ventriculaire. La décroissance du transitoire calcique 

est largement due à la recapture du Ca²+ vers le réticulum sarcoplasmique ainsi qu’à son extrusion par 

l’échangeur NXC. Une diminution de l’activité  de la SERCA2a peut augmenter la [Ca²+]i diastolique et 

diminuer la transitoire (Sankaranarayanan et al. 2017). Une perte d’activité de la SERCA2a, peut être 

liée à glycation (Bidasee et al. 2004) dont nous détaillerons plus tard le principe (cf Lien entre 

comorbidités et ICFEp, partie diabète) ou au stress oxydatif (Qin et al. 2013). Dans un modèle murin de 

diabète de type 2 (Leprdb/db) développant une dysfonction diastolique avec rigidité passive (Hamdani et 

al. 2014), le ratio SERCA2a/PLN est diminué en faveur d’une inhibition de son activité (Belke, Swanson, 

and Dillmann 2004). Une baisse de ce ratio est également observée dans des modèles de rats d’ICFEp 

(Dupont et al. 2012; Miranda-Silva et al. 2020; Frisk et al. 2021). Le rétablissement de l’équilibre de 

SERCA2a/PLN par un transfert de gènes améliore la fonction diastolique (Meyer and Dillmann 1998; 

Miyamoto et al. 2000). 

Enfin, l’altération de la relaxation a été reliée dans les modèles expérimentaux (Louch et al. 2010; Frisk 

et al. 2021) et l’homme à une diminution de l’efflux de Ca²+ ou un switch du NCX provoquant une 

accumulation de sodium intracellulaire (Selby et al. 2011). Il semble important de préciser que 

l’ensemble des événements cités précédemment perturbant la compliance myocardique semble être 

lié étroitement au modèle physiopathologique utilisé ainsi qu’à ses comorbidités. Il est proposé que la 

perte de compliance soit plutôt liée à l’augmentation de la rigidité passive (Røe et al. 2017). 

 

c. Remodelage de la matrice extracellulaire  

 

Des modifications d’expression des collagènes fibrillaires COL1A1 et COL3A1 ou leur réticulation 

peuvent altérer de manière significative la compliance myocardique (figure 13).  

Chez certains patients atteints d’ICFEp, le ratio COL1A1/COL3A1 est augmenté (Kasner et al. 2011; 

Westermann et al. 2011) entraînant une perte de compliance myocardique (Wei et al. 1999). 

Des études sur les biomarqueurs ont révélé des voies de signalisation distinctes chez les patients ICFEp 

de celles des patients ICFEr notamment liés à l’organisation de la MEC (Tromp et al. 2017; 2017). Un 

excès en marqueurs circulants pro collagéniques libérés lors de la synthèse des COL1A1 et COL3A1 

(Trippel et al. 2018; 2021; Duprez et al. 2018) est également corrélé à la gravité de la dysfonction 
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diastolique et prédit la mortalité (Angeli et al. 2022). De plus, les niveaux de Galectin-3 impliqué dans 

la prolifération myofibroblastique, la fibrogenèse et le remodelage ventriculaire sont également 

souvent associés à ce type d’IC (de Boer et al. 2013). Un défaut de balance entre dégradation et 

production de collagène provoque une accumulation de dépôts fibreux dans l’espace interstitiel et de 

ce fait participe à la perte de compliance (Mohammed et al. 2015; Zile et al. 2015; A. González et al. 

2010). Chez ces patients, l’augmentation des inhibiteurs des métalloprotéases matricielles et de leur 

activité (TIMP-1) (A. González et al. 2010; Westermann et al. 2011), et une diminution de la collagénase 

MMP-1 (Spinale 2002) favorise la formation de dépôts.  

En outre, il est proposé que les réticulations entre les fibres de collagène par la lysyl oxydase (LOX) 

augmentent davantage la rigidité du myocarde (Muñoz Calvo et al. 2019; Ravassa et al. 2018).  

Nous verrons également dans la partie intitulée lien entre comorbidités et ICFEp, que les comorbidités 

modulent également la synthèse et les propriétés du collagène. 

 

 

d. Inflammation de bas grade  

 

De nombreuses études réalisées sur les patients atteints d’ICFEp révèlent la présence d’un état 

inflammatoire systémique et local (figure 13). On observe notamment une baisse des lymphocytes T 

régulateurs (N. Li et al. 2010), une augmentation des monocytes sanguins (Glezeva et al. 2015a; 

Westermann et al. 2011), et de l’infiltrat de macrophages tissulaires (Hulsmans et al. 2018) participant 

au remodelage matriciel dans l’ICFEp.  

Les voies de signalisation liées à l’inflammation sont particulièrement modulées par rapport 

aux patients atteints d’ICFEr (Tromp et al. 2017; 2017). L’évolution de la maladie est principalement 

influencée par l’inflammation chronique et les patients présentent des élévations plus importantes que 

ceux atteints d’ICFEr en biomarqueurs inflammatoires circulants tels que la protéine C-réactive (CRP), 

l’IL-1 (Interleukine 1), le TNFα (Tumor Necrosis Factor α), l’IL-6 (Interleukine 6) et MCP-1 (monocyte 

chemoattractant protein 1) (DuBrock, AbouEzzeddine, and Redfield 2018; Sanders-van Wijk et al. 2020; 

Mesquita, Lin, and Ibrahim 2021; Simmonds et al. 2020; Chia et al. 2021; van Heerebeek et al. 2006; 

Abernethy et al. 2018; Collier et al. 2011). L’élévation de ces cytokines et biomarqueurs inflammatoires 

est très souvent associée à un mauvais pronostic chez les patients atteints d’ICFEp (Chirinos et al. 2020). 

En outre, les principaux marqueurs inflammatoires suggérés dans les études cliniques pour leur valeur 

pronostique sont le GDF-15 (Growth differentiation factor 15), le sST2 (Soluble suppression of 

tumorigenecity 2) et la CRP (Mendez Fernandez et al. 2020; Najjar et al. 2019; Matsubara et al. 2011).  

En effet, contrairement au BNP (Brain Natriuretic Peptide), il a été démontré que les niveaux de GDF-

15 ne sont pas affectés par la présence d’une fibrillation atriale (Santema et al. 2020), et sont plus 

élevés chez les patients atteints d’ ICFEp que chez les individus sains (Stahrenberg et al. 2010). Mendez 

Fernandez et collaborateurs ont suggéré que les taux circulants de GDF-15 prédisent de manière plus 
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précise une issue défavorable que la mesure des peptides natriurétiques (NT-proBNP) chez les patients 

atteints d’ICFEp (Mendez Fernandez et al. 2020). En réponse à l’inflammation, ce facteur ayant des 

effets anti-inflammatoires et anti-apoptotiques est produit et libéré par les cellules cardiovasculaires 

et non cardiovasculaires (Wollert, Kempf, and Wallentin 2017). 

Dans certaines études cliniques, l’augmentation de ST2 soluble (sST2) est liée à un mauvais pronostic 

et prédit le décès des patients atteints d’ICFEp (Najjar et al. 2019; Aimo et al. 2019; Y. Song et al. 2020; 

AbouEzzeddine et al. 2017). Les taux élevés de sST2 en réponse à l’inflammation et la surcharge 

hémodynamique atténuent les effets anti-apoptotiques, anti-hypertrophiques, anti-fibrotiques et anti-

inflammatoire de l’interaction entre l’IL-33 et son récepteur ST2 (Suppression of Tumorigenicity 2) 

(Pascual-Figal and Januzzi 2015; Aimo et al. 2019). 

Enfin, les niveaux sériques des marqueurs inflammatoires de la famille des Pentraxines : CRP et 

Pentraxin-3 (PTX3) sont également augmentés et corrélés à la présence d’une dysfonction diastolique 

chez les patients atteints d’ICFEp (Matsubara et al. 2011). 

 Cet état pro-inflammatoire chronique est proposé comme induisant une dysfonction endothéliale 

microvasculaire coronaire pouvant occasionner des changements ultérieurs dans le système de 

coagulation (Walter J. Paulus and Tschöpe 2013).  

 

e. Dysfonction endothéliale 

 

Il a été mis en évidence par tonométrie artérielle (Borlaug et al. 2010; Akiyama et al. 2012) et par 

mesure de la dilatation médiée par le flux de l'artère brachiale (Maréchaux et al. 2016), une altération 

de la fonction endothéliale systémique chez les patients atteints d’ICFEp par rapport à des individus 

sains (figure 13). Cette atteinte de dilatation médiée par le flux est corrélée avec la sévérité de la 

dyspnée et de la fatigue lors d'un exercice sous-maximal (Borlaug et al. 2010). 

D’autres études identifient également une dysfonction microvasculaire systémique chez ces patients 

(Maréchaux et al. 2016; Yüksel, Yüksel, and Meriç 2021). La dysfonction endothéliale n’est pas 

seulement systémique et toucherait également les vaisseaux coronaires cardiaques chez environ les 

¾ de ces patients avec ICFEp. En effet, les analyses par échographie (S. J. Shah et al. 2018a), par 

angiographie (Sucato et al. 2015), tomographie cardiaque par émission de positrons (Srivaratharajah 

et al. 2016) et par résonance magnétique cardiaque (Kato et al. 2016; Löffler et al. 2019) mettent en 

évidence une réserve de flux myocardique coronaire inférieure chez ces patients.  

Cette atteinte microvasculaire coronaire cardiaque dans l’ICFEp a été confirmée dans l’essai 

clinique PROMIS-HFpEF dans lequel la réserve de flux coronaire était corrélée aux marqueurs de 

sévérité d’IC (S. J. Shah et al. 2018a). Dans leur cohorte de patients ICFEp, Yang et collaborateurs 

identifient pour 72% d’entre eux une dysfonction coronaire microvasculaire. Cette dysfonction était liée 

chez ces patients à 29 % à un défaut de vasodilatation endothélium dépendante et à 33 % un défaut 

de vasodilatation endothélium indépendante (Yang et al. 2020). L’atteinte diastolique et la mortalité 
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étaient plus importantes pour les patients ayant un défaut de vasodilatation indépendant de 

l’endothélium .Plus récemment, Fischer et collaborateurs ont identifié un défaut d’oxygénation 

secondaire à une dysfonction microvasculaire cardiaque coronaire chez 96 % des patients avec ICFEp 

(Fischer et al. 2022).  

Ces résultats d’imagerie indiquent la présence d’une dysfonction microvasculaire coronaire. Cela 

également été visualisé lors des analyses histologiques sur biopsies cardiaques post-mortem avec 

notamment, une densité microvasculaire cardiaque plus faible (Mohammed et al. 2015). Les 

marqueurs d’activation endothéliale sont également augmentés chez ces patients (Franssen et al. 

2016a) (E-selectine circulante, ICAM-1, molécule d’adhésion cellulaire vasculaire 1 [VCAM-1]) et 

semblent avoir un rôle pronostic dans l’ICFEp (Walter J. Paulus 2020). En outre, la voie 

du NO/GMPc/PKG est altérée avec une augmentation de l'expression de la NADPH Oxidase 2 (NOX2) 

dans les macrophages et les CE et un découplage de la Nitric oxide synthase endothéliale (NOS3).  

Chez ces patients, l’augmentation du marqueur d’atteinte endothéliale vWF est étroitement liée à celle 

des cytokines pro-inflammatoires et peut être utilisée comme marqueur de la sévérité et du pronostic 

des patients atteints d’ICFEp (Abudoukelimu et al. 2022a; Kleber et al. 2015a).  

 

f. Conclusion physiopathologie de l’ICFEp   

 

Malgré les nombreuses études cliniques qui ont tenté de couvrir les bases cellulaires et 

moléculaires du développement de l'ICFEp, à l’heure actuelle il n’existe aucune compréhension 

complète de sa physiopathologie. L'absence de compréhension globale et détaillée des mécanismes 

sous-jacents découle de l'interaction complexe entre de multiples facteurs impliqués dans la 

physiopathologie de l'ICFEp. Cependant il est relativement admis, à partir d’observations cliniques, que 

la physiopathologie repose sur une dysfonction diastolique associé à une modification du phénotype 

des cardiomyocytes, une inflammation systémique, un remodelage matriciel et une dysfonction 

endothéliale. La nature hétérogène de la présentation et de la progression de l’ICFEp est en partie liée 

à son association à plusieurs comorbidités et facteurs de risque qui ajoutent une couche 

supplémentaire de complexité à l'étiologie. Dans l'ensemble, outre la compréhension globale de la 

base moléculaire, la gestion des facteurs de risque, la détermination et le suivi des groupes à risque 

sont essentiels à la compréhension de la physiopathologie. 
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3. Facteurs de risque 

a. Épidémiologie des facteurs de risque associés à 

l’ICFEp 

 

Les principales différences entre les patients ICFEp et les patients ICFEr sont qu’il s’agit 

souvent de femmes plus âgées et plus susceptibles d’avoir des antécédents d’hypertension artérielle 

(HTA), d’obésité, de fibrillation atriale (FA) et de diabète de type 2 (DT2) (Reddy and Borlaug 2016). 

Le pronostic de ces patients est beaucoup plus sombre que celui des patients présentant uniquement 

des comorbidités dans la même tranche d’âge et la même répartition des sexes. En outre, la prévalence 

des comorbidités (hypertension artérielle [HTA], DT2, l’obésité, FA, insuffisance rénale chronique) est 

beaucoup plus importante dans l’ICFEp que dans la population générale (figure 14). En effet, 

l’augmentation de la prévalence de l’ICFEp ces dernières décennies est étroitement corrélée à celle de 

l’ensemble des facteurs de risques cardiovasculaires qui lui sont associés (tableau 3). 

 

Figure 14 : Prévalence des comorbidités dans la population générale et dans l'ICFEp 
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Facteur de risque Prévalence dans la 

population 

Prévalence dans l’ICFEp 

 

 

 

Hypertension artérielle 

En 2023 dans le monde :  

(Organisation mondiale de la santé)   

- 1,28 milliard d’adultes (30 à 79 ans)  

- 2/3 des cas dans des pays à revenus faibles 

ou intermédiaires 

- 42 % diagnostiqués  

 

En 2015 en France  

(Cohorte ESTEBAN) (Vallée et al. 2020) : 

- 31,3 % (18 à 74 ans) 

- 68,8 % (65 à 74 ans) 

- 50 % des patients conscients 

- Observance thérapeutique 1/3 

 

 

 

 

 

Entre 55 et 80 % 

(Dhingra et al. 2014; Garg et al. 2013) 

 

 

Diabète 

En 2023 dans le monde : 

(“Global Diabetes Data Report 2000 — 2045” n.d.). 

- 9 % (537 millions) des adultes  

- 90 % de diabète de type 2  

 

Prévision 2045 :  

- Supérieur à 11 % des adultes  

 

 

Environ 45 % 

(McHugh et al. 2019; Echouffo-Tcheugui et al. 2016) 

 

 

 

 

 

 

 

Obésité 

Entre 1980 et 2020 :  

(NCD Risk Factor Collaboration [NCD-RisC] 2016) 

- Incidence multipliée par 6  

 

Entre 1999 et 2018 aux Etats-Unis chez 

l’adulte :  

(Tsao et al. 2022) 

- ↗ 12,5 % de l’obésité  

- ↗ 4,5   % de l’obésité morbide 

 

En 2020 dans le monde : 

(World obesity atlas 2023) 

- 2,6 milliards d’adultes en surpoids 

- 14 % d’obèses  

- D’ici 2035 : 4 milliards en surpoids et 24 % 

d’obèses  

 

En 2020 en France :  

(Fontbonne et al. 2023) 

- 50 % en surpoids (IMC > 25 kg/m2) 

- 17 % d’obèses (IMC > 30 kg/m2)  

- 2 % morbide (IMC > 35 kg/m2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Entre 50 et 80 % 

(J. R. Kapoor and Heidenreich 2010; Haass et al. 

2011) 
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Fibrillation atriale 

 

Arythmie cardiaque la plus répandue :  

(Benjamin et al. 2019) 

- 2 à 4 % des adultes  

- ↗ avec âge  

 

Selon les études entre 15 à 40 % 

(Kotecha et al. 2016) 

 

 

 

Insuffisance rénale 

chronique 

 

 

En 2023 dans le monde :  

- 10 % des adultes  

- 1 à 2 millions de décès  

 

Prévision à 2040 :  

(Kalantar-Zadeh et al. 2021) 

- 5 ème cause de mortalité   

 

 

 

« Syndrome cardio-rénal »  

entre 20 et 50 % 

(ter Maaten et al. 2016) 

 

 

Vieillissement 

Espérance de vie à la naissance en 

France en 2022 :  

(“Espérance de Vie à La Naissance En 2022 - France - 

TABLEAU DE BORD DE L’ÉCONOMIE FRANÇAISE” 

n.d.)INSEE)  

- ♀ 85,2 ans  

- ♂ 79,3 ans 

Dans le monde :  

(Organisation mondiale de la santé) 

- de 66,8 ans en 2000 à 73,4 ans en 2019 

 

Après 65 ans : doublement de 

l’incidence chaque décennie 

(Ho et al. 2016) 

 

Fort prédicteur de mortalité 

(Tribouilloy et al. 2008; Chan and Lam 2013) 

 

Sexe Féminin 

 > 50 % 

(Tibrewala and Yancy 2019; Borlaug and Redfield 

2011; Groenewegen et al. 2020a) 

 

 

Tableau 3 : Epidémiologie de l'ICFEp et de ses facteurs de risque associés 

 

b. Lien entre comorbidités et ICFEp  

 

Les facteurs de risque jouent un rôle prépondérant dans la physiopathologie de l’ICFEp et 

contribuent aux nombres importants de réadmissions (R. K. Cheng et al. 2014; Nichols et al. 2015) et 

à la mortalité élevée (Dunlay et al. 2011). Ils participent également à la grande diversité phénotypique 

des patients (Loungani et al. 2020). Ainsi, sur la base de nombreuses études menées sur des cohortes 

de patients ICFEp, il a été déterminé que l’obésité, l’HTA, le DT2, la FA, l’insuffisance rénale chronique, 

le vieillissement, et le sexe féminin favorisent le développement de cette pathologie par l’intermédiaire 

de modifications moléculaires et fonctionnelles (S. J. Shah et al. 2020). 
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i. HTA 

 

L’HTA est caractérisée par une élévation anormale de la pression artérielle systémique. Un patient 

souffre d’HTA lorsque sa pression artérielle systolique et diastolique dépasse respectivement 140 et 90 

mmHg. La présence de cette pathologie influence le développement d’événements cardiovasculaires 

tels que l’AVC, l’insuffisance rénale chronique et l’athérosclérose (Luo et al. 2020; F. D. Fuchs and 

Whelton 2020; D. Zhou et al. 2022) et l’ICFEp. Indépendamment de l’âge, le risque de mortalité 

cardiovasculaire double à chaque hausse de 20/10 mmHg de la pression artérielle 

systolique/diastolique, respectivement (Lewington et al. 2002).  

Les effets délétères de l’HTA sur la fonction cardiaque dans l’ICFEp sont médiés majoritairement par 

l’activation du SRAA, la dysfonction endothéliale et l’augmentation de la rigidité artérielle (figure 15) 

(Izzo 2004; Serné et al. 2007; Brandes 2014).  

 

Figure 15 : Physiopathologie de la dysfonction diastolique du VG secondaire à une HTA 
TNF: Tumor Necrosis Factor; MCP-1: Protéine chimiotactique monocyte-1, GDF-15: Growth differentiation factor 15; NOX2: 
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxydase 2; sST2: Soluble suppression of tumorigenecity 2 
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En cas d’hypertension, l’Ang II va induire une augmentation de l’activité de la NADPH oxydase 

des CE, des cellules musculaires lisses et des cellules adventitielles via ses effets sur les récepteurs à 

angiotensine AT1 et AT2 (figures 15 et 16). Cela va favoriser la formation d’espèces réactives de 

l’oxygène (ERO) et activer des voies de signalisation des mitogen-activated protein kinases (MAPK), des 

tyrosines kinases, des phosphatases, des canaux calciques, et des facteurs de transcription sensibles à 

l’oxydoréduction. Cette activation va ensuite stimuler l’expression de gènes pro-inflammatoires (TFGβ) 

et la production de protéines matricielles (collagène, protéoglycanes, élastine, fibrine) va être stimulée 

(te Riet et al. 2015). 

Chez les patients atteints d’ICFEp, les taux en enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA) 

sont élevés, mais son activité est comparable à celle des individus sains (Negi et al. 2015). Il est proposé 

que des polymorphismes du gène du SRAA participent davantage au développement de l’ICFEp (figure 

15). Ces polymorphismes étant associés à une hypertrophie du VG chez les patients pourraient être 

utilisés en tant que marqueur prédictif de l’ICFEp chez les individus hypertendus (Bahramali et al. 2017; 

2016). 

 

Figure 16 : Effets de l’angiotensine II sur le remodelage vasculaire et la constriction/vasodilatation 
Adapté de te Riet et al. 2015. La signalisation du TGF-β (via la voie Smad2/3) et l’activation de la MAPK après stimulation du 
récepteur AT1 régulent conjointement la transcription de gènes cibles (MMP, PAI-1 ; CTGF (connective tissue growth factor)). 
Cela entraîne la prolifération, la production de matrice extracellulaire/fibrose, la différenciation et l’inflammation. La 
stimulation du récepteur AT1 augmente la régulation de la NAD (P) H oxydase (NOX), augmentant ainsi la formation d’espèces 
réactives de l’oxygène (ROS), ce qui régule également la transcription des gènes cibles. La stimulation des récepteurs AT2 inhibe 
cette voie en bloquant la MAPK. Les récepteurs AT2 induisent également une vasorelaxation en activant la NO synthase (NOS). 
Cela peut contrecarrer les effets constricteurs de la stimulation des récepteurs AT1 (médiés par les voies de l’inositol 
trisphosphate [IP3] -Ca2+ et du diacylglycérol [DAG] -protéine kinase C [PKC]). Dans des conditions pathologiques, les ROS 
découplent la NOS, diminuant ainsi la production de NO et facilitant potentiellement la formation de ROS par la NOS. 
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ii. Le diabète de type 2  

 

Le DT2 est une maladie métabolique caractérisée par une résistance à l’insuline, une 

hyperinsulinémie et une hyperglycémie (> 1,26 g/L). Lorsqu’elle est présente, cette comorbidité 

dégrade la qualité de vie, augmente les hospitalisations et favorise la survenue d’autres comorbidités 

(Kristensen et al. 2017; Dauriz et al. 2017). De nombreuses études ont établi un lien entre le DT2, la 

dysfonction diastolique et l’hypertrophie cardiaque, ce qui pourrait contribuer à expliquer comment 

l’ICFEp se développe (Bergerot et al. 2018; Gandhi et al. 2016; Kristensen et al. 2017).  

L’altération de la sensibilité à l’insuline et l’hyperglycémie chez les DT2 entraînent un état pro-

inflammatoire systémique, un état pro-oxydant, une dysfonction endothéliale et des perturbations 

métaboliques.  

En l’absence de DT2, les acides gras libres représentent environ 70 % de l’énergie nécessaire 

à la contractilité cardiaque, tandis que le métabolisme du glucose représente environ 30 %. En raison 

d’une résistance à l’insuline et de troubles métaboliques induits par l’hyperglycémie, le cœur passe du 

métabolisme du glucose et des acides gras libres à une consommation accrue en acides gras libres 

(Rodrigues, Cam, and McNeill 1998) (figure 17). Ce shift métabolique va être associé à une lipotoxicité 

cardiaque (Accumulation de triglycérides, production de triacylglycérols, diacylglycérol et de 

céramides) provoquant l’apoptose des cardiomyocytes. De plus, la β-oxydation des acides gras libres 

est un processus plus couteux en oxygène pour produire de l’ATP et va donc favoriser la génération 

d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) (Rosano, Vitale, and Fragasso 2006; N. Turner et al. 2014; 

Mgbemena, Zhang, and Velarde 2021; Cherian, Lopaschuk, and Carvalho 2012). Le stress oxydatif et la 

lipotoxicité vont ensuite diminuer la biodisponibilité en NO et l’activité de la guanylate cyclase soluble. 

En conséquence, une perte des effets protecteurs de la protéine kinase G (PKG) sur la rigidité et 

l’hypertrophie cardiomyocytaire est observée (Tan et al. 2020). Il a également été suggéré qu’une 

modification du transport des acides gras libres causée par une diminution de l’expression des sirtuines 

endothéliales (sirtuines 6 et 3) pourrait relier le diabète à l’ICFEp (X. Wu et al. 2022; Zeng and Chen 

2019). 

L’hyperglycémie stimule la synthèse de collagène fibrillaire (Vivek P. Singh, Baker, and Kumar 

2008), non-fibrillaire et de fibronectine (Muona et al. 1993). Par conséquent, un certain nombre de 

marqueurs sériques profibrotiques qui sont élevés chez les diabétiques sont utilisés comme 

potentiels biomarqueurs de l’ICFEp. Il s’agit notamment des produits du collagène : propeptide C-

terminal du procollagène de type I (COL1A1) (Trippel et al. 2018), du propeptide N-terminal du 

procollagène de type III (COL3A1) (Duprez et al. 2018; Barchetta et al. 2018; Migdalis et al. 1994). Les 

taux de l’inhibiteur tissulaire de la protéinase matricielle-1 (TIMP-1) (S. W. Lee et al. 2005) et des 

marqueurs pro-inflammatoires et pro-fibrotiques : sST2 (soluble suppression of tumorgenesis-2) et 

galectine-3 sont également à l’étude dans l’ICFEp (Yanhua Li et al. 2022; de Boer et al. 2013; 

AbouEzzeddine et al. 2017; Mgbemena, Zhang, and Velarde 2021). 
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En outre, l’hyperglycémie favorise la production d’AGEs (produits de glycation avancés), qui 

sont liés aux problèmes macro vasculaires et microvasculaires du diabète (van Heerebeek et al. 2008; 

Walter J. Paulus and Dal Canto 2018; Varun Parkash Singh et al. 2014) (figure 17). La glycation est une 

modification post-traductionnelle non enzymatique qui implique la fixation d’oses ou de leurs produits 

métaboliques sur des groupements protéiques ou lipidiques aminés (Jaisson and Gillery 2018; Goldin 

et al. 2006). Les AGEs produits vont se lier au récepteur de la glycation avancée (RAGE) à la membrane 

des cellules cardiaques, provoquant une altération de l’homéostasie calcique et de la contractilité des 

cardiomyocytes (Hegab et al. 2017). Cette interaction favorise les réponses fibrotique, inflammatoires 

et la production d’ERO. Ces produits de glycation participent également à la réticulation irréversible de 

la matrice extracellulaire structurelle collagénique, ce qui a pour conséquence de la rendre moins 

soluble et plus rigide (Tuleta and Frangogiannis 2021; Norton, Candy, and Woodiwiss 1996; Oldfield et 

al. 2001; Borghetti et al. 2018).  

Chez les diabétiques et les patients ICFEp, l’accumulation de tissu adipeux péricardique est 

importante (X. Jin et al. 2022; van Woerden et al. 2022). Dans ces deux pathologies, l'accumulation 

favorise la libération de cytokines participantes à inflammation  (Vyas et al. 2021).  

 

Figure 17 : Physiopathologie du diabète dans l’ICFEp 
DAG: Diacylglycérol, TG : triglycérides, AGES : Advanced Glycation End Products 
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iii. Obésité  

 

Le surpoids et l’obésité sont définis comme une accumulation anormale ou excessive de 

graisse. Un indice de masse corporelle (IMC) supérieur à 25 indique un surpoids, et un IMC supérieur 

à 30 une obésité. Dans ce cas, elle favorise l’émergence d’autres comorbidités cardiovasculaires 

associées à l’ICFEp comme le diabète, l’HTA et le syndrome métabolique (Y. Lim and Boster 2022). 

L’IMC est étroitement corrélé à la dysfonction diastolique (Rozenbaum et al. 2019; Pandey et al. 2017; 

Obokata et al. 2017) et à l’intolérance à l’effort (Carbone et al. 2016). 

L’obésité entraîne des modifications hémodynamiques et biohumorales (SRAA et système 

nerveux sympathique) qui sont liées à un remodelage cardiaque à la fois fonctionnel et structurel 

(figure 18). On observe chez ces individus obèses, une abondance de transporteurs de sodium dans les 

tubules rénaux, une production excessive d’aldostérone et l’activation du système rénine-angiotensine 

entraînant à la fois une réabsorption accrue de sodium et une expansion du volume plasmatique (Bickel 

et al. 2001; Koutroumpakis et al. 2021). 

 

Figure 18 : Physiopathologie de l’association entre obésité et ICFEp 
Adapté de Tadic and Cuspidi 2019. OG : Oreillette Gauche, CCL2 : chemokine ligand 2 (Monocyte chemoattractant protein 1) 
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L’accumulation excessive de tissus adipeux (épicardique et viscéral) entraîne une augmentation 

du volume sanguin et une diminution de la résistance vasculaire systémique. Par conséquent, ces 

phénomènes contribuent à l’augmentation du débit cardiaque et provoquent une hypertrophie du VG, 

un remodelage concentrique et une fibrose (Neeland, Gupta, et al. 2013; Ding, Gupta, and Lip 2020; 

Mazurek et al. 2003). La perte de poids, qu’elle soit due à un régime ou à une chirurgie bariatrique, 

est associée à une amélioration de la fonction diastolique (Rider et al. 2009; Obokata et al. 2017). 

Il a été démontré que l’excès de tissu adipeux viscéral est pro-inflammatoire, en favorisant 

notamment l’infiltration de cellules inflammatoires (recrutement de monocytes et activation de 

macrophages) et la libération d’adipokines (IL-6, TNF, et CCL2) (Molica et al. 2015) (figure 18). Selon 

Paulus et Tschöpe, l’inflammation et la modification de l’homéostasie énergétique en faveur de la 

lipolyse contribuent aux altérations causées par le stress oxydant sur la biodisponibilité du NO et la 

fonction endothéliale (Walter J. Paulus and Tschöpe 2013; Lopaschuk, Folmes, and Stanley 2007; 

Fernández-Sánchez et al. 2011).  

En outre, comme l’obésité s’accompagne souvent d’autres comorbidités telles que le DT2 et 

l’HTA, Il est difficile d’évaluer les effets de l’obésité seule sur l’ICFEp. De plus, de nombreuses études 

ont attiré l’attention sur le paradoxe en forme de « U » entre l’obésité et l’IC. Ce paradoxe fait référence 

à un profil de risque plus faible chez les patients en surpoids marginal que chez les personnes ayant un 

poids normal ou maigre. L’existence de ce paradoxe en  « U » serait probablement liée au niveau 

d’adiponectines ou de lipoprotéines (Tadic and Cuspidi 2019; Kistorp et al. 2005).  

 

iv. Fibrillation atriale (FA)  

 

La fibrillation atriale est une arythmie caractérisée par une désynchronisation des oreillettes. 

L’oreillette gauche sert de barrière entre le VG et la circulation pulmonaire. Elle facilite le remplissage 

du ventricule gauche et protège la vascularisation pulmonaire des grandes oscillations de pression du 

VG en coordination avec l’appareil valvulaire mitral. Dans un cœur sain, le début de la diastole 

représente environ 80 % du remplissage du VG, tandis que la contraction de l’oreillette représente les 

20 % restants. À un stade précoce d’ICFEp, le remplissage pourrait dépendre davantage de la 

contraction de l’oreillette gauche (Phan, Abozguia, Shivu, et al. 2009). Ensuite à un stade avancé de la 

pathologie, on observe une dilatation progressive de l’oreillette et une diminution de la réserve 

contractile de l’oreillette. Ce phénomène est en particulier lié à une augmentation des pressions de 

remplissage et un remodelage (Santos et al. 2016). 

D’après Zakeri et collaborateurs, en présence d’une FA, la tolérance à l’effort est réduite et le risque de 

mortalité est plus élevé chez ces patients (Zakeri et al. 2014). Il est relativement admis que l’ICFEp et 

la FA sont étroitement liées et se prédisposent l’une à l’autre (figure 19). Il est notamment observé 
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une augmentation du risque d’événements cardiovasculaires graves en cas de FA (Santhanakrishnan et 

al. 2016; Chamberlain et al. 2017; O’Neal et al. 2017).  

De nombreux changements sont provoqués par la FA et peuvent contribuer au développement de 

l’ICFEp, notamment des altérations de l’hémodynamique, une inflammation régionale et systémique, 

une fibrose myocardique (Shantsila et al. 2013), une altération du cycle calcique (Yeh et al. 2008), une 

activation neurohormonale (Nair et al. 2014) et un état prothrombotique que nous aborderons plus en 

détail plus tard dans cette partie introductive (figure 19). 

 

Figure 19 : Physiopathologie entre FA et ICFEp   
Adapté de Kotecha et al. 2016 
VG : ventricule gauche ; SRAA :  système rénine-angiotensine-aldostérone. 
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v. Insuffisance rénale chronique  

 

On définit l’insuffisance rénale chronique par un débit de filtration glomérulaire (DFG) estimé 

inférieur à 60 mL/min/1.73 m² associé à une hypertension, une protéinurie, et une perte de masse 

des néphrons (Noone and Licht 2014). Le « syndrome cardio-rénal » définit la coexistence d’une IC et 

d’une insuffisance rénale chronique, il est lié à une forte mortalité (Streng et al. 2018). À cause de sa 

physiopathologie, l’insuffisance rénale en tant que telle présente un facteur de risque et de mortalité 

de l’ICFEp (Tonelli et al. 2006). Bien que l’obésité, le DT2 et l’HTA soient des facteurs de risques 

communs aux deux conditions (IC et insuffisance rénale chronique), il est suggéré que l’IC est capable 

d’altérer directement la fonction rénale et que l’insuffisance rénale chronique peut altérer la fonction 

cardiaque. Ainsi, la coexistence des deux pathologies, l’interdépendance du cœur et des reins ainsi que 

la similarité de leurs réseaux microvasculaires suggèrent que la dysfonction microvasculaire pourrait 

jouer un rôle dans l’apparition et la progression des deux pathologies. De ce fait, il est difficile de dire 

si l’insuffisance rénale est une cause de l’ICFEp ou un facteur de risque à son établissement.  

En tant que facteur de risque de l’ICFEp, l’insuffisance rénale chronique est capable d’induire 

une HTA par l’intermédiaire de l’absorption chronique de sodium (figure 20). Cette surcharge 

hydrosodée favorise le remodelage cardiaque et l’émergence d’un dysfonctionnement diastolique par 

le biais d’élévations de la postcharge et de la précharge (Judd and Calhoun 2015). Ces taux importants 

de sodium indépendamment de l’HTA induisent la survenue d’un état pro-inflammatoire systémique, 

préjudiciable à la microvascularisation coronarienne (Yilmaz et al. 2012). Nangaku et collaborateurs 

suggèrent qu’un défaut d’approvisionnement sanguin des capillaires péritubulaires et un déséquilibre 

des niveaux de substance vasoactive peuvent provoquer une hypoxie rénale locale capable d’activer le 

SRAA. Ces phénomènes vont avoir pour conséquence d’entraîner la survenue d’une surcharge 

volumique et un remodelage cardiaque (Nangaku and Fujita 2008). Enfin, en plus d’exacerber 

l’inflammation systémique et la dysfonction endothéliale, l’insuffisance rénale favorise également 

l’ICFEp par l’intermédiaire d’une altération des niveaux en médiateurs rénaux (diminution de vitamine 

D active, hyperphosphatémie, augmentation du fibroblast growth factor-23 [FGF-23] et de toxines 

urémiques) (van de Wouw et al. 2019). 

Pour résumer, des changements vasculaires, les déficiences en facteurs rénaux et les 

altérations de la filtration rénale, peuvent provoquer et/ou contribuer au développement de l’ICFEp 

par le biais de plusieurs processus (figure 20).  
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Figure 20 Mécanismes pathologiques qui sous-tendent la progression de l’insuffisance rénale chronique vers 
l’ICFEp 
Adapté de van de Wouw et al. 2019.L’encadré bleu = facteurs rénaux, l’encadré vert = facteurs microvasculaires coronariens ; 
encadré rouge = changements myocardiques contribuant à l’ICFEp. AGEs, produits de glycation avancés ; CKD, chronic kidney 
disease ; EC, endothelial cell ; FGF-23, fibroblast growth factor 23 ; HFpEF, heart failure with preserved ejection fraction ; LV, 
left ventricle ; NO, nitric oxide ; RAAS, renin-angiotensin-aldosterone system ; ROS, reactive oxygen species ; VSMC, vascular 
smooth muscle cells. 

 

Des taux élevés en phosphate (ter Maaten et al. 2016), en FGF-23 (S. Tanaka et al. 2016), en 

toxines urémiques (Lili Zhang et al. 2017), une protéinurie (Nayor et al. 2017) et une déficience en 

vitamine D (Nolte et al. 2019), peuvent induire un état pro-inflammatoire systémique (van de Wouw et 

al. 2019). Cet état inflammatoire entraîne ensuite une dysfonction endothéliale, un stress oxydant et 

une prolifération des CML vasculaires induisant une perte de compliance du VG et une dysfonction 

microvasculaire coronarienne. L’expansion volumique, l’HTA (surcharge hydrosodée) et l’activation du 

SRAA vont participer à l’augmentation de la charge de travail et l’hypertrophie du VG (figure 20). 

La dysfonction cardiaque quant à elle, est susceptible d’entraîner une hypoperfusion rénale 

chronique ainsi que l’activation secondaire du SRAA. À terme, cela favorise le développement d’une 

fibrose rénale et la détérioration progressive de la filtration rénale (Goursaud and du Cheyron 2014). 
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Les deux pathologies sont toutes deux associées à l’inflammation, la dysfonction endothéliale et une 

atteinte microvasculaire et leur association sous le terme de syndrome « cardio-rénal » aggrave le 

pronostic (Unger et al. 2016). 

Ce lien entre insuffisance rénale chronique et ICFEp a été étudié avec le suivi de marqueurs 

d’atteinte rénale dans des cohortes d’ICFEp. La Cystatine C (CysC) est décomposée par les tubules 

rénaux (Cruz et al. 2010). Son augmentation est un marqueur de lésions tubulaires rénales, elle est 

proposée comme promouvant la fibrose myocardique et l’hypertrophie ventriculaire (Huerta et al. 

2016). Cette augmentation a été associée à la prédiction de nouveaux cas d’ICFEp dans la cohorte 

PREVEND (Prevention of Renal and Vascular End-stage Disease) (Brouwers et al. 2013) et au pronostic 

(Burns et al. 2022; Chirinos et al. 2020). 

 

vi. Le vieillissement 

 

Le vieillissement est un facteur de risque plus fortement associé à l’ICFEp qu’à l’ICFEr 

(Mogensen et al. 2011; Tribouilloy et al. 2008) (figure 21).  

 

Figure 21 : Proportion de patients atteints d’ICFEp et ICFEr rapporté à l’âge  
Adapté de Tribouilloy et al. 2008 

 

Il est bien établi que le vieillissement cardiovasculaire affecte plusieurs composantes de l’ICFEp. 

Il induit notamment une rigidité diastolique même en présence d’une pression artérielle contrôlée et 

en l’absence d’augmentation de la masse du VG (Arbab-Zadeh et al. 2004; Fujimoto et al. 2012). Le 

vieillissement atténue la capacité à augmenter la fréquence cardiaque, la fonction systolique et le débit 

cardiaque en réponse à l’exercice, il est responsable d’une altération de la fonction diastolique (Popović 

et al. 2006; Carrick-Ranson et al. 2012; Fleg et al. 1995; Swinne et al. 1992). 
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En outre, la sénescence est liée à une diminution du renouvellement des cardiomyocytes, une 

altération de la vasodilatation dépendante de l’endothélium, une diminution de la biodisponibilité du 

NO, une augmentation de l’inflammation systémique, et à un remodelage fibrotique cardiaque pouvant 

favoriser l’apparition de l’ICFEp (DeSouza et al. 2000; Bergmann et al. 2009; Pagan et al. 2022; Biernacka 

and Frangogiannis 2011).  

Bien que l’âge soit un facteur pronostic de nombreuses autres maladies (figure 22) (Pocock et al. 2013), 

ses effets sur le système cardiovasculaire augmentent le risque d’ICFEp (Divo, Martinez, and Mannino 

2014). Dans une cohorte de patients atteints d’ICFEp, l’IGFBP7 (Insulin-like Growth Factor-binding 

Protein 7) associé à la sénescence cellulaire et au vieillissement était élevé. Cette augmentation était 

associée à celle des marqueurs de la dysfonction diastolique ainsi qu’à la sévérité de l’IC et au pronostic 

des patients. Il est proposé que la contribution d’IGFBP-7 soit liée à l’inflammation et au stress oxydant 

(Hage et al. 2018; Januzzi et al. 2018).  

Le vieillissement à lui seul ne provoque pas d’IC dans la majorité des modèles animaux. Cependant les 

modèles de sénescence et les patients atteints d’ICFEp présentent certaines caractéristiques 

communes, dont l’hypertrophie cardiaque, la dysfonction diastolique et l’intolérance à l’exercice 

(Kobak, Zarzycka, and Chiao 2022).  

 

Figure 22 : Nombre de comorbidités chroniques par tranche d’âge  
Adapté de Divo, Martinez, and Mannino 2014 
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vii. Sexe féminin 

 

En vieillissant, les femmes sont plus susceptibles que les hommes de développer des 

changements structurels typiques de l’ICFEp tels qu’une hypertrophie concentrique du VG et un 

remodelage auriculaire gauche (Koster et al. 2010; A. M. Shah 2013). On estime que les femmes sont 

plus touchées par l’HTA que les hommes, ce qui leur confère un risque accru d’IC (D. Levy et al. 1996; 

Koster et al. 2010). Chez les femmes, le vieillissement et l’HTA systolique contribuent à un remodelage 

concentrique du VG (Hayward and Kelly 1997; Krumholz, Larson, and Levy 1993) pouvant les rendre 

plus vulnérables aux modifications des réserves systoliques, diastoliques ou chronotropes, qui se sont 

toutes avérées cruciales dans le développement de l’ICFEp (Grandi et al. 1992; Borlaug et al. 2010; 

Scantlebury and Borlaug 2011).  

Il a été démontré par Föll et collaborateurs que les jeunes femmes (20 à 40 ans) ont une fonction 

diastolique améliorée. Cependant, avec le vieillissement (> 60 ans), leur fonction diastolique semble 

être plus affectée que celle des hommes (Föll et al. 2010) (figure 23). Chez les patients atteints d’ICFEp 

les parois aortiques et ventriculaires gauches sont plus rigides. L’incidence de ces deux mécanismes est 

plus élevée chez les femmes que chez les hommes et augmente avec l’âge des femmes et va avoir pour 

conséquence d’affecter la relaxation du ventricule en diastole (Shim et al. 2011).  

Les femmes sont également plus susceptibles que les hommes de présenter une fonction endothéliale 

et une dilatation médiée par le flux brachial altéré, toutes deux observées dans l’ICFEp (Borlaug et al. 

2006; Hamburg et al. 2011; Haykowsky et al. 2013).  

 

 

Figure 23 : Prévalence de l’ICFEp selon l’âge et le sexe 
Adapté de Dunlay, Roger, and Redfield 2017. La prévalence de l’ICFEp est augmentée avec l’âge dans les deux sexes, cependant 
pour chacune des tranches d’âge elle est supérieure chez les femmes. 
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De Simone et collaborateurs ont mis en évidence une théorie selon laquelle l’excès d’adiposité 

centrale affecterait la géométrie ventriculaire gauche (De Simone et al. 2011), augmenterait le risque 

cardiovasculaire (Manrique-Acevedo et al. 2020) et aggraverait considérablement la fonction 

diastolique chez les femmes (Russo et al. 2010). Ces observations seraient accentuées par rapport aux 

hommes et pourraient en partie expliquer la plus grande prévalence des femmes dans l’ICFEp. 

En conclusion, nous pouvons dire que le syndrome clinique de l’ICFEp se développe à partir 

d’une interaction complexe avec de nombreux facteurs de risques pouvant causer atteinte cardiaque 

et une dysfonction diastolique responsable des symptômes cliniques (figure 24). Une meilleure 

compréhension de l’étiologie et une stratification des patients représente un des défis majeurs à venir 

et pourrait permettre de trouver de nouveaux axes thérapeutiques pour ces patients.  

 

 

Figure 24 : Lien entre facteurs de risques et ICFEp 
Adapté de Pfeffer, Shah, and Borlaug 2019 
Par des mécanismes cellulaires qui ne sont pas encore complètement compris, les facteurs de risque modifient la fonction 
des cellules et des tissus, altérant la réserve diastolique et systolique du cœur, ce qui entraîne une hémodynamique anormale 
et un dysfonctionnement secondaire des organes. Ce type d’insuffisance cardiaque est observé avec différents types de 
remodelages cardiaques. LA :  l'oreillette gauche ; PH, hypertension pulmonaire ; PV, vasculaire pulmonaire ; et RV, 
ventriculaire droit. 
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Le terme ICFEp est souvent utilisé pour décrire une population de patients hétérogène dans 

sa présentation et sa physiopathologie, et pour qui contrairement à l’ICFEr, une thérapie avec un 

traitement global de tous les patients est inefficace. Une meilleure stratification des patients pourrait 

permettre à terme une individualisation des thérapies et améliorer la qualité de vie de ces patients. 

Bien que le besoin clinique d’un meilleur phénotypage et une meilleure stratification de ces patients 

soit reconnu, il n’existe aucun consensus sur la façon de classer les patients en phénogroupes 

 

c. Stratification par phénogroupes  

 

En fonction des études, les critères utilisés pour classification/stratification des patients 

diffèrent et comprennent notamment les comorbidités (cardiovasculaires et non cardiovasculaires), les 

paramètres imagerie, l’hémodynamique, les biomarqueurs et les données d’omiques.  

En fonction des critères utilisés, on dénombre majoritairement entre 2 à 6 phénogroupes de patients 

atteints d’ICFEp. Il est difficile de faire une synthèse en regroupant les différents phénogroupes 

observés, car en fonction des études, il existe des divergences concernant la population étudiée (âge 

moyen, sexe) et les critères principaux utilisés pour le phénotypage. Cependant, d’après Peters et 

collaborateurs, il serait possible de réaliser un recoupement des études permettant de classer les 

patients en trois phénogroupes (Peters et al. 2022). 

i. Phenotype « Vieillissement vasculaire » 

 

Le premier phénogroupe est appelé « vieillissement vasculaire » et représente 30% à 50% des 

patients atteints d’ICFEp (figure 25). Ces patients sont souvent sujets à une rigidité et à une fibrillation 

auriculaire gauche, une raideur artérielle, une HTA élevée, à une insuffisance rénale chronique (S. J. 

Shah et al. 2015; J. B. Cohen et al. 2020; Hedman et al. 2020; Tromp et al. 2019). En outre, les patients 

de ce phénougroupe ont une hypertrophie cardiaque prononcée, un remodelage concentrique et un 

volume télédiastolique inférieur. L’inflammation systémique (TNFα, galectine-3), innée (IL-8, 

pentraxine-3, sICAM-1) et une perturbation du métabolisme minéral et de la calcification tissulaire 

(ostéoprotégérine) participent activement à la physiopathologie (J. B. Cohen et al. 2020; Peters et al. 

2022). 

Ce phénogroupe peut être subdivisé en deux sous-groupes de patients :   

             – un premier sous-groupe caractérisé par une élévation de la pression pulmonaire 

artérielle systolique, une dysfonction du ventricule droit (VD), une myopathie/défaillance auriculaire 

gauche, et une insuffisance rénale chronique. Ces facteurs participent au développement des 

symptômes congestifs et aggravent l’IC et le taux de mortalité (Peters et al. 2022). 
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  – un second sous-groupe présentant des caractéristiques « similaires à l’ICFEr » avec 

une altération de la compliance, une contractilité altérée, une dysfonction du VD, et des niveaux élevés 

de peptides natriurétiques (Jones et al. 2021; V. S. Hahn et al. 2021). 

 

 

Figure 25 : Possible classification en 3 grands phénotypes des patients atteints d’ICFEp 
Réalisé à partir des publications de Peters et al. 2022; J. B. Cohen et al. 2020 

 

ii. Phénotype « métabolique, obèse » 

 

Le second phénogroupe est appelé « métabolique, obèse » par Peters et collaborateurs et 

représente environ 25 à 30 % des patients (S. J. Shah et al. 2015; J. B. Cohen et al. 2020; Sabbah et al. 

2020; Peters et al. 2022) (figure 25). Comme nous l’avons vu précédemment dans la partie facteurs de 

risque ; l’obésité et l’excès de tissu adipeux viscéral et épicardique sont délétères pour le 

développement et l’évolution de l’ICFEp (J. R. Kapoor and Heidenreich 2010; Obokata et al. 2017). 

Contrairement au phénotype de « vieillissement vasculaire », ces patients sont souvent plus jeunes et 

répondent favorablement à un traitement à la spironolactone (J. B. Cohen et al. 2020; I. S. Anand et al. 

2017). Il est émis l’hypothèse que la physiopathologie de l’ICFEp est influencée par le contexte 

inflammatoire et métabolique des comorbidités (principalement l’obésité et le DT2) ; par rapport aux 

deux autres grands phénogroupes, celui-ci semble être principalement défini par l’inflammation 

(cytokines et voies de signalisation) et une augmentation des marqueurs d’insuffisance rénale, 

d’angiogenèse et de fibrose (J. B. Cohen et al. 2020; Hedman et al. 2020; Sabbah et al. 2020). Ces 

patients présentent de faibles taux en peptides natriurétiques en raison d’une production réduite et à 

une clairance accrue (T. J. Wang et al. 2004; Neeland, Winders, et al. 2013). Très récemment, il a été 
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mis en évidence le potentiel bénéfice d’un traitement avec un analogue du GLP-1 (Semaglutide) sur la 

qualité de vie et la tolérance à l’éffort de ce phénogroupe de patients (Kosiborod et al. 2023; Borlaug 

et al. 2023). 

Ce phénogroupe possède un sous-groupe de patients avec un phénotype « diabétique maigre ». Dans 

ce sous-groupe, l’ICFEp est plus fortement influencée par le diabète et les variables 

cardiométaboliques-inflammatoires plutôt que l’obésité. Malgré un indice de masse corporelle normal 

ou faible, ces patients ont un excès d’adiposité viscérale et épicardique similaire à celle observée chez 

les patients « métaboliques-obèses » (Tromp et al. 2018). 

 

 

iii. Phénotype « Relativement jeune avec un déficit en peptides 

natriurétiques » 

 

 Enfin le troisième phénotype est constitué de patients «Relativement jeune avec un déficit en 

peptides natriurétiques» et représente 15 à 40 % des patients ICFEp (S. J. Shah et al. 2015; J. B. Cohen 

et al. 2020; Gu et al. 2021) (figure 25). Ces patients sont relativement plus jeunes (60 à 75 ans), ont des 

taux de peptides natriurétiques plus faibles et sont moins susceptibles de connaître un pronostic plus 

négatif que les patients « métaboliquement obèses » ou avec « vieillissement vasculaire ». Il est 

suggéré que des modifications des gènes des peptides natriurétiques, l’ascendance génétique liée à 

l’ethnie, les niveaux d’androgènes spécifiques au sexe, l’hormonothérapie et la résistance à l’insuline 

peuvent avoir un impact sur les faibles niveaux de BNP/NT-proBNP (Peters et al. 2022). Chez ces 

patients, des niveaux élevés en MMP-9, syndecan-4 sont observés (J. B. Cohen et al. 2020; Hedman et 

al. 2020).  

d.  Conclusion 

Cette stratégie de stratification de l’ICFEp en trois phénogroupes peut à l’avenir être un outil 

précieux permettant de classer les patients à risque et prédire le résultat d’un traitement. Cependant, 

cette dernière nécessite des recherches et des études cliniques supplémentaires permettant de 

conforter l’existence de ces 3 phénogroupes. Dans le cadre de ce projet de thèse, nous allons étudier 

principalement les caractéristiques du phénogroupe « métabolique, obèse » à l’aide de modèles 

murins génétiquement modifiés et physiopathologiques afin d’identifier de nouveaux mécanismes 

participants au développement de l’ICFEp.  
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4. Diagnostic de l’ICFEp 

a. Algorithme HFA-PEFF 

Le diagnostic de l’ICFEp est considérablement plus difficile que celui de l’ICFEr. En effet, pour un 

patient ayant une dyspnée, une FEVG normale, et aucun signe surcharge de fluide, il est nécessaire 

d’exclure toute anomalie cardiovasculaire avant d’établir le diagnostic de l’ICFEp.  

Ainsi, en 2019, suite à un consensus de l’association d’insuffisance cardiaque de la société Européenne 

de cardiologie, Pieske et collaborateurs ont établi un algorithme d’exclusion HFA-PEFF permettant le 

diagnostic en 4 étapes de l’ICFEp à partir de nombreux critères cliniques, biologiques et d’imageries 

(Pieske et al. 2019) (figure 26). 

 

Figure 26 : Algorithme HFA-PFEF 
 Pieske et al. 2019 
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i. Etape de pré-test  

 

La première étape de pré-test ou étape P (figure 26) est réalisée pour tout patient ayant des signes 

d’IC et consiste à faire un bilan initial. L’objectif de cette étape est de confirmer le diagnostic de l’IC, 

d’identifier une ICFEp et d’exclure l’ICFEr ou une maladie valvulaire. Afin d’affirmer le diagnostic de 

l’ICFEp, de nombreux tests cliniques sont réalisés lors de cette étape : ECG, examen sanguin avec 

analyse des peptides natriurétiques, échocardiographie standard et éventuellement d’un test d’effort.  

 

ii. Etape E 

 

La seconde étape ou étape E consiste en un bilan diagnostique permettant l’évaluation du score 

d’échocardiographie et des peptides natriurétiques précis, si non réalisés à l’étape de pré-test (tableau 

4). Les critères d’établissement du score sont classés en deux catégories en fonction des valeurs 

obtenues : mineurs (1 point) et majeurs (2 points). Les critères pris en compte sont d’ordre fonctionnel 

(onde septal e’, ratio E/e’, Tricuspid regurgitation peak velocity, pulmonary arterial systolic pressure), 

morphologique (index de volume de l’oreillette gauche, la masse du VG, l’épaisseur de la paroi) et 

biologique (valeurs de BNP et NT-proBNP)  

Le total de points obtenu permet de confirmer ou non le diagnostic de l’ICFEp supposé à l’étape de pré-

test :   

– si le score est supérieur ou égal à cinq points, le diagnostic de l’ICFEp est confirmé. 

– si le score est inférieur ou égal à un point, le diagnostic de l’ICFEp est remis en cause. 

– si un score intermédiaire est obtenu et donc entre deux et quatre points, alors le diagnostic de 

l’ICFEp est envisagé. Cependant, le patient doit subir d’autres analyses complémentaires à l’étape F1. 

 

 

Tableau 4 : Critères mineurs et majeurs du score établit lors de l’étape E de l’algorithme HFA-PEFF 
Adapté de Pieske et al. 2019 
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iii. Etape F1  

 

La troisième étape ou F1 est donc nécessaire pour les patients dont le diagnostic est incertain 

à l’étape E (figure 26). Il s’agit d’une phase de tests fonctionnels, avec échographie de stress et mesures 

hémodynamiques invasives.  

 

iv. Etape F2  

 

La dernière étape ou étape F2 correspond à la recherche de l’étiologie associée à l’ICFEp (figure 

26). L’identification de l’étiologie permet une meilleure classification des patients, elle permet 

d’adapter la stratégie thérapeutique. Parmi les potentielles étiologies sous-jacentes à l’ICFEp, on peut 

trouver des « anomalies du myocarde » d’origine ischémiques, métaboliques et inflammatoires, 

génétiques ou plus rarement d’origine toxique. Des « anomalies des conditions de charge » telles 

qu’une valvulopathie, une péricardite, une hypertension et des troubles du rythme peuvent également 

être sous-jacents. L’évaluation et l’identification de ces potentielles étiologies incluent des tests de 

stress à l’effort, mais également des analyses par IRM, par biopsies et par tests génétiques. 

Plus récemment, des études ont mis en évidence une corrélation positive entre un score élevé à 

l’algorithme HFA-PEFF, l’incidence des événements cardiovasculaires et l’évolution clinique (Egashira et 

al. 2022; Sotomi et al. 2021). 

 

b. Diagnostic clinique  

 

Cette étape est réalisée la plupart du temps en amont de l’étape dite de prétest ou P, puisque 

les signes et les symptômes cliniques de l’ICFEp sont similaires à ceux de l’ICFEr et ne permettent pas 

de discriminer l’une ou l’autre des pathologies. Classiquement, les patients souffrent d’un ou plusieurs 

des symptômes suivants : dyspnée d’effort, intolérance à l’exercice, d’orthopnée, dyspnée nocturne 

paroxystique, surcharge pulmonaire, dilatation veineuse avec turgescence jugulaire, œdèmes 

périphériques, arythmie visible à l’électrocardiogramme (FA).   

c. Diagnostic biologique  

i. Bilan sanguin 

 

Durant l’étape de pré-test un bilan sanguin global est réalisé, comprenant un ionogramme 

(natrémie, kaliémie), un bilan rénal (urémie, créatininémie, calcul du débit de filtration glomérulaire, 



72 
 

un bilan hépatique (transaminases, créatine kinase), un hémogramme (numération formule sanguine, 

plaquettes) ainsi qu’une glycémie afin d’évaluer le fonctionnement des autres organes et d’évaluer la 

présence d’autres facteurs de risques et comorbidités sous-jacentes. 

 

ii. Dosage des peptides natriurétiques circulants 

 

Le principal dosage biologique (Réalisé à l’étape P ou E) utilisé pour confirmer la présence 

d’un IC est la mesure de la concentration sanguine en peptides natriurétiques. Les peptides 

natriurétiques les plus fréquemment dosés sont le BNP et le NT-proBNP (N-terminal proBrain 

Natriuretic Peptide). Les myocytes ventriculaires produisent ces peptides natriurétiques en réaction à 

toute atteinte du système cardiovasculaire, y compris l’augmentation de tension de la paroi du 

myocarde en réponse à une augmentation de la pression. À travers leurs propriétés diurétiques, 

vasodilatatrices et anti-hypertrophiques, ces peptides jouent un rôle important dans la 

physiopathologie de l’IC en réduisant les effets négatifs du SRAA et de l’activation du système nerveux 

sympathique (Morfino et al. 2022). 

La probabilité de détecter une IC est faible si les concentrations plasmatiques en BNP ou en NT-proBNP 

sont inférieures à 35 pg/mL ou 125 pg/mL, respectivement. En revanche, il est très probable qu’un 

diagnostic d’IC soit posé chez un patient en rythme sinusal si les taux de BNP ou de NT-proBNP sont 

supérieurs à 80 pg/mL ou 220 pg/mL, respectivement. Cependant, un taux de BNP normal n’exclut pas 

l’ICFEp, et l’interprétation doit toujours tenir compte des données cliniques et être étayée par des tests 

complémentaires (Ponikowski et al. 2016). 

En effet, les niveaux de peptides natriurétiques sont souvent plus faibles dans l’ICFEp que dans 

l’ICFEr (Iwanaga et al. 2006) mais il a été récemment démontré qu’ils peuvent être utiles dans le 

diagnostic de la dysfonction diastolique (Remmelzwaal et al. 2020). Une certaine proportion de 

patients a des taux de BNP circulants normaux, bien que des taux élevés de BNP aient souvent été 

associés comme valeur pronostique dans l’ICFEp (I. S. Anand et al. 2017; Januzzi et al. 2022 ; Anjan et 

al. 2012). Les principales mises en garde concernant leur interprétation portent notamment sur le fait 

que les taux de BNP chez les personnes souffrant d’obésité morbide sont très souvent nettement 

inférieurs ou normaux (cf. partie facteurs de risque : obésité), ainsi que sur le fait que les taux de BNP 

peuvent augmenter avec l’âge, l’AF, l’insuffisance rénale, la tension ventriculaire droite due à 

l’hypertension artérielle pulmonaire primaire, ou même à des embolies pulmonaires (Reddy and 

Borlaug 2016; Neeland, Winders, et al. 2013). 
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5. Traitements de l’ICFEp  
Contrairement à l’ICFEr, les stratégies thérapeutiques de l’ICFEp ne sont pas encore bien définies. 

La principale stratégie actuelle repose sur la prise d’inhibteurs du SGLT2 ainsi que le management des 

facteurs de risques prédisposant à la pathologie (HTA, DT2, obésité, FA et insuffisance rénale) par 

l’intermédiaire de mesures hygiéno-diététiques ou médicamenteuses afin d’améliorer la qualité de vie 

et les symptômes.  

a. Éducation des patients  

 

La prise en charge des patients avec une ICFEp nécessite une approche multidisciplinaire et 

particulièrement une bonne éducation du patient au travers la mise en place de mesures hygiéno-

diététiques, de réhabilitations cardiaques et d’éducation thérapeutique. Les patients sont encouragés 

à pratiquer une activité physique régulièrement et à suivre des mesures diététiques permettant la perte 

de poids. L’ensemble de ces mesures permet d’améliorer la qualité de vie des patients, la tolérance à 

l’effort et de réduire les hospitalisations et la survie à 2 ans (Long et al. 2019; Buckley et al. 2021; Adachi 

et al. 2022). 

b. Management des comorbidités  

 

La prise en charge des patients souffrant d’ICFEp repose sur un management thérapeutique des 

comorbidités sous-jacentes et la prise de diurétiques en cas de surcharge volumique et de symptômes 

congestifs. La prise en charge des comorbidités doit permettre de diminuer la pression artérielle en cas 

d’HTA, la glycémie en cas de DT2, les troubles du rythme et risque thrombotiques en cas de FA et 

diminuer la progression d’une insuffisance rénale chronique (McDonagh et al. 2021; Jasinska-Piadlo 

and Campbell 2023; Behnoush et al. 2022). 

c. Essais thérapeutiques  

  De nombreuses stratégies thérapeutiques résumées dans le tableau ci-dessous (tableau 5) ont 

échoué, elles visaient l’amélioration significative de la mortalité et la qualité de vie des patients atteints 

d’ICFEp. Ces dernières sont les β-bloquants, les inhibiteurs du courant pacemaker, les inhibiteurs de 

l’enzyme de conversion de l’angiotensine, les antagonistes du récepteur AT1 à l’angiotensine II, les 

inhibiteurs de la néprilysine, les antagonistes du récepteur minéralocorticoïde ainsi que les dérivés 

nitrés.  
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Tableau 5 : Essais cliniques dans l’ICFEp  
Adapté de Henning 2020 

Classe 

thérapeutique 
Mécanisme Molécule Étude/Réf 

Effets 

bénéfiques 

 

Β-bloquants 

 

↘ fréquence 

cardiaque 

 

↗ temps de 

remplissage en 

diastole 

 

 

Carvedilol 

SWEDIC 

(Bergström et al. 

2004) 

↘ E/A 

J-DHF (Kazuhiro 

Yamamoto et al. 

2013) 

↘ Hospitalisation 

↘ Mortalité 

 

COHERE (Massie 

et al. 2007) 
↘ Hospitalisation 

Bisoprolol ou 

Carvedilol 

CIBIS-ELD 

(Edelmann et al. 

2016) 

Aucun 

Nebivolol 

ELANDD 

(Conraads et al. 

2012) 

↘ Morbi-

mortalité 

 

Bisoprolol ou 

Carvedilol ou 

Metoprolol ou 

Labetalol ou 

Atenolol 

(El-Refai et al. 

2013) 

↘ Hospitalisation 

↘ Mortalité 

 

NC 

OPTIMIZE-HF 

(Hernandez et al. 

2009) 

Aucun 

 

Inhibiteur sélectif et 

spécifique du courant 

pacemaker au niveau du 

nœud sinusal 

 

↘ fréquence 

cardiaque 

 

Ivabradine 

 

EDIFY  

(Komajda et al. 

2017) 

 

Aucun 

Hypolipidémiant 

Inhibition de la 

HMG-CoA 

réductase 

Statine 

LDL cholestérol 

élevé (Fukuta et 

al. 2005) 

↘ Mortalité  

Inhibiteur de l’enzyme de 

conversion de 

l’angiotensine 

 

↘ SRAA Perindorpril 

PEP-CHF (John G. 

F. Cleland et al. 

2006) 

↘ Hospitalisation 

à 1 an 
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Antagonistes du 

récepteur à l’angiotensine 

II : AT1 

 

↘ 

vasoconstriction 

Candesartan 

CHARM– 

Preserved 

(Yusuf et al. 2003) 

↘ Hospitalisation 

 

Irbesartan 

I-PRESERVE 

(Massie et al. 

2008) 

Aucun 

Antagonistes du 

récepteur à l’angiotensine 

II : AT1 inhibiteurs de la 

néprilysine 

Valsartan 

Sacubitril 

 

PARAMOUNT 

(Solomon et al. 

2012) 

↘ NT-proBNP 

 

PARAGON-HF 

(Solomon et al. 

2017) 

Aucun 

Antagoniste du récepteur 

minéralocorticoïde 

 

↘ réabsorption 

de Na+ 

Eplerenone 

RAAM-PEF 

(Deswal et al. 

2011) 

↘ E/e’ 

↘ Marqueurs du 

turnover du 

collagène 

Spironolactone 

Aldo-DHF 

(Edelmann et al. 

2013) 

Légère ↘ E/e’ 

 

TOPCAT (Pitt et 

al. 2014) 
Aucun 

 

Dérivés nitrés 

 

 

↗ NO et la 

vasodilatation 

Isosorbide 
(Redfield et al. 

2015) 
Aucun 

Nitrite inorganique 

inhalé et nébulisé 

INDIE-HFpEF 

(Borlaug et al. 

2018) 

Aucun 

Inhibiteur de la 

phosphodiestérase 5 

↗ cGMP Sildenafil RELAX  

(Redfield et al. 

2013) 

Aucun 

 

Inhibiteurs du SGLT2 

 

En revanche, le traitement par des inhibiteurs du SGLT2 (Sodium glucose co-transporter 2) est 

entré dans les recommandations de l’AHA/ACC/HFSA de 2022 (classe 2a) (Heidenreich et al. 2022) 

comme ayant un bénéfice dans la réduction des hospitalisations (environ 20 %) et de la mortalité 

cardiovasculaire liée à l’ICFEp (Behnoush et al. 2022; Jasinska-Piadlo and Campbell 2023). Plus 

récemment, il a été suggéré que l’utilisation des inhibiteurs du SGLT2 pourrait intervenir en première 

ligne thérapeutique (Redfield and Borlaug 2023). En effet, les inhibiteurs du SGLT2 ont été placés dans 

les nouvelles recommandations au rang de classe I, niveau A en raison de leur effet bénéfique sur les 

hospitalisations et la mortalité cardiovasculaire (McDonagh et al. 2023). 
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 Les effets bénéfiques des gliflozines (empagliflozine, dapagliflozine) chez les patients avec 

ICFEp ont été visualisés dans les études EMPEROR-Preserved, PRESERVED-HF et DELIVER (Anker et al. 

2021; Nassif et al. 2021; Solomon et al. 2022). Fonctionnellement, l’empagliflozine améliore la fonction 

diastolique en abaissant le volume télédiastolique du VG et améliore les rapports E/A et E/e' (N. D. 

Cohen et al. 2019; Sakai and Miura 2019; Soga et al. 2021). Les retombées bénéfiques de ces agents 

antidiabétiques seraient liées à des mécanismes moléculaires agissants à de nombreux niveaux (figure 

27). Ces mécanismes comprennent notamment l’amélioration de l’utilisation de l’énergie 

mitochondriale, l’atténuation de l’activation de l’axe rénine-angiotensine II-aldostérone, des effets 

diurétiques et natriurétiques, une diminution du tonus sympathique, l’amélioration de l’homéostasie 

calcique mitochondriale et une réduction de l’inflammation myocardique, du stress oxydatif et de la 

fibrose (Hsu et al. 2023). 

Hormis les gliflozines, il été très récemment suggéré dans l’essais STEP-HFpEF, un potentiel effet 

bénéfique de l’analogue du GLP-1 (Semaglutide) sur la qualité de vie et la mortalité cardiovasculaire 

des patients obèses atteints d’ICFEp (Kosiborod et al. 2023; Borlaug et al. 2023). En revanche d’autres 

études sont nécessaires afin de confirmer le bénéfice de ce traitement qui semble principalement lié à 

la perte de poids des patients et à une diminution de l’inflammation systémique.  

 

 

Figure 27 : Mécanisme moléculaire de l’effet des inhibiteurs du SLT2Mécanisme moléculaire de l’effet des 
inhibiteurs du SLT2 
(Hsu et al. 2023) SGLT2i: sodium-glucose co-transporter-2 inhibitors; OGT : O-linked N-acetylglucosaminyltransferase; O-
GlcNAcylation: O-linked acetylglucosaminylation; AMPK: the 5′ adenosine monophosphate-activated protein kinase-activated 
protein kinase; PGC1α: the peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha; mTOR: the mammalian 
target of rapamycin; RAAS: renin-angiotensin-aldosterone; HIF2α: hypoxia-inducible factor 2α; NHE3: the apical Na+/H+ 
exchanger isoform 3; EPO: erythropoietin; rRPa: the rostral raphe pallidus nucleus; IML: intermediolateral nucleus of spinal 
cord; AGE: advanced glycation end products; RAGE: receptor for advanced glycation end products; PKC: the protein kinase C; 
NHE1: Na+-H+ exchanger isoform 1; NLRP3: the NLR family, pyrin domain-containing 3; SR: sarcoplasmic reticulum; MD: 
macular densa; JG: juxtaglomerular cells; DCT: distal convoluted tubules; PT: proximal tubules. 
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6. Conclusion 
L’ICFEp représente plus de la moitié des patients atteints d’IC et sa prévalence ne cesse 

d’augmenter. De nombreux échecs thérapeutiques ont eu lieu en se concentrant principalement sur 

une stratégie globale de traitement des patients atteints d’ICFEp. Il est nécessaire de prendre en 

compte ces échecs thérapeutiques afin d’obtenir une meilleure compréhension de la physiopathologie. 

Étant donné qu’il a été suggéré une possible stratification en 3 phénogroupes des patients, il pourrait 

être intéressant de ne pas chercher à faire des modèles expérimentaux « multi-hits », mais d’utiliser 

des modèles récapitulant les caractéristiques de l’un des sous-groupes de patients. La présence d’une 

dysfonction endothéliale est très fréquemment observée. Il semble également nécessaire de mieux 

étudier les caractéristiques de cette dysfonction puisque seule la dysfonction du NO a été 

principalement étudiée et les essais thérapeutiques la ciblant se sont avérés être un échec. 

L’endothélium vasculaire  

 

a) Cellules endothéliales  
 

Les CE formant l’endothélium vasculaire ont pour origine le feuillet mésodermique. Elles sont 

polarisées, séparées des tissus environnants au niveau basolatéral par une lame basale, et exposées au 

sang à leur membrane luminale. Morphologiquement, ces cellules sont fines, allongées et mesurent 

environ entre 30 et 50 µm de longueur pour 10 à 30 µm de largeur. En fonction du type de vaisseau, 

leur épaisseur peut varier allant de 0,1 µm dans les capillaires et veines à 1 µm dans l’aorte (Florey 

1966). Afin de limiter les contraintes de cisaillement induit par l’écoulement du sang, ces cellules 

s'orientent le long de l’axe du vaisseau. Plusieurs marqueurs sont caractéristiques de ce type cellulaire 

tel que PECAM1 (cluster of differentiation 31), le CD34 (cluster of differentiation 34), l’endogline 

(CD105), le vWF (facteur de Von Willebrand), la CDH5 (Cadherine-5) et les récepteurs VEGFR-1 et -2 

(Garlanda and Dejana 1997). 

En conditions physiologiques, les CE vasculaires maintiennent la fluidité du sang, régulent le tonus 

vasculaire, contrôlent la perméabilité de la paroi des vaisseaux et inhibent l’adhésion des leucocytes 

circulants (figure 28).  
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Figure 28 : Fonctions physiologiques des CE 
(Pober and Sessa 2007) A I les CE inhibent la coagulation du sang via inhibiteurs de la voie du facteur tissulaire (TFPI) bloquant 
les actions du complexe facteur-VIIa-facteur tissulaire. Elles présentent à leur surface de l’héparane sulfate (HS) permettant à 
l'antithrombine III liée d'inhiber la thrombine. La thrombomoduline, qui se lie à la thrombine active de la protéine C. Les 
processus clés qui empêchent l'activation des plaquettes comprennent : l'inactivation de la thrombine, l'action des ATPases 
et des ADPases, la séquestration du vWF, dans les corps de Weibel-Palade (WPB), et la génération de NO par la NOS3, B | Les 
CE artérielles contrôlent le tonus des CML dans le média. Le principal régulateur est le vasodilatateur NO. C | Les CE capillaires 
sont les principaux régulateurs de l'extravasation des protéines plasmatiques en formant des jonctions intercellulaires 
contenant des éléments des jonctions serrées et des jonctions d'adhérence. Les cavéoles favorisent le transport vésiculaire 
de protéines plasmatiques. D | Les CE veineuses constituent le principal site du trafic des leucocytes du sang vers les tissus 
par l’intermédiaire de la cascade d’adhésion leucocytaire. La sélectine P, qui est exprimée de façon basale est séquestrée dans 
les WPB avec le vWF. 
 

b) Perméabilité 
 

L’endothélium agit comme une barrière semi-perméable et hautement sélective entre le sang 

et l’espace interstitiel.  

Il existe des différences de perméabilité endothéliale en fonction du type de vaisseaux et de 

l’organe. Dans les microvaisseaux, la perméabilité est forte dans les veinules et faible dans les artérioles 

(Claesson-Welsh, Dejana, and McDonald 2021). Les lits vasculaires coronaires, pulmonaires, 

splanchniques et squelettiques sont composés de CE continues et non fenestrées, qui forment une 

barrière restrictive alors que le foie et les reins sont formés d’une monocouche de CE discontinue et 

hautement perméable (Mehta and Malik 2006).  

La fonction de barrière endothéliale et la perméabilité vasculaire sont régies par des 

jonctions intercellulaires. Ces complexes de molécules d’adhésion transmembranaires reliées aux 

protéines cytoplasmiques ou au cytosquelette régulent l'extravasation de molécules en fonction de 

leur taille. Les molécules de moins de 3 nm, comme le glucose, l'eau et les ions, peuvent traverser les 

jonctions par la voie paracellulaire. En revanche, le transport de macromolécules de taille supérieure à 
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3 nm telles que l’albumine, les immunoglobulines G (IgG) s’effectue par voie transcellulaire (Trans 

endocytose) ou par l’intermédiaire de canaux (Sukriti et al. 2014).  

Les CE adjacentes sont reliées par trois types de jonctions intercellulaires : les jonctions d'adhérence, 

les jonctions serrées et les jonctions communicantes (figure 29).  

 

Figure 29 : Différents types de jonctions entre CE  
Adapté de Elisabetta Dejana 2004 

1. Les jonctions adhérentes  
 

Les jonctions d'adhérence assurent la stabilité des contacts entre les CE. Elles contrôlent la 

perméabilité des composants plasmatiques et la transmigration leucocytaire. Ce type de jonction est 

présent dans tous les tissus, mais il est plus abondant dans les tissus soumis à d’importantes variations 

de tensions mécaniques comme le cœur et le muscle squelettique. 

Ce type de jonction est principalement constitué de la protéine spécifique des CE :  CDH5 (E. Dejana, 

Corada, and Lampugnani 1995) (figure 29). De nombreuses protéines (caténines α, β, γ [plakoglobine], 

p120 et vinculine) sont liées au domaine cytoplasmique de la CDH5 facilitant son ancrage au 



80 
 

cytosquelette d'actine et la modulation de l'expression de gènes (Bazzoni and Dejana 2004; Weis and 

Nelson 2006). Il est proposé que la perméabilité de ces jonctions soit régulée par la phosphorylation, 

le clivage et l’internalisation de la CDH5 (Elisabetta Dejana, Orsenigo, and Lampugnani 2008).  

En outre, d’autres protéines telles que les phosphatases VE-PTP (VE-protein tyrosine 

phosphatase [PTP]) et DEP-1 (density enhanced protein tyrosine phosphatase-1) (Nottebaum et al. 

2008) et le VEGFR2 (Vascular endothelial growth factor receptor 2) (Grazia Lampugnani et al. 2003) 

interagissent avec la CDH5 afin de permettre aux jonctions la transmission de signaux intracellulaires 

intervenants dans la régulation de la migration, de la prolifération cellulaire.  

 

2. Les jonctions serrées  
 

Contrairement aux jonctions d'adhérence, les jonctions serrées contrôlent la perméabilité de 

l’endothélium aux ions et aux petites molécules (<800 daltons). Elles ne sont pas uniformément 

réparties dans le système vasculaire. En effet, la barrière endothéliale artérielle est moins perméable 

que la barrière endothéliale veineuse et présente donc plus de jonctions serrées (expression 

d’occludine 18 fois supérieure) (Kevil et al. 1998). 

Ce type de jonctions est majoritairement composé de protéines transmembranaires de la 

famille des claudines (claudine 4 et 5), des JAMs (junction-associated molecule) et des occludines. Elles 

sont reliées au cytosquelette d’actine par l’intermédiaire de protéines de la famille des zonula 

occludens (ZO-1, ZO-2 et ZO-3), des PAR-3/ASIP (Partitioning defective/atypical PKC isotype-specific 

interacting protein) et MUPP-1 (multi-PDZ domain protein 1) (Bazzoni and Dejana 2004; González-

Mariscal, Tapia, and Chamorro 2008) (figure 29). La régulation des propriétés de ce type de jonction 

est associée à un mécanisme de modifications post-traductionnelles de la claudine (González-Mariscal, 

Tapia, and Chamorro 2008). 

En plus de leur fonction de barrière sélective entre les pôles apicaux et basolatéraux, elles permettent 

de réguler la polarité cellulaire (Cereijido and Anderson 2001). 

 

3. Jonctions communicantes  
Les jonctions communicantes ou jonctions gaps sont des structures en forme de canaux reliant 

directement le cytoplasme de cellules adjacentes. Elles permettent les échanges intercellulaires d’ions 

de petites molécules hydrosolubles (< 1 kDa), d’acides aminés et de messagers secondaires (Harris 

2007) sans exposition à l’espace extracellulaire. Cette communication intercellulaire est essentielle 

pour la modulation et la synchronisation de l’environnement intracellulaire entre les cellules adjacentes 

(Ramón and Rivera 1986).  
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Structurellement, ces jonctions entre les CE sont constituées de connexine 37 (Cx37), de 

connexine 40 (Cx40), et de connexine 43 (Cx43) (Pfenniger, Chanson, and Kwak 2013; C. E. Hill et al. 

2002) possédant chacune quatre domaines transmembranaires et deux boucles extracellulaires (figure 

29). La formation d’un hexamère de connexine va former un hémicanal (connexon). L’association de 

deux connexons issus de deux cellules différentes va former ensuite la jonction gap.  

En plus de réguler la perméabilité, il est suggéré que la communication intercellulaire entre CML et/ou 

CE module les réponses vasomotrices observées le long de la paroi des artérioles en réponse aux 

changements de pression (Christ et al. 1996).  

 

c) Vasomotricité  
 

La vasomotricité fait référence aux réponses vasodilatatrices ou vasoconstrictrices de la 

circulation pour maintenir le débit sanguin. Pour une pression artérielle donnée, le débit sanguin de 

chaque organe est ajusté par des mécanismes centraux et locaux régulant le tonus des CML dans les 

petites artères terminales et les artérioles. L’endothélium vasculaire régule la vasomotricité au travers 

de la sécrétion de facteurs vasodilatateurs tels que monoxyde d'azote (NO), la prostacycline (PGI2), 

l’endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF). Outre la libération de facteurs vasodilatateurs, 

l'endothélium libère également des facteurs vasoconstricteurs tels que l’endothéline-1 (EDN1) et 

l’angiotensine II (Ang II). Ces effets locaux dépendants de l’endothélium vont avoir pour conséquence 

de réguler le débit sanguin coronaire (Lanza, Figliozzi, and Parrinello 2015).  

1. Vasodilatateurs 

a. NO 

Furchgott et collaborateurs ont identifié l’ERDF (endothelial-derived relaxing factor) comme étant 

le plus puissant vasodilatateur endothélial (Furchgott and Zawadzki 1980). Ce puissant vasodilatateur 

a ensuite été identifié comme étant du NO endogène (Palmer, Ferrige, and Moncada 1987; Fleming 

and Busse 1999). Le NO a une durée de demi-vie très courte, il est libéré de manière continue par les 

CE dans l’ensemble du réseau vasculaire (D. D. Thomas et al. 2001). Il est synthétisé à la membrane 

endothéliale par l'enzyme NOS3 ou eNOS (Nitric oxyde synthase 3) par oxydoréduction de L-arginine 

en L-citrulline et en NO (S. Moncada and Higgs 1991). La synthèse du NO est stimulée par les 

neurotransmetteurs (Acétylcholine et Norépinéphrine), les produits plaquettaires (sérotonine et ADP), 

la thrombine et les autacoïdes (bradykinine, endothéline). En outre, les stimuli les plus importants sont 

l’étirement pulsatile et des contraintes de cisaillement imposées par le flux sanguin (R. Busse and 

Fleming 2006). Le NO produit va ensuite diffuser à travers les membranes et stimuler la guanylate 

cyclase soluble. Cette stimulation augmente la concentration intracellulaire en GMPc dans les CML 

adjacentes et conduit à l’activation de la PKG (Protéine kinase G). Une fois activée, la PKG va 

phosphoryler différentes cibles intervenantes dans la recapture du Ca²+ vers le réticulum 
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sarcoplasmique ce qui entraîne la relaxation des CML et une vasodilatation (Fellner and Arendshorst 

2010).  

En plus de ses fonctions vasodilatatrices, le NO est un puissant inhibiteur de l’adhésion et agrégation 

plaquettaire (Nong et al. 1997) ainsi que de l’adhésion leucocytaire (Lefer et al. 1999). 

b. Autres agents vasodilatateurs  

 

La prostacycline (PGI2) est un autre agent vasodilatateur important dérivé de l'endothélium, dont 

la libération est stimulée par les contraintes de cisaillement et en réponse à l'acétylcholine (Okahara, 

Sun, and Kambayashi 1998). La synthèse endothéliale de PGl2 est dépendante de la disponibilité en 

acide arachidonique par la phospholipase A2 (PLA2) et de l’activité de la cyclooxygenase-1 (COX-1) dans 

les CE artérielles, veineuses et microvasculaires (Schrör 1985). Les effets de ce vasodilatateur sont 

médiés par une activation de la voie de l’AMPc (adénosine-monophosphate cyclique) dans les CML 

(Cahill and Redmond 2016).  

Le terme EDHF ne décrit pas un facteur unique, mais plutôt une variété de mécanismes qui régulent le 

potentiel membranaire des CE. L’EDHF a une action vasodilatatrice en induisant une hyperpolarisation 

des CML via l’ouverture de canaux potassiques dépendants de l’ATP (Rudi Busse et al. 2002). Ce 

mécanisme entraîne une dépolarisation et la relaxation en diminuant la concentration intracellulaire 

en potassium.  

2. Vasoconstricteurs  
 

L’endothéline 1 (EDN1) est un peptide de 21 acides aminés généré de manière continue par 

l’enzyme de conversion de l’endothéline (Brunner et al. 2006). Il s’agit du plus puissant vasoconstricteur 

connu des microvaisseaux artériels coronaires. Sa libération est stimulée majoritairement par les 

contraintes de cisaillement, mais également l'angiotensine II, les catécholamines, l'interleukine-1β, et 

l'hypoxie. L’EDN1 et le NO fonctionnent de manière interdépendante, le NO inhibant la libération 

endothéliale d’ EDN1 et l’EDN1 inhibe la vasodilatation médiée par le NO (Lüscher et al. 1990; Thorin 

and Webb 2010). Les effets de cet agent vasoconstricteur sont liés à sa double action sur les récepteurs 

ETA et ETB sur les CML (Lavallée et al. 2001).   

Les CE expriment l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA) et la dipep-tidyl carboxypeptidase qui 

convertissent l'angiotensine-1 en Ang-II physiologiquement active. L'Ang-II exerce son activité sur les 

CML en se liant aux récepteurs à l'Ang-II de type 1 (AT1). Cette interaction induit l’activation de la 

phospholipase C produisant de l’inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3) et du diacylglycerol (DAG). Ces deux 

composés produits vont ensuite provoquer la contraction des CML et donc une vasoconstriction au 

travers l’augmentation de la concentration en Ca²+ intracellulaire et la sensibilisation les myofilaments 

au Ca²+ (Kanaide et al. 2003) .  
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d) Adhésion et transport de cellules inflammatoires 
 

Les CE participent à la régulation de la réponse inflammatoire en contrôlant le passage des 

cellules inflammatoires du sang vers les tissus. En absence de stress (lésion tissulaire, inflammation) 

les CE vasculaires et les leucocytes ne sont pas adhésifs et n’interagissent pas entre eux.   

L'adhésion des leucocytes à l’endothélium nécessite une liaison initiale qui dépend 

principalement de l'expression des sélectines. En l’absence de stimulus, la sélectine P et les chimiokines 

sont contenues dans des vésicules sécrétoires spécialisées appelées corps de Weibel-Palade. En outre, 

les niveaux d'autres molécules d'adhésion régulés au niveau transcriptionnel, telles que la E-sélectine, 

VCAM1 (Vascular cell-adhesion molecule 1), ICAM1 (intercellular adhesion molecule 1) sont faibles en 

condition basale (K. Ley and Reutershan 2006). Après un stimulus inflammatoire, une cascade 

d’adhésions leucocytaires se met en place. Durant cette phase, des réarrangements structuraux sont 

observés dans les CE et les leucocytes. Les CE organisent et coordonnent la transition des leucocytes à 

travers la paroi vasculaire et leur recrutement au niveau du tissu lésé ou infecté. Ce processus a été 

décrit comme comprenant 3 étapes majeures (Klaus Ley et al. 2007; Chavakis, Choi, and Chavakis 2009) 

(figure 30) :  

– le roulement ou rolling des leucocytes à la surface des CE. Ce processus est médié par l’intermédiaire 

de la sécrétion des selectines (P et E selectines) et l’intégrine β2  

– l’activation des intégrines (CXCL8, CC-chemokine ligand 5 [CCL5], CXC-chemokine ligand 4 [CXCL4] et 

CXCL5) (Butcher 1991; von Hundelshausen et al. 2001). 

– l’adhésion médiée par les intégrines et l’expression de ICAM1 et VCAM1 par les CE. 

La transmigration ou diapédèse des leucocytes à travers la paroi veineuse est l’étape finale du 

processus de recrutement des leucocytes dans les tissus lésés et peut se réaliser de manière 

paracellulaire ou transcellulaire (Klaus Ley et al. 2007).  
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Figure 30 : Cascade d’adhésion leucocytaire 
(Klaus Ley et al. 2007). Les trois étapes initiales sont indiquées en gras : le Rolling est médié par les sélectines, l'activation est 
médiée par les chimiokines, et l'arrêt est médié par les intégrines. Des étapes supplémentaires interviennent : capture (ou 
attachement), rolling lent, renforcement et propagation de l'adhésion, rampement intravasculaire et transmigration 
paracellulaire et transcellulaire. Les molécules clés impliquées dans chaque étape sont indiquées dans des encadrés : ESAM, 
endothelial cell-selective adhesion molecule; LFA1, lymphocyte function-associated antigen 1 (αLβ2-intégrine); MAC1, 
macrophage antigen 1; MADCAM1, mucosal vascular addressin cell-adhesion molecule 1; PSGL1, P-selectin glycoprotein 
ligand 1; PECAM1, platelet/endothelial-cell adhesion molecule 1; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; VCAM1, VLA4, very late 
antigen 4 (α4β1-intégrine). 

 

e) Maintien de la fluidité sanguine  
 

1. Surface hémocompatible et thromborésistante 
 

L’endothélium vasculaire est une surface hémocompatible (figure 28) qui physiologiquement 

ne réagit pas avec les plaquettes, les leucocytes, et les autres éléments de la coagulation. Les CE 

composant l’endothélium des veines et artères sont antithrombotiques par l’intermédiaire de 

processus passifs (charge électronégative) et actifs (synthèse de molécules antithrombotiques) 

s’opposant au développement d’évènements thrombotiques anarchiques.  

À la suite d’une brèche vasculaire et de l’exposition du sous-endothélium, les CE vont interagir 

avec les plaquettes, les leucocytes et les facteurs de coagulation dans un processus d’hémostase 

physiologique. Ce processus a pour but de conduire à la création rapide d’un caillot constitué de 

plaquettes agrégées et de fibrine au niveau d’une brèche vasculaire dans le but de limiter 

l’extravasation de sang. Elle est divisée en trois étapes interdépendantes :  

– l’hémostase primaire avec la formation d’un thrombus plaquettaire (« thrombus blanc ») au niveau 

du site de lésion. 
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– la coagulation plasmatique avec l'activation d'une cascade de facteurs permet la formation d’un 

réseau de fibrine consolidant le thrombus plaquettaire. 

— la fibrinolyse permettant à la fois de limiter la formation du caillot de fibrine à la brèche et la 

dissolution de ce dernier une fois la brèche cicatrisée.  

À l’état physiologique, il s’agit d’un processus complexe, localisé, rapide, régulé par des inhibiteurs, des 

activateurs et nécessitant un équilibre entre les processus de coagulation et de fibrinolyse. Ce 

processus est étroitement régulé et contrôlé en partie par l’endothélium afin de prévenir toute 

suractivation anormale de la coagulation et d’assurer la fluidité sanguine en l’absence de toute 

pathologie (McRae 2011). En effet, les CE interviennent dans la régulation des trois étapes de 

l’hémostase. En temps normal, elles s’opposent à l’activation, à l’adhésion et à l’agrégation des 

plaquettes et régulent la coagulation plasmatique. Cependant, leur activation favorise l’adhésion des 

plaquettes en libérant des facteurs pros thrombotiques (vWF, P-selectine) et du t-PA intervenant dans 

la fibrinolyse. 

 

a. Hémostase primaire  

 

En l’absence de lésion endothéliale, les plaquettes n’interagissent pas avec les facteurs 

prothrombotiques présents dans le sous-endothélium. En revanche en présence d’une lésion, le sang 

entre en contact avec les éléments thrombogènes du sous-endothélium, initiant le processus 

d’hémostase primaire aboutissant à la formation d’un thrombus plaquettaire également appelé 

thrombus blanc. L’hémostase primaire peut être définie en deux temps : un temps vasculaire et un 

temps plaquettaire.  

i. Temps vasculaire 

 

Dans un premier temps, en réponse à la perte d’intégrité vasculaire, une vasoconstriction 

immédiate des vaisseaux de petits calibres va se mettre en place par l’intermédiaire de mécanismes 

passifs (élasticité de la paroi) et actifs (système sympathique). Durant ce temps vasculaire, une 

diminution du diamètre des petits vaisseaux, ainsi qu’un ralentissement local du débit sanguin vont 

favoriser les interactions entre les plaquettes et l’endothélium. 

ii. Temps plaquettaire  

 

Les plaquettes sont de petits fragments cytoplasmiques (1 à 3,5 µm de diamètre) 

mégacaryocytaires générés dans la moelle osseuse, qui à l’état de repos, sont de petites structures 

discoïdes. Des millions de plaquettes sont produites chaque jour et le nombre de plaquettes circulantes 

chez l’adulte se situe normalement entre 150 et 400 x 109/L. Bien qu’anucléées, les plaquettes sont 
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métaboliquement actives et interagissent avec l’environnement local par la liaison de leurs récepteurs 

glycoprotéiques de surface à des ligands spécifiques. Durant le temps plaquettaire (figure 31), il est 

nécessaire que les plaquettes subissent 3 phases : adhésion, activation et agrégation.  

Dans un premier temps, les plaquettes vont adhérer à la matrice sous-endothéliale composée 

de collagène, myofibrilles, thrombospondines, principalement par l’intermédiaire de l’interaction du 

vWF activé avec le complexe glycoprotéique GPIb-IX-V plaquettaire (Ruggeri 1999; R. K. Andrews et al. 

2003; Ruggeri and Mendolicchio 2007). Dans un second temps, les plaquettes vont s’activer et 

dégranuler (P-selectine soluble, sCD40L, β-thromboglobuline, facteur plaquettaire 4 [PF4], 

thromboxane A2[TbxA2], ADP) (Yun et al. 2016). Enfin, ces dernières vont s’agréger entre elles grâce 

au changement de conformation de la glycoprotéine GpIIb-IIIa en un récepteur à forte affinité au 

fibrinogène et la formation de ponts de fibrinogène (McRae 2011; Varga-Szabo, Pleines, and Nieswandt 

2008; Gentry, Burgess, and Wood 2008). 

En cas de lésion des petits capillaires fins, l’unique présence d'un thrombus plaquettaire peut suffire 

pour arrêter le saignement. En revanche, une lésion des vaisseaux de gros calibre nécessitera le 

renforcement du thrombus par formation du caillot de fibrine.  

 

 

Figure 31 : Schéma de l’hémostase physiologique 
Adapté de McFadyen, Schaff, and Peter 2018 .Après exposition des protéines de la matrice sous-endothéliale thrombogène, le 
vWF se déroule, exposant ainsi de multiples sites de liaison pour la glycoprotéine plaquettaire (GP)Ib-IX-V. Sous l'effet du 
cisaillement artériel, l’adhésion des plaquettes est médiée par des interactions entre la GPIb et le vWF, ce qui permet à la GPVI 
de se lier au collagène. La liaison du collagène à la GPVI entraîne l'activation des plaquettes et la libération des agonistes 
solubles, d’ADP et du thromboxane A2 (TxA2), conduisant à l'activation de la GPIIb/IIIa via la signalisation inside-out. La 
GPIIb/IIIa activée se lie au FGN et agit comme un pont pour l'agrégation des plaquettes. Le thrombus plaquettaire naissant est 
renforcé par la libération d'agonistes solubles, tels que l'ADP et le TxA2. La génération de thrombine est initiée par la libération 
du facteur tissulaire de la plaque et se produit à la surface des plaquettes fortement activées, ce qui entraîne la formation d'un 
réseau de fibrine qui stabilise le thrombus plaquettaire. 
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iii. Contrôle endothélial de l’hémostase primaire  

 

 Les CE régulent l’hémostase primaire en synthétisant et assurent le stockage du vWF dans les 

corps de Weibel-Palade où il y restera sous forme inactive jusqu’à sa libération dans le sang (Sadler 

2009). Plusieurs autres protéines sont également stockées dans ces vésicules, notamment la P-

sélectine, l'angiopoïétine-2 et dans une moindre mesure le t-PA et l’Il-8 (Fiedler et al. 2004; Bae and 

Rezaie 2010). La libération de vWF est stimulée par des agents vasoactifs (histamine, bradykinine, 

vasopressine, thrombine) qui via un mécanisme dépendant de la PKC provoquent la fusion des corps 

de Weibel-Palade à la membrane. Ensuite, des multimères de vWF dits « ultra-larges » (ULVWF) 

pouvant atteindre plusieurs millimètres de long se forment, s’alignent à la surface de l'endothélium 

lésé, et interagissent avec les plaquettes. Les CE contrôlent également majoritairement la synthèse et 

potentialisent l’activité d’ADAMTS13 (A disintegrin-like and metalloprotease with thrombospondin type 

1 repeats-13), une metalloprotéase régulant la réponse thrombotique en clivant et libérant les 

mutlimères de vWF dans le plasma (N. A. Turner et al. 2009; Vomund and Majerus 2009) (tableau 6). 

Les CE synthétisent également du NO et de la prostaglandine qui agissent en synergie en tant 

qu’inhibiteurs plaquettaires et vasodilatateurs (Radomski, Palmer, and Moncada 1990). 

Le NO synthétisé va interagir sur les CML et permettre une action vasodilatatrice. En diffusant 

et en agissant sur la guanylate cyclase plaquettaire, le NO va s’opposer à la libération de Ca²+ 

intracellulaire nécessaire à leur activation et leur agrégation (Pohl et al. 1994). 

La prostacycline ou prostaglandine E2 agit indépendamment du NO (S. Moncada, Higgs, and 

Vane 1977). La PGI2 est générée à partir de l'acide arachidonique par l'action de la cyclooxygénase 

(COX-1 et COX-2) et libérée par les CE (K. K. Wu and Liou 2005). À la surface des plaquettes, le PGI2 agit 

comme un antagoniste physiologique du TxA2, puis par une voie de signalisation AC/AMPc/PKA inhibe 

la mobilisation du Ca2+ et la libération des granules plaquettaires (S. Braune, Küpper, and Jung 2020; 

Nakamura, Kimura, and Aviv 1995). Dans les CML, elle exerce son action vasodilatatrice en inhibant la 

chaîne légère de la myosine kinase (Fetalvero, Martin, and Hwa 2007)(tableau 6).  

La surface des CE héberge des ectonucléotidases (CD39), qui empêchent le recrutement 

plaquettaire en convertissant rapidement l'ADP, en adénosine ayant également une activité 

vasodilatatrice (Deaglio and Robson 2011; Marcus et al. 1991) (tableau 6). 

Les mécanismes cités ci-dessus visent à prévenir l’activation et l’agrégation plaquettaire. Toutefois, il 

est supposé que l’activation des CE par la thrombine augmente la synthèse et l’activité de la 

métalloprotéase ADAMTS18. ADAMTS18 dégrade les agrégats en se liant au GPIIIa plaquettaire (Z. Li 

et al. 2009; 2007) (tableau 6). 
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Hémostase primaire 

 

Vasodilatation 

 

– Production de NO et de PGI2/PGE2 

 

 

 

Adhésion/activation 

plaquettaire 

– Production et libération aiguë de vWF 

– Clivage du vWF par ADAMTS13 

– Répulsion électrique par les 

héparanes sulfates chargés 

négativement 

– Réduction de l'activation plaquettaire 

par la libération de NO et de PGI2/PGE2 

– Expression d'ectonucléotidases 

 

Agrégation plaquettaire – Dégradation des agrégats par 

ADAMTS18  

 

 

Coagulation plasmatique 

– Liaison de l'antithrombine III 

 – Expression de la TM et activation de 

la protéine C 

– Expression de l’EPCR 

 – Libération de l'inhibiteur de la voie 

du facteur tissulaire (TFPI) 

– Activation aiguë de PAR-1 

 

Fibrinolyse 

– Synthèse et libération aiguë de t-PA 

– Synthèse et libération d’u-PA   

– Synthèse et libération de PAI-1 

Tableau 6 : Contrôle de l'hémostase par l'endothélium   
Adapté d’après V. W. M. van Hinsbergh 2012 

 

 

b. Coagulation plasmatique  

 

La coagulation plasmatique est réalisée en parallèle du recrutement plaquettaire et permet 

la consolidation du thrombus plaquettaire au site de lésion. La coagulation comprend la voie exogène 

ou extrinsèque initiée par facteur tissulaire (FT) et la voie intrinsèque initiée par le facteur XII (figure 

32).  
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Figure 32 : Voie intrinsèque et extrinsèque 

 

La plupart des protéines de la coagulation circulent dans le plasma sous forme de zymogènes 

inactifs, mais lorsqu’elles reçoivent le catalyseur approprié, elles sont activées en cascade pour 

produire finalement de la thrombine puis de la transformation du fibrinogène en fibrine primordiale 

pour la stabilisation du caillot. L’essentiel des réactions enzymatiques va être réalisé à la surface des 

plaquettes activées riche en phospholipides anioniques (mécanisme de « flip-flop » de la membrane 

plasmatique). Ce processus nécessite la présence calcium et va aboutir à la formation d’un dépôt de 

fibrine réticulée au sein du caillot emprisonnant des leucocytes et érythrocytes (« thrombus rouge »). 

La cascade de coagulation va faire intervenir deux types de facteurs : les précurseurs enzymatiques 

(vitamine-K dépendante et non-vitamine — k dépendant) et les co-facteurs enzymatiques. En situation 

physiologique, l’ensemble de la cascade de coagulation débute par l’intermédiaire de la voie 

extrinsèque.  

 

i. Voie extrinsèque  

 

Le facteur tissulaire (FT) est une protéine transmembranaire qui est exprimée de manière 

constitutive à la surface de la plupart des cellules non vasculaires, y compris celles situées dans le sous-

endothélium (McRae 2011). La voie intrinsèque ou dite « voie du facteur tissulaire »  débute lorsque 

le sang entre en contact avec le FT présent dans le sous-endothélium (figure 32). Le FT va ensuite se 

fixer au facteur VII (FVII), l’activer et s’associer à ce dernier pour former un complexe FT/FVIIa 
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permettant d’activer les facteurs X (FX) et le facteur IX (FIX) en facteurs Xa (FXa) et facteur IXa (FIXa). 

Suite à son activation, le FXa va se lier au facteur V non activé, pour former le complexe prothrombinase 

(FXa-V), entraînant la génération de thrombine (FIIa) à partir de prothrombine (Gentry, Burgess, and 

Wood 2008; McRae 2011; Periayah, Halim, and Mat Saad 2017). Au cours de cette première phase, le 

taux de génération de thrombine en présence de facteurs V et VIII non activés est faible (Orfeo et al. 

2004).  

La thrombine générée va ensuite être capable d’activer les facteurs V et VIII. La formation des 

complexes tenase (FIXa-FVIIIa) et prothrombinase (FXa-FVa) à partir des facteurs activés va permettre 

d’amplifier la génération de thrombine et d’activer un acteur de la voie d’amplification intrinsèque : le 

facteur XIa. 

 

ii. Contrôle par l’endothélium  

 

L’initiation de la voie extrinsèque est régulée par l’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire 

(TFPI) synthétisé par les CE. Lorsque la concentration locale en FXa est suffisante, cet inhibiteur se lie 

au complexe FT-FVIIa afin d’inhiber la génération de FXa et empêcher la poursuite de la cascade par le 

haut (Baugh, Broze, and Krishnaswamy 1998; Gentry, Burgess, and Wood 2008; McRae 2011).  

 

iii. Voie intrinsèque  

 

Cette cascade de réactions fait suite à la voie extrinsèque afin de stimuler et amplifier la 

production de thrombine, mais ne participe pas à l’initiation de la coagulation in vivo. Elle fait 

intervenir du kininogène de haut poids moléculaire (KHPM) et du facteur XII activé. Le FXIIa, à son tour 

va activer le facteur XI en facteur XIa, qui active le facteur IX en FIXa. Finalement, le facteur IXa va 

former un complexe FIXa — VIIIa permettant l’activation du facteur X (figure 32). 

La thrombine générée par ces deux voies de coagulation extrinsèques puis intrinsèques va 

ensuite permettre la « fibrino formation ». Ce mécanisme permet la conversion du fibrinogène soluble 

en monomères de fibrine insoluble par un clivage des fibrinopeptides A et B. Enfin, un réseau solide de 

fibrine réticulée est formé par la transglutaminase (Facteur XIII), elle-même activée par la thrombine 

afin qu’un thrombus stable puisse se former au site de lésion vasculaire (Gentry, Burgess, and Wood 

2008).  
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iv. Contrôle par l’endothélium 

 

L'antithrombine III (ATIII) est un puissant inhibiteur de la thrombine. Elle est liée à des 

héparanes sulfates spécifiques des protéoglycanes du glycocalyx à la surface endothéliale (Bauer and 

Rosenberg 1991). Une activité insuffisante de l'antithrombine III s'accompagne de graves complications 

thrombotiques.  

La thrombomoduline et le récepteur endothélial de la protéine C (EPCR) sont impliqués dans 

la génération de protéine C activée (aPC) anticoagulante et peuvent interrompre la cascade de la 

coagulation en clivant les facteurs Va et VIIIa. La protéine transmembranaire thrombomoduline est 

synthétisée principalement par les CE, elle est exprimée de façon ubiquitaire en réponse aux 

contraintes de cisaillement (Takada et al. 1994; Parmar et al. 2006, 2). La formation d’un complexe 

thrombine/thrombomoduline va permettre l’activation de la protéine C. La protéine C activée va 

ensuite se lier à la protéine S (PS), son cofacteur, et va inhiber les facteurs Va et VIIa. Les effets 

anticoagulants de l’aPC sont potentialisés par l’EPCR favorisant sa localisation à la surface de la CE 

(Mohan Rao, Esmon, and Pendurthi 2014) (figure 33, tableau 6).  

 

Figure 33 : Effets de la thrombine sur la régulation de l'hémostase par les cellules endothéliales  
Yau, Teoh, and Verma 2015 Abréviations : TM thrombomoduline, APC protéine C activée, ATIII antithrombine III, PAR-1 
récepteur activé par la protéase-1, EPCR récepteur endothélial de la protéine C, t-PA activateur tissulaire du plasminogène, 
vWF facteur de von Willebrand, eNOS endothéliale NO synthase, PGI2 prostacycline, PGE2 prostaglandine 
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L’endothélium régule la formation des caillots en partie par l’activation dépendante de la 

thrombine de PAR-1 (Adams et al. 2011). Son activation par la thrombine est responsable de la 

production NO et de prostacycline limitant l'activation plaquettaire et libère le t-PA fibrinolytique. 

Cependant, cette activation est essentiellement prothrombotique en favorisant la libération du vWF et 

de la P-Sélectine contenus dans les corps de Weibel-Palade (Coughlin 2000) (figure 33, tableau 6).   

 

c.  Fibrinolyse   

 

La fibrinolyse correspond à la lyse du caillot de fibrine réticulée une fois le vaisseau cicatrisé. Le 

principal composant enzymatique de ce système est la plasmine, qui, comme la thrombine, est une 

sérine protéase, mais dont la spécificité du substrat est plus large. Au cours de la phase d’initiation, 

l’activateur tissulaire du plasminogène (t-PA) (serine protéase de 70-kDa à faible activité pour le 

plasminogène en l’absence de fibrine) est libéré par les CE après leur exposition à des agents vasoactifs 

ou à la thrombine. Ensuite, le plasminogène zymogène circulant dérivé du foie est transformé en une 

protéase active, la plasmine, et la concentration en plasmine dans la zone du caillot à lyser est 

augmentée par des réactions d’amplification (Gentry, Burgess, and Wood 2008; Rijken and Lijnen 2009). 

La plasmine en tant que serine protéase va ensuite procéder au clivage des ponts peptidiques de la 

fibrine et former des produits de dégradation spécifiques nommés D-dimères. Lorsqu’elles sont 

activées par des cytokines inflammatoires, les CE peuvent également synthétiser l’activateur du 

plasminogène de type urokinase (u-PA) (V. W. van Hinsbergh et al. 1990). 

Le système fibrinolytique est régulé à la baisse par une glycoprotéine (52 kDa) de la famille des serpines 

synthétisée par de nombreux types cellulaires, dont les CE en réponse à des cytokines inflammatoires : 

l’inhibiteur de l’activateur du plasminogène de type 1 (PAI-1) (Sawdey and Loskutoff 1991; V. W. van 

Hinsbergh et al. 1988). Le PAI-1 inhibe la conversion du plasminogène en plasmine par les t-PA et u-

PA (Sillen and Declerck 2021). 

 

f) Conclusion 
 

L'incapacité des CE à remplir correctement l'une des fonctions décrite ci-dessus (barrière 

endothéliale perméable, vasomotricité, adhésion et transport de cellules inflammatoires et contrôle 

de l’hémostase) constitue ce qu’on appelle la dysfonction endothéliale. Le plus souvent, ce terme décrit 

l'incapacité des CE artérielles à produire suffisamment de NO, ce qui entraîne une vasoconstriction des 

vaisseaux. Mais il définit également la perte des fonctions anticoagulantes, l’altération de ses fonctions 

de barrière semi-perméable sélective et un recrutement et une adhérence des cellules inflammatoires 

exacerbées. 
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4) Dysfonction vasculaire et ICFEp 
 

Comme mentionné dans le chapitre B, environ 75 % des patients atteints d’ICFEP présentent 

une dysfonction microvasculaire. Toute altération des propriétés des CE vasculaires coronaires peut 

entraîner des répercussions sur le cardiomyocyte. Dans le cadre de l’ICFEp, la présence d’une 

dysfonction endothéliale et un changement du phénotype des cardiomyocytes sont observés.  

a) Altération de la fonction des cardiomyocytes par les 

CE   
 

Les CE vasculaires agissent sur l’homéostasie des cardiomyocytes par l’intermédiaire de trois 

fonctions principales (Cornuault et al. 2022)(figure 34) : 

— les CE vasculaires coronaires contribuent à l’apport en nutriments et en oxygène aux 

cardiomyocytes.  

— la production de signaux paracrines nécessaires à l'homéostasie des cardiomyocytes (NO, 

l'endothéline 1 [EDN1] et l'apeline [APLN]). 

— Le contrôle du microenvironnement cardiomyocytaire. La dysfonction endothéliale peut affecter 

indirectement la fonction des cardiomyocytes en modifiant leur microenvironnement. En particulier, le 

dysfonctionnement des CE peut favoriser la fibrose cardiaque, l'inflammation cardiaque ou l'œdème 

cardiaque par le biais d'une production accrue de signaux pro fibrotiques et pro inflammatoires ou 

d'une altération des propriétés de la barrière endothéliale. 

 

La perturbation d’une de ces trois fonctions peut entraîner une modification du phénotype des 

cardiomyocytes associé à l’IC.   
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Figure 34 : Communication cellule endothéliale — cardiomyocyte  
Adapté de Cornuault et al. 2022 

 

1. Défaut d’apport en oxygène/nutriments 
 

Un défaut d’apport en oxygène par les microvaisseaux coronaires est observé chez les patients 

atteints d’ICFEp et des facteurs de risques qui lui sont associés (van Empel et al. 2014; van de Wouw 

et al. 2020). Connaissant la forte dépendance du myocarde en oxygène, une perturbation du flux 

sanguin coronaire lié à une dysfonction endothéliale (raréfaction, perte de vasomotricité artérielle, 

thrombose) peut avoir d’importantes répercussions sur la fonction cardiomyocytaire (figure 34).  

a. Raréfaction capillaire/défaut d’angiogenèse  

 

Les capillaires assurent les échanges d’oxygène avec les cardiomyocytes, une diminution de leur 

densité pourrait avoir d’importantes répercussions sur le phénotype de ces derniers (figure 34). 

L’angiogenèse a été démontrée comme nécessaire à la croissance et à l’hypertrophie adaptative et 

physiologique des cardiomyocytes. En effet, la surexpression cardiaque du peptide régulateur de 

l'angiogenèse (PR39) et du facteur de croissance placentaire (PGF) pro angiogéniques a induit une 

hypertrophie dépendante du NO endothélial (Tirziu et al. 2007; Jaba et al. 2013). En accord avec ces 

observations, il est proposé qu’une hausse de la densité en capillaires cardiaques peut induire une 
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hypertrophie cardiomyocytaire via la Neureguline-1 (Kivelä et al. 2019). A contrario, il est mis en 

évidence qu’une perte de densité capillaire est capable d’induire une atrophie cardiaque (Giordano et 

al. 2001) et que l’inhibition des réponses pro angiogéniques de la signalisation VEGF dans un modèle 

murin de surcharge de pression a diminué l’hypertrophie, mais exacerbé l’altération de la fonction 

cardiaque (Izumiya et al. 2006).  

L'ensemble de ces données confirme le lien entre la densité en capillaire coronaire et l’hypertrophie 

des cardiomyocytes. 

b. Défaut de vasomotricité  

 

La régulation de la vasomotricité des artères et artérioles peut être modulée par l’endothélium via 

la synthèse de substances vasoactives. Il s’agit de l’un des principaux mécanismes par lequel 

l'augmentation de la demande du myocarde est compensée par des augmentations du débit sanguin 

(Feliciano and Henning 1999). Dans ce contexte, les effets d’une dysfonction endothéliale associés à un 

défaut de NO ont été étudiés. Dans un modèle murin de diabète induit par la streptozotocine (STZ), 

Cao et collaborateurs ont mis en évidence qu'une administration chronique d’un donneur de NO (1-

nitrosocyclo hexyl acetate) améliore le flux coronaire, la fonction diastolique et l’hypertrophie 

cardiomyocytaire (N. Cao et al. 2015). En revanche, les effets du NO sont multiples (agrégation 

plaquettaire, fibrose, mobilisation de cellules souches et progénitrices, inflammation) rendant difficile 

l’attribution des effets observés uniquement à son action vasodilatatrice (Gantner, LaFond, and Bonini 

2020). 

c. Thrombose   

 

La perturbation du débit sanguin coronaire et de l’oxygénation du myocarde pourrait également 

être le résultat d’une occlusion partielle ou complète des microvaisseaux (figure 34). Contrairement à 

la thrombose des gros vaisseaux déjà étudiée dans les cardiomyopathies ischémiques, seules deux 

études expérimentales ont étudié l’impact de la thrombose des microvaisseaux dans l’IC. Il a été 

démontré par Tang et collaborateurs que l’activation des neutrophiles favorise formation de 

microthrombi riches en fibrine et exacerbe l’hypoxie cardiaque, l’hypertrophie cardiomyocytaire et la 

dysfonction diastolique induites par Ang II (Tang et al. 2022). Dans un modèle de surcharge de pression 

ventriculaire gauche, l’administration de l’enzyme clivant le vWF sous forme recombinante 

(ADAMTS13 ; A disintegrin-like metalloproteinase with thrombospondin motif type 1 member 13) a 

permis d’améliorer la fonction cardiaque en diminuant le vWF associé à la surface endothéliale et la 

fibrose cardiaque (Witsch et al. 2018).  
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2. Défaut de fonction paracrine 
 

La communication paracrine des CE vers les cardiomyocytes a été associée à une modulation de 

leur activité contractile et un effet anti apoptotique en condition inflammatoire, hypoxique et 

hyperglycémique (Segers, Brutsaert, and De Keulenaer 2018; Homme et al. 2021; Y. Cao et al. 2021; W. 

Liu et al. 2022; J. Hu et al. 2018). Dans ce contexte, un défaut du sécrétome des CE pourrait modifier 

les propriétés des cardiomyocytes (figure 34). 

 

a. Libération de NO 

 

En plus de la régulation du tonus vasculaire, les effets du NO sont multiples sur la fonction 

cardiomyocytaire, mais étroitement liés à sa concentration. Le NO émet un signal en activant la sGC 

(guanylate cyclase soluble) qui produit du GMPc (Guanosine monophosphate cyclique). Des niveaux 

élevés de NO et de GMPc activent la PRKG1, tandis que des niveaux faibles de GMPc inhibent la 

phosphodiestérase 3, ce qui entraîne une augmentation des niveaux d'AMPc (adénosine-

monophosphate cyclique) et l'activation de la protéine kinase activée par l'AMPc (PRKA).  

Il est proposé qu’un effet inotrope positif à faible concentration favorise l’ouverture des canaux 

calciques voltages dépendant du sarcolemme et la libération de Ca²+ par les RyR2 (Cotton et al. 2001; 

Rastaldo et al. 2007). En revanche, à forte concentration les effets du NO sont inotrope négatifs 

(Rastaldo et al. 2007). Ils diminuent l’ouverture des canaux calciques voltages dépendants et inhibent 

la synthèse de l'ATP mitochondriale (Kojda and Kottenberg 1999). Plusieurs autres isoformes que la 

NOS3 sont présentes dans d'autres types cellulaires du cœur, notamment la NOS neuronale (NOS1) et 

la NOS inductible (NOS2). Il est suggéré que les NOS3 et NOS1 produisent de faibles niveaux de NO, 

tandis que la NOS2 produit des niveaux élevés de NO (Rastaldo et al. 2007).  

Le NO régule le métabolisme de l’oxygène en agissant sur la cytochrome oxydase 

mitochondriale (Trochu et al. 2000; Seddon, Shah, and Casadei 2007). En plus de cette fonction, il a été 

associé à une modulation de la fréquence cardiaque (Tsutsui et al. 2015), de la croissance et de la 

rigidité des cardiomyocytes (Rastaldo et al. 2007; Pilz and Casteel 2003). Par ailleurs, le NO peut 

favoriser la S-nitrosylation du RyR2, mais aussi les composants de signalisation des récepteurs couplés 

aux protéines G (GPCR) du myocarde (GPCR kinases [GRK] et les β-arrestines) (Kayki-Mutlu et Koch, 

2021).  

En revanche, les résultats des différentes études s'intéressant au rôle d’une dysfonction du NO dans 

la dysfonction diastolique sont controversés. Paulus et collaborateurs ont suggéré dans leur 

paradigme qu’un défaut de la voie du NO/GCs/GMPc dans les microvaisseaux coronaires était un acteur 

du développement de la dysfonction diastolique (Walter J. Paulus and Tschöpe 2013). Cependant, bien 

qu’il ait été mis en évidence dans 2 études que les souris déficientes en NOS3 présentent une 
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dysfonction diastolique (Vignon-Zellweger et al. 2011; 2014), d’autres études n’ont pas permis de 

confirmer ces résultats (Tsutsui et al. 2015; Ebner et al. 2017). En outre, les thérapies ciblant cette voie 

de signalisation ont été jusqu’à présent un échec (Borlaug et al. 2018; Redfield et al. 2015). 

 

b. Libération d’autres médiateurs  

 

L’Endothéline-1 (EDN1), la Neureguline-1 (NRG-1) et l’Apeline (APLN) sont proposés comme 

agissant de manière paracrine sur les cardiomyocytes et pouvant modifier leur phénotype 

(hypertrophie, inotropisme). Cependant, les données concernant une origine endothéliale des effets 

de ces trois molécules sont controversées.  

Il a été mis en évidence que l’EDN1 en plus de ses effets vasoconstricteurs peut moduler 

l’hypertrophie (Hasegawa et al. 1996; Shubeita et al. 1990; Ito et al. 1991), la contractilité (J. R. Hu, Von 

Harsdorf, and Lang 1988) et le chronotropisme des cardiomyocytes (Concas et al. 1989). En outre, 

plusieurs études montrent une augmentation d’EDN1 chez les patients atteints d’ICFEp (Mohammed 

et al. 2015; Bevan et al. 2021). Cependant, la synthèse de l’EDN1 est également réalisée par le 

cardiomyocyte (Giaid et al. 1995) et serait responsable des effets hypertrophiques (S et al. 2014; Shohet 

et al. 2004).  

Les taux circulants de NRG-1 sont diminués entre les patients atteints d’ICFEp par rapport aux 

individus sains (Hage et al. 2020). Il a été démontré, dans différents modèles murins d’IC, que la NRG-

1 sécrétée par les CE vasculaires et endocardiques pouvait permettre de favoriser la survie et 

l’hypertrophie des cardiomyocytes (Y. Y. Zhao et al. 1998; Xifu Liu et al. 2006). Ces effets sur le 

cardiomyocyte étaient proposés comme dépendant des récepteurs Erb-B2 Tyrosine Kinase 2 (ERBB2) 

et Erb-B2 Tyrosine Kinase 4 (ERBB4). En revanche, des études plus récentes de délétion d'ERBB2 dans 

les cardiomyocytes (Ozcelik et al. 2002) et d'ERBB4 dans les CE (Dugaucquier et al. 2020) suggèrent que 

les effets cardiomyocytaires seraient plutôt liés à une signalisation autocrine dans les CE. 

L’Apeline (APLN) est un important régulateur paracrine de la physiopathologie cardiovasculaire 

et agit en se liant à son récepteur GPCR, l'Apeline (APLNR). Elle est sécrétée par les CE vasculaires et 

endocardiques et agit sur les CML et les cardiomyocytes (Kleinz, Skepper, and Davenport 2005). Il a été 

démontré des effets bénéfiques de l’APLN sur l’inotropisme (augmentation de la sensibilité des 

myofilaments au Ca²+) (Szokodi et al. 2002; Farkasfalvi et al. 2007) et l’hypertrophie des cardiomyocytes 

(Scimia et al. 2012a). En revanche, les KO constitutifs (Scimia et al. 2012b) et spécifiques des 

cardiomyocytes (Parikh et al. 2018) ont eu des effets opposés à ces résultats et ont permis de protéger 

la survenue de l’hypertrophie. Il est proposé que ces effets sont liés à l’activation de l’APLNR 

cardiomyocytaire en réponse à l'étirement mécanique, puisque l’hypertrophie est exacerbée après un 

KO endothélial spécifique de ce récepteur (Parikh et al. 2018).  
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Les conclusions obtenues des études précédentes remettent en cause un défaut de signalisation 

paracrine de la CE vers le cardiomyocyte. Les effets du NO et des trois molécules sur le phénotype du 

cardiomyocyte semblent être plutôt liés à une signalisation autocrine sur la CE elle-même (APLN et 

EDN-1) ou de leurs effets autocrines sur le cardiomyocyte (NRG-1 et NO).  

c. Signalisation Redox  

 

Alors que de nombreuses études se sont concentrées sur la signalisation redox dans les 

cardiomyocytes (Burgoyne et al. 2012) ou dans les CE (Alom-Ruiz, Anilkumar, and Shah 2008), des 

preuves suggèrent qu’une communication redox entre ces types de cellules dans le cœur est également 

importante en modulant de nombreux processus. En outre, les ERO (espèces réactives de l’oxygène) 

peuvent promouvoir l’hypertrophie des cardiomyocytes (Dubois-Deruy et al. 2020). Alors qu'il est 

suggéré que les ERO sont principalement produites par les cardiomyocytes dans le cadre de l'ICFEr, 

elles peuvent être produites par les CE dans le cadre de l'ICFEp (Münzel et al. 2015). 

La production d’ERO survient majoritairement après une suractivation des enzymes pro 

oxydantes NADPH oxydase (NOX), Xanthine oxydase, et un découplage de la eNOS (Min Zhang et al. 

2013; Nishino et al. 2008; Carnicer et al. 2013). Les ERO impliquées dans la signalisation redox 

comprennent l'anion superoxyde (O2
— ), l'hydroxyle (OH) et le peroxyde d'hydrogène (H2O2), et le 

peroxynitrite (ONOO —). Dans le cœur, les ERO peuvent activer la CAMKII, ce qui entraîne un couplage 

excitation-contraction. En outre, ils peuvent promouvoir l’hypertrophie des cardiomyocytes (Dubois-

Deruy et al. 2020).  

La NOS3 en produisant le NO est une enzyme essentielle au tonus vasculaire. Le découplage de 

NOS3 survient à la suite d’une disponibilité insuffisante de substrat (L-arginine), de 

tétrahydrobioptérine (BH4). La carence en l'un de ces composants induit un déplacement des électrons 

vers le dioxygène (O2) et la production de superoxyde au détriment du NO. En outre, les faibles niveaux 

de NO vont agir avec le superoxyde pour former du peroxynitrite. Il semblerait que la majorité des 

espèces réactives de l’oxygène soient produites par les NOS1 et NOS2. Cependant, il a été démontré 

que le découplage de la NOS3 et la génération d’ERO contribuent à l’hypertrophie après constriction 

aortique transversale chronique (Takimoto et al. 2005) et dans la cardiomyopathie dilatée (Mollnau et 

al. 2005). Enfin, la production de peroxyde d'hydrogène dans le myocarde peut moduler à la fois 

l'activité de la NOS3 et l'inotropisme (Sartoretto et al. 2011).  

Une augmentation de l'activité et de l'expression de la xanthine oxydase génératrice de 

superoxyde et de peroxyde d’hydrogène était décrite dans le myocarde (CE coronaires et 

cardiomyocytes) et l'inhibition de la xanthine oxydase semble améliorer le dysfonctionnement 

endothélial coronaire et la contractilité myocardique chez les patients souffrant d'IC (Baldus et al. 

2006).  

Les protéines NOX, sont l'une des sources majeures d’ERO dans le système cardiovasculaire. Ce 

sont les seules enzymes dont le but premier est la génération d’ERO de manière hautement régulée et 



99 
 

spatialement restreinte en tant que médiateurs de signalisation. Les isoformes NOX2 et NOX4 

prédominent dans les cardiomyocytes et les CE. Elles présentent des différences distinctes en ce qui 

concerne leur structure, leur activation, leur fonction, leur localisation intracellulaire et le type d’ERO 

généré (Lambeth 2004). La NOX2 est principalement activée par des médiateurs inflammatoires (Ang 

II, ET-1, hyperglycémie, TNFα) et forces mécaniques et génère du superoxyde. Il a été mis en évidence 

par Murdoch et collaborateurs qu'une surexpression de la NOX2 endothéliale était capable d’exacerber 

la dysfonction diastolique induite par l’Ang II (perte de compliance du VG et augmentation de pression 

télédiastolique) en augmentant la fibrose et l’inflammation (Murdoch et al. 2014). En revanche, la 

NOX4 est active de manière constitutive et génère du peroxyde d’hydrogène (Takac et al. 2011) qui 

contrairement au superoxyde peut augmenter l’activité de la NOS3 (Boulden et al. 2006). La 

surexpression endothéliale de NOX4 augmente le débit cardiaque à la fois dans des conditions 

physiologiques et sous perfusion d'Ang II  (Minshu Wang et al. 2021).  

3. Modification du microenvironnement cardio-

myocytaire  
 

La perte des fonctions de la CE peut entraîner une modification du microenvironnement des 

cardiomyocytes par l’intermédiaire d’un œdème, d’une fibrose et/ou d’une inflammation (figure 34). 

a. Perméabilité et œdème  

 

L'homéostasie du liquide myocardique est déterminée par l'équilibre entre le taux de filtration 

du liquide par les capillaires coronaire vers l'interstitium et le taux d'élimination lymphatique du 

liquide de l'interstitium (Dongaonkar et al. 2010). La perte de fonction de barrière semi-perméable 

sélective des CE vasculaires capillaires peut entraîner la formation d’un œdème perturbant les contacts 

cellule-cellule, l'élasticité de la paroi cardiaque et/ou comprimer les capillaires cardiaques (figure 34). 

L’accumulation de liquide (2 %) et l’augmentation de la pression interstitielle cardiaque peuvent induire 

un raidissement de la paroi cardiaque et nuire à la relaxation cardiaque (Pogátsa, Dubecz, and Gábor 

1976). En outre, elle altère le métabolisme aérobie en augmentant la distance de diffusion de l'oxygène 

entre les capillaires et les myocytes (Rubboli, Sobotka, and Euler 1994) alors que les besoins 

énergétiques sont accrus en présence d’œdème (Kahles et al. 1982). La perte d’efficience énergétique 

du myocarde a également des conséquences néfastes sur la contractilité et la relaxation (Vasques-

Nóvoa et al. 2022). Dans un modèle murin surexprimant l’ubiquitine PDZRN3 (PDZ Domain Containing 

Ring Finger 3) dans les CE, la seule présence d’une perméabilité microvasculaire et d’un œdème 

cardiaque liée à une déstabilisation des jonctions serrées a été suffisante afin d’induire une dysfonction 

diastolique (Abelanet et al. 2022b). L’œdème myocardique est retrouvé dans plus de la moitié des 

patients atteints d’ICFEP (Fischer et al. 2022). 

  



100 
 

b. Fibrose  

 

Les CE peuvent accroitre la rigidité myocardique en stimulant l’activation des fibroblastes en 

myofibroblastes et en favorisant l'accumulation pathologique de MEC (figure 34).  

Les CE sécrètent des facteurs profibrotiques tels TGFβ1, le CTGF (connective tissue growth 

factor) et l'EDN1 (X. Sun et al. 2020). Dans ce contexte, Zhang et collaborateurs ont mis en évidence 

qu’en condition d’IC hyperglycémique les exosomes dérivés de CE microvasculaires cardiaques 

favorisaient l’activation des fibroblastes par l’intermédiaire de TGF-β1 (Yan Zhang et al. 2021). Ces 

résultats sont en accord avec ceux de Widyantoro et collaborateurs dans lesquels le KO spécifique 

d’EDN1 dans les CE a permis de prévenir l’expression de TGF-β1, et la fibrose dans un modèle murin de 

diabète (Widyantoro et al. 2010).  

Il est également proposé que les CE participent aux processus de fibrose au travers la transition 

endothélio-mésenchymateuse (EndoMT). Cette dernière peut être induite par de nombreux facteurs, 

dont le TGFβ1, l'EDN1, l'hypoxie et la perturbation du flux sanguin (X. Sun et al. 2020).  

c. Inflammation  

 

  La dysfonction endothéliale et plus particulièrement la présence d’un endothélium 

proadhésif est capable d’induire des répercussions sur le phénotype des cardiomyocytes à différents 

niveaux, notamment par la sécrétion de médiateurs inflammatoires dans le microenvironnement par 

les CE (Nilsen et al. 1998) et les leucocytes infiltrés (figure 34).   

 

En effet, il a été démontré dans des modèles murins d’IC par constriction aortique que la perte d’ICAM-

1 (Salvador et al. 2016) et du TCRα (T cell receptor α) (Nevers et al. 2015) ont permis de diminuer le 

recrutement et l’infiltration leucocytaire cardiaque et d’améliorer les fonctions diastoliques et 

systoliques.  

En outre, les macrophages infiltrés et les neutrophiles, au travers de la sécrétion d’IL-10 et la formation 

de Neutrophil extracellular Traps (NETs), favorisent le développement d’une dysfonction diastolique 

dans un modèle murin d'hypertension SAUNA (uninéphrectomie, aldostérone, eau salée) (Hulsmans et 

al. 2018; N. Zhang et al. 2022; Xin-Lin Zhang et al. 2022). Enfin, dans un modèle de souris diabétiques 

et obèses Lerpdb/db, il a été démontré que la libération d’histamine par les mastocytes participe 

également au développement de la dysfonction diastolique (Guimbal et al. 2021). 

L’augmentation de l’IL-6 a été associée au développement (Chia et al. 2021) et au mauvais pronostic de 

l’ICFEp (Mooney et al. 2023). Le KO de l’IL-6 dans un modèle murin a permis d’atténuer le remodelage 

hypertrophique et fibrotique du VG induit par surcharge de pression (L. Zhao et al. 2016) et Ang II (G. 

E. González et al. 2015). Il est proposé que l’hypertrophie est induite par les effets de l’IL-6 sécrété par 

les CE sur la voie de signalisation RAS/ERK (Yin et al. 2017). Une exposition prolongée à l'IL-6 diminue 
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la contractilité cardiaque par le biais d'une synthèse de novo accrue et d'une activation de l'iNOS 

(NOS2) indépendante du Ca2+ et dépendante de la voie JAK2/STAT3 des cardiomyocytes (X. Yu, 

Kennedy, and Liu 2003).  

En plus de l’IL-6, des taux accrus en TNFα, Il-1β et IL-18 sont observés chez les patients atteints d’IC 

(Mann 2002). Dans un modèle murin de constriction de l’aorte descendante, la déplétion de TNFα a 

atténué l'apoptose cardiaque, l'hypertrophie cardiomyocytaire, la réponse inflammatoire et la fibrose 

(M. Sun et al. 2007). In vitro (Harada et al. 1999) et in vivo (Isoda et al. 2001), il a été démontré un effet 

des cytokines IL-1 sur l’hypertrophie et un effet sur la contractilité des cardiomyocytes (Panas et al. 

1998) similaire à celui observé pour l’IL-6.  

Enfin, in vivo et in vitro, l’exposition chronique à l’IL-18 a un effet pro-hypertrophique et inotrope 

négatif délétère sur la fonction diastolique (augmentation de la pression télédiastolique) (Woldbaek et 

al. 2005). Il a été démontré in vivo dans des modèles d’IC par surcharge de pression que l’Il-8 provoque 

un remodelage fibrotique délétère pour la fonction diastolique en augmentant l’expression 

d’ostéopontine des fibroblastes (Q. Yu et al. 2009). 

Ces médiateurs pro-inflammatoires peuvent être produits par les cellules immunitaires, mais 

aussi par d'autres types de cellules, y compris les CE. Il semble donc difficile de relier leurs effets sur 

le phénotype des cardiomyocytes (contractilité, apoptose, hypertrophie) et le microenvironnement 

(inflammation, fibrose) à un type cellulaire particulier. 

 

d. Conclusion  

Les CE vasculaires pourraient assurer l’homéostasie des cardiomyocytes adjacents par 

l’intermédiaire de leur fonction de barrière endothéliale, leur fonction paracrine et le contrôle du 

microenvironnement inflammatoire et fibrotique. La perturbation d’une de ces fonctions pourrait 

conduire à une rupture de l’homéostasie des cardiomyocytes adjacents et être responsable de la 

survenue d’une hypertrophie ou d’un défaut de contractilité et de relaxation (figure 35). En revanche, 

cette association et le rôle des CE sur les cardiomyocytes n’ont pas encore été démontrés dans l’ICFEp. 

De plus, les effets de certains médiateurs paracrines sur les cardiomyocytes sont controversés dans les 

études. Le ciblage de la voie du NO endothélial semblait être une cible thérapeutique prometteuse. 

Cependant, certaines études précliniques ont été incapables de relier un défaut endothélial avec une 

modification du phénotype des cardiomyocytes et les essais cliniques visant à améliorer la 

biodisponibilité du NO ont jusqu’à présent été un échec chez les patients (Borlaug et al. 2018; Redfield 

et al. 2015). À ce jour, aucun lien n'a été encore formellement établi entre la dysfonction endothéliale 

microvasculaire et la dysfonction diastolique.  
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Figure 35 : Mécanismes expliquant le lien entre la dysfonction endothéliale et la modification du phénotype des 
cardiomyocytes 
(Cornuault et al. 2022) 

 

b) Preuves expérimentales du rôle de la dysfonction 

endothéliale dans la survenue de la dysfonction 

diastolique  
 

Comme nous l’avons vu précédemment, il n’existe encore aucune preuveétablissant l’implication 

de la dysfonction endothéliale dans l’ICFEp. Dans cette optique, plusieurs études précliniques (tableau 

7) ont cherché à évaluer les conséquences d’une modification des propriétés des CE sur le phénotype 

des cardiomyocytes et la fonction diastolique. Nous allons nous intéresser plus particulièrement aux 

délétions de la sirtuine 3 et 1, et aux surexpressions du récepteur adrénergique bêta-3 (ADRB3) et de 

l’ubiquitine ligase PDZRN3 dans les CE, associées à une altération de la fonction diastolique. 
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Modèle Promoteur 
Age/sexe des 

souris 
Mécanisme 

Propriétés 

cardiaques 

modifiées 

Sirt3 ECKO 

 

(X. He et al. 2017) 
 

 

CDH5 

12 mois  

Souris ♂ 

↘ Densité capillaire   

↘ Glycolyse  

↗ ROS  

↘ CFR 

↗ IVRT 

↗ MPI  

Sirt3 ECKO 

 

(Zeng, He, and 

Chen 2020) 

 

CDH5 

10 semaines 

Souris ♀ 

 
↘ E'/A » 

↗ IVRT 

↗ MPI 

Sirt1 ECKO 

 

(Maizel et al. 

2014a) 

 

Tie2f 

30 à 40 

semaines 

Souris ♂ et ♀  

↘ Densité capillaire  

↔ HIF1A 

↔ Fibrose  

↗ IVRT 

↗ MPI  

↘ ATP2A2 

 

CE Tg (ADRB3) 

 

(Dhot et al. 2020) 

 

ICAM-2 

45 semaines 

Rats ♂ 

↗ ROS (O2
— ) 

↗ NO 

↘ NOS3 

↗ NOS1 & NOS2 

↗ E/A  

↗ Dilatation 

auriculaire gauche  

↗ EDP 

 ↘ Contractilité (sous 

stress)  

 

CE Tg (PDZRN3) 

(Abelanet et al. 

2022) 

 

CDH5 

12 semaines 

Souris ♂ et ♀  

(8 semaines 

post-

tamoxifène)  

↗ Perméabilité 

↔ Densité capillaire 

↔ inflammation 

↔ Fibrose 

↗EDP 

↗ Peptides 

natriurétiques  

↗ dP/dt min 

Tableau 7 : Modèles rongeurs avec cellules endothéliales modifiées induisant une dysfonction diastolique  

Les sirtuines 1 (SIRT1) et 3 (SIRT3) appartiennent à la famille d'enzymes dépendantes de la 

nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) qui catalysent la désacétylation des résidus lysine histones 

et non-histones (Potente and Dimmeler 2008). La SIRT1 est principalement nucléaire et désacétyle de 

nombreux facteurs de transcription qui contrôlent le métabolisme oxydatif ou glycolytique des 

CE (Rodgers et al. 2005). La SIRT1 a également été rapporté comme pouvant moduler le stress oxydant 

et le tonus vasculaire et l’angiogenèse. La SIRT3 quant à elle est mitochondriale et joue un rôle 

important dans l'homéostasie énergétique et le stress oxydant (X. He, Zeng, and Chen 2019). Ces 

enzymes présentent un intérêt particulier d’un point de vue clinique puisque leur expression est 

diminuée chez les patients atteints d’ICFEp (Carbone et al. 2023; Conti et al. 2020). 

  Il a été démontré qu’une perte d’expression endothéliale des SIRT1 et SIRT3 est capable 

d’induire la survenue d’une dysfonction diastolique (augmentation de l'IVRT et/ou le rapport 
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E/e »)(Maizel et al. 2014b; X. He et al. 2017) (tableau 7). Cette dysfonction cardiaque s’explique au 

niveau des cardiomyocytes par une diminution de la SERCA2a chez les souris Sirt1ECKO. Une diminution 

de la densité des capillaires cardiaques et de la réserve coronaire sont observées dans les deux modèles 

(Sirt3ECKO et Sirt1ECKO) et une fibrose périvasculaire est observée seulement chez les Sirt3ECKO. Dans les 

CE de ces dernières, l’activité glycolytique est altérée et la production de ROS est accrue pouvant 

contribuer à altérer le phénotype cardiomyocytaire. Il semble qu’il existe un dimorphisme sexuel dans 

ce modèle puisque contrairement aux mâles, les souris Sirt3ECKO femelles développent un phénotype 

plus grave et une hypertrophie (Zeng, He, and Chen 2020).  

La production de NO endothélial est principalement due à l'activation Gαi-NO-cGMP et cette 

voie est couplée à l'expression et à l'activité des récepteurs β3-adrénergiques (ADRB3) (Gauthier et al. 

1998). Dans cette optique, Dhot et collaborateurs ont surexprimé ADRB3 dans les CE de rats (Dhot et 

al. 2020). Les rats âgés de 45 semaines ont une dysfonction diastolique (augmentation de pression 

télédiastolique et E/A) (tableau 7). La perturbation du phénotype des cardiomyocytes dans ce modèle 

est liée à une augmentation de la fibrose modifiant le microenvironnement et à l’augmentation des 

ROS. Contrairement aux souris Sirt3ECKO, seuls les mâles surexprimant ADRB3 ont développé une 

dysfonction diastolique dans ce modèle.  

Il s’agit d’une cible potentiellement intéressante car un agoniste sélectif des adrénorécepteurs β3 

adrénergiques (Mirabegron) a montré des effets bénéfiques dans un sous-groupe de patients atteints 

d’ICFEp avec hypertension pulmonaire (García-Álvarez et al. 2023). 

L’E3 ubiquitine ligase, PDZRN3 (ubiquitine ligase PDZ Domain Containing Ring Finger 3), favorise 

la voie non canonique de Wnt dans les CE (Sewduth et al. 2014) et régule la stabilisation des jonctions 

serrées (Sewduth et al. 2017). En revanche, les souris surexprimant PDZRN3 développent une 

dysfonction diastolique (augmentation de pression télédiastolique et du dP/dt min) et une 

augmentation des niveaux de peptides natriurétiques (tableau 7). Dans ce modèle la modification du 

phénotype des cardiomyocytes est liée à une perméabilité microvasculaire accrue et un œdème 

cardiaque. En revanche, aucune une inflammation, fibrose ou une hypertrophie cardiaque n’est 

observée (Abelanet et al. 2022b).  

D’après les données précédentes, la perte de certaines propriétés spécifiques aux CE est 

capable de modifier le phénotype des cardiomyocytes par l’intermédiaire d’une modification du micro-

environnement (fibrose, perméabilité, inflammation) et de la fonction paracrine (stress oxydant) pour 

induire une dysfonction diastolique. Enfin, il a été démontré qu’une modification des propriétés des CE 

la perte de Forkhead box transcription factor P1 (Foxp1) ou la surexpression de NOX2 exacerbe la 

dysfonction diastolique induite par l'Ang II (augmentation de E/e' ou diminution du volume diastolique 

final, augmentation de la pression télédiastolique) (J. Liu et al. 2019; Murdoch et al. 2014). La 

surexpression de la NOX2 a entraîné des répercussions sur les cardiomyocytes en modifiant leur 

microenvironnement par l’augmentation de l’infiltrat leucocytaire et de la fibrose. Les effets de la perte 

de Foxp1 sont liés à une raréfaction capillaire favorisant une hypoxie.  
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Ainsi, la modification des propriétés des CE a permis expérimentalement de confirmer comme 

suggéré par Paulus un lien entre dysfonction endothéliale microvasculaire et dysfonction diastolique. 

Certains des gènes utilisés afin de modifier les propriétés des CE et induire une dysfonction diastolique, 

sont également modulés de la même manière chez les patients atteints d’ICFEp tels que NOX2 

(Franssen et al. 2016a) et SIRT1 (Carbone et al. 2023). En revanche, selon les modèles, expérimentaux 

les effets rapportés comme pouvant être responsable de l’atteinte cardiaque sont différents et l’étude 

de la fonction du cardiomyocyte et des microvaisseaux n’est pas toujours réalisée. Il semble nécessaire 

de prendre en compte les limites des modèles de dysfonction endothéliale pour identifier le rôle exact 

des CE et de la dysfonction microvasculaire dans la physiopathologie de l’ICFEp. 

5) Associations entre thrombose et facteurs de risque de 

l’ICFEp  
Des données suggèrent que les différents facteurs de risques associés à l’ICFEp et à la dysfonction 

endothéliale peuvent présenter un phénotype pro thrombotique. Ces associations sont faites entre les 

vaisseaux de différents calibres et ne se concentrent pas nécessairement sur la microcirculation 

coronaire. Ce phénotype pro thrombotique en fonction des différents facteurs risques est associé à une 

perte de contrôle de l’hémostasie par l’endothélium, une hyperactivation plaquettaire et une 

augmentation de la coagulation plasmatique.  

Classiquement, on distingue deux types de thromboses : les thromboses veineuses et artérielles. Les 

causes de ces deux types de thrombose sont différentes, du fait des mécanismes les déclenchant, de 

leur localisation et des facteurs de risques (figure 36). 

— La physiopathologie de la thrombose artérielle repose principalement sur les interactions 

plaquettes-paroi vasculaires, avec un rôle majeur des lésions pariétales induites par l’athérome et le 

vieillissement vasculaire et les caillots sont pauvres en fibrine et riches en plaquettes. Les principaux 

facteurs de risques liés à ce type de thrombose sont l’HTA, le DT2, le tabac, la FA et 

l’hypercholestérolémie (Previtali et al. 2011; K. A. Tanaka, Key, and Levy 2009). Les complications 

induites par le développement d’un thrombus artériel sont l’infarctus du myocarde, l’AVC et l’embolie 

(Reiner, Siscovick, and Rosendaal 2001). 

— La thrombose veineuse est une maladie multifactorielle dans laquelle une altération de la triade de 

Virchow telle qu’une stase, une activation endothéliale et une hypercoagulation intervient. Les caillots 

sont majoritairement riches en fibrine et pauvres en plaquettes. Les principaux facteurs de risques 

prédisposant à cette condition sont l’obésité, le DT2, le tabagisme et l’âge (Previtali et al. 2011; K. A. 

Tanaka, Key, and Levy 2009). Les deux complications majeures survenant à la suite d’une thrombose 

veineuse sont la thrombose veineuse profonde et l’embolie pulmonaire.  
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Figure 36 : Facteurs de risques aux thromboses veineuses et artérielles  
Adapté de S. S. Anand 2017 
 

Les thromboses veineuses et artérielles partagent des facteurs de risques communs entre elles (HTA, 

diabète, l’obésité, FA et vieillissement) et avec l’ICFEp (S. S. Anand 2017) (figure 36). Il existe dans la 

littérature quelques preuves associant un phénotype pro thrombotique aux principaux facteurs risques 

de l’ICFEp (tableau 8). 

 

Facteurs 

de risque 

de l’ICFEp 

 

Modulation de 

l’hémostase 

primaire et de 

la coagulation 

 

Modulation de la 

fibrinolyse 

 

Modulation de 

l’activation 

plaquettaire 

 

Autre 

 

DT2 

 

↗ FGN  

↗ vWF 

 

↗ FT 

↗ FVII 

 

 

 

 

↗ PAI-1 

Glycation du FGN  

 

 

↗ MDPs 

↗ Prothrombine 

↗ Thrombine 

↗ sCD40L 

 

 

 

↗ Agrégation 

plaquettaire 

↗ FT monocytaire 

 

Obésité 

↗ FGN  

↗ vWF 

 

↗ FT 

↗ FVII 
 

 

↗ PAI-1 

adipocytaire 

Anomalie t-PA 

 

↗ MDPs 

↗ sCD40L 

 

Dysfonction 

plaquettaire NO 

dépendante  
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HTA 

 

 

 

↗ vWF 

 

 

↗ PAI-1 (AT1 

dépendante)  

 

 

 

↗ CD62P 

↗ CD63 

↗ PAC-1 

↗ Annexine V 

↗ TbxA2 

 

 

NC 

 

FA 

 

↗ FVIII:C 

↗ FGN  

↗ vWF 

 

↘ TFPI 

↘ 

Thrombomoduli

ne 

 

 

↗ D-dimères 

↗ PAI-1  

 

↗ PF4 

↗ sCD40L 

↗ P-sélectine 

↗ β-TG 

↗ Prothrombine  

 

NC 

Age 

↗ FGN 

↗ vWF 

 

↗ FVII 

↗ FVIII 

↗ FIX 

↗ FXII 

expression & ↘ 

activité  

↗ FXIII 

↗ TAT 

 

 

 

↗ PAI-1 

↗ Fibrine 

↗ D-dimères 

↗ TAFI (femmes) 

 

 

 

 

↗ Prothrombine 

↗ PF4 

↗ β-TG 

 

 

Dysfonction 

plaquettaire NO 

dépendante 

 

 

↗ Agrégats 

monocytes-

plaquettes  

Tableau 8 : Modulation de l'hémostase dans les facteurs de risque associés à l'ICFEp 
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a) HTA  
 

 L’hypertension artérielle systolique a été associée à un risque important d’AVC et de 

thromboembolie veineuse (Davis et al. 1998; Perry et al. 2000; Holst, Jensen, and Prescott 2010), puis 

nuancée par la suite (Mahmoodi et al. 2017; Wattanakit et al. 2012; MacDonald et al. 2021). Dans l’HTA, 

il est proposé que l’interaction des systèmes rénine-angiotensine et kallikréine-kinine (voie intrinsèque 

de coagulation plasmatique) est responsable d’événements thrombotiques (Poli et al. 2000) (tableau 

8). 

1. Modulation de l’hémostase primaire   
 

 Des taux élevés en vWF ont été associés au pronostic évolutif des maladies cardiovasculaires 

chez les patients avec HTA (Blann and Waite 1996). Cependant, cette association n’est pas toujours 

retrouvée, ce qui peut en partie être expliqué par de plus faibles valeurs de pressions artérielles 

systoliques dans certaines cohortes (G. Y. H. Lip and Blann 2000; Poli et al. 2000).  

Les patients hypertendus présentent également des niveaux élevés en marqueurs d’activation 

plaquettaire (CD62P, CD63, PAC-1, annexine V, thromboxane A2) (Nomura, Kanazawa, and Fukuhara 

2002; P. J. Levy et al. 2000; P. Li, Ferrario, and Brosnihan 1998).   

2. Modulation de la coagulation plasmatique  
 

L’expression du FT est augmentée dans le cadre d’une HTA et elle est diminuée par un 

traitement antihypertenseur (Felmeden et al. 2003; Alessandro Celi et al. 2010). 

 

3. Modulation de la fibrinolyse  
 

Chez les patients hypertendus, une augmentation de la synthèse endothéliale de PAI-1 induite par 

les effets de l’Ang II sur le récepteur AT1 est observée (Jansson et al. 1991; Dielis et al. 2005; P. Li, 

Ferrario, and Brosnihan 1998; G. Y. H. Lip and Blann 2000) et associée au pronostic des évènements 

cardiovasculaires (Poli et al. 2000). Il a été démontré qu’un inhibiteur de l’enzyme de conversion de 

l’angiotensine diminue l’activité et la synthèse de cet inhibiteur du plasminogène (Vaughan et al. 2017), 

et favorise la libération endothéliale de t-PA (Pretorius et al. 2003). 
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b) Le diabète de type 2  
 

Les patients atteints de DT2 ont un risque accru d’événements thrombotiques artériels et veineux 

(Tsai et al. 2002; Alzahrani and Ajjan 2010; Grant 2005; Movahed, Hashemzadeh, and Jamal 2005; Bai 

et al. 2015). L’hyperglycémie est associée à la survenue d’événements thrombotiques (Lemkes et al. 

2010; Hermanides et al. 2009). Elle s’accompagne fréquemment d’une hyperinsulinémie, d’une 

dyslipidémie, d’une hypertension et d’une obésité. Il est donc difficile de relier les effets sur 

l’hémostase à l’un de ces éléments en particulier (Fattah, Shaheen, and Mahfouz 2003) (tableau 8). 

1. Modulation de l’hémostase primaire  
 

Chez les diabétiques, l’hyperglycémie modifie les propriétés antithrombotiques de 

l’endothélium en altérant la structure du glycocalyx et la synthèse du NO et de la prostacycline 

(Schneider 2009). Chez ces patients des taux élevés en vWF ont été associés à un risque de 

complications cardiovasculaires (Frankel et al. 2008; Meigs et al. 2006). Ils présentent également 

d’importants taux de fibrinogènes (FGN) plasmatiques (Streja, Cressey, and Rabkin 2003; Barazzoni et 

al. 2000) induits de manière multifactorielle (concentrations en glucagon, résistance à l’insuline, 

inflammation) (Alzahrani and Ajjan 2010; Kado, Nagase, and Nagata 1999). Il est proposé que cette 

augmentation peut être antérieure à l’apparition d’une maladie cardiovasculaire chez les DT2 

(Barazzoni et al. 2000). 

  Des taux élevés de marqueurs d’activation plaquettaire participent à l’augmentation du risque 

d’événements cardiovasculaires chez ces patients diabétiques (Gresele et al. 2003; Vinik et al. 2001; 

Marx et al. 2003; Varo et al. 2005) (tableau 8). En effet, en réponse à l’hyperglycémie et 

l’hyperinsulinémie, il a été observé une augmentation des particules dérivées des plaquettes (MDP) (S. 

Li et al. 2016; Xuguang Zhang et al. 2014), du ligand CD40 soluble (sCD40L) (Vaidyula et al. 2006; Varo 

et al. 2005), et de la P-sélectine (Füth et al. 2009; Yngen et al. 2001). 

2. Modulation de la coagulation plasmatique 
 

Chez les patients atteints de DT2, des anomalies de coagulations plasmatiques sont également 

observées (tableau 8). En effet, la présence d’une inflammation de bas grade, de produits de glycation 

avancés, d’ERO et les effets additifs des niveaux d’insuline de glycémie stimuleraient l’expression du FT 

(Breitenstein, Tanner, and Lüscher 2010; Vaidyula et al. 2006; Boden et al. 2007). 

 En outre, des taux importants en FVII plasmatique sont fréquemment corrélés aux taux de 

triglycérides (Karatela and Sainani 2009). Cette augmentation peut être inversée par mesures 

diététiques ou pharmacologiques ciblant les triglycérides et la glycémie (Boden et al. 2007; Simpson et 

al. 1983). 
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En accord avec les observations précédentes, la génération de thrombine (Aoki et al. 1996; Z. Cohen et 

al. 2002) et la formation de complexes thrombine-antithrombine (Stegenga et al. 2006) sont 

augmentées chez les patients atteints de DT2 par rapport aux individus sains.  

 

 

3. Modulation de la fibrinolyse  
 

Les propriétés du FGN sont également modifiées par la glycation (Dunn, Ariëns, and Grant 

2005; P. W. Robinson, Jury, and Langdon 1991) et altèrent la lyse du caillot chez les patients 

diabétiques  en rendant ces derniers plus denses et moins perméables (Brownlee, Vlassara, and Cerami 

1983; Pieters et al. 2008; P. W. Robinson, Jury, and Langdon 1991). 

Les patients DT2 présentent également une hypofibrinolyse associée à l’augmentation proportionnelle 

de l’expression du PAI-1 en réponse aux élévations d’insuline (Festa et al. 1999) et de glycémie 

(chronique ou aiguë) (Nordt et al. 1993; Verkleij et al. 2011) (Tableau 8). D’une manière générale, des 

taux plasmatiques élevés en PAI-1 sont associés à un mauvais pronostic cardiovasculaire (Jung et al. 

2018).  

 

4. Traitements antidiabétiques et thrombose  
 

Les études précédentes ont démontré un effet indépendant, mais également additif de 

l’hyperinsulinémie et de l’hyperglycémie sur les risques thrombotiques (Boden et al. 2007; Vaidyula et 

al. 2006). Le bénéfice thérapeutique des agents hypoglycémiants et hypolipidémiants est également 

associé à leurs effets bénéfiques sur la régulation de l’hémostase dans le DT2 (Nusca et al. 2021; 

Alzahrani and Ajjan 2010) (tableau 9).  
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Classe 

thérapeutique 
Traitement Facteurs d’hémostase modulés 

 

 

 

 

Hypoglycémiants 

 

Metformine 

• ↘ FVII 

• ↘ FGN 

• ↘ Activation plaquettaire  

• ↘ PAI-1 

 

Thiazolidinediones 

• ↘ vWF 

• ↘ PAI-1 

• ↘ sCD40L 

• ↘ P-sélectine  

Analogues GLP-1 • ↘ PAI-1 

Insuline 
• ↗ PAI-1 

• ↗ FGN 

 

 

Hypolipidémiants 

 

Statines 

• ↘ FVII 

• ↘ TF 

• ↘ PAI-1 

• ↗ Thrombomoduline 

 

Fibrates 

• ↘ FGN 

• ↘ FVII 

• ↘ TF monocytaire 

 

Antiagrégants 
 

Aspirine 

 

• ↘ TbxA2 

• ↗ Acétylation FGN (↗ 

Fibrinolyse) 

Inhibiteurs P2Y12 • ↘ FGN 

Tableau 9 : Traitements antidiabétiques et hémostase 
Adapté de Alzahrani and Ajjan 2010  
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c) Obésité  
 

Les personnes obèses présentent un risque accru d’événements thrombotiques artériels et 

veineux jusqu’à 2,5 fois supérieur aux individus avec un IMC sain (Samad and Ruf 2013a; Eichinger et 

al. 2008; Stein, Beemath, and Olson 2005). Il existe une association entre l’incidence d’événements 

thrombotiques, l’obésité abdominale et l’épaisseur de graisse épicardique (Mazzoccoli et al. 2012). 

1. Modulation de l’hémostase primaire  
 

Les individus obèses ont des concentrations plasmatiques plus élevées en FGN et en vWF (De 

Pergola et al. 1997; De Pergola and Pannacciulli 2002; Paton 2013). Une perte de poids chirurgicale ou 

diététique permet de réguler les niveaux de FGN chez ses patients (Solá et al. 2007; Gallistl et al. 2001; 

Primrose et al. 1992). 

Le tissu adipeux de ces individus est pro inflammatoire et pro adhésif (TNF-α, IL-6, TGF-β1, ICAM-1 

soluble [sICAM-1], MCP-1 [protéine chimiotactique monocyte-1] et E-sélectine) (Weisberg et al. 2003; 

Miller and Cappuccio 2006; Nishimura et al. 2008). Ces propriétés seraient en partie le résultat de 

l’augmentation de l’expression du FGN et des dépôts de fibrine (Paton 2013) et pourraient favoriser 

l’interaction leucocyte/CE/plaquette dans la microcirculation du tissu adipeux viscéral (Nishimura et al. 

2008). 

L’obésité induit une hyperactivation et une dysfonction plaquettaire liées à la perte des effets 

antiagrégants endothéliaux du NO, de la prostacycline et de leurs effecteurs (GMPc et AMPc) (Russo et 

al. 2010; Basili et al. 2006). La perte de poids s’avère avoir des effets bénéfiques sur l’activation 

plaquettaire en abaissant les taux de microparticules dérivés de plaquettes (MDPs) et de sCD40L et 

permet également de restaurer la fonction plaquettaire (Murakami et al. 2007; Baena-Fustegueras et 

al. 2013; Russo et al. 2010).  

 

2. Modulation de la coagulation plasmatique  
 

Par rapport aux témoins non obèses, les individus obèses ont des concentrations plasmatiques 

plus élevées en FVII et FT initiateurs de la coagulation (tableau 8). Une perte de poids chirurgicale ou 

diététique a permis de diminuer l’expression de ces deux facteurs (Solá et al. 2007; Gallistl et al. 2001; 

Kopp et al. 2003; Primrose et al. 1992). 
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3. Modulation de la fibrinolyse  
 

Chez les personnes atteintes d'obésité, une augmentation de PAI-1 et une altération 

fonctionnelle du facteur antithrombotique t-PA sont observés (De Pergola and Pannacciulli 2002) 

(Tableau 8). Ces niveaux élevés en PAI-1 proviennent de l’excès de graisse viscérale (Shimomura et al. 

1996; Murakami et al. 2007; De Pergola et al. 1997), plus particulièrement des cellules stromales 

(Bastelica et al. 2002) et sont modulés par les adipokines (TNF-α, Ang II, Il-6 TGF-β) (Mutch, Wilson, 

and Booth 2001; Loskutoff, Fujisawa, and Samad 2000). 

Il est possible d’établir un lien entre la perte de poids, la graisse viscérale et l’activité 

fibrinolytique, ou entre l'activité physique régulière et l'activité fibrinolytique. En effet, une activité 

physique régulière ou une perte de poids chirurgicale améliorent l’activité du t-PA (profibrinolytique) 

(DeSouza, Jones, and Seals 1998), diminuent l’activité et la synthèse du PAI-1 (Primrose et al. 1992; 

Murakami et al. 2007; Tschoner et al. 2012; Sartori et al. 2001) ainsi que les processus intervenant dans 

l’hémostase primaire.  

 

d) Fibrillation atriale  
 

Les traitements de la FA sont des modulateurs de la réponse ventriculaire et du rythme, et 

des antithrombotiques (Nattel and Opie 2006). Il existe un lien étroit entre le risque d’événements 

thrombotiques et la FA (Menke et al. 2010). Il s’agit du facteur de risque le plus fréquent d’AVC 

ischémiques graves chez les personnes âgées (>80 ans) avec une contribution d’environ 35 % des cas 

(Hald et al. 2018; H. J. Lin et al. 1996; Wolf et al. 1978; Menke et al. 2010). Le risque d’événements 

thrombotiques tels que des embolies pulmonaires avec une FA est également supérieur à la population 

générale (Hald et al. 2018). 

1. Classification du risque thrombotique avec FA 
 

La prévalence d’événements thrombotiques et notamment d’AVC est telle chez les patients 

avec FA qu’il existe des systèmes de classifications CHADS2 et CHA2DS2-VASc permettant d’évaluer 

leur risque ainsi que le bénéfice de traitements antithrombotiques (tableau 10). Les principaux 

facteurs aggravant le risque d’AVC avec une FA sont : l’âge, le sexe féminin, les antécédents d’AVC ou 

d’accident ischémique transitoire, l’HTA et le diabète.   
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Le score CHA2DS2-VASc (tableau 10) est le plus complet, car il inclut trois facteurs de risque 

supplémentaires rapport au score CHADS2 : l’âge de 65 à 74 ans, le sexe féminin et la maladie vasculaire 

(infarctus du myocarde ou une maladie artérielle périphérique antérieure) (G. Y. H. Lip et al. 2010).  

 En fonction du risque qu’il représente, chacun des facteurs de risques est associé à un nombre 

de points. Étant donné que le danger AVC ischémique l’emporte sur le risque d’hémorragie induit par 

les anticoagulants antivitamine K, toutes les lignes directrices conseillent de traiter tous les patients 

avec un score CHADS2 supérieur ou égal à 2 (Coppens et al. 2013; You et al. 2012). L’anticoagulation 

orale (warfarine et d’autres antagonistes de la vitamine K) réduit d’environ 70 % le risque d’AVC chez 

ces patients (Rg, La, and Mi 2007; Singer et al. 2004).  

 

CHA2DS2-VASc Points 

C : Insuffisance cardiaque/dysfonction VG 1 

H : Hypertension artérielle  1 

A2 : Âge ≥ 75 ans  2 

D : Diabète  1 

S2 : AVC/événement embolique  2 

V : Pathologie vasculaire  

(coronopathie, infarctus, artériopathie 

périphérique, plaque aortique)  

1 

A : Âge 65 à 74 ans 1 

Sc : Catégorie sexuelle  1 

 

Tableau 10 : Score CHA2DS2VASC 

2. Modulation de l’hémostase primaire  
 

Chez les patients avec une FA, l’adhésion plaquettaire est favorisée par une dysfonction 

endothéliale et l’augmentation du vWF plasmatique (Nattel and Opie 2006; Feng et al. 2001; Li-Saw-

Hee, Blann, and Lip 2000). Ces taux élevés en vWF ont été associés à de plus faibles taux de la 

métalloprotéase ADAMTS13 clivant les multimères et un score CHA2DS2—VASc supérieur (F. Zhang et 

al. 2017). L’agrégation plaquettaire est également augmentée chez ces patients au travers la perte de 

biodisponibilité du NO (Cai et al. 2002) et l’augmentation du FGN (Tilly et al. 2023; Li-Saw-Hee, Blann, 

and Lip 2000). 

Les biomarqueurs d’activation plaquettaire : P-sélectine soluble (Violi and Loffredo 2012; Heeringa et 

al. 2006; Li-Saw-Hee, Blann, and Lip 2000), facteur plaquettaire 4 (PF-4), β-thromboglobuline (Kamath 
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et al. 2002; Gustafsson et al. 1990) et sCD40L sont élevés chez ces patients, et sont associés à 

l’augmentation des événements cardiovasculaires (Ferro et al. 2007; Tilly et al. 2023) (tableau 8). 

 

3. Modulation de la coagulation plasmatique 
  

Les patients atteints de FA chronique présentent un profil hypercoagulable. En effet, on observe 

une augmentation de la génération de thrombine et de l’expression du FVIII ainsi que de son activité 

(T.-D. Wang et al. 2001; M. N. Negreva et al. 2020). Cette augmentation est associée à une diminution 

du contrôle endothélial par la thrombomoduline et le TFPI (Cai et al. 2002; Yamashita et al. 2003). 

 

4. Modulation de la fibrinolyse  
 

Plusieurs études ont mis en évidence une hypofibrinolyse chez ces patients caractérisés par une 

augmentation de PAI-1 (Tilly et al. 2023; Jabati et al. 2018; Feng et al. 2001) et des produits de 

dégradation de la fibrine : D-dimères (M. Negreva, Georgiev, and Vitlianova 2016; T.-D. Wang et al. 

2001) (tableau 8).  

 

e)  Vieillissement   
 

Le risque d’événements thromboemboliques veineux et notamment de l’embolie pulmonaire 

augmente d’un facteur 10 avec l’âge (< 40 ans vs > 75 ans) (Silverstein et al. 1998; Wilkerson and Sane 

2002). L’incidence de ces événements est multipliée par 5 entre les individus de plus de 85 ans et ceux 

âgés de 65 et 69 ans. L’âge est également reconnu comme un facteur de risque de récidive (Heit et al. 

2000; White 2003).  

1. Modulation de l’hémostase primaire  
 

Meade et ses collaborateurs mettent en évidence un taux significativement plus faible de FGN 

(250 mg/dL) chez les individus jeunes (20 ans) par rapport aux individus âgés (53 à 64 ans) (300 mg/dL) 

(Meade et al. 1977). Chaque décennie, une augmentation d’environ 10 mg/dL est observée et ces effets 

sont en partie liés à l’inflammation chronique (IL-6) (Ershler 1993; Daniela Mari, Coppola, and 

Provenzano 2008). Une augmentation importante du vWF est également observée chez les individus 

centenaires favorisant ainsi l’adhésion plaquettaire (Coppola et al. 2003). 
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Les plaquettes des individus âgés sont hyperactives, et sécrètent des quantités élevées de PF4 

et de bêta-thromboglobuline (β-TG) (Zahavi et al. 1980; Bastyr, Kadrofske, and Vinik 1990) (tableau 8). 

Par rapport aux personnes plus jeunes, ces plaquettes sont également plus réactives à l’ADP et au 

collagène (Kasjanovová and Baláz 1986; Johnson, Ramey, and Ramwell 1975). Avec le vieillissement, la 

densité en récepteurs plaquettaires pour la prostacycline diminue, les rendant moins sensibles à ses 

effets antiagrégants (Modesti et al. 1985). En outre, les rats âgés présentent une diminution de la 

production de NO endothélial (Chou et al. 1998; Durrant et al. 2009). 

Le vieillissement est caractérisé par la présence d’un état inflammatoire médié par l’IL-6 

(Ershler 1993; Ferrucci et al. 2005) favorisant l’activation plaquettaire (Oleksowicz et al. 1994). Il 

semblerait également que cet état favorise la présence d’un sous-type de monocytes non classiques et 

proinflammatoires (CD14low/CD16high) (Seidler et al. 2010; Sadeghi et al. 1999) ayant déjà été 

impliqué dans la formation d’agrégats monocytes-plaquettes (Ziegler-Heitbrock 2007; Mohebali et al. 

2014). L’augmentation de ces agrégats est corrélée au risque de TEV chez les patients âgés (Shih et al. 

2016). 

2. Modulation de la coagulation plasmatique  
 

Il a été démontré que les concentrations plasmatiques de nombreux facteurs procoagulants 

augmentent avec l’âge chez les individus sains, notamment le FVII, le FVIII, le FIX, le FXII et le FXIII, 

(Tracy et al. 1992; Balleisen et al. 1985; Amin et al. 2012; D. Mari et al. 1995; Daniela Mari, Coppola, 

and Provenzano 2008a; Ariëns et al. 1999; Franchini 2006) (tableau 8). Des concentrations élevées en 

FVIII sont liées à un risque accru de thrombose veineuse chez les femmes âgées (Amin et al. 2012; Tracy 

et al. 1999). Chez l’Homme, les niveaux circulants en FIX augmentent avec l’âge jusqu’à atteindre des 

niveaux environ deux fois plus élevés que ceux observés chez les jeunes (J. D. Sweeney and Hoernig 

1993; S. Kurachi, Hitomi, and Kurachi 1996; Bauer et al. 1990), augmentant le risque thrombotique (van 

Hylckama Vlieg et al. 2000). Cette augmentation d’expression du FIX pourrait être expliquée par la 

présence de modifications génétiques dans les régions 3' et 5' non traduites (K. Kurachi and Kurachi 

2000).  

En accord avec l’augmentation des facteurs de coagulation, les marqueurs de générations de thrombine 

sont augmentés chez les individus âgés : fragments 1 +2 de la prothrombine, complexes thrombine-

antithrombine et fibrinopeptides A (Bauer et al. 1987; Cushman et al. 1996; D. Mari et al. 1995; Abbate 

et al. 1993).  

3. Modulation de la fibrinolyse 
 

Avec le vieillissement, le taux de PAI-1 augmente considérablement (Rizzo et al. 2002; Koji 

Yamamoto et al. 2005; Takeshita et al. 2002), il et est lié au déclin de l’activité du FXII favorisant 

l’accumulation pathologique de fibrine (Gary et al. 2010) (tableau 8). D’importants taux en inhibiteurs 
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de carboxypeptidase plasmatique (TAFI), éliminant les résidus lysine et arginine C-terminaux de la 

fibrine ont également été mis en évidence dans une cohorte de femmes âgées (Juhan-Vague et al. 

2000). Enfin, les taux de D-Dimères plasmatiques sont plus élevés chez les patients âgés et prédictifs 

d’événements cardiovasculaires, mais leur utilisation est remise en question (Tita-Nwa et al. 2010; 

Harper et al. 2007). 

6) Association entre ICFEP et thrombose  
 

Les principaux objectifs du traitement de l’IC, quelle que soit sa forme, sont d’améliorer 

l’hémodynamique cardiaque et de prévenir le développement d’arythmies et de remodelages 

dégénératifs. Les modifications de certaines caractéristiques hémodynamiques du flux sanguin, telles 

que celles associées à une mauvaise compliance myocardique et ventriculaire, peuvent contribuer à la 

formation de thrombus (G. Y. Lip et al. 1995).  

Alors que la présence d’un état « procoagulant » dans l’ICFEr a été établie (Siniarski et al. 2023; 

Jafri 1997), les caractéristiques de l’hémostase dans l’ICFEp sont relativement inconnues. En effet, 

peu d’études se sont intéressées aux modulations de la coagulation spécifiquement dans des cohortes 

de patients atteints d’ICFEp. En revanche, comme nous l’avons vu précédemment, les facteurs de 

risques associés à la pathologie présentent des perturbations de l’hémostase (Siniarski et al. 2023; 

Gong et al. 2018). De plus, il a été démontré que les patients souffrant d’ICFEp ont un risque de 

thromboses veineuses et d’AVC supérieur à celui de la population générale (1,8 % contre 0,54 %) 

(Fanola et al. 2020; Abdul-Rahim et al. 2017).  

 

a) Modulation de l’hémostase primaire 
  

1. Hyperactivation/agrégation plaquettaire  
 

Dans l’ICFEp, il semblerait y avoir une hyperactivation plaquettaire. In vivo dans un modèle 

de rats avec dysfonction diastolique, le rétablissement de la signalisation du NO endothélial démontré 

précédemment bénéfique pour la fonction diastolique n’a eu aucune répercussion sur cette dernière, 

mais a permis de réduire l’activation plaquettaire (Flierl et al. 2015). L’utilisation d’un antiagrégant 

plaquettaire (Clopidogrel) dans un modèle d’hypertension (Ang II) a eu des effets bénéfiques sur 

l’inflammation et la fibrose cardiaque. Il est proposé que ces effets bénéfiques du Clopidogrel soient 

liés à une diminution des agrégats leuco-plaquettaires (Jia et al. 2013). 

Dans le cadre de l’ICFEp, il a été démontré que l’activation des plaquettes et des monocytes peut se 

produire de manière indépendante (Glezeva et al. 2015b; Hulsmans et al. 2018). Dans ce contexte, le 

rôle des interactions leucocytes-plaquettes dans la pathogenèse de l’ICFEp peut être significatif. En ce 
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sens, il a été démontré in vitro que sécrétion des médiateurs plaquettaires sCD40L et P-sélectine 

favorisent l’expression du FT par les monocytes (Lindmark, Tenno, and Siegbahn 2000; A Celi et al. 1994) 

et les granulocytes (Maugeri et al. 2006).  

Une augmentation du marqueur d’activation plaquettaire P-sélectine soluble circulante est 

observée chez les patients atteints de dysfonction diastolique (Füth et al. 2009). Il est proposé que la 

P-sélectine interagisse avec le Ligand-1 de la glycoprotéine P-sélectine (PSGL1) des monocytes. Cette 

interaction augmenterait la thrombogénicité, l’activation endothéliale, la transmigration des 

monocytes dans les tissus voisins, et la libération de médiateurs pro-inflammatoires (protéine 

chimiotactique monocytaire 1 [MCP-1], TNF-α, IL-8). La présence de ces agrégats est également 

retrouvée chez les individus atteints d’HTA (Gkaliagkousi et al. 2009) (tableau 11). Il est nécessaire de 

préciser qu’actuellement, il n’existe aucun lien permettant de démontrer le rôle des agrégats 

monocytes-plaquettes dans la physiopathologie de l’ICFEp. 

 

 

 

 

Hémostase primaire  

Modulation de l’expression de 

facteurs pro-thrombotiques 

 

• ↗ vWF 

 

Modulation de l’activation 

plaquettaire 

• ↗ P-sélectine 

Modulation du protéome 

plaquettaire 

• ↗ S100A8 

• ↗ PON-1 

Modulation des interactions 

monocytes-plaquettes 

• ↗ interactions P-sélectine — 

PGSL1 

 

Modulation de la fibrinolyse 

• ↗ PAI-1 

• ↗ complexe PAI-1/t-PA 

• ↗ D-dimères 

 

 

Autres  

Modulation des NETs 

(Immunothrombose) 

• ↗ PLR & NLR 

• ↗ NETs 

Modulation de l’activation 

mastocytaire 

 

• ↗ Dégranulation mastocytaire 

Tableau 11 : Modulation de l'hémostase dans l'ICFEp 

 

2. Protéome plaquettaire modifié  
 

Chez les individus sains, le protéome plaquettaire est stable, avec seulement de petites 

variations d’expression des protéiques (Burkhart et al. 2014). En revanche, les patients avec une ICFEp 

auraient un protéome plaquettaire modifié, et son étude pourrait contribuer à une meilleure 

compréhension de physiopathologie. À partir de ce constat, Raphael et collaborateurs ont récemment 

comparé le protéome plaquettaire de patients atteints d’ICFEp à des témoins sains et ont identifié la 
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protéine S100A8. Auparavant, cette protéine avait déjà été associée à un risque élevé d’infarctus du 

myocarde, d’athérosclérose et d’AVC (Raphael et al. 2016).  

Une autre analyse du protéome plasmatique a mis en évidence des niveaux significativement plus 

faibles de paraoxonase-1 (PON-1) chez les patients avec une ICFEp. La diminution de cette 

glycoprotéine dans l’inflammation et la coagulation a déjà été associée à un risque cardiovasculaire 

accru (Dixit, Blair, and Ozcan 2022; Sikora et al. 2020; Shunmoogam, Naidoo, and Chilton 2018) (tableau 

11). En effet, une déficience en PON-1 dans un modèle murin a été démontrée comme favorisant 

l’activation endothéliale et le développement de thrombus (Ng et al. 2008). 

 

3. Modulation de la fibrinolyse   
 

Comme nous l’avons déjà observé précédemment, l’ensemble des facteurs de risque associés à 

l’ICFEp présente des taux élevés de PAI-1. Dans ce contexte, des taux élevés en PAI-1 ont été 

démontrés comme spécifiquement liés à l’incidence de l’ICFEp, ce qui n’est pas le cas de l’ICFEr 

(Heinzel and Shah 2022; de Boer et al. 2018; Jug et al. 2009). Son complexe avec le t-PA (t-PA/PAI-1) est 

proposé comme un facteur de pronostic supérieur aux NT-proBNP (Winter et al. 2017)(tableau 11).  

Les patients avec une ICFEp présentent également des taux accrus en D-Dimères plasmatiques. 

Une relation entre ce taux lors de l’admission et la mortalité toutes causes confondues chez ces patients 

est mise en évidence dans certaines études (L. Huang et al. 2022; de Boer et al. 2018). Enfin, dans une 

population de seniors avec dysfonction diastolique, une élévation des D-Dimères (> 0.25mg/L) 

multipliait par 4 le risque de mortalité cardiovasculaire (Alehagen, Dahlström, and Lindahl 2004).   

 

b) Neutrophiles et NETs 
 

Les neutrophiles constituent une part importante des leucocytes dans les thrombus et sont 

parmi les premiers à être recrutés après l’activation de l’endothélium ou lors de la formation d’un 

thrombus (von Brühl et al. 2012).  

Dans les études cliniques, l’activation des plaquettes et la réponse immunitaire sont mesurées 

à l’aide de deux ratios basés sur les lymphocytes, les neutrophiles et les plaquettes. Un rapport 

plaquettes/lymphocytes (PLR) élevé dénote une inflammation et une activation plaquettaire, tandis 

qu’un rapport neutrophiles/lymphocytes (NLR) élevé dénote un déséquilibre entre les réponses 

immunitaires innées et acquises. Ces deux ratios sont plus élevés chez les patients atteints d’ICFEp et 

sont associés à de mauvais pronostics (Tamaki et al. 2023; Curran et al. 2021) (tableau 11). 
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Les neutrophiles peuvent libérer des structures chromatiniennes et former des Neutrophil 

extracellular traps (NETs) en réponse à des stimuli cytokiniques, hypoxiques et à l’activation 

plaquettaire. En temps normal, les NETs aident à éliminer plus efficacement les agents pathogènes, 

mais ils peuvent également entraîner des lésions tissulaires, une auto-immunité et une coagulation 

inappropriée (Papayannopoulos 2018).  

Les histones (Ammollo et al. 2011; 2011; Semeraro et al. 2011) et les sérines protéases qui composent 

les NETs, participent à l’hémostase en favorisant : l’agrégation plaquettaire, la génération de thrombine 

(Martinod and Wagner 2014) et la stabilité du caillot (Longstaff et al. 2013).  

La fibrine et les NETs interagissent afin de promouvoir la réponse immunitaire dans un 

mécanisme appelé « immunothrombose ». Les NETs coopèrent également avec les facteurs 

prothrombotiques vWF, FT (T. A. Fuchs et al. 2010; Engelmann and Massberg 2013; von Brühl et al. 

2012) sous le terme de « thromboinflammation » à la suite d’une dysfonction endothéliale (Wenzel 

2022). 

Selon des études menées chez la souris et l’Homme, les NETs peuvent contribuer à la 

thrombose artérielle (Megens et al. 2012; Borissoff et al. 2013) et à la thrombose veineuse (T. A. Fuchs, 

Brill, and Wagner 2012; Downing et al. 1996; Brill et al. 2012; Savchenko et al. 2014; S. Kapoor, Opneja, 

and Nayak 2018) (figure 37).  

Un taux ou une fonction anormale des NETs ont souvent été associés à la survenue de 

maladies cardiovasculaires et facteurs de risques associés à l’ICFEp (Njeim et al. 2020). En effet, des 

niveaux élevés de NETs ont notamment été rapportés dans l’obésité (Freitas et al. 2022), la FA (Mołek 

et al. 2022) et le DT2 (Wong et al. 2015; Charles et al. 2021). Dans un modèle murin d’IC, l’élévation 

des NETs a provoqué une microthrombose et une altération de la microcirculation myocardique (Tang 

et al. 2022). Enfin, récemment il a été mis en évidence par Zhang et collaborateurs une concentration 

circulante et une densité de NETs supérieure chez les patients atteints d’ICFEp (X.-L. Zhang et al. 2022). 

Dans cet article, l’inhibition de la formation de NETs dans un modèle murin a amélioré la fonction 

diastolique.  

 

c) Mastocytes 
Notre équipe a démontré précédemment que les mastocytes parmi tous les composants de 

l’inflammation sont également impliqués dans le développement de la dysfonction diastolique (tableau 

11). L’inhibition de leur dégranulation dans des modèles de souris ou de rats a permis de prévenir 

l’insuffisance cardiaque (Guimbal et al. 2021a; H. Wang et al. 2016). Les mastocytes contiennent à la 

fois des médiateurs pro-inflammatoires tels que l’héparane, l’histamine et le TNFα, qui peuvent avoir 

un effet prothrombotique (figure 37), et des inhibiteurs de la coagulation, tels que l’héparine et le t-

PA, qui peuvent être prédits pour prévenir la thrombose. La TVP est une thrombose immunitaire, et 

ses mécanismes comprennent des éléments d’inflammation, dont les mastocytes (A. L. Huang, Bosco, 

and Peter 2017; Ponomaryov et al. 2017). 
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Figure 37 : Rôle des neutrophiles et mastocytes dans la thromboembolie veineuse 
Les cellules immunitaires contribuent à la thromboembolie veineuse par divers mécanismes : les neutrophiles via la formation 
de pièges extracellulaires, qui activent les plaquettes (1) et conduisent à la formation de fibrine via l’activation du facteur XII 
(2) et l’inhibition de l’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (3) ; les monocytes via l’upregulation et la libération du facteur 
tissulaire, activent la voie de coagulation extrinsèque ; les mastocytes par la dégranulation et la libération de constituants 
granulaires, dont l’histamine, les cytokines et les protéases, sont censées provoquer l’adhésion des plaquettes, la sécrétion 
du facteur de von Willebrand (vWF) et de la sélectine P soluble (sP-sélectine) ainsi que l’augmentation de l’expression de la 
molécule d’adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1). MPO signifie myéloperoxydase ; TFPI, inhibiteur de la voie du facteur 
tissulaire ; et WPB, corps de Weibel-Palade (A. L. Huang, Bosco, and Peter 2017) 
 

d) Traitements antithrombotiques et ICFEp 
L’ensemble des facteurs de risques associés à l’ICFEp présente un phénotype hypercoagulable et le 

syndrome de l’ICFEp lui-même semble moduler l’hémostase. Il semblerait donc intéressant de cibler la 

coagulation et l’inflammation dans cette pathologie. Cependant, les résultats obtenus d’essais cliniques 

ciblant ces deux mécanismes ont des résultats conflictuels et dans certains cas des effets secondaires. 

En revanche comme le souligne Glezzeva et collaborateur, la plupart des études précédemment 

réalisées (HELAS, PLUTO-CHF, WASH, WATCH, WARCEF) (Cokkinos et al. 2006; Serebruany et al. 2003a; 

J. G. F. Cleland et al. 2004; Massie et al. 2009; Homma et al. 2012) n’étaient pas prospectives, pas 

randomisés et incluaient majoritairement des patients atteints d’ICFEr (Glezeva et al. 2016) (tableau 

12). Parmi ces études un risque d’augmentation des événements hémorragiques en présence d’aspirine 

a été évoqué, ainsi qu’une interaction avec les traitements du SRAA à certaines doses. Le rapport 

bénéfice/risque des agents anti-agrégants peut être lié à la dose puisqu’il a été démontré des effets 

rénaux et hémorragiques au-delà de 80 mg/jour (Juhlin, Jönsson, and Höglund 2008) ce qui peut 

expliquer les effets indésirables observés. Bermingham et collaborateurs mettent en évidence dans 

une étude rétrospective incluant une plus grande proportion de patients atteints d’ICFEp par rapport 
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aux études précédentes, un effet bénéfique d’une faible dose d’aspirine sur la mortalité et 

l’hospitalisation (Bermingham et al. 2014).  

 

Etude 
Type 

d’IC 

Nombre de 

patients 
Thérapie Résultats 

HELAS 

(Cokkinos et al. 

2006) 

Multicentrique 

Randomisée 

Double aveugle  

 

ICFEr  

(FEVG < 

35 %) 

 

 

197 

Aspirine 

(325 mg/jour) 

ou 

Warfarine 

(2.510 mg/jour). 

 

↔ Incidents emboliques  

PLUTO-CHF 

(Serebruany et al. 

2003a) 

 

Prospective  

Randomisée  

Suivi : 1 mois  

 

ICFEr  

 

(FEVG < 

40 %) 

IC 

congestive 

 

 

 

88 

Aspirine 

(325 mg/jour) et 

clopidogrel (75 

mg/jour) 

Vs 

 Aspirine seule 

(75 mg/jour) s 

Thérapie combinée  

↘ Activation/agrégation 

plaquettaire 

↘ P-selectine 

↘ Plaquettes-leucocytes 

WASH 

(J. G. F. Cleland et 

al. 2004) 

 

Randomisée 

Contrôlée  

Suivi : 27+/— 1 

mois 

 

 

 

 

ICFEr  

 

 

 

279 

Aspirine 

(300 mg/jour) 

Vs 

Warfarine 

(INR 2.5) 

Vs 

Placebo 

↔ Mortalité 

↔ Infarctus myocarde 

↔ AVC  

 

Aspirine : ↗ ré 

hospitalisations  
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WATCH 

(Massie et al. 2009) 

 

Prospective, 

Randomisée  

Suivi moyen : 1.9 

ans 

 

ICFEr 1587 

Aspirine 

(162 mg/jour) 

ou Clopidogrel 

(75 mg/jour) 

Vs 

Warfarine  

(INR 2.5-3.0) 

3 traitements :  

↘ Mortalité  

↘ AVC et IDM non mortels 

 

Warfarine : 

↘ hospitalisations ++ 

↗ risque de saignements  

 

WARCEF 

(Homma et al. 

2012) 

Double aveugle  

Multicentrique  

Suivi moyen 

3.5±1.8  ans 

 

ICFEr 2305 

Aspirine 

(325 mg/jour)  

Vs 

Warfarine (INR 

2.0-3.5) 

↔ AVC  

↔ Hémorragie 

intracérébrale  

↔ Mortalité  

 

Warfarine :  

↗ Risque d’hémorragie  

↗ Ré hospitalisations 

Bermingham et al. 

2014 

 

Observationelle 

Retrospective  

Suivi moyen :  

2.6 ans 

 

ICFEr 

ICFEp 

1476 avec 

comorbidités 

Aspirine faible 

dose 

(75 mg/jour) 

Vs 

Placebo et 

Aspirine forte 

dose 

(>75 mg/jour) 

Aspirine faible dose vs non 

traité :  

↘ Mortalité  

↘ Hospitalisation 

 

Absence de différences 

entre faible et forte dose sur 

la mortalité  

Tableau 12 : Etudes cliniques sur le bénéfice d'un traitement antithrombotique dans l'IC 

e) Conclusion  
Bien que dans l’ensemble des facteurs de risque associés à l’ICFEp, des anomalies des processus 

de régulation de l’hémostase sont observées. A l’heure actuelle, la présence d’un phénotype 

prothrombotique dans l’ICFEp n’a pas encore été identifié. Plusieurs observations associent l’ICFEp à 

une modification du phénotype plaquettaire (hyperactivation, protéome), de la fibrinolyse et suggèrent  

l’implication de « l’immuno thrombose ».  Il reste encore à déterminer si les troubles de l’hémostase 

sont une cause ou une conséquence de l’ICFEp.  
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7) Voie de signalisation Hh 
 

Le morphogène Hedgehog (Hh) a été découvert par Nüsslein—Volhard en 1980, à partir de 

travaux sur la larve de drosophile (Drosophila melanogaster) et a été montré comme essentiel au 

développement embryonnaire et à la polarisation des segments (Nüsslein-Volhard and Wieschaus 

1980). Le nom d’Hh lui a été donné en raison de l’aspect des larves mutées pour ce gène : courtes et 

recouvertes de spicules.  

La voie de signalisation Hh joue un rôle important dans le développement embryonnaire des 

invertébrés et des vertébrés (Ingham and McMahon 2001).  

Dans le génome des mammifères, il a été identifié 3 gènes Hh homologues: Desert Hedgehog (Dhh), 

Indian Hedgehog (Ihh) et Sonic Hedgehog (Shh) (Echelard et al. 1993). La voie Hh est généralement 

inactive ou peu active chez l’adulte. Elle prend part aux processus de renouvellement et de 

différenciation des cellules souches pluripotentes somatiques dans différents organes tels que le 

cerveau (Ihrie et al. 2011; Ahn and Joyner 2005), la peau (Brownell et al. 2011; Oro and Higgins 2003), 

la prostate (Peng et al. 2013), la vessie (Shin et al. 2011), le pancréas (FENDRICH et al. 2008) et le tissu 

mammaire (Lewis et al. 2001). 

Chez l’Homme une activation inappropriée de la signalisation Hh a été associée à plusieurs cancers 

(Taipale and Beachy 2001), notamment le carcinome basocellulaire (H. Hahn et al. 1996), le 

médulloblastome (Shi et al. 2014), le cancer du poumon (Watkins et al. 2003) et l'adénocarcinome du 

pancréas (Dembinski and Krauss 2009).  

a) Synthèse des ligands  
 

Les ligands Hh, SHH, IHH et DHH nécessitent des modifications post-traductionnelles afin 

d’exercer leur activité. Ils sont synthétisés sous la forme de préprotéines d’environ 45 kDa chez les 

mammifères. À leur extrémité N-terminale, des résidus d’adressage d’environ 25 acides aminés 

(peptide signal) sont présents. Ils seront reconnus par une particule de reconnaissance du signal lors 

de leur translocation dans le réticulum endoplasmique puis clivés par une protéase spécifique. Après 

élimination des résidus d’adressage, les ligands sont sous leur forme longue « Full-length ». Elle est 

constituée d’une séquence N-terminale contenant un domaine de signalisation et d’une séquence C-

terminale autocatalytique. Les protéines Hh vont ensuite subir un mécanisme d’autoprotéolyse de la 

partie C-terminale. Elle permet la libération d’un polypeptide N-terminal ou N-HH de 19 kDa et d’un 

polypeptide C-terminal d’environ 26 kDa qui sera ensuite dégradé (Porter, Young, and Beachy 1996; J. 

J. Lee et al. 1994). Le polypeptide N-Hh sécrété quant à lui va s’ancrer à la cellule grâce à une liaison à 

la molécule de cholestérol en C-terminal de N-Hh (J. Jeong and McMahon 2002). N-Shh, subit 

également l’ajout d’un groupement palmitate sur un résidu cystéine en N-terminal par l’Hedgehog 

acétyle transférase (Hhat) (Pepinsky et al. 1998; Farzan et al. 2008; Jiang, Benz, and Long 2021). Les 

processus de synthèse des ligands DHH et IHH ont été moins étudiés que ceux de SHH et pourraient 
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différer. Les protéines HH ancrées à la cellule sont ensuite libérées par les actions synergiques de la 

Disp1 (membre de la famille des transporteurs dispatched RND) (Ehring et al. 2022) et de la protéine 

Scube2 (peptide signal, domaine CUB et EGF like domain containing 2) (Tukachinsky et al. 2012; 

Wierbowski et al. 2020) (figure 38). Afin d’exercer son activité de libération des ligands récemment 

démontrée comme étant liée aux flux de sodium transmembranaires (Q. Wang et al. 2021), la Disp1 

doit subir un clivage protéolytique (W. Li et al. 2021). 

 

Figure 38 : Modification post-transcriptionnelle et sécrétion de Shh 
Adapté de Candice Chapouly et al. 2019 Shh est synthétisée sous la forme d'une protéine longue (FL-Dhh) de 45 kDa. Une 
réaction autocatalytique élimine le domaine carboxy-terminal et attache un groupement de cholestérol au carboxy-terminal 
nouvellement exposé. Ensuite, l’Hhat catalyse l'ajout d'un palmitate N-terminal. La sécrétion et la solubilité de Shh dépendent 
de Disp1 et de Scube2.  

 

b) Signalisation cellulaire  
 

Les principaux récepteurs de la voie de signalisation Hh sont PTCH1 (PATCHED-1) et SMO 

(Smoothened). Le récepteur PTCH1 (PATCHED-1) est une protéine à 12 segments transmembranaires 

de la superfamille des transporteurs membranaires de la résistance-nodulation-division (RND) et du 

transporteur de cholestérol Niemann-Pick C1 (NPC1). Le corécepteur SMO, est quant à lui, composé de 

7 domaines transmembranaires et appartient à la famille des récepteurs couplés aux protéines G 

(Yunxiao Zhang and Beachy 2023). En l’absence de ligands Hh, SMO est inhibé par PTCH1 (Yunxiao 

Zhang and Beachy 2023; Taipale et al. 2002). Il est proposé que cette inhibition serait dépendante d’un 

second messager ayant une structure proche de celle du cholestérol ou que PTCH1 aurait une activité 



126 
 

de canal impliquant un domaine stérol (Yunxiao Zhang et al. 2020; Kowatsch et al. 2019; Hausmann, 

von Mering, and Basler 2009). Lorsque les ligands Hh interagissent avec PTCH1, l’inhibition de SMO est 

levée et la voie de signalisation est activée. L’activation de SMO induit deux types de voies de 

signalisation en aval: « canonique ou GLI dépendantes » et « non canonique ou GLI indépendante ». 

L’activation de la voie canonique favorise la survie et la prolifération cellulaire (Wechsler-Reya and Scott 

1999; Robbins, Fei, and Riobo 2012; Dahmane and Ruiz i Altaba 1999), tandis que la voie non canonique 

est impliquée dans des changements du cytosquelette et de la migration cellulaire (Thibert et al. 2003; 

Mille et al. 2009; Chinchilla et al. 2010). 

1. Voie canonique  
La transduction du signal à partir de SMO conduit à l’activation d’une voie de signalisation 

canonique régulant l’expression de nombreux gènes. Elle fait intervenir les facteurs de transcription à 

doigts de zinc : GLI 1 ; GLI 2 et GLI 3. Structurellement, GLI-2 et GLI-3 possèdent une séquence de 

dégradation (dégron), un site de liaison à SUFU (suppressor of fused) et diffèrent à leur extrémité N-

terminale (Sigafoos, Paradise, and Fernandez-Zapico 2021; Paweł Niewiadomski et al. 2019; Hui and 

Angers 2011) (figure 39). L’activité de GLI-2 et GLI-3 est régulée par l’intermédiaire de modifications 

post-transcriptionnelles de leur région C-terminale dépendantes de la PKA, de la glycogène synthase 

kinase-3 (GSK3β) et de la caséine kinase 1 (CK-1) et elles sont dégradés par le protéasome (Sigafoos, 

Paradise, and Fernandez-Zapico 2021; C. Zhao et al. 2009; M.-H. Chen et al. 2009). 

 

 

Figure 39 : Séquences et domaines d'interaction des protéines GLI-1, GLI-2, GLI-3 
Adapté de Sigafoos, Paradise, and Fernandez-Zapico 2021 et de Hui and Angers 2011. Rep (rouge) représente le repressor 
domain, TAD représente le domaine d’activation de la transcription, PDD représente le domaine de maturation, DNDC 
représente la séquence de dégron, Sufu Bs représente le site de liaison SUFU, Zn (violet) représente le domaine à doigt de 
zinc, * représente les sites de liaison de la PKA.. 
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Figure 40 : Voie de signalisation Hedgehog canonique.  
Adapté de Candice Chapouly et al. 2019. A) Signalisation canonique Hh. En l'absence de ligand Hh, Smo est inhibé par Ptch1 
et les facteurs de transcription Gli sont associés au régulateur négatif de la signalisation hedgehog (Sufu) et au membre 7 de 
la famille des kinésines (Kif7). Ce dernier complexe favorise la phosphorylation de Gli3 et Gli2 par la PKA, CK1 et GSK3. Une 
fois phosphorylées, les protéines Gli2 et Gli3 sont traitées par le complexe ubiquitine ligase pour générer respectivement les 
formes répressives Gli2R et Gli3R. B) La liaison des ligands Hh à Ptch1 entraîne l'activation de Smo, qui empêche le clivage de 
Gli2 et Gli3. Les Gli2 et Gli3 non clivés peuvent alors transloquer dans le noyau et activer la transcription.. 
 

Chez les mammifères, le principal régulateur négatif des facteurs de transcription GLI est une 

protéine de 484 acides aminés : SUFU (Svärd et al. 2006).  

En l’absence de ligand Hh, SUFU régule négativement la transduction du signal en formant un complexe 

avec GLI-2/3 permettant aux kinases GSK3β, CK-1 et PKA de phosphoryler GLI-2/3 (Price 2006; M.-H. 

Chen et al. 2009; Paweł Niewiadomski et al. 2019) (figure 40 ; A). Les facteurs GLI phosphorylés sont 

ensuite ubiquitinylés et dégradés par le protéasome. GLI-1 est totalement dégradé tandis que GLI-2 et 

GLI-3 libèrent leur extrémité N-terminale (GLI2-R, GLI3-R). GLI-2R et GLI-3R vont ensuite réprimer la 

transcription de gènes cibles (Pawel Niewiadomski et al. 2014).  

En présence des ligands Hh, SUFU est phosphorylé et les facteurs GLI-2 et GLI-3 sont libérés de leur 

complexe répresseur et ne vont pas être clivés. Leur forme complète et activatrice (GLI-A) va ensuite 

transloquer dans le noyau pour activer la transcription de gènes cibles (Hallikas et al. 2006; Horák et al. 

2023) (figure 40 ; B).   
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2. Voie non canonique  
Outre la voie de signalisation canonique, il est suggéré que les protéines Hh peuvent agir via deux 

autres types de voies de signalisation non canoniques et indépendantes des facteurs de transcription 

GLI (figure 41).  

 

Figure 41 : Voie Hedgehog non canonique 
La liaison du ligand Hh à Ptch1 ou à Cdon peut, indépendamment de Smo, favoriser la survie ou la prolifération cellulaire en 
modulant l'activité de la Caspase 9 (Casp9) ou de la Cycline D1 (CcnD1), respectivement. C'est ce que l'on appelle la 
signalisation non canonique de type I. Les ligands Hh peuvent également activer PI3K/Akt, RhoA/ROCK ou AMPK, via Smo, 
mais indépendamment des facteurs de transcription Gli. C'est ce qu'on appelle la signalisation non canonique de type II 

 

a. Voie non canonique de type 1   

La voie non canonique de type I est indépendante de SMO (figure 41). Dans cette voie, le 

récepteur PTCH1 fonctionne comme un récepteur à dépendance favorisant l’apoptose par 

l’intermédiaire d’un site de liaison ADD (Addiction/dependence domain) carboxy-terminal (Kagawa et 

al. 2011, 1). En l’absence de ligands Hh, l’exposition du domaine ADD par clivage par les caspases 3 et 

9 induit l’apoptose (Thibert et al. 2003; Kagawa et al. 2011; Chinchilla et al. 2010). L’apoptose est 

notamment régulée par le recrutement du complexe apoptotique DRAL/Caspase-9/TUCAN-1 par le 

domaine ADD (Mille et al. 2009). PTCH1 régule également le cycle cellulaire en prévenant la localisation 

nucléaire de la cycline B1 (Elizabeth A. Barnes, Heidtman, and Donoghue 2005; E. A. Barnes et al. 2001) 

et D1 (Adolphe et al. 2006). 
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b. Voie non canonique de type 2  

 

 Contrairement à la voie non canonique de type 1, la voie non canonique de type 2 est 

dépendante de SMO, mais indépendante des acteurs de la voie canonique (figure 41). Elle dépend 

principalement du fait que SMO est un récepteur couplé aux protéines G fonctionnelles ayant une 

sélectivité pour les protéines Gi hétérotrimériques (Riobo et al. 2006). L’activation de SMO peut 

conduire à l’activation Gi dépendante de GTPases telles que RhoA et Rac1 intervenant dans la 

modulation des fibres de stress d’actine et la migration des fibroblastes (Ho Wei et al. 2018; Polizio et 

al. 2011; Chinchilla et al. 2010; Sasaki, Kurisu, and Kengaku 2010). Cette voie de signalisation permet 

également de moduler l’axe AMPK (AMP-activated protein kinase) (Teperino et al. 2012). 

 

c) Signalisation Hh dans la cellule endothéliale  
 

L’ensemble des mécanismes de la voie de signalisation Hh dans la CE n’est pas encore identifié. 

Cependant, la voie de signalisation dans la CE est intéressante puisqu’elle semble impliquer 

exclusivement une signalisation non canonique (figure 42) et agir de manière autocrine (Caradu, 

Couffinhal, et al. 2018a). La transcription dépendante de GLI n’est, en effet, pas détectable dans les 

cellules endothéliales de veine de cordon ombilical humain (HUVECs) ni dans les cellules endothéliales 

microvasculaires (HMVECs)(Chinchilla et al. 2010; M.-A. Renault et al. 2010). La transmission du signal 

dans les CE semble impliquer la voie de signalisation non canonique de type II dépendante des Rho 

GTPase (M.-A. Renault et al. 2010; Chinchilla et al. 2010; Polizio et al. 2011; Q.-W. He et al. 2013) ou 

l’axe PI3K/Akt (Chinchilla et al. 2010; M.-A. Renault et al. 2010; Kanda et al. 2003) (figure 42). Le 

laboratoire a précédemment mis en évidence un rôle bénéfique du ligand DHH et plus particulièrement 

de sa forme longue FL-Dhh sur le maintien de l’intégrité des CE. Cet effet bénéfique est potentialisé par 

GAS1 et est altéré en présence du ligand SHH sous sa forme N-terminale (N-Shh) et de CDON (Hollier 

et al. 2021a; Candice Chapouly et al. 2020b).  
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Figure 42 : Voie de signalisation Hedgehog et CE 
La synthèse de DHH endothélial est dépendante de KLF2. Sa forme FL-Dhh agit sur la CE de manière autocrine et active les 
voies dépendantes des GTPases ou de la PI3K/Akt. Son activation régule la perméabilité et l’activation des CE.  
 

d) Régulation de la voie Hedgehog  
Chez le mammifère, d’autres récepteurs agonistes et antagonistes physiologiques de la voie Hh 

participent à la régulation de la signalisation. Certains corécepteurs tels que BOC (Brother of Cdon), 

CDON (Cell adhesion molecule-related/downregulated by oncogenes) et GAS1 (Growth arrest specific 

1) (Allen, Tenzen, and McMahon 2007; Tenzen et al. 2006) favorisent l’activation de la voie de 

signalisation en favorisant notamment l’interaction entre les ligands Hh et PTCH1 tandis que HHIP 

(Hedgehog interacting protein) l’inhiberait (Ramsbottom and Pownall 2016; Allen et al. 2011).  

 

1. Régulateur négatif de la voie Hedgehog 

HHIP  

La protéine HHIP est une glycoprotéine membranaire ayant une affinité pour les ligands Hh 

similaire à celle de PTCH1 (P. T. Chuang and McMahon 1999; Holtz et al. 2015; Kwong, Bijlsma, and 

Roelink 2014a). Les études in vivo de surexpression et de perte de fonction d’HHIP ont permis 

d’identifier qu’elle agit comme un antagoniste direct des ligands Hh et empêche l’activation de la voie 

de signalisation Hh intracellulaire (P.-T. Chuang, Kawcak, and McMahon 2003). L’antagonisme d’HHIP 

dépend d’un domaine riche en cystéine en N-terminal. Ce domaine va se lier de manière covalente au 

cholestérol des ligands Hh et empêcher leur interaction avec PTCH1 (Griffiths et al. 2021). Comme 

PTCH1, HHIP est activé de manière transcriptionnelle en réponse à la signalisation Hh (Goodrich et al. 

1996; P. T. Chuang and McMahon 1999). Cette protéine joue un rôle important dans la morphogenèse 

puisque son blocage et celui du récepteur PTCH1 (tous deux important dans le rétrocontrôle de l’action 
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des morphogènes Hh) ont des répercussions morphogénétiques délétères (J. Jeong and McMahon 

2005). La perte de fonction de HHIP provoque une régulation à la hausse de la signalisation Hh dans 

l'embryon de souris, perturbant les interactions cellulaires essentielles à la morphogenèse normale des 

poumons et du squelette (P.-T. Chuang, Kawcak, and McMahon 2003). 

HHIP est fortement exprimé dans les CE, c’est pourquoi ces dernières ont longtemps été 

considérées comme non répondantes aux ligands Hh. En revanche, l’expression d’HHIP est suggérée 

comme étant diminuée durant l’angiogenèse. Ainsi, une diminution d’HHIP pourrait contribuer à la 

suractivation de la voie Hh dans la néo-vascularisation tumorale et favoriser l’angiogenèse (Olsen et al. 

2004). 

2. Régulateurs positifs de la voie Hedeghog  

a. BOC et CDON 

 Les corécepteurs CDON et BOC sont des glycoprotéines de surface appartenant aux molécules 

d’adhésion cellulaires de la famille des immunoglobulines conservées entre la drosophile et les 

mammifères (J.-S. Kang et al. 2002). Ils possèdent un ectodomaine contenant 4 et 5 domaines de type 

immunoglobuline suivis de 3 répétions de fibronectine de type 3 (FNIII) et un domaine 

transmembranaire. Ils possèdent également une région intracellulaire de longueur variable. Les régions 

de type FNIII sont essentielles à la liaison des ligands Hh (J. Y. Song et al. 2015; J. S. Kang et al. 1997) 

(figure 43).  

 

Figure 43 : Structure des co-récepteurs BOC et CDON 

Chez l’embryon, CDON et BOC fonctionnent comme des régulateurs positifs de l’activité de la voie 

Hh en s’associant aux ligands et en régulant leur gradient de concentration à la membrane (Riobo and 

Manning 2007). 
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À l’inverse, dans les CE, CDON agit comme un régulateur négatif en empêchant la liaison du ligand 

DHH à PTCH1. L’expression de CDON est augmentée à la surface des CE par les cytokines pro-

inflammatoires TNFα et IL1β. Cette augmentation entraîne une déstabilisation des jonctions 

adhérentes et favorise l’expression de molécules d’adhésion. Il a été démontré qu'une inhibition de 

CDON permet de diminuer l’extravasation du FGN et des IgG induite par l’IL-1 en favorisant l’expression 

de la VE-Cadhérine (Candice Chapouly et al. 2020). 

b. GAS 1  

Le gène Gas1 code une protéine appartenant à la famille des glycoprotéines liées à la membrane 

par une ancre de glycosylphosphatidylinositol (GPI). Chez l’embryon, BOC, CDON et GAS1 jouent un 

rôle coopératif dans la maintenance et la spécification des progéniteurs neuronaux (Allen et al. 2011; 

Allen, Tenzen, and McMahon 2007; Tenzen et al. 2006). Leur absence entraîne une perturbation de la 

prolifération cellulaire en réponse à SHH (Izzi et al. 2011). 

Dans les CE, GAS1 agit comme un régulateur positif de la voie de signalisation Hh puisque son 

inhibition induit une surexpression des molécules d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1. GAS-1 potentialise 

les effets bénéfiques de la forme longue du ligand DHH (FL-DHH) sur l’activation endothéliale en 

prévenant sa liaison au récepteur PTCH1 et en favorisant sa liaison à SMO (Candice Chapouly et al. 

2020b). Il a été montré récemment une liaison entre GAS1 avec les motifs palmitates et cholestérols 

de N-SHH ainsi que la présence de contacts protéine-protéine entre GAS1 et PTCH1. Ces observations 

soutiennent le rôle de GAS1 dans l’adressage des ligands Hh à PTCH1 et l’activation de la voie Hh (P. 

Huang et al. 2022). 

c. HHIPL1 

 

La protéine 1 de type HHIP (HHIPL1) est une protéine qui, chez l'Homme, est codée par le gène 

HHIPL1 sur le chromosome 14. Elle est composée d’un peptide signal en N-terminal, d’un domaine 

conservé HHIP-homologue (HIPH) de 18 résidus cystéine(Katoh and Katoh 2006).  

Contrairement à HHIP suggéré comme étant un régulateur négatif de la voie de signalisation 

Hh, HHIPL1 (Hedgehog interacting protein like-1) paralogue d’HHIP  est proposé comme étant un 

régulateur positif (Aravani et al. 2019). Les analyses in vitro suggèrent qu’HHIPL1 interagit avec le ligand 

SHH afin de promouvoir la signalisation Hh. In vivo, dans un modèle murin d’athérosclérose (Apoe−/− et 

Ldlr−/−) cette association serait délétère et favoriserait le développement de plaques d’athérome en 

régulant la prolifération et la migration des CML. Une délétion d’HHIPL1 a permis de réduire d’environ 

50 % la présence de plaques d’athérome et de réduire la prolifération et la migration des CML (Aravani 

et al. 2019). 

Contrairement à ce qui a été observé par Arvani et collaborateurs, les résultats obtenus dans le cadre 

de cette thèse suggèrent un rôle analogue d’HHIPL1 à HHIP. En effet, nos résultats qui seront discutés 

plus tard dans ce mémoire, suggèrent qu’HHIPL1 agit comme un régulateur négatif de la voie de 

signalisation médiée par DHH dans la CE.  
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Chez l’Homme, HHIPL1 semble également être impliqué dans des pathologies cardiovasculaires. En 

effet, dans la pathologie coronarienne, une étude GWAS (Genome Wide Association Studies) a 

impliqué le locus 14q32 du chromosome et il a été associé un polymorphisme de HHIPL1 (López-Mejías 

et al. 2017). L'existence d’un autre polymorphisme de ce gène a également été identifié après un 

infarctus du myocarde. Ce dernier a été notamment lié à une augmentation du risque d'événements 

cardiovasculaires en particulier (Rodríguez-Pérez et al. 2018). 

e) Rôle de la voie Hh dans le système cardiovasculaire  
La voie de signalisation Hh intervient dans la régulation de nombreux mécanismes nécessaires 

au bon fonctionnement du cœur dès le développement embryonnaire, mais également au maintien 

des propriétés du cardiomyocyte et de l’endothélium dans le système cardiovasculaire adulte 

(Candice Chapouly et al. 2019).  

1. Voie Hh et cœur  

a. Développement cardiaque  

La signalisation Hh est proposée comme participant au développement du mésoderme (canal 

atrioventriculaire et oreillette commune) et du second champ cardiaque (ventricule droit et voie 

d’éjection) (Varjosalo and Taipale 2008; Goddeeris et al. 2008; Guzzetta et al. 2020). Elle permet entre 

autres de maintenir le statut de progéniteur et de réguler la prolifération des populations cellulaires de 

la crête neurale cardiaque et du second champ cardiaque (M.-H. Jeong et al. 2016; Dyer and Kirby 

2009). Elle promeut également l'intégrité et l'organisation des protéines des jonctions gaps (Cx40 et 

Cx43). Ces protéines sont essentielles pour la propagation des potentiels d'action dans les parties 

ventriculaires distales (Dobrowolski et al. 2009; Diagbouga et al. 2022; M.-H. Jeong et al. 2017). 

SMO est l’acteur majeur de la voie Hh dans le développement embryonnaire. En effet, son 

inactivation conduit à la mort des embryons suite à des malformations septales auriculaires, des 

anomalies de l’éjection et à la formation d’un unique ventricule en raison de la perte de la protrusion 

mésenchymateuse dorsale (Hoffmann et al. 2009; Goddeeris et al. 2008; Washington Smoak et al. 

2005; L. Xie et al. 2012; Briggs et al. 2016). Il a récemment été évoqué qu’une mutation de SMO lors 

du développement embryonnaire pourrait être impliquée dans l'étiologie des maladies cardiaques 

congénitales liées au système de conduction cardiaque et aux valves cardiaques (C. Zhang et al. 2021).  

Les deux principaux ligands jouant un rôle dans le développement embryonnaire par 

l’intermédiaire de SMO sont IHH et SHH. En effet, leur perte combinée phénocopie celle de SMO et 

conduit à une létalité embryonnaire précoce chez le mammifère dûe à des défauts de morphogenèse 

cardiaque (tube cardiaque linéaire) (X. M. Zhang, Ramalho-Santos, and McMahon 2001). SHH permet 

également le développement des vaisseaux intra myocardiques et sous épicardiques en stimulant les 

facteurs de croissance (Lavine et al. 2006) permettant la croissance de l’artère coronaire et des veines 

coronaires respectivement  (Lavine et al. 2008).  
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b. Cœur adulte   

Certaines études soutiennent un effet bénéfique de l'activation de la voie Hh et plus 

particulièrement de son ligand SHH dans le cœur adulte. En effet, in vivo, il a été mis en évidence 

qu'une délétion de SMO dans les cardiomyocytes ou dans les cardiomyocytes et CML est associée à 

une cardiomégalie, une dilatation ventriculaire, une altération de la fonction systolique et une fibrose 

myocardique. La perte de la signalisation Hh myocardique a également conduit au développement 

d'une IC et la mort des animaux. Chez ces animaux, une rupture de la circulation coronaire et une 

hypoxie tissulaire étaient observées. Ces observations suggèrent que la signalisation Hh 

cardiomyocytaire est essentielle au maintien de la fonction cardiaque adulte (Lavine et al. 2008). Une 

partie des études confèrent également à la signalisation SHH/SMO un rôle bénéfique dans le contrôle 

de la fonction cardiaque, de l’apoptose cardiomyocytaire, de la densité capillaire et de la fibrose 

(Ghaleh et al. 2020; Paulis et al. 2015; Kusano et al. 2005; Carbe et al. 2014; Xiao et al. 2012).  

D’autres études au contraire n’ont pas permis de confirmer l’importance de l’activation de la 

voie Hh par SHH dans le cœur adulte (Bijlsma et al. 2008; Paulis et al. 2015). L’activation de cette 

dernière pourrait même favoriser le développement d’arythmies en réduisant la sensibilité des 

cardiomyocytes au potassium et prolongeant la durée du potentiel d’action (L. Cheng et al. 2018). Notre 

équipe propose également que l’absence de SMO dans les cardiomyocytes induit aucune anomalie 

cardiaque (cf. Article ; supplemental figures). 

2. Voie Hh et vaisseaux  
 

Il a été mis en évidence pour la première fois en 2011 que la voie de signalisation Hh serait 

nécessaire au maintien de l’intégrité de la BHE chez l’embryon et chez l’adulte et que les CE sont les 

cellules médiatrices de ces effets (Alvarez et al. 2011). Plus précisément, il était suggéré que l’activation 

de la voie de signalisation Hh endothéliale diminuait la perméabilité de la BHE. Les effets bénéfiques 

observés chez l’embryon étaient dépendants du ligand SHH. Ce dernier favorisait notamment 

l’interaction entre la CDH5 et la β-caténine et stimulait l’expression des protéines de jonctions serrées 

(CLDN5, Occludine, JAM-A et ZO-1) (Mingxia Wang et al. 2014). 

Plus tard, chez l’adulte, notre équipe a démontré que le ligand DHH endothélial est bénéfique pour 

l’intégrité de l’endothélium. Les effets bénéfiques sont dépendants du ligand DHH sous sa forme FL-

Dhh. Ce ligand est produit par les CE elles-mêmes sous le contrôle de KLF2 (Krüppel-like Factor 2) 

(Caradu, Couffinhal, et al. 2018a; Hollier et al. 2021). Ce ligand via son action sur la CE régule 

l’interaction de la β-caténine avec la CDH5, l’adhésion et l’infiltrat de cellules inflammatoires (Caradu 

et al. 2018; Mora et al. 2020; Chapouly et al. 2020).  

Les ligands DHH et SHH sont tous deux proposés chez l'adulte comme pouvant participer à la régulation 

de l’angiogenèse et moduler la densité capillaire (Xiao et al. 2012; Caradu et al. 2018). 

Il est également suggéré que la voie de signalisation Hh dépendante du ligand SHH joue un rôle dans 

la régulation de la vasomotricité dépendante de l’endothélium. Il est notamment proposé que SHH 
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améliore la vasorelaxation en favorisant l’expression de la NOS3 et en augmentant la production de NO 

(Benameur et al. 2010; Agouni et al. 2007; Bueno-Betí et al. 2019; Marrachelli et al. 2013). 

 

3. Voie Hh et métabolisme  
 

Plusieurs études suggèrent que la signalisation Hh joue un rôle dans la régulation du 

métabolisme lipidique et de la voie de l'insuline.  

Il est suggéré que la leptine, en interagissant avec la voie Hh, peut moduler la répartition du 

tissu adipeux. La déficience en leptine (souris C57Bl6 ; ob/ob) est, en effet, associée à un défaut 

d’expression de SMO, de GlI-1/2 et de PTCH1 dans le foie (G. Xie et al. 2017).  

Dans les péricytes, la carence en leptine provoquerait une inhibition de la signalisation Hh et 

renforcerait la différenciation du tissu adipeux blanc (G. Xie et al. 2017).  

Dans les pré adipocytes au cours du développement, l’activation de PTCH1 ou de SMO a été associée 

à une inhibition du développement du tissu adipeux brun essentiel dans la survie des nouveau-nés et 

l'homéostasie énergétique de l'adulte (Nosavanh et al. 2015).  

Chez l’adulte, la signalisation Hh interviendrait dans la régulation de la sécrétion d’insuline 

par les cellules β pancréatiques notamment via l’activation du facteur de transcription de l’insuline 

Pdx1 (Pancreatic and duodenal homeobox) (Hebrok et al. 2000; M. K. Thomas et al. 2000; 2001). Il est 

également proposé que SHH module négativement l’action de l’insuline en régulant l’activité et 

l’expression de PPAR-γ (Yao et al. 2019). 

 

f) La voie Hedghog en contexte pathologique 
 

Des perturbations de la voie Hh ont été identifiées dans un contexte pathologique ischémique, 

dans le diabète, le vieillissement, l’inflammation, les cancers ainsi que dans de nombreuses autres 

maladies (tableau 13).  
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Tableau 13 : Modulations de la voie Hedgehog en contexte pathologique 

  

Pathologie Modulation de la voie Hh 

Ischémie 

 (Infarctus du myocarde, ischémie du 

membre inférieur) 

↗ SHH, PTCH1, 

GLI-1, GLI-2 et 

GLI-3 

Cardiomyocytes 

Muscle squelettique  

Fibroblastes  

 

DT2 

↘ Pdx-1  Cellules β pancréatiques  

↗ SHH  Macrophages 

Tissu adipeux 

Diabète gestationnel ↗ HHIP Epithélium rénal 

Diabète de type 1 ↘ SHH, PTCH1 

et GLI 

Tissus myocardiques  

 

 

Vieillissement 

↘ SMO Macrophages 

↘ DHH 

↘ SMO 

Muscle ischémique  

↘ SMO Hépatocytes 

↘ SHH Cellules souches neurales  

↘ SHH Cellulessouches/progénitrices 

squelettiques 

Neuro inflammation ↗ SHH Astrocyte  

↘ DHH CE 

 

 

 

Pathologies 

rhumatismales 

 

Polyarthrite 

rhumatoïde 

↗ SHH, SMO, 

PTCH1, SMO, 

GLI 

Sérum, tissu synovial, fibroblastes, 

chondrocytes, CE 

 

Arthrose 

↗ GLI-1, 

PTCH1, IHH 

 
Chondrocytes 

 
Spondylarthrite 

ankylosante 

↗ SHH, PTCH1, 

PTCH2, GLI-1, 

GLI-2 

Peau  

Syndrome de 
Sjögren 

↗ IHH  Sérum 
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1. Cancers  
 

La voie Hh est principalement étudiée dans le cadre de la recherche de stratégies 

thérapeutiques dans la lutte contre les cancers où elle est dérégulée à la hausse (Scales and de 

Sauvage 2009; Gupta, Takebe, and LoRusso 2010). Une activation aberrante de la voie Hh serait 

responsable de plus d’un tiers des tumeurs malignes (Murone, Rosenthal, and de Sauvage 1999) : 

– Les mutations inactivant le récepteur PTCH1 ou activatrices de SMO sont très présentes dans les 

carcinomes basocellulaires et le syndrome de Gorlin (H. Hahn et al. 1996; Unden et al. 1996; Sari et al. 

2018). En l’absence de ligand Hh ces mutations induisent une activation constitutive de SMO ou 

l’absence d’inhibition par le récepteur PTCH1.  

– La libération abondante de ligand Hh autocrine/juxtacrine ou paracrine (Thayer et al. 2003; Varnat 

et al. 2009; Mukherjee et al. 2006) a été observée dans le cadre de certains cancers du tube digestif 

(Berman et al. 2003), du colon (Varnat et al. 2009), de la prostate (Datta and Datta 2006; Fan et al. 

2004), du foie (S. Huang et al. 2006), du sein (Kubo et al. 2004), de l'ovaire (Szkandera et al. 2013), du 

cerveau (Dahmane et al. 2001), du pancréas (Tian et al. 2009) et le mélanome (O’Reilly et al. 2013).  

– La surexpression ou stabilisation des facteurs de transcriptions à doigts de zinc (GLI-1) régulant les 

processus de prolifération cellulaire, de détermination du destin cellulaire et de survie cellulaire par 

des « drivers oncogéniques » (NRAS, KRAS, SOX9, c-MYC) est observée dans de nombreux cancers 

(Pietrobono, Gagliardi, and Stecca 2019). 

L’identification d’anomalies de la voie Hh dans un contexte pathologique et en particulier dans 

le cadre des cancers a permis le développement de diverses molécules (agonistes et antagonistes) 

ciblant ses différents acteurs (tableau 14). 
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 Cible Molécule 

 

 

 

Inhibiteurs 

 

SMO 

– Cyclopamine  

– Saridegib  

– IPI-926 

 

 

 

SMO (passage de la forme 

inactive à active) 

– GDC-0449 ou Vismodegib 

(Genentech/Curis) 

– LDE225 & LEQ506 (Novartis 

Pharmaceuticals) 

– BMS-833923 ou XL-139 (Bristol-Myers 

Squibb) 

 – PF-0449913 (Pfizer) 

 LY2940680 (Lilly)  

– SANT74 et 75 (Merck 

Chemicals) 

SMO (Transport inactif du 

cytoplasme vers le cil primaire) 

– SANT1 & SANT4 (Merck Chemicals)  

 

GLI (transcription) 

– GANT58 & GANT61 (Tocris Bioscience) 

 

 

 

Fixation de SHH sur PTCH1 

 

 

– Robotnikinin (Harvard Scientists) 

Activateurs 
 

SMO 

– Dérivés du cholestérol et oxystérol 

- SAG 

- Purmorphamine 

– GSA-10 

– Glucocorticoïdes fluorés de synthèse 

(halcinonide, fluticasone, clobétasol et 

fluocinonide) 

Tableau 14 : Molécules ciblant la voie Hedgehog 

 

2. Pathologies ischémiques  
Il est évoqué une réactivation de la voie Hh (SHH) dans l’ischémie du membre inférieur (Pola 

et al. 2003; Palladino et al. 2011; M.-A. Renault et al. 2009) et dans l’infarctus du myocarde (Kusano et 

al. 2005; Bijlsma et al. 2008) (tableau 13). Cependant, Il est difficile de savoir si l’activation de la 

signalisation par SHH est bénéfique dans les pathologies ischémiques puisque les effets observés sont 

parfois contradictoires. 

Plusieurs publications suggèrent que de l’administration de SHH (recombinante, plasmide humain, 

endogène) après une ischémie-reperfusion est bénéfique. En fonction des études, son administration 
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permettrait notamment de diminuer l’apoptose, la fibrose, et d’améliorer la fonction cardiomyocytaire 

et de favoriser l’angiogenèse (Ghaleh et al. 2020; Paulis et al. 2015; Kusano et al. 2005; Xiao et al. 2012). 

Ces données sont en accord avec le fait que son inhibition (SANT-1) altère la fonction cardiaque, 

augmente la taille de la zone infarcie, favorise l’hypoxie et réduit de la densité en capillaires coronaires 

(Xiao et al. 2012).  

De manière similaire, dans l’ischémie du membre inférieur, la réactivation de la voie par 

l’intermédiaire de SHH ou d’un agoniste de SMO (SAG) est également proposée comme étant 

bénéfique en augmentant la densité capillaire (Caradu, Guy, et al. 2018; Benameur et al. 2010). La 

revascularisation et la reperfusion du muscle ischémique sont diminuées en présence d’un anticorps 

bloquant (5E1) (Pola et al. 2003). 

Il est cependant nécessaire de préciser que les effets bénéfiques de SHH dans ce contexte 

pathologique sont controversés. En effet, Bijlsma et ses collaborateurs suggèrent qu'inhiber de la 

signalisation Hh (Cyclopamine) après une ischémie myocardique peut avoir effets bénéfiques sur la 

fonction ventriculaire et diminuer la fibrose (Bijlsma et al. 2008).    

3. Diabète  
Diverses études ont associé la voie de signalisation Hh au DT2, au diabète de type 1, au 

diabète gestationnel et à l’obésité (Benchoula, Parhar, and Wong 2021; Hassanpour et al. 2017) 

(tableau 13).  

La dérégulation signalisation Hh a été associée comme pouvant être un facteur de risque au DT2 en 

réduisant de l’expression du facteur de transcription Pdx1 (M. K. Thomas et al. 2000; Lau, Kawahira, 

and Hebrok 2006). Dans un modèle murin diabétique et obèse, l’inhibition de la voie de signalisation 

Hh dans les cellules myéloïdes a provoqué une prise de poids, une intolérance au glucose une 

résistance à l’insuline et l’augmentation de l’infiltrat inflammatoire dans le tissu adipeux (J. Braune et 

al. 2017). Il est proposé que l’hyperglycémie en l’inhibant la signalisation SHH favoriserait notamment 

la réponse inflammatoire et la synthèse d’ERO (diminution de superoxyde dismutase et catalase) (N. 

Song et al. 2018; R.-Y. Zhang et al. 2018). Song et collaborateurs suggèrent également que SHH 

stimulerait la polarisation des macrophages par une signalisation Hh dépendante de la PI3K et 

diminuerait la sensibilité à l’insuline des adipocytes (M. Song et al. 2018) (figure 44).  

En revanche, ces résultats sont contrastés puisque les souris hétérozygotes Ptch1 (Ptch1+/-) ayant 

une signalisation Hh augmentée, développent une intolérance au glucose (Hebrok et al. 2000). 

La voie de signalisation Hh a été rapportée dans de nombreuses études comme pouvant être 

modulée par le diabète gestationnel (Vaux et al. 2005; X.-P. Zhao et al. 2014). Il a été démontré que le 

diabète gestationnel régule négativement la voie Hh en augmentant l’expression de HHIP. En revanche, 

cette augmentation est abolie en surexprimant Pax2 (Paired box 2) (X.-P. Zhao et al. 2014). 
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Figure 44 : Induction de la sensibilité à l'insuline dans le tissu adipeux via la voie Hh 
Benchoula, Parhar, and Wong 2021. L'hyperglycémie augmente l'expression des ADE, qui transportent SHh pour activer les 
macrophages via PTCH/PI3K, ce qui entraîne une infiltration des macrophages et une diminution de la sensibilité à l'insuline. 
SHH, sonic hedgehog; ADEs, exosomes dérivés d'adipocytes positifs à SHh ; PTCH, patched; PI3K, Phosphatidyl inositol 3 -
kinase. 
 

 Dans le cadre du diabète de type 1 induit expérimentalement par streptozotocine, l’altération 

de la voie Hh (diminution de SHH, PTCH1 et GLI) a été associée au développement d’une dysfonction 

diastolique. Le développement de cette dernière est prévenu par un traitement avec un agoniste de 

SMO (SAG) (Xiao et al. 2012).  

L’altération de la voie de signalisation Hh induite par l’hyperglycémie est également retrouvée dans 

les complications liées au diabète, telles que la néphropathie diabétique (Kim et al. 2017; X.-P. Zhao et 

al. 2018), la rétinopathie diabétique (J. Zhang et al. 2018), les ulcères du pied (Gao et al. 2018), la 

réparation osseuse (Tevlin et al. 2017; Lu et al. 2003), la cicatrisation des plaies (Tevlin et al. 2017), la 

neuropathie diabétique (Candice Chapouly et al. 2016; Calcutt et al. 2003) et les complications 

cardiovasculaires (Xiao et al. 2012) 

4. Vieillissement  
Il est proposé que l’âge diminue l’expression du ligand DHH et du corécepteur SMO et leurs 

propriétés pro angiogéniques dans le muscle ischémié (Palladino et al. 2011; M.-A. Renault et al. 2013) 

(tableau 13). Le rétablissement de la signalisation Hh permet d’augmenter la densité capillaire et 

d’améliorer la perfusion dans le muscle (Pola et al. 2001; Palladino et al. 2011; M. A. Renault et al. 2013; 

M.-A. Renault et al. 2013).  

 Il est évoqué à partir d’analyses in vitro et in vivo qu’un défaut de signalisation Hh dans les 

macrophages résidents pourrait être responsable en partie de l’inflammation de bas grade observée 

chez les individus âgés (Babagana et al. 2021). L'inflammation systémique de bas grade contribue au 

développement de nombreuses pathologies dont l’ICFEp. 

Avec le vieillissement, une diminution de la signalisation Hh a été mise en évidence comme 

pouvant altérer le processus de régénération hépatocytaire (Maeso-Díaz et al. 2022) dans lequel elle 

est impliquée (Ochoa et al. 2010; M. Swiderska-Syn et al. 2014; Marzena Swiderska-Syn et al. 2016) 

(tableau 13).  

Il est suggéré que l’expression de SHH dans les cellules souches neurales est nécessaire au 

maintien de la neurogenèse au cours du vieillissement (W. Cheng et al. 2015). Un défaut de la 
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signalisation SHH abolit les fonctions précédentes et augmente les troubles comportementaux anxieux 

chez les animaux âgés (J. Wang et al. 2022) (tableau 13). De manière cohérente avec les résultats 

précédents, il a récemment été proposé qu’une dérégulation de la signalisation SHH/SMO par un stress 

oxydant pourrait participer à la pathogenèse des maladies neurodégénératives telles que la maladie 

d'Alzheimer, de Parkinson et d’Huntington (Prajapati, Mehan, and Khan 2023).  

Enfin, de faibles niveaux de SHH ont été associés à une altération de l’ostéogenèse et au 

développement de l’ostéoporose au cours du vieillissement (Liwei Zhang et al. 2022). 

5. Inflammation  
L’expression du ligand DHH est diminuée en réponse aux cytokines inflammatoires (Caradu, 

Couffinhal, et al. 2018), dans la neuro-inflammation (Hollier et al. 2021) induite par l’encéphalomyélite 

auto-immune expérimentale (Mora et al. 2020) . Au contraire, l’expression de SHH est proposée 

comme étant augmentée dans les astrocytes activés dans un contexte de neuro-inflammation comme 

la sclérose en plaques (Alvarez et al. 2011) (tableau 13).  

Alvarez et collaborateurs suggèrent que l’expression de SHH agirait de manière paracrine sur les CE et 

participerait au maintien de l’intégrité des jonctions endothéliales serrées dans la barrière 

hématoencéphalique (BHE) (Y. Wang et al. 2014; Alvarez et al. 2011). L’expression du ligand SHH est 

également modulée dans de nombreuses pathologies ayant une perméabilité accrue telles que l’AVC 

et l’hémorragie sous-arachnoïdienne (Chechneva et al. 2014; Mastronardi et al. 2003; Yanan Li et al. 

2013; Alvarez et al. 2011; Bambakidis et al. 2012; Y. Jin et al. 2015). 

Les résultats démontrant le rôle bénéfique de SHH astrocytaire sur la BHE sont controversés. 

En effet, il est suggéré que le maintien de l’intégrité de la BHE n’est pas lié à la sécrétion de SHH 

astrocytaire, mais plutôt lié à la sécrétion de manière autocrine du ligand DHH par les CE (Hollier et al. 

2021). La forme FL-DHH sécrétée de manière endogène par la CE induit des effets pro-angiogéniques 

opposés au ligand SHH (déstabilisation des jonctions serrées et augmentation de la perméabilité) et 

promeut l’intégrité de la BHE.  

Dans l’ensemble des pathologies rhumatismales (polyarthrite rhumatoïde, arthrose, sclérose 

systémique, spondylarthrite ankylosante, le syndrome de Sjögren), la signalisation Hh dépendante de 

SHH et de IHH semble surexprimée par rapport aux individus contrôles (tableau 13). Le blocage de cet 

axe pathogène en tant que cible thérapeutique est à l’étude (Su et al. 2022).  

 

g) Conclusion  
Les études sur la fonction de la voie Hh dans le système cardiovasculaire se sont majoritairement 

concentrées sur les effets du ligand SHH. Il est parfois difficile d’associer les effets à l’un des acteurs de 

cette voie de signalisation étant donné qu’il existe des résultats contradictoires dans la littérature à ce 

sujet. Dans la CE, la voie de signalisation Hh agit de manière autocrine et est dépendante des effets du 

ligand DHH, mais les mécanismes restent encore incompris à l’heure actuelle.  
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II. OBJECTIF/RATIONNEL  
 

L’ICFEp est une pathologie hétérogène dans sa présentation et sa physiopathologie. Jusqu’à 

présent, hormis les inhibiteurs du SGLT2, aucun traitement utilisé dans l’ICFEr n’a permis d’améliorer 

de manière significative la survie de ces patients (Redfield and Borlaug 2023; Henning 2020).  

Afin de palier à l'hétérogénéité phénotypique de l'ICFEp, différentes études de stratification 

des patients ont permis d’identifier plusieurs sous-types de populations dont la pertinence clinique 

doit être encore évaluée : « métabolique, obèse », « vieillissement vasculaire » et « relativement jeune 

avec un déficit en peptides natriurétiques » (Peters et al. 2022; J. B. Cohen et al. 2020; Sabbah et al. 

2020; Hedman et al. 2020). Malgré cette possible stratification des patients et de nombreuses études 

cliniques et précliniques, la physiopathologie de l’ICFEp reste encore incomprise. Des observations 

cliniques montrent la présence d’une dysfonction endothéliale microvasculaire coronaire chez les 

patients atteints d’ICFEP, notamment une perte de réserve de flux coronaire (S. J. Shah et al. 2018b; 

Kato et al. 2016), un œdème (Fischer et al. 2022), une raréfaction microvasculaire (Mohammed et al. 

2015) et une activation endothéliale (Franssen et al. 2016a) chez 75% des patients. La forte prévalence 

de la dysfonction endothéliale microvasculaire a conduit Paulus et ses collaborateurs à établir un 

paradigme suggérant que cette dernière pourrait être à l’origine de la dysfonction diastolique. En 

revanche, il n’existe pas de preuves directes, mais seulement des associations reliant la dysfonction 

endothéliale à la physiopathologie de l’ICFEp. Dans ce paradigme, il est notamment suggéré un rôle 

important de la perte de biodisponibilité du NO dans la dysfonction diastolique. Cependant, cette 

implication est remise en question puisque les modèles murins délétés pour la NOS3 ne développent 

pas systématiquement de dysfonction diastolique (Tsutsui et al. 2015; Ebner et al. 2017) et les essais 

thérapeutiques ciblant la voie de signalisation du NO dans l’ICFEp ont jusqu’à présent été un échec 

(Borlaug et al. 2018; Redfield et al. 2015). Cependant, il a été démontré que le KO (Maizel et al. 2014b; 

X. He et al. 2017) ou la surexpression d’un gène (Dhot et al. 2020; Abelanet et al. 2022) altérant les 

propriétés de l’endothélium était suffisante pour induire une dysfonction diastolique confortant le 

paradigme de Paulus.  

L’objectif général de ce projet de thèse consiste à déterminer si la dysfonction endothéliale en 

particulier dans le phénotype « métabolique, obèse » ou diabétique et obèse participe à la 

physiopathologie de l’ICFEp. Plus précisément, mes objectifs sont les suivant : 

1/ Identifier de nouveaux acteurs moléculaires de la dysfonction endothéliale associés/induits par le 

diabète qui pourraient participer à la physiopathologie de la dysfonction diastolique 

2/ Identifier les mécanismes par lesquels la dysfonction endothéliale induit la dysfonction diastolique 

De plus, l’avancée de ce projet de thèse nous a conduits à identifier un phénotype prothrombotique 

des CE comme potentiellement impliqué dans la physiopathologie de la dysfonction diastolique. Nous 

nous sommes donc intéressés à :  

3/ Identifier le rôle de la microthrombose coronaire dans l’ICFEp   
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Figure 45 : Rationnel du projet de thèse 

Le projet de thèse est à l’interface entre dysfonction endothéliale et troubles hémostatiques dans l’ICFEp. Flèches noires : 
corrélations avec preuves de la littérature ; flèches rouges : corrélations auxquelles ce projet essaye de répondre. 
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III. MATÉRIELS ET MÉTHODES  

1) Modèles murins diabétiques  

a)  Leprdb/db  
 

Ces souris dérivent de la mutation « db » découverte par Coleman et Hummel en 1967 (Hummel, 

Coleman, and Lane 1972). Il s’agit d’une mutation autosomique récessive spontanée consistant au 

remplacement d’une guanidine par une thymidine dans le gène codant pour le récepteur à la leptine 

Lepr situé sur le chromosome 4. Cette dernière va créer un site d’épissage anormal qui conduit à 

l’insertion de 106 nucléotides dans le transcrit provoquant la perte de fonction du signal de 

transduction induit par le récepteur à la leptine. Ces souris obtenues au Charles River laboratories ont 

un fond génétique C57BL/KsJ. Lorsqu’elles sont homozygotes Leprdb/db elles sont hyperphagiques et 

deviennent obèses. Cela contribue au développement d’une hyperglycémie, hyperinsulinémie et une 

insulino-résistance dans les premiers mois de vie des animaux. Plus tard, ces souris développent une 

hypo-insulinémie associée à une hyperglycémie avec un pic entre 3 et 4 mois. Enfin, elles présentent 

les caractéristiques d’une dysfonction diastolique (élévation de pression télédiastolique) à partir de 3 

mois (Guimbal et al. 2021).Ces souris à l’état homozygote Leprdb/db sont infertiles (Lindström 2007). Des 

souris Leprdb/+ sont croisées entre elles de façon à obtenir dans une même portée des souris Leprdb/db 

et leur contrôle Leprdb/+. Les souris sont phénotypées par leur poids et leur couleur. Les souris Lepr+/+ 

sont de couleur grise, les souris hétérozygotes Leprdb/+ sont noires, non-obèses et non-diabétiques et 

les souris Leprdb/db sont noires et obèses. 

Pour ce projet de thèse, nous avons utilisé des souris femelles Leprdb/db et leur contrôle Leprdb/+ âgées 

de 3 mois à 6 mois. 

b) Régime HFD/STZ 
 

Les souris mâles et femelles ovariectomisées ont été soumises à un régime riche en graisses (60 %) 

(HFD, 260 HF, U8978A01R 00019, Safe) pendant 12 semaines, dès l’âge de 8 semaines (figure 46). Le 

régime HFD induit une insulinorésistance et une obésité. Ensuite, un diabète de type 2 a été induit à 

12 semaines par l’intermédiaire d’injections de streptozotocine à faible de dose (STZ). La STZ a été 

injectée à une dose de 40 mg/kg/jour en intrapéritonéal pendant 4 jours consécutifs après un jeune 

de 4 h (Furman 2021; King 2012) (figure 46). Ces injections répétées de STZ ont pour but d’induire la 

nécrose des cellules β des ilots Langherans et d’induire à terme une hyperglycémie (Reed et al. 2000; 

Ming Zhang et al. 2008). Ce régime HFD/STZ a déjà été mis en évidence dans un modèle de rat comme 

pouvant favoriser la survenue d’une dysfonction diastolique (Epp et al. 2013).  
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Figure 46 : Protocole d’induction d’un DT2 par régime HFD/STZ 

 

2) Souris transgéniques pour la voie Hedgehog  

a) Souris déficientes pour DHH (DhhECKO) 
Les souris Dhhflox/+ ont été générées par l’Institut Clinique de la Souris via le consortium 

international de phénotypage de souris à partir d’un vecteur généré par l’European conditional mice 

mutagenesis program, EUCOMM. Les exons 2 et 3 du gène Dhh sont flanqués par des séquences loxP 

dans le même sens. Ces souris ont été génotypées avec les amorces : 5’-TGGGTGTTCCTTACAATCCGC-

3’ et 5’-CAACCACTGGACCGAAGGAGGAA-3’ qui amplifient un fragment de 375 paires de bases de 

l’allèle sauvage ou un fragment de 428 paires de bases si l’allèle est flox/flox. 

Nous avons obtenu les souris Cdh5-CreER/T2 exprimant la CRE-recombinase sous le contrôle du 

promoteur de la Cadhérine 5 au laboratoire de R.H. Adams. Ces souris ont été génotypées avec les 

amorces : 5’-TAAAGATATCTCACGTACTGACGGTG-3’ et 5’- TCTCTGACCAGAGTCATCCTTAGC-3’ amplifiant 

493 paires de base de la séquence Cre recombinase. 

Par croisements successifs de ces deux lignées, les souris DhhECKO (Cdh5-CreER/T2 ; Dhhflox/flox) et les 

souris contrôles ou Dhhflox/flox sont obtenues (figure 47). L’activation de la CRE-recombinase a été 

réalisée chez les souris adultes par injection intrapéritonéale de tamoxifène pendant 5 jours 

consécutifs. 

Les souris mâles et femelles utilisées en proportion équivalentes dans cette thèse ont été phénotypées 

1 mois après injection au tamoxifène soit à 12 semaines d’âge. 
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Figure 47 : Construction génétique des souris DhhECKO 

b) Souris déficientes pour SMO (SmoECKO) 
 

Les Souris Smoflox/+ (Jackson laboratories) ont été modifiées génétiquement afin que l’exon 1 de 

Smo soit encadré par des séquences loxP (figure 48). De manière similaire à ce qui a été réalisé pour la 

construction des souris DhhECKO, ces souris ont été croisées avec les souris Cadh5-CreER/T2 afin 

d’obtenir des SmoECKO (Cdh5-CreER/T2 ; Smoflox/flox) et les souris contrôles ou Smoflox/flox.  

Une proportion équivalente de mâles et de femelles a été utilisée 4 semaines après injection de 

tamoxifène (1mg/jours pendant 5 jours) (souris sacrifiées à 12 semaines). 

Figure 48 : Construction génétique des souris SmoECKO 
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c) Souris déficientes pour SMO dans les cardiomyocytes 

(SMOCMKO) 
 

 Les souris SMOflox/+ similaires avec celles utilisées pour la construction SMOCEKO ont été croisées 

avec des souris Tg (Myh6-cre/Esr1*)1Jmk/J, (Myh6-Cre/ESR1) obtenues au Jackson Laboratories afin 

d’obtenir des souris SMOCMKO (Myh6-Cre/ESR1 ; Smoflox/flox) et  les souris contrôles ou Smoflox/flox. Ces 

souris expriment la CRE-recombinase inductible sous le contrôle du promoteur de la chaîne lourde de 

l’α-myosine cardiomyocytaire (figure 49).  

Une proportion équivalente de mâles et de femelles a été utilisée 1 mois après injection de tamoxifène 

(1mg) 5 jours consécutifs.  

 

Figure 49 : Construction génétique des souris SmoCMKO 

 

d) Souris déficientes pour Hhipl1 
 

Les animaux Hhipl1-LacZ (Hhipl1tm1a(KOMP)Wtsi) ont été obtenus en collaboration avec Tom R 

Webb. Ces souris possèdent une modification génétique du gène Hhipl1 localisé sur le chromosome 

12. Cette construction génétique comprend une cassette LacZ, deux sites FRT et 3 sites loxP (figure 50).  
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Figure 50 : Construction génétique de la souris Hhipl1-KO 

 

Nous avons utilisé ces souris KO constitutives pour Hhipl1 (Hhipl1LacZ/LacZ) et leur contrôle (Hhipl1+/+) 

dans des proportions équivalentes de mâles et de femelles et les avons sacrifiés à 20 semaines afin de 

localiser dans quels types Hhipl1 est exprimé en conditions de DT2 (protocole d’induction du DT2 

détaillé dans la partie intitulée souris diabétique) (figure 47).  

3) Hébergement  
 

Les souris sont hébergées en animalerie conventionnelle avec une photopériode de 12h, en 

cages communes sur portoirs ventilés. Les animaux ont accès à de l’enrichissement, à de l’eau et à de 

la nourriture ad libitum, en accord avec les protocoles internationaux d’hébergement des animaux de 

laboratoire. L’ensemble des expériences réalisées est conforme aux directives 2010/63/EU du 

Parlement européen sur la protection des animaux utilisés à des fins scientifiques et a été approuvé 

par le Comité d’éthique en expérimentation animale de l’université de bordeaux et le ministère de la 

recherche. 

4) Thérapie antiagrégante 
 

Afin de démontrer le rôle de la thrombose dans le développement de la dysfonction diastolique 

dans les modèles murins les avons traités ou non à l’aide de deux thérapies antiagrégantes pendant 4 

semaines. avec de l’aspirine (25 mg/kg/jour) (Kardegic®, Sanofi) ou de clopidogrel (5 mg/kg/jour) 

(Arrow Génériques) (Ni et al. 2018; Seidel et al. 2009) dans l’eau de boisson.  
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5) Mesure de la fonction cardiaque  
L’ensemble des tests réalisés afin d’étudier de la fonction cardiaque des animaux transgéniques et 

diabétiques sont détaillés dans l’article.  

a) Test d’effort des souris Leprdb/db 
Il n’existait à notre connaissance encore aucun test permettant d’évaluer la tolérance à l’effort des 

souris Leprdb/db. Avant les expériences sur tapis roulant, les souris ont été habituées à être manipulées 

afin de réduire leur anxiété. Ensuite, les animaux ont été familiarisés avec la course sur le tapis roulant 

(tapis roulant à 6 couloirs, UGO BASILE S.R.L, Italie) pendant 3 jours : 

– le premier jour, les souris se sont entraînées pendant des séances de course de 12 minutes à vitesse 

constante de 5 m/minutes à une inclinaison de 0°. 

– Les deuxième et troisième jour, les souris ont été entraînées pendant des séances de course de 18 

minutes, en augmentant progressivement la vitesse jusqu'à un maximum de 9 m/minutes à une 

inclinaison de 0°.  

Après 3 jours d'entraînement sur tapis roulant et un jour de pause, des tests d'épuisement et de fatigue 

ont été effectués. La pente est  fixée à 0° d'inclinaison. Dans un premier temps, la vitesse augmente 

graduellement pendant 6 minutes de 3 m/minutes pour atteindre 5 m/minutes. Ensuite la vitesse a été 

augmentée progressivement par différents paliers (tableau 14) afin d’atteindre après 55 minutes de 

test 14 m/minutes. L’épuisement est défini par l’incapacité de la souris à rester hors de la grille 

électrifiée pendant 10 secondes.  

Temps (min) Vitesse (m/min) 

0 3 

6 5 

16 7 

32 9 

38 11 

55 14 

Tableau 15 : Protocole du test d’effort pour souris Leprdb/db 

 

6) Coloration histologique au bleu de toluidine 
La densité en mastocytes et leur dégranulation a été quantifiée après un marquage au bleu de 

Toluidine. Les cœurs ont été préalablement fixés au méthanol pendant un minimum de 24 heures avant 

d’être inclus en paraffine. Après déparaffinage, les coupes transversales de cœur ont été colorées 

pendant 3 minutes dans une solution de bleu de toluidine (Sigma) à 1 % dans de l’éthanol à 70 %. Après 

rinçage à l’eau distillée, les mastocytes ont été quantifiés sur l’ensemble de la coupe et les résultats 

exprimés en pourcentage de mastocytes activés par rapport aux mastocytes totaux.   
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IV. RESULTATS  
 

1) Identification de nouveaux acteurs de la dysfonction 

endothéliale dans le cœur des souris Leprdb/db 

 

Lors de travaux précédents, nous avons déjà démontré qu’à partir de 3 mois les souris Leprdb/db 

obèses et diabétiques développent une dysfonction diastolique (augmentation de pression 

télédiastolique) associée à une dysfonction endothéliale (fuite vasculaire, activation des CE) (Guimbal 

et al. 2021). Pour aller plus loin et identifier de nouveaux acteurs de la dysfonction endothéliale 

pouvant jouer un rôle causal dans la dysfonction diastolique (figure 42), nous avons isolé les CE 

cardiaques par tri magnétique et avons réalisé une analyse par séquençage d’ARN. Les résultats de 

cette analyse, nous ont montrés que l’expression de 385 gènes était augmentée et que celle de 89 était 

diminuée par rapport aux contrôles Leprdb/+. Les processus biologiques les plus fortement augmentés 

étaient associés à l’inflammation et à la coagulation sanguine. Parmi ces différences d’expression, 

l’augmentation de l’expression génique d’HHIPL1 a particulièrement retenu notre attention. En effet, 

ce gène code pour un récepteur leurre (HHIPL1) aux ligands de la voie de signalisation Hh dont nous 

avions démontré précédemment le rôle essentiel pour le maintien de l’intégrité de la CE (Candice 

Chapouly et al. 2019; Hollier et al. 2021; Caradu, Couffinhal, et al. 2018).  

 

2) Rôle d’Hhipl1 dans le cœur  
 

Dans le but de mesurer les conséquences d’une augmentation de l’expression d’Hhipl1 dans le 

cœur des souris Leprdb/db, nous avons cherché à développer un modèle murin avec un DT2 et une 

obésité similaire aux Leprdb/db dans lequel nous pourrions effectuer ensuite une modification génétique 

d’HHIPL1. Nous avons opté pour un régime HFD combiné à des injections répétées de STZ à faible dose 

décrit dans la littérature comme induisant un DT2 (Furman 2021; King 2012) et une dysfonction 

diastolique chez le rat (Epp et al. 2013).  

Dans un premier temps, les souris femelles ont été ovariectomisées à 7 semaines afin de reproduire la 

diminution des niveaux d’œstrogène des souris Leprdb/db (de Luca et al. 2005; Garris et al. 2005). Ensuite, 

afin de provoquer une insulinorésistance et une obésité les souris ont été soumises pendant 12 

semaines dès l’âge de 8 semaines à un régime HFD. Ensuite, le DT2 a été induit à 12 semaines par 

l’intermédiaire d’une injection intrapéritonéale quotidienne pendant 4 jours de STZ (40 mg/kg) après 

un jeûne (4 heures) à la suite de la nécrose des cellules β pancréatiques.  
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Nous avons tout d’abord vérifié que les souris HFD/STZ développent une hyperglycémie (glycémie > 2 

g/L) par rapport aux souris non soumises au régime (figure 51 ; A). Ensuite, à l’aide de souris Hhipl1-

LacZ nous avons mis en évidence que l’expression d’Hhipl1 était augmentée en condition de diabète 

(HFD/STZ) dans les cellules périvasculaires, très probablement fibroblastiques (résultat détaillé dans 

l’article) 
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Figure 51 : Fonction cardiaque souris femelles sous régime HFD/STZ.  

Les souris femelles ovariectomisés (OVX) ne développent pas de dysfonction diastolique après régime HFD /STZ. (A) Valeur 
de glycémie (n = 5 à 8 souris par groupe) (B) La fraction d’éjection a été évaluée par échocardiographie (n = 6 à 8 souris par 
groupe). (C) Le dP/dt maximal a été mesuré par cathétérisme ventriculaire gauche (n = 6 à 8  souris par groupe). (D) La pression 
diastolique finale du ventricule gauche (EDP) a été mesurée par cathétérisme ventriculaire gauche (n= 6 à 8  souris par groupe). 
(E) Le dp/dt min a été mesuré par cathétérisme ventriculaire gauche (n = 6 à 8  souris par groupe). (F) La constante de 
relaxation Tau a été mesurée par cathétérisme ventriculaire gauche (n=5 à 8  souris par groupe) (G) Le ratio poids du cœur sur 
longueur du tibia a été calculé (n = 5 à 8 souris par groupe). (H) L’épaisseur de la paroi postérieure du ventricule gauche en 
diastole (LVPWd) a été mesurée par échocardiographie (n=8  souris par groupe). ns : non significatif ; test de Mann-Whitney. 
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Nous nous sommes ensuite demandé si l’augmentation d’expression d’Hhipl1 induite par le diabète a 

des répercussions sur le phénotype cardiaque. Les données préliminaires obtenues à partir des 

analyses fonctionnelles cardiaques suggèrent que le régime HFD/STZ n’est pas suffisant pour induire 

une dysfonction diastolique. En effet, nous n’avons observé ni augmentation de pression 

télédiastolique (figure 51 ; D), ni altération des paramètres de relaxation active (figure 51 ; E-F), ni 

hypertrophie (figure 51 ; G-H), après régime HFD/STZ. Nous n’avons observé aucune modulation de la 

fonction systolique (FEVG et dp/dt max) non plus (figure 51 ; B-C). Dans ce contexte, nous n’avons pas 

pu déterminer les conséquences de la déplétion d’Hhipl1 sur la dysfonction diastolique. 

 

Pour approfondir les mécanismes moléculaires, nous avons fait l’hypothèse que la surexpression 

de Hhipl1 équivaudrait à un KO de DHH endothélial. Ce dernier étant le principal ligand Hh dans le cœur 

et exprimé essentiellement par les CE, nous avons mesuré les conséquences d’un KO endothélial de 

Dhh (DhhECKO) sur la fonction cardiaque, le remodelage cardiaque, le phénotype des vaisseaux et le 

phénotype des cardiomyocytes. Ce modèle murin DhhECKO nous a permis d’investiguer de manière 

isolée, un potentiel défaut de signalisation induit par Hhipl1 en l’absence des autres facteurs : diabète 

et dyslipidémie.  

 

3) Impact d’un défaut de DHH sur les vaisseaux coronaires, 

les cardiomyocytes et la fonction cardiaque  
 

a) Impact d’un défaut de DHH sur la fonction cardiaque  
 

Tout d’abord, nous nous sommes demandé si un défaut induit de cette signalisation avait un effet 

sur la fonction cardiaque. Nous avons montré que les souris DhhECKO âgées de 12 semaines présentent 

les caractéristiques d’une intolérance à l’effort associée à une dysfonction diastolique caractérisée par 

une augmentation de la pression télédiastolique, du dp/dt min et de Tau (résultats détaillés dans 

l’article). Ces résultats mettent en évidence que le KO inductible d’un gène dans les CE est capable 

d’induire la survenue d’une dysfonction diastolique. Nous avons ensuite voulu identifier les 

mécanismes responsables de la survenue de la dysfonction diastolique dans ce modèle murin.  
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b) Impact d’un défaut de DHH sur le phénotype 

vasculaire  
 

Connaissant le rôle du ligand DHH dans l’intégrité endothéliale, nous avons ensuite observé 

l’impact d’un défaut de ce ligand dans les CE sur le phénotype des vaisseaux des souris DhhECKO 

(résultats détaillés dans l’article). Les souris DhhECKO développent une dysfonction microvasculaire 

coronaire avec notamment une augmentation de la perméabilité aux protéines plasmatiques, et de la 

fibrose périvasculaire. De plus, nous avons observé une accumulation du nombre de plaquettes dans 

le cœur associé à une augmentation du nombre thrombus dans les capillaires coronaires des DhhECKO. 

Nous avons ensuite démontré que ce processus altérant la perfusion d’environ 10 % des capillaires est 

lié à une augmentation de la sécrétion du vWF à la surface des CE. Enfin, cette perte de perfusion 

provoque une hypoxie locale myocardique.  

 

c) Impact du défaut de DHH sur le phénotype des 

cardiomyocytes 
 

Pour approfondir les mécanismes par lesquels l’absence du ligand endothélial est capable de 

provoquer une dysfonction diastolique, nous avons phénotypé les cardiomyocytes (résultats détaillés 

dans l’article). Aucune hypertrophie n’est observée, en revanche la perte de DHH a perturbé la 

formation des myofilaments du sarcomère (diminution de Myh7, augmentation Acta1) et de la titine 

(augmentation du ratio N2BA/N2B et des ARNm de Titin-Cap [Tcap]). De manière cohérente avec le 

défaut de relaxation observé par cathétérisme du VG (augmentation de dp/dt min et Tau) et en ex vivo 

(diminution de vitesse de relaxation), nous avons mis en évidence que les cardiomyocytes de ces souris 

présentent un défaut de recapture du [Ca²+ ]i vers le réticulum sarcoplasmique. Ce défaut est plus 

particulièrement lié à une baisse la phosphorylation du PLN au site thréonine 17.  

d) Défaut de signalisation autocrine  
 

 Nous nous sommes ensuite posé la question si l’altération du phénotype cardiomyocytaire chez 

les DhhECKO était liée à un défaut de signalisation autocrine ou paracrine sur les cardiomyocytes 

adjacents (résultats détaillés dans l’article). À l’aide de deux modèles murins déplétés pour le 

corécepteur SMO dans les CE (SmoECKO) et dans les cardiomyocytes (SmoCMKO), nous avons pu mettre 

en évidence que la dysfonction diastolique des DhhECKO est liée à un défaut de signalisation autocrine 
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sur la CE. En effet, seules les souris SmoECKO ont développé une dysfonction diastolique similaire à celle 

des souris DhhECKO.  

L’ensemble des données précédentes suggère pour la première fois qu’un défaut de signalisation DHH 

dans la CE à lui seul est capable d’induire une dysfonction diastolique. 

  

e) Impact de l’hypoxie sur le phénotype des 

cardiomyocytes  
Nous avons voulu ensuite voir quelle était la part de responsabilité de l’hypoxie myocardique 

provoquée par la microthrombose coronaire dans la modification du phénotype des cardiomyocytes 

des souris DhhECKO (résultats détaillés dans l’article). In vitro, à partir de culture primaire de 

cardiomyocytes nous avons mis en évidence que l’hypoxie est responsable de l’augmentation de Tcap 

et d’Acta1 dans les cardiomyocytes des souris DhhECKO. En revanche, la diminution de phosphorylation 

du PLN sur la thréonine 17 et l’augmentation de l’inhibiteur de la CAMKII neurogranine sont quant à 

elles le reflet de l’inflammation ainsi que de l’infiltrat leucocytaire. Connaissant le lien entre hypoxie et 

inflammation sur le phénotype des cardiomyocytes, nous avons ensuite étudié si la microthrombose 

participait au développement de la dysfonction diastolique dans ce modèle murin DhhECKO. 

f)  Impact de la microthrombose sur la fonction 

cardiaque chez les souris DhhECKO 
 

Afin de vérifier si le phénotype thrombotique est responsable de la dysfonction diastolique 

dans les souris DhhECKO , nous avons traité ces souris de manière préventive pendant 1 mois avec deux 

thérapies antiagrégantes (clopidogrel [5 mg/kg/jour] ou Aspirine 25 [mg/kg/jour]) dès l’induction du 

KO (figure 52) (Résultats de l’Aspirine dans l’article ; Clopidogrel données non publiées). Le traitement 

antiagrégant préventif a permis d’améliorer la dysfonction endothéliale microvasculaire en diminuant 

le nombre de thrombus cardiaques et l’hypoxie myocardique. De manière inattendue, ce traitement a 

également diminué l’infiltration leucocytaire et réduit la fibrose périvasculaire par rapport aux 

contrôles. Ces effets bénéfiques sur le phénotype vasculaire ont entraîné des répercussions sur les 

cardiomyocytes. En effet, nous avons observé une amélioration de la tolérance à l’effort et la fonction 

diastolique (diminution de la pression télédiastolique et Tau). Ces résultats indiquent pour la première 

fois qu’une thrombose altérant la perfusion d’environ 10 % des capillaires cardiaques, contribue au 

dysfonctionnement diastolique dans le modèle DhhECKO. 
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Figure 52 : Stratégie antiagrégante préventive des souris DhhECKO 

 L’ensemble des résultats ci-dessus suggère pour la première fois qu’il existe un lien direct entre 

dysfonction endothéliale et dysfonction diastolique (figure 53). Nous nous sommes ensuite posé la 

question si les mécanismes identifiés chez des souris transgéniques étaient retrouvés dans un modèle 

physiopathologique de DT2 Leprdb/db.  

 

 

Figure 53 : Schéma récapitulatif du lien entre dysfonction endothéliale et dysfonction diastolique 
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4)  Rôle de la thrombose dans le développement de la 

dysfonction diastolique des souris Leprdb/db 
 

a) Impact du DT2 et de l’obésité sur la thrombose 

cardiaque  
Nous avons précédemment identifié que la thrombose participait à la physiopathologie de la 

dysfonction diastolique dans le modèle murin transgénique DhhECKO, nous nous sommes ensuite posé 

la question si cela était également le cas dans un modèle physiopathologique de la maladie. Dans 

l’optique d’évaluer l’impact du DT2 et de l’obésité sur les thrombus cardiaques, nous avons quantifié 

leur nombre sur des coupes transversales de cœur après un marquage des plaquettes à l’aide d’un Ac-

CD41 chez les souris leprdb/db. Nous avons observé que ces souris ont un phénotype prothrombotique 

et une hypoxie locale myocardique semblables aux souris DhhECKO (résultats dans l’article). 

L’augmentation de l’expression d’Hhipl1 étant observée dans ce modèle murin, nous nous sommes 

ensuite posé la question si le KO d’Hhipl1 prévenait la formation de thrombus cardiaques.  

b) Impact de la microthrombose sur la fonction 

cardiaque chez les souris Leprdb/db 
Afin de vérifier si le phénotype thrombotique est responsable de la dysfonction diastolique 

dans le modèle physiopathologique Leprdb/db, les souris ont été traitées de manière préventive pendant 

1 mois avec deux thérapies antiagrégantes Clopidogrel ou Aspirine à partir de 8 semaines (figure 54) 

(résultats dans l’article).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 54 : Stratégie antiagrégante préventive des souris Leprdb/db 
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Chez les souris Leprdb/db un traitement antiagrégant préventif a permis de diminuer le nombre 

de thrombi cardiaques et l’hypoxie myocardique. De manière inattendue, ces traitements ont 

également diminué l’infiltrat de leucocytes par rapport aux contrôles. Enfin, nous avons mis en 

évidence que l’utilisation d’un antiagrégant a prévenu l’atteinte cardiaque en améliorant la tolérance à 

l’effort et la fonction diastolique (diminution de la pression télédiastolique, Tau) par rapport aux souris 

non traitées.   

Nos résultats mettent en évidence pour la première fois que dans le contexte physiopathologique du 

DT2, la thrombose cardiaque participe au développement de la dysfonction diastolique et aggrave la 

dysfonction endothéliale associée. Pour aller plus loin, nous nous sommes ensuite posé la question s’il 

était possible que la thrombose cardiaque soit une cible thérapeutique dans le traitement de l’ICFEp 

dans le phénogroupe « métabolique, obèse ».  

1. Effet d’une thérapie curative antiagrégante sur 

la fonction diastolique chez les Leprdb/db 
 

Précédemment, nous avons mis en évidence que la thrombose participe au développement de 

l’ICFEp ; maintenant, nous voulons savoir s’il est possible d’améliorer la fonction cardiaque une fois que 

celle-ci est installée. Dans cette optique, nous avons évalué le potentiel thérapeutique d’un agent 

antiagrégant (Clopidogrel, 5 mg/kg/jour) chez les souris Leprdb/db ayant déjà une dysfonction 

diastolique (figure 55).  

 

Figure 55 : Protocole de traitement antiagrégant curatif des souris Leprdb/db 
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2. Impact du traitement curatif antiagrégant sur le 

phénotype vasculaire  
 

Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier l’efficacité de notre thérapie sur le nombre 

de microthrombi coronaires après 1 mois de traitement au clopidogrel (de 5 à 6 mois d’âge). Nous 

avons observé par un marquage des plaquettes avec l’Ac CD41 sur coupe transversale de cœur que la 

thérapie antiagrégante a permis de diminuer de manière significative la thrombose cardiaque chez les 

souris Leprdb/db par rapport aux souris non traitées (figure 56, A-B). Au niveau tissulaire, cette 

amélioration de la perfusion des capillaires coronaires s’est traduite par une diminution de l’expression 

du marqueur d’hypoxie HIF1A (figure 56, C-D). De manière cohérente avec ce qui était observé avec la 

thérapie antiagrégante préventive, le ciblage de la thrombose avec le traitement curatif a également 

eu un effet bénéfique sur l’infiltration des leucocytes CD45+ (figure 56, E). En revanche, conformément 

à ce qui était attendu l’agent antiagrégant n’a eu aucun effet sur la perméabilité vasculaire 

(extravasation du FGB) (figure 56, F).   

 Ces résultats mettent en évidence que la diminution des thrombus cardiaques a entraîné des 

répercussions bénéfiques sur le recrutement inflammatoire et l’hypoxie induite par le DT2.  
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Figure 56 : Fonction endothéliale après traitement antiagrégant curatif (clopidogrel) 
Le clopidogrel diminue la microthrombose et l’hypoxie myocardique associée dans le modèle Leprdb/db. (A) Des coupes 
transversales de cœur ont été marquées avec des anticorps anti-CD41 puis révélées par un kit DAB (vector laboratories) afin 
d’identifier les plaquettes (flèches noires). (B) Le nombre de thrombus CD41+ par mm² a été quantifié à l’aide du logiciel image 
J (n=9 souris par groupe). (C) Les coupes transversales de cœur ont été marquées avec des anticorps anti-HIF1A pour identifier 
l’hypoxie. (D) Le niveau de protéine HIF1A a été quantifié à l’aide du logiciel image J (n=9 souris par groupe). (E) Des coupes 
transversales de cœur ont été marquées avec des anticorps anti-CD45 pour identifier les leucocytes. Le nombre de leucocytes 
CD45+ par mm² a été quantifié à l’aide du logiciel image J (n=9 souris par groupe). (F) Les coupes transversales de cœur ont 
été marquées avec des anticorps anti-FGB. L’extravasation du FGB a été quantifiée à l’aide du logiciel image J (n=6 et 9 souris 
par groupe). Test de Mann-Whitney. * : p≤0,05 ; ** : p≤0,01 ; *** : p≤0,001 ; ns : non significatif.  
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3. Impact de la thérapie curative antiagrégante sur 

la fonction diastolique  
 

Nous avons ensuite voulu voir si les effets bénéfiques de la thérapie antiagrégante sur 

l’inflammation et l’hypoxie ont entraîné des répercussions sur la fonction cardiaque de ces animaux. 

Nous avons observé une meilleure tolérance à l’effort après traitement (figure 57, A). Cette 

amélioration se traduit fonctionnellement par un meilleur remplissage et une meilleure relaxation du 

VG en diastole (diminution de la pression télédiastolique et de Tau) (figure 57, B-D). L’ensemble de ces 

résultats mettent en évidence le potentiel rôle thérapeutique des agents antiagrégants dans le 

traitement de la dysfonction diastolique dans un modèle murin de diabète.  
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Figure 57 : Fonction cardiaque après traitement antiagrégant curatif. (clopidogrel) 
Le clopidogrel améliore la fonction cardiaque des souris Leprdb/db.  
Des souris Leprdb/db ont été traitées ou non à partir de 5 mois avec du clopidogrel pendant 1 mois et ont été sacrifiées à 6 
mois. (A) Le temps de course a été évalué sur tapis roulant (n=4 et 9 souris par groupe). (B) La fraction d’éjection a été évaluée 
par échocardiographie (n= 10 souris par groupe) (C) La pression en fin de diastole du ventricule gauche a été mesurée par 
cathétérisme ventriculaire gauche (n=9 souris par groupe). (D) La constante Tau a été mesurée par cathétérisme ventriculaire 
gauche (n=8 souris par groupe). * : p≤0,05 ; ** : p≤ 0,01 ; *** : p≤0,001 ; ns : non significatif. Test de Mann-Whitney. 
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c) Place de la micro-thrombose par rapport à 

l’activation mastocytaire dans le modèle Leprdb/db 
 

Notre équipe a précédemment démontré le rôle de l’activation et de la dégranulation des 

mastocytes (histamine) dans le développement de la dysfonction diastolique chez les souris Leprdb/db 

(Guimbal et al. 2021). Contrairement à la thérapie antiagrégante dans cette thèse (figure 57), une 

thérapie curative (5 mois à 6 mois d’âge) inhibant l’activation des mastocytes (Cromoglycate de sodium, 

abcam) n’avait eu aucun effet bénéfique sur la fonction diastolique (données non publiées ; figure 58 ; 

C).  

Dans ce contexte, nous avons voulu voir si l’augmentation des microthrombi coronaires pouvait 

survenir en amont de l’activation mastocytaire.  

Dans un premier temps, à l’aide d’une coloration au bleu de toluidine, nous avons quantifié le 

pourcentage de mastocytes activés sur des coupes transversales de cœur de souris leprdb/db âgées de 3 

mois ayant reçu un traitement antiagrégant préventif (Clopidogrel ou Aspirine). De manière 

intéressante, nous avons constaté que la thérapie préventive permet de réduire significativement le 

pourcentage de mastocytes activés (figure 58 ; A-B).  

Dans un second temps, nous avons voulu vérifier que la microthrombose survenait avant 

l’activation des mastocytes. Pour ce faire, nous avons quantifié le nombre de thrombi (Ac CD41) sur des 

coupes transversales de cœur de souris Leprdb/db âgées de 6 mois, ayant été traités pendant 1 mois avec 

un agent antihistaminique (Ceterizine, Arrow Génériques) ou un inhibiteur de dégranulation 

(Cromoglycate de sodium, abcam). Nous avons observé que ces deux thérapies ciblant les mastocytes 

n’ont eu aucun effet sur le nombre de microthrombi coronaires dans ce modèle murin (figure 58 ; D-

E). 
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Figure 58 : Place de l’activation mastocytaire dans la microthrombose 
L’augmentation des thrombi coronaires est antérieure à l’activation mastocytaire dans le modèle Leprdb/db.  
(A) Les coupes transversales de cœur de souris traitées de manière préventive avec les thérapies antiagrégantes ont été 
colorées avec du Bleu de Toluidine. (B) Le nombre de mastocytes activés a été quantifié et rapporté au nombre total de 
mastocytes (n= 10 souris/groupe). (C) La pression en fin de diastole du ventricule gauche a été mesurée par cathétérisme 
ventriculaire gauche (n=9 souris par groupe) après 1 mois de traitement curatif au cromoglycate de sodium (50 mg/kg/jour) 
administré à l’âge de 5 mois. (D-E) Les coupes transversales de cœurs de souris ayant été traités de manière curative à l’âge 
de 5 mois pendant 1 mois avec de la Ceteririzine (4 mg/kg/jour) ou du cromoglycate de sodium (50 mg/kg/jour) ont été 
marquées avec des anticorps anti-CD41 pour identifier les plaquettes. Le nombre de thrombus CD41+ par mm² a été quantifié 
à l’aide du logiciel image J (n=5-7 souris par groupe).  Ns : non significatif. Test de Mann-Whitney.   
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Figure 59 : Place de l’activation mastocytaire par rapport à la microthrombose dans la dysfonction diastolique 

 

 

Ces résultats soulignent l’antériorité de la thrombose à l’activation des mastocytes et sont en 

accord avec les effets bénéfiques de la thérapie antiagrégante, et l’absence d’effet curatif des 

inhibiteurs la dégranulation mastocytaire (figure 59).  
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ABSTRACT 

 

Introduction: Heart Failure with Preserved Ejection Fraction (HFpEF) is proposed to be caused by 

endothelial dysfunction in cardiac small vessels. Objective: Our goal was to identify molecular and 

cellular mechanisms underlying the development of cardiac small vessel disease and diastolic 

dysfunction in the setting of type 2 diabetes. 

Methods and Results: We used Leptin receptor deficient (Leprdb/db) female mice as a model of type 2 

diabetes and HFpEF and identified Hedgehog interacting protein-like 1 (Hhipl1) which encodes for a 

decoy receptor for Hedgehog (HH) ligands as a gene upregulated in the cardiac vascular fraction of 

diseased mice. We then used Desert Hedgehog (Dhh) deficient mice to investigate the functional 

consequences of impaired HH signaling in the adult heart. We found that Dhh deficient mice displayed 

increased end-diastolic pressure while left ventricular ejection fraction was comparable to that of 

control mice. This phenotype was associated with a reduced exercise tolerance in the treadmill test 

suggesting that Dhh deficient mice do present heart failure. At molecular and cellular level, impaired 

cardiac relaxation in DhhECKO mice was associated with a significantly decreased phospholamban 

phosphorylation on Thr17 and an alteration of sarcomeric shortening ex-vivo. Besides, as expected, 

Dhh deficient mice exhibited phenotypic changes in their cardiac small vessels including a proeminent 

pro-thrombotic phenotype. Importantly, Aspirin therapy prevented the occurrence of both diastolic 

dysfunction and exercise intolerance in these mice. To confirm the critical role of thrombosis in the 

pathophysiology of diastolic dysfunction, we verified Leprdb/db also display increased cardiac small 

vessel thrombosis. Moreover, consistently, with Dhh deficient mice, we found that aspirin treatment 

decreased end-diastolic pressure and improved exercise tolerance in Leprdb/db mice. 

Conclusion: Altogether, these results demonstrate that small vessel thrombosis may participate in the 

pathophysiology of HFpEF. 

 

 

KEYWORDS 
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INTRODUCTION 

 

A significant proportion of patients with clinical syndrome of heart failure (HF) happen to have 

a normal left ventricular ejection fraction (EF) referred to as heart failure with preserved ejection 

fraction (HFpEF) as opposed to patients with reduced ejection fraction (HFrEF). HFpEF is characterized 

by increased arterial and myocardial stiffness and decreased left ventricular (LV) relaxation which 

causes increased LV end-diastolic pressure with impaired LV filling (Y. Zhou, Zhu, and Zeng 2021). In 

contrast to HFrEF, for which significant advances in understanding etiologies and mechanisms have 

been made, HFpEF pathophysiology is still poorly understood (Lyle and Brozovich 2018). HFpEF patients 

are generally older, more often women, with a high prevalence of cardiovascular and non-

cardiovascular comorbidities, such as obesity, metabolic syndrome, type 2 diabetes mellitus, 

hypertension, atrial fibrillation or renal dysfunction (Groenewegen et al. 2020). At molecular and 

cellular level, HFpEF has been associated with cardiac fibrosis, cardiomyocyte hypertrophy and 

stiffness, microvascular dysfunction, inflammation, decreased bioavailability of nitric oxide (NO) and 

oxidative stress (Y. Zhou, Zhu, and Zeng 2021). In 2013, based on the fact that vascular and 

microvascular dysfunction is highly prevalent in HFpEF patients, WJ Paulus and C Tschöpe proposed the 

following paradigm: cardiovascular risk factors would lead to a systemic low-grade inflammation 

triggering endothelial cells (EC) dysfunction which would in turn be responsible for cardiac wall 

stiffening and diastolic dysfunction (W. J. Paulus and Tschope 2013). Over the last decades, the causal 

role of EC dysfunction has been supported by preclinical studies in which conditional KO rodents have 

been used to demonstrate that alterations of EC properties are sufficient to promote diastolic 

dysfunction. This is the case of Sirtuin 3 (X. He et al. 2017) (Zeng, He, and Chen 2020) or Sirtuin 1 (Maizel 

et al. 2014a) disruption  and β3-Adrenergic Receptor (Dhot et al. 2020) or PDZ Domain Containing Ring 

Finger 3 (Abelanet et al. 2022a) overexpression in ECs.  

However, it is still actually unknown whether EC dysfunction is responsible for diastolic dysfunction in 

patients or animal models with HFpEF (Cornuault et al. 2022b). Notably, WJ Paulus’s group proposed 

that decreased NO synthase 3 (NOS3) activity in ECs would decrease the NO available to activate 

soluble guanylate cyclase (sGC) in cardiomyocyte leading to decreased cGMP production, protein 

kinase cGMP-dependent 1 (PRKG1) activity and subsequently Titin phosphorylation, ultimately leading 

to cardiomyocyte stiffening (W. J. Paulus and Tschope 2013).  However, the negative results of clinical 

trials aiming at restoring NO/sGC/cGMP signaling in HFpEF patients suggest that this pathway may not 

have a central role in the pathophysiology of HFpEF (Cornuault et al. 2022b). Importantly, endothelial 

dysfunction does not only design endothelium-dependent vasodilation but any detrimental 

modification of the endothelial phenotype. Notably, it also designs impaired endothelial barrier 

properties, endothelial activation, impaired endothelial paracrine activity or impaired endothelial 

quiescence.  

In the present paper, we used Leptin receptor deficient female mice (Lerpdb/db) as a model of HFpEF 

and performed a transcriptomic analysis of cardiac EaCs in order to identify new triggers of cardiac 
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endothelial dysfunction in the setting of type 2 diabetes and obesity. Among genes upregulated in 

diseased mice, we identified Hedgehog interacting protein-like 1 (Hhipl1) which encodes for a decoy 

receptor for Hedgehog (HH) ligands. Accordingly, we performed a series of experiments to measure the 

functional consequences of impaired HH signaling in the heart of adult mice.  

 

METHODS 

Mice 

Leprdb mice (BKS.Cg-Dock7m/+ Leprdb/+J) were obtained from Charles River laboratories and bred 

together in our animal facility to obtain Leprdb/db and control Leprdb/+ mice. Only females were used. 

Dhh Floxed, Dhhtm1c(IMPC)Ics, (DhhFlox) mice were generated at the “Institut Clinique de la Souris” through 

the International Mouse Phenotyping Consortium (IMPC) from a vector generated by the European 

conditional mice mutagenesis program, EUCOMM and described before (Caradu, Couffinhal, et al. 

2018b). Smo Floxed, Smotm2Amc/J, (SmoFlox), and Tg(Myh6-cre/Esr1*)1Jmk/J, (Myh6-Cre/ESR1) mice 

were obtained from the Jackson laboratories. Hhipl1tm1a(KOMP)Wtsi (Hhipl1-LacZ mice) (Aravani et al. 

2019b) were kindly given by Tom R Webb. 

Tg(Cdh5-cre/ERT2)1Rha, (Cdh5-Cre/ERT2) mice(Azzoni et al. 2014) which were a gift from RH. Adams, 

were maintained under a C57BL/6J background. The Cre recombinase in Cdh5-Cre/ERT2 and Myh6-

Cre/ESR1 mice was activated by intraperitoneal injection of 1 mg tamoxifen (Sigma-Aldrich) for 5 

consecutive days at 8 weeks of age. To induce Cre, tamoxifen is injected IP 1 mg/mL 5 consecutive days 

at 8 weeks of age. Successful and specific activation of the Cre recombinase have been verified before 

(Candice Chapouly et al. 2020a). 

Except for Leprdb/db mice, both male and female were used in equal proportions. 

Animal experiments were performed in accordance with the guidelines from Directive 2010/63/EU of 

the European Parliament on the protection of animals used for scientific purposes and approved by the 

local Animal Care and Use Committee of Bordeaux University. Mice were either sacrificed by cervical 

dislocation or exsanguination under deep anesthesia (ketamine 100 mg/kg and xylazine 20 mg/kg, IP). 

Animal were housed in a conventional facility, on a 12h/12h (light/dark) cycle, with water and food 

provided ad libitum.  

 

Induction of type 2 diabetes in mice 

Mice were fed with a high fat diet (HFD) containing 60% of the energy from fat (butter) (SAFE® 260 HF) 

from 8 weeks of age. 4 week later, at 10 weeks of age, they were injected intraperitoneally with 40 

mg/kg/day streptozotocin (Sigma) dissolved in sterile citrate buffer (0.05 mol/L sodium citrate, pH 4.5, 
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45 mg/kg) after 4 hours of fasting, for 4 consecutive days. Alternatively, mice were fed with regular 

chow diet (SAFE® A04). 

 Mice were sacrificed at 20 weeks of age e.i. 12 weeks after the HFD regimen was initiated. 

 

Aspirin/Clopidogrel therapy 

Mice were randomly assigned to be treated or not with 25 mg/kg/day aspirin (Kardegic®, Sanofi) or 

Clopidogrel (Arrow Génériques) for 28 days in the drinking water. Treated mice were either 8-week-old 

Cdh5-Cre/ERT2; DhhFlox/Flox mice or 8 week old Leprdb/db mice. 

 

Treadmill Exercise Exhaustion Test 

Before treadmill experiments, mice were habituated to handling to reduce anxiety. Then, animals were 

familiarized with running on the treadmill (6-lane treadmill, UGO BASILE S.R.L, Italy) for 3 days: on the 

first day, mice were trained for 12 minutes running sessions, with gradually increasing speed to a 

maximum of 18 m/minutes at a 10° inclination. The second and the third days, mice were trained for 

18 minutes running sessions with gradually increasing speed to a maximum of 24m/minutes at a 10° 

inclination. After 3 days of acclimatization to the treadmill exercise, exhaustion and fatigue tests were 

carried out. After 4 minutes of warm up at a speed of 5m/minutes with a slope fixed at 10° inclination, 

the speed was increased to 14 m/minutes for 2 minutes. The test consisted of a run at gradually 

increased speed to a maximum of 32 m/minutes: every 2 minutes the speed was increased by 2 

m/minutes until animals were exhausted. Exhaustion was defined when mice were unable to maintain 

the pace and spent 10 consecutive seconds in the “fatigue zone.” Therefore, mice were considered 

exhausted when they remained in the lower part of the treadmill (last third) for 10 seconds. The 

running time was measured. 

 

Echocardiography 

Left ventricular EF and LV dimension were measured on a high-resolution echocardiographic system 

equipped with a 30-MHz mechanical transducer (VEVO 2100, VisualSonics Inc) as previously described 

(M. A. Renault et al. 2009; Roncalli et al. 2011). Mice were anesthetized using 2% oxygenated isoflurane 

by inhalation. Mice were anchored to a warming platform in a supine position, limbs were taped to the 

echocardiograph electrodes, and chests were shaved and cleaned with a chemical hair remover to 

minimize ultrasound attenuation. UNI’GEL ECG (Asept Inmed), from which all air bubbles had been 

expelled, was applied to the thorax to optimize the visibility of the cardiac chambers. EF was evaluated 

by planimetry as recommended (Schiller et al. 1989). Two-dimensional, parasternal long-axis, and 

short-axis views were acquired, and the endocardial area of each frame was calculated by tracing the 

endocardial limits in the long-axis view, then the minimal and maximal areas were used to determine 
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the left ventricular end-systolic and end-diastolic volumes, respectively. The system software uses a 

formula based on a cylindrical- hemi ellipsoid model (volume=8×area2/3π/length). The left ventricular 

EF was derived from the following formula: (end-diastolic volume−end-systolic volume)/end-diastolic 

volume×100. The cardiac wall thickness, LV posterior wall, interventricular septum, and LV internal 

diameter were calculated by tracing wall limits in both the long and short axis views. 

 

LV Pressure/Systolic Blood Pressure Measurement 

LV diastolic pressure measurement was assessed via invasive catheterization technique. Briefly, mice 

were anesthetized with 2% isoflurane. A Scisense pressure catheter (Transonic) was inserted into the 

LV through the common carotid artery. Pressure was recorded using LabChart software. End-diastolic 

pressure, dP/dt minimum and maximum, Tau, and heart rate were automatically calculated by a curve 

fit through end-systolic and end-diastolic points on the pressure plot. 

 

Wire myography  

Femoral arteries, dissected and segmented (1.8-2.0 mm length) were mounted using two tungsten 

threads in a Mulvany myograph (Danish Myo Technology, Aarhus, Denmark) as previously described  

(Dumas de la Roque et al. 2017). Arteries were bathed in Krebs buffer (119 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.5 

mM CaCl2, 1.17 mM MgSO4, 1.18 mM KH2PO4, 25 mM NaHCO3 and 5.5 mM glucose) and maintained 

at 37°C. The arteries were studied under a resting tension corresponding to equivalent transmural 

pressures of 100 mmHg (13.3kPa), which was previously shown to be the optimal resting tension in a 

passive length-tension relationship. The arteries functionality was checked by adding 80 mM KCl and 

no difference was observed between the three groups. The relaxant responses to acetylcholine and 

sodium nitroprusside were determined after pre-contraction with phenylephrine (3.10−7M, which 

corresponds to approximately 90% of the maximal contraction) by adding increased concentrations 

(ranging from 10-9 to 10-4M) of the vasodilatation agent and by building the concentration/relaxation 

curve. 

 

Leucocyte Rolling (Live imaging) 

To minimize pain caused by the surgery, mice were subcutaneously administered 0.1 mg/kg 

buprenorphine 30 min before surgery. Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine 

(100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg). To label leukocytes, mice were administered intravenously with 

3.6 mg/kg Rhodamine 6G (Sigma). Mesenteric venules were then exposed under a stereomicroscope 

(AXIO Zoom.V16, Zeiss). Leukocyte rolling was imaged at a 200X magnification and 142 frames/second. 

Three 10-second movies were recorded per mouse. The number of white blood cells crossing a line 

perpendicular to the vein for 10 seconds was counted. Importantly the cells that are circulating 

normally are not visible because they are too fast.  
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Immunostaining 

Prior to harvest, heart was perfused with 8 g/L containing NaCl 0.9% to stop the heart in diastole, it 

was then fixed with methanol, paraffin-embedded and cut into 7 μm thick sections.  

Capillary density was evaluated in sections stained with anti-CD31 or anti-Podocalyxin (PODXL) 

antibodies by quantifying the number of CD31+ or PODXL+ elements. Leucocyte infiltration was 

quantified using anti-CD45 antibodies, respectively. Edema was measured after FGB or IgG staining of 

heart sections and quantified as the mean FGB or IgG-positive areas. Endothelial activation was 

identified using anti-ICAM-1. Thrombi were identified using anti-CD41 antibodies and quantified as the 

number of CD41+ elements. (See Supplemental table 1 for antibody references.) 

Cardiomyocyte mean surface area was measured using ImageJ software after membrane staining with 

Wheat Germ Agglutinin (WGA), Alexa Fluor™ 488 Conjugate (Invitrogen). Fibrosis was assessed either 

after sirius red staining of heart sections by quantifying the percentage of red stained area.  

Quantifications were done on images were acquired using an Axiozoom V16 or Axioscope A1 (Zeiss) 

under 200x magnification. They were conducted on 10 randomly selected images were performed 

using ImageJ/Fiji v2.0.0-rc-59 software (National Institute of Health, USA) by an investigator blinded to 

genotype. More precisely, each sample received a unique number. At the end of the experiment, the 

genotype/treatment for each sample was unveiled to enable data analysis. 

For immunohistochemical analyses, primary antibodies were sequentially coupled with biotin-

conjugated secondary antibodies and streptavidin-horseradish peroxidase (HRP) complex (Amersham). 

Staining was then revealed with a DAB substrate kit (Vector Laboratories) and tissue sections were 

counterstained with hematoxylin (see Supplemental table 2 for secondary antibody references). 

For immunofluorescence analyzes, primary antibodies were resolved with Alexa-Fluor–conjugated 

secondary polyclonal antibodies (see Supplemental table 2). Nuclei were counterstained with DAPI 

(4′,6-diamidino-2-phenylindole).  

For both immunohistochemical and immunofluorescence analyses, negative control experiments to 

check for antibody specificity were performed using secondary antibodies. 

Representative confocal images were taken with a ZEISS LSM 700 scanning confocal microscope (Carl 

Zeiss, Germany).  

 

En face aorta staining 

Thoracic aortas were fixed with 10% formalin for 10 minutes immediately after they were harvested, 

washed with PBS, cleaned and opened longitudinally. Von Villebrand factor (VWF) exocytosis was 

quantified after VWF staining of not permeabilized aortas. For quantification 3 pictures per aortas were 
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taken with a ZEISS LSM 700 scanning confocal microscope (Carl Zeiss, Germany). WVF exocitosi was 

quantified as the mean WVF surface area. 

 

In situ hybridization  

Prior to harvest, heart was perfused with 8 g/L containing NaCl 0.9% to stop the heart in diastole, it 

was then fixed with 10% formaline, paraffin-embedded and cut into 5 μm thick sections.  

Dhh mRNA was labeled using the RNAscope® Probe- Mm-Dhh-C2 (Advanced Cell Diagnositcs) and the 

RNAscope multiplex fluorescent reagent kit V2 ((Advanced Cell Diagnositcs)) following the 

manufacturer‘s instructions. Tissues were counterstained with WGA- Alexa Fluor™ 488 Conjugate 

(Invitrogen) and DAPI. 

 

Quantitative RT-PCR 

RNA was isolated using Tri Reagent (Molecular Research Center Inc) as instructed by the manufacturer, 

from heart tissue that had been snap-frozen in liquid nitrogen and homogenized. For quantitative real 

time-polymerase chain reaction (PCR) analyses, total RNA was reverse transcribed with M-MLV reverse 

transcriptase (Promega), and amplification was performed on an AriaMx Real Time PCR system (Agilent 

Technologies) using B-R SYBER Green SuperMix (Quanta Biosciences). Primer sequences are reported 

in Supplemental table 3. 

The relative expression of each mRNA was calculated by the comparative threshold cycle method and 

normalized to b-actin rRNA expression. 

 

RNA sequencing 

RNA was isolated using Tri Reagent® (Molecular Research Center Inc) as instructed by the manufacturer 

from the cardiac vascular fraction of Leprdb/db mice and control Leprdb/+ mice. mRNA library preparation 

were realized following manufacturer’s recommendations (KAPA mRNA HyperPrep Kit from ROCHE). 

Final samples pooled library prep were sequenced on Nextseq 500 ILLUMINA, corresponding to 

2x30Millions of reads per sample after demultiplexing. 

Quality of raw data has been evaluated with FastQC (S. Andrews 2010). Poor quality sequences has 

been trimmed or removed with Trimmomatic (Bolger, Lohse, and Usadel 2014) software to retain only 

good quality paired reads. Star v2.5.3a (Dobin et al. 2013)has been used to align reads on mm10 

reference genome using standard options. Quantification of gene and isoform abundances has been 

done with rsem 1.2.28, prior to normalisation with edgeR bioconductor package (M. D. Robinson, 

McCarthy, and Smyth 2010). Finally, differential analysis has been conducted with the glm framework 

likelihood ratio test from edgeR. Multiple hypothesis adjusted p-values were calculated with the 
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Benjamini-Hochberg procedure to control FDR. The FPKM values of all transcripts of which expression 

was significantly different between both groups in Supplemental table 2. 

 

Western Blot Analysis 

ATP2A2 protein level was evaluated by SDS PAGE using rabbit anti-ATP2A2 antibodies (Badrilla, Cat# 

A010-80). PLN phosphorylation at Serine 16 and Threonin 17 was evaluated by SDS PAGE using rabbit 

anti-phospho-PLN Ser16 (Badrilla, Cat# A010-12), rabbit anti-phospho-PLN Thr17 (Badrilla, Cat# A010-

13) and mouse anti-total PLN (Badrilla, Cat# A010-14).  

Protein loading quantity was controlled using mouse monoclonal anti-α-tubulin antibodies (Sigma, 

Cat# T5168). 

 

Titin Gel 

Tissues were grinded in 8 mol/L Urea buffer (Urea 8 mol/L, Thiourea 2 mol/L, SDS 3%, DTT 75 mmol/L, 

Tris-HCl 0.05 mol/L, Bromophenol blue 0.03%) and additioned  with glycerol and protease/phosphatase 

inhibitors. Protein were then separated on a 1% agarose and 30% glycerol containing gel under a 15 

mA intensity for 4 hours à 4°C. The gel was subsequently stained with Pro-Q® Diamond phosphoprotein 

gel stain to identify phospho-proteins  and Coumassie blue to identify total proteins. 

 

Cell culture/Plasmids/Transfection 

pcDNA3-FL-Dhh (Caradu, Couffinhal, et al. 2018c) was described previously. The myc-tagged human 

Ptch1, Ptch1-1B-myc was kindly given by R. Toftgard (Kogerman et al. 2002). pLEICS-29- Hhipl1-GFP 

(Aravani et al. 2019b) was kindly given by Tom R Webb. pRK Smo WT (Low et al. 2008) was a gift from 

Baoling Wang. 

HeLa ATCC®CCL-2™ cells were cultured in Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) 

supplemented with 10% fetal bovine serum. 

HeLa cells were transfected using JetPRIME™ transfection reagent (Polyplus Transfection), according to 

the manufacturer’s instructions. 

 

Immunoprecipitation/western blot analysis 

Prior to western blot analysis, Ptch1 was immunoprecipitated with anti myc-tag antibodies (Millipore, 

Cat# 05-724). Expression of Dhh, Shh, Ptch1 and Smo were evaluated by SDS PAGE using mouse anti-

Dhh antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Cat# sc-271168), mouse anti-Shh antibodies (Santa Cruz 



174 
 

Biotechnology, Inc, Cat#sc-365112), rabbit-anti Hh antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Cat# sc-

9024), rabbit anti-Ptch1 antibodies (Abcam, Cat#ab53715). 

 

Isolation of adult mouse cardiac vascular fraction 

Heart were dissociated using 2 mg/mL type IV collagenase (Gibco™, ThermoFisher) for 1 hour at 37°C 

and the resulting dissociated cells were filtrated on a 30 µm strainer. ECs cells were labelled with rat 

anti-mouse CD31 microbeads (Miltenyi Biotec) and enriched via magnetic cells sorting. 

 

Isolation and culture of mouse cardiac ECs from pups 

Hearts from 7-14 day old pups were dissociated using 2 mg/mL type IV collagenase (Gibco™, 

ThermoFisher) for 1 hour at 37°C and the resulting dissociated cells were filtrated on a 30 µm strainer. 

ECs cells were labelled with rat anti-mouse CD31 microbeads (Miltenyi Biotec) and enriched via 

magnetic cells sorting. ECs were then seeded in 3.8 cm² wells coated with Matrigel® (Corning) 1/50 and 

cultured in endothelial basal medium-2 (EBM-2) supplemented with EGM™-2-MV BulletKits™ (Lonza). 

After 24 hours, culture medium was replaced with fresh medium containing 0.4 µg/µL puromycine 

(Sigma) and 0,2 µmol/L 4OH-tamoxifen (Sigma) and cells were grown on an orbital shaker at 125 rpm 

for at least 72 hours. 

 

Isolation and culture of mouse adult ventricular cardiomyocytes 

Hearts were dissociated using 300 U/mL Collagenase type 2 (Worthington) via aortic catheterization 

and perfusion for 5 minutes at 37°C in 130 mmol/L NaCl, 5.4 mmol/L KCl, 1.4 mmol/L MgCl2, 0.4 mmol/L 

NaH2PO4, 5 mmol/L HEPES, 10 mmol/L Glucose, 10 mmol/L Creatine, 20 mmol/L Taurine and 0.75 mol/L 

CaCl2. The resulting dissociated cells were then filtrated on a 400 µm mesh and centrifuged at 500 rpm 

for 5 minutes to separate cardiomyocytes. Centrifuged cardiomyocytes then incubated in increasing 

CaCl2 concentrations (from 12,5 µmol/L to 900 µmol/L in the presence of 2 mmol/L Adenosine 

Triphosphate (ATP) (Sigma). Cells were then centrifuged again at 500 rpm for 5 minutes, re-suspended 

in Minimum Essential Medium (MEM) (Gibco) containing 5% FBS, 1.26 mM CaCl2, 10 mmol/L 2,3-

Butanedione monoxime (Sigma) and 2 mmol/L ATP and seeded in cell culture wells coated with 10 

µg/mL Laminine (Sigma). After a 2-hour incubation at 37°C, culture medium was replaced by MEM 

containing 0,2% bovine serum albumin (Sigma), 1.26 mM CaCl2, 1X Insulin/Transferin/Selenium (Gibco) 

and 25 µM blebbistatin (Sigma). 
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Cardiomyocyte contractility Assay 

Freshly isolated cardiomyocytes (less than 12 hours) were placed in a perfusion chamber mounted on 

the stage of an inverted microscope (Eclipse Ti-U, Nikon; France) and continuously perfused with a 

Tyrode solution (140 mmol/L NaCl, 5 mmol/L KCl, 1 mmol/L CaCl2, 1 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L glucose 

and 10 mmol/L HEPES, pH 7.4)) at room temperature. Cardiomyocytes were field-stimulated to 

contract at 2 Hz through platinum electrodes connected to a constant-voltage stimulator (DS2A, 

Digitimer Ltd) and sarcomere length continuously monitored through a video-detection system 

(MyoCam, IonOptix). Ten consecutive beats at steady-state were averaged and analyzed using 

IonWizard software (IonOptix). 

 

 

Statistics 

Results are reported as mean±SEM. Comparisons between groups were analysed for significance with 

the nonparametric Mann-Whitney test or the Kruskal-Wallis test followed by Dunn multiple 

comparison test (for >2 groups) using GraphPad Prism v8.0.2 (GraphPad Inc, San Diego, Calif). The 

normality and variance were not tested. Differences between groups were considered significant when 

P≤0.05 (*P≤0.05; **P≤0.01; ***P≤0.001). 

 

 

RESULTS 

Dhh-induced signaling is impaired in the heart of Leprdb/db mice 

We used Leprdb/db female mice as a model of HFpEF (Guimbal et al. 2021b) to identify new triggers of 

cardiac small vessel disease associated with this disease. Practically, we performed a transcriptomic 

analysis, via RNA sequencing of the cardiac vascular fraction of Leprdb/db mice and compared it to the 

one of their control littermate Leprdb/+. Notably, this analysis, that we published previously (Guimbal 

et al. 2021b), revealed that Hhipl1 which encodes for a decoy receptor for HH ligands is significantly 

upregulated in the heart of Leprdb/db mice. Interestingly, this gene has been previously associated with 

cardiovascular diseases and atherosclerosis in humans in genome wide association studies (Schunkert 

et al. 2011; Aravani et al. 2019b).Moreover, we previsouly demonstrated HH signaling is critical for 

endothelium integrity (Caradu, Couffinhal, et al. 2018c). First we confirmed that Hhipl1 mRNA was 

upregulated in the heart of Leprdb/db mice via RT-qPCR (Figure 1A) and hypothesized that Hhipl1 

overexpression may inhibit HH signaling in the heart of Leprdb/db by acting as a decoy receptor for HH 

ligands. First, we search for cells expressing Hhipl1 in the heart. To do so we used Hhipl1-LacZ mice in 

which we induced diabetes by submitting them to a high-fat diet regimen and low-dose streptozotocin 
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administrations. As shown in Figure 1B, Hhipl1 is mainly expressed by perivascular cells that are more 

likely fibroblasts. We then quantified the expression of each HH ligand in the heart of Leprdb/db mice 

and their control littermate via RTqPCR. We found the main HH ligand expressed in the heart of adult 

mice was Desert Hedgehog (DHH); Indian Hedgehog mRNA was only detected at low level while Sonic 

Hedgehog mRNA was not expressed (Figure 1C-E). Neither Dhh nor Ihh mRNA expression level was 

different in Leprdb/db in comparison to control mice. Next, we tested whether HHIPL1 can bind DHH. To 

do so we performed co-immunoprecipitation assays using HeLa cells transfected with both DHH and 

HHIPL1 encoding plasmids. We found HHIPL1 was co-immunoprecipitated with DHH suggesting HHIPL1 

can bind DHH (Figure 1F). Finally, we tested whether HHIPL1 can prevent DHH binding to Patched-1 

(PTCH1) and/or Smoothened (SMO). We performed again co-immunoprecipitation assay and found 

that the amount of DHH immunoprecipitated together with PTCH1 was significantly diminished in the 

presence of HHIPL1, suggesting that HHIPL1 prevented DHH binding with PTCH1 (Figure 1G-H). The 

same results were obtained with SMO (Figure 1I-J). 

Altogether these results suggested that the increased HHIPL1 expression observed in cardiac 

perivascular cells in diabetic mice may impair DHH-induced signaling in the heart.  

 

Impaired Dhh-induced signaling induces diastolic dysfunction 

In order to evaluate the functional consequences of impaired DHH-induced signaling in the heart of 

adult mice, we used conditional KO mice for DHH. More specifically, we disrupted DHH expression 

specifically in ECs in 8-week-old mice using Cdh5-Cre/ERT2 mice. Indeed,  we previously demonstrated 

that DHH is mainly expressed by ECs in the adult mouse heart (Supplemental Figure 1A) (Caradu, 

Couffinhal, et al. 2018c). One month later, Dhh mRNA expression was diminished by more than 80% in 

cardiac ECs of DhhECKO while neither Ihh nor Shh mRNA expression was modulated (Supplemental 

Figure 1B-D). As a result, Dhh mRNA expression in the whole heart was decreased by more than 50% 

(Supplemental Figure 1E). 

To test whether impaired DHH signaling in the heart may contribute to heart failure, we measured 

cardiac function in DhhECKO mice and their control littermates, 1 month after Dhh KO was induced, via 

echocardiography and left ventricular catheterization. Dhh deficiency did not affect systolic function, 

since neither LV ejection fraction nor dP/dt maximun were different in DhhECKO mice as compared to 

control mice (Figure 2A-B). On the contrary, Dhh deficiency induced diastolic dysfunction attested by 

significantly increased end-diastolic pressure, dP/dt minimum and Tau (Figure 2C-E). Moreover, Dhh-

deficient mice display impaired exercise tolerance suggesting heart failure (Figure 2F). This was not 

associated with cardiac hypertrophy (Figure 2G-H). 

 

Altogether, this set of data demonstrates, for the first time, that impaired DHH signaling in the heart 

may contribute to diastolic dysfunction and heart failure. 
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Dhh-induced signaling is necessary to prevent capillary leakage and cardiac inflammation 

To investigate mechanisms underlying the development of diastolic dysfunction in DhhECKO mice, we 

first assessed the phenotype of the cardiac vasculature of Dhh deficient mice. Indeed, we previously 

demonstrated DHH is critical for endothelium integrity (Caradu, Couffinhal, et al. 2018c). DHH KO in 

ECs did not modify capillary density (Supplemental Figure 2A-B), nor endothelium-dependent vaso-

relaxation attested by unchanged acetylcholine-induced vaso-relaxation (Supplemental Figure 2C-D), 

and equal levels of Nitric Oxide Synthase 3 (NOS3) in DhhECKO and control mice (Supplemental Figure 

2E-F). However, consistent with our previous investigations, Dhh ECKO induced abnormal vascular 

leakage, both fibrinogen and IgG extravasation were significantly increased in the heart of DhhECKO mice 

compared to control mice (Supplemental Figure 2G-I).  

Dhh ECKO increased leucocyte adhesion and rolling on the endothelium, notably in mesenteric veins 

(Supplemental Figure 2J), however, it did not increase expression of adhesion molecules, since 

Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1) protein level was not modified in DhhECKO mice compared to 

control mice while Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM1) level was slightly decreased 

(Supplemental Figure 2K-N). In line with the increased endothelium adhesiveness, the heart of DhhECKO 

mice was infiltrated by more CD45+ leucocytes (Supplemental Figure 3A-B). This was associated with 

an increased C-C Motif Chemokine ligand 5 (Ccl5) mRNA expression in total heart extracts 

(Supplemental Figure 3). 

Also, Dhh ECKO enhanced perivascular fibrosis (Supplemental Figure 3D-E) but not the overall 

interstitial fibrosis as attested by equal Sirius red+ surface area (Supplemental Figure 3F) and similar 

mRNA expression level of Collagen Type I Alpha 1 Chain and Collagen Type III Alpha 1 Chain in DhhECKO 

and control mice (Supplemental Figure 3G-H). The increased perivascular fibrosis was associated with 

increased Tgfb1 mRNA levels (Supplemental Figure 3I). 

 

This set of data confirms DHH is necessary to maintain cardiac capillary integrity. 

 

Dhh deficiency induced impaired cardiomyocyte contractility 

We then tested whether the phenotype of cardiomyocytes was altered in Dhh deficient mice. The size 

of cardiomyocytes was equivalent in DhhECKO and in control mice (Figure 3A-B) which is consistent with 

heart weight and echocardiographic assessments. Expression of Myosin Heavy Chain 6 (Myh6) in the 

heart was not significantly altered while the one of Myosin Heavy Chain 7 (Myh7) was significantly 

decreased (Figure 3C-D). Connexin-43 (Cx43) displayed a similar pattern and expression levels in both 

groups (Figure 3E-F). ATPase Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Ca2+ Transporting (ATP2A2) protein 

expression level was not different in DhhECKO and in control mice (Figure 4A-B). Phosphorylation of 
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Phospholamban (PLN) on Serine 16 was not modified either while phosphorylation of PLN on threonine 

17 was significantly diminished (Figure 4C-E) in DhhECKO mice suggesting impaired cardiomyocyte 

relaxation. Notably, this is consistent with the increased dP/dt min and Tau measured via left ventricular 

catheterization. To confirm cardiomyocyte relaxation was impaired in DhhECKO mice, we then performed 

ex vivo cardiomyocyte contractility tests. In these tests, cardiomyocytes from DhhECKO mice showed a 

decrease in the amplitude of sarcomere shortening (Figure 4F) and a slower relaxation (Figure 4G) 

compared to cardiomyocyte from control mice; this is consistent with a slower Ca2+ reuptake by the 

sarcoplasmic reticulum. 

Finally we tested whether the properties of Titin (TTN) the giant protein controlling cardiomyocyte 

stiffness were modified. Notably the ratio of isoform N2BA/N2B of Ttn was significantly increased in 

DhhECKO mice (Figure 4H-J) while the overall phosphorylation of TTN measured using Pro-Q diamond 

stain was not modified (Figure 4K-L).  

Altogether these results show that impaired cardiac relaxation attested by the increased dP/dt min and 

Tau values, is associated with a decreased phosphorylation of PLN on Thr17 and a decreased 

cardiomyocyte relaxation velocity suggesting an impaired calcium reuptake by the sarcomeric 

reticulum. The increased ratio N2BA/N2B of Ttn isoforms, which is what is typically seen in human 

heart failure (Makarenko et al. 2004), is more likely reflecting an adaptation of the heart to the 

increased EDP. The increased Myh7 expression is unexpected since the opposite is usually seen in heart 

failure (Vigil-Garcia et al. 2021) 

 

Impaired cardiac relaxation in DhhECKO mice is due to impaired HH signaling to ECs but not 

cardiomyocytes. 

In order to test whether impaired cardiomyocyte and cardiac wall relaxation observed in DhhECKO mice 

was due to impaired DHH signaling to cardiomyocyte directly or to impaired DHH signaling to ECs, we 

used Smoothened (Smo) conditional KO mice. Smo expression was either disrupted in cardiomyocyte 

by tamoxifen administrations in Myh6-Cre/ESR1, SmoFlox/Flox (SmoCMKO) mice or in ECs by tamoxifen 

administrations in Cdh5-Cre/ERT2, SmoFlox/Flox (SmoECKO) mice. Cardiac function was assessed 1 month 

later via echocardiography and LV catheterization. Unexpectedly, the LVEF, the EDP and the heart 

weight over tibia length ratio were equivalent in SmoCMKO mice and control littermates (Supplemental 

Figure 4A-C) suggesting that the impaired cardiomyocyte relaxation observed in DhhECKO mice is not 

due to impaired DHH signaling to cardiomyocytes directly. On the contrary, SmoECKO mice fully 

recapitulated the phenotype of DhhECKO mice, i.e. they showed unchanged LVEF and heart weight over 

tibia length ratio but significantly increased EDP compared to their control littermates (Supplemental 

Figure 4D-F) suggesting that cardiomyocyte relaxation impairment observed in DhhECKO mice is 

indirectly due to impaired DHH-induced autocrine signaling in ECs. 
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DhhECKO mice display a pro-thrombotic phenotype 

In order to identify the potential mechanisms responsible for the impaired cardiomyocyte relaxation 

observed in DhhECKO mice; we performed a comparative RNA sequencing analysis of total heart extracts 

from DhhECKO mice and control mice. This analysis identified 87 genes upregulated in DhhECKO mice vs 

control and 27 genes that were downregulated (Supplemental Table 4, Supplemental Figure 5A). 

Notably, among these genes upregulated, two (Actin Alpha 1, Skeletal Muscle (Acta1) and Titin-Cap 

(Tcap)) were involved in skeletal myofibril assembly confirming that the phenotype of cardiomyocyte 

is modified in these mice. But most interestingly, a biological process enrichment analysis identified 12 

genes involved in blood coagulation (Supplemental Figure 5B). Those genes, which include 

Glycoprotein Ib Platelet Subunit Alpha (Gp1ba), Glycoprotein IX Platelet (Gp9) and Glycoprotein V 

Platelet (Gp5), are actually genes specifically expressed by platelets (Supplemental Figure 5C). These 

data suggest that there is an abnormal accumulation of platelets in the heart of DhhECKO mice, so we 

tested whether the endothelium of DhhECKO mice is pro-thrombotic. Accordingly, we found that both 

the amount of Von Willebrand Factor (VWF) exposed at the surface of the aortic endothelium (Figure 

6A-B) and the level of circulating D-dimers were significantly increased in DhhECKO mice (Figure 6C). 

Consistent  with the RNA sequencing data, the number of thrombi, identified after CD41 staining of 

heart sections was significantly increased in the coronary microvasculature of DhhECKO mice in 

comparison to control mice (Figure 6D-E). To test whether these thrombi would affect the perfusion of 

the coronary microcirculation, mice were administered intravenously with FITC-labelled BS1-Lectin. As 

shown in Figure 5F-G, the percentage of cardiac capillaries perfused with BS-1 lectin over 2 minutes 

was significantly diminished in DhhECKO mice. Moreover, this impaired capillary perfusion was 

associated with increased levels of Solute Carrier Family 2 Member 1 (Slc2a1), Hypoxia Inducible Factor 

1 Subunit Alpha (HIF1A), and Carbonic Anhydrase 9 (CA9), three markers of cardiac hypoxia (Figure 5H-

K). 

 

Altogether, these results demonstrate for the first time that DhhECKO mice do have a pro-thrombotic 

phenotype which induces local tissue hypoxia especially in the heart. Notably the same phenotype was 

observed in SmoECKO mice. Indeed, like DhhECKO mice, SmoECKO mice showed increased VWF released at 

the surface of the aortic endothelium (Supplemental Figure 6A-B) and increased thrombi density in 

the heart (Supplemental Figure 6A-B). 

 

Hypoxia is responsible for Tcap and Acta1 upregulation in cardiomyocytes 

We then hypothesized that the changes in the cardiomyocyte phenotype observed in DhhECKO mice 

could be either due to some modifications in the EC secretome, an indirect consequence of local tissue 

hypoxia or cardiac inflammation. To test this hypothesis, we first treated mouse adult cardiomyocytes 

with conditioned medium from DhhKO or control ECs. Conditioned medium from DhhKO ECs rather 

increased than decreased phosphorylation of PLN (Supplemental Figure 7A-B). Also it did not modify 
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mRNA expression of Tcap or Acta1 (Supplemental Figure 7C-D), the 2 genes involved in skeletal 

myofibril assembly and identified in the RNA sequencing analysis. To test the potential role of hypoxia, 

primary cultured mouse adult cardiomyocytes were treated or not with CoCl2 for 5 hours. As positive 

controls, we first verified Vascular Endothelial Growth Factor A (Vegfa) and Slc2a1 mRNA were 

increased in CoCl2-treated cardiomyocytes (Supplemental Figure 8E-F). CoCl2 treatment did not 

diminish PLN phosphorylation; on the contrary, it increased it (Supplemental Figure 7G-H). However, 

CoCl2 increased Tcap and Acta1 mRNA levels (Supplemental Figure 7I-J) suggesting local tissue hypoxia 

is responsible for Tcap and Acta1 upregulation in cardiomyocytes in DhhECKO mice. CoCl2 also increased 

Period Circadian Regulator 2 (Per2) mRNA in mouse cardiomyocyte (Supplemental Figure 7K). Notably, 

Per2 which is also upregulated the heart of DhhECKO mice (Supplemental Table 4) is knonwn to regulate 

Tcap (Podobed et al. 2014). Finally to assess the possible consequences of cardiac inflammation, we 

treated cardiomyocytes with IL-6 for 5 hours, as shown Supplemental Figure 7L-M, IL-6 significantly 

decreased phosphorylation of PLN on Threonine 17. Moreover IL-6 also increased expression of 

Neurogranin mRNA (Nrgn) Supplemental Figure 7N. Interestingly, NRGN of which mRNA expression is 

upregulated in the heart of DhhECKO mice (Supplemental Table 4) is known  to inhibit CamKII (Jorgensen 

et al. 2022). 

 

In conclusion, the increased Tcap and Acta1 mRNA expression observed in the heart of DhhECKO mice is 

likely to be due to local tissue hypoxia while the decreased  phosphorylation of PLN is more likely due 

to cardiac inflammation and NRGN overexpression.  

 

Diastolic dysfunction in DhhECKO mice is due to increased capillary thrombosis  

With the aim to test whether the increased thrombi formation in DhhECKO mice is responsible for diastolic 

dysfunction, DhhECKO mice were treated or not with aspirin at a dose of 25 mg/kg/day for 1 month 

starting the same day they were administered with tamoxifen. First, we verified aspirin treatment did 

decrease the density of thrombi in the heart (Figure 6A). Then we tested whether diastolic function 

was improved when mice were treated with aspirin. We found aspirin-treatment significantly reduced 

EDP in DhhECKO mice (Figure 6B). Tau was also diminished without reaching significance (Figure 6C). 

These results indicate for the first time that thrombosis, which impairs the perfusion of 10% of the 

cardiac capillaries, contributes to diastolic dysfunction in DhhECKO mice. Consistent with improved heart 

function, DhhECKO mice treated with aspirin showed significantly improved exercise tolerance when 

submitted to the treadmill test (Figure 6D). At tissue level the improved diastolic function in DhhECKO 

mice treated with aspirin was associated with diminished leukocyte infiltration (Figure 6E) and 

decreased perivascular fibrosis (Figure 6F) while the increased vascular leakage was not corrected 

(Figure 6G). 
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Antiplatelet therapies prevent the occurrence of diastolic dysfunction in Leprdb/db mice 

Finally, in order to test whether the results we obtained in DhhECKO mice were also relevant in Leprdb/db 

mice; we first quantified thrombi in the heart and Leprdb/db female mice and in their control littermate. 

We found that thrombi density was significantly increased in the heart of Leprdb/db mice in comparison 

to control mice (Figure 7A-B) and associated with increased HIF1A levels (Figure 7C-D). Then, we used 

two antiplatelet therapies to test whether thrombi formation participated in the pathophysiology of 

diastolic dysfunction in these mice. Leprdb/db mice were either treated with aspirin (25 mg/kg/day) or 

clopidogrel (5 mg/kg/day) for 28 days starting at 8 weeks of age. We found that Leprdb/db mice treated 

with either aspirin or clopidogrel showed significantly decreased EDP in comparison to vehicle-treated 

mice (Figure 7E). Consistently, aspirin and clopidogrel-treated Leprdb/db mice also showed improved Tau 

(Figure 7F) and significantly increased exercise tolerance (Figure 7G). 

 

DISCUSSION 

The present study highlights for the first time the critical role of small vessel thrombosis in the 

pathophysiology of diastolic dysfunction and identifies an original mechanism involving a HH signaling 

impairment in ECs. Notably, endothelial dysfunction has been proposed to be responsible for HFpEF 

about 10 years ago in the paradigm proposed by Paulus et al in 2013 (W. J. Paulus and Tschope 2013), 

however, the pro-thrombotic phenotype of ECs has never been considered as a pathophysiological 

mechanism responsible for diastolic dysfunction.  

Mechanistically, our study reveals that Hhipl1, a gene previously associated with cardiovascular 

diseases (Schunkert et al., n.d.) and cardio metabolic risk parameters (Rodríguez-Pérez et al. 2018b) in 

genome wide association studies in human is upregulated in Leprdb/db diabetic obese mice. HHIPL1 

overexpression negatively regulates DHH-induced signaling in ECs, which causes VWF release and 

promotes thrombosis notably in the coronary microvasculature. The subsequent impaired capillary 

perfusion induces cardiac hypoxia and inflammation which affects cardiomyocyte biology and impairs 

cardiac relaxation. Indeed, in DhhECKO mice, cardiomyocytes display decreased phosphorylation of PLN 

on thr17 and impaired cardiomyocyte contractility. Importantly, we used SMO conditional KO mice and 

performed in vitro experiments to demonstrate that diastolic dysfunction occurs because of impaired 

HH signaling in ECs and that cardiac hypoxia and inflammation are likely responsible for impaired 

cardiomyocyte relaxation. 

Interestingly, even though small vessel thrombosis have never been involved in the pathophysiology of 

HFpEF before, several recent clinical studies have revealed either that platelet indices notably the mean 

platelet volume and the platelet to leucocyte ratio(Dahlen et al. 2021) or VWF levels (Abudoukelimu et 

al. 2022b) (Kleber et al. 2015b) are strongly associated with worse patient outcome in HFpEF. 

Consistently, circulating P-selectin level has been shown to be a predictor of mortality in HFpEF 

(Kanagala et al. 2021). This data fully support the relevance of our data. 
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We previously demonstrated that HH signaling, especially DHH-induced signaling in ECs, is critical for 

endothelium integrity in adult mice (Caradu, Couffinhal, et al. 2018b). The present study confirms this 

result and further characterizes DHH effects in ECs. Indeed, we confirmed endothelial-derived DHH is 

necessary for intercellular junction integrity (Caradu, Couffinhal, et al. 2018c; Hollier et al. 2021b), 

moreover, we found DHH has antithrombotic properties. 

 

However, we did not confirm DHH decreases the  expression of adhesion molecules in ECs (Caradu, 

Couffinhal, et al. 2018b). On the contrary, we found that DHH, knockdown slightly decreased VCAM1 

protein expression while it does not modulate ICAM-1 expression. DHH knockdown did not modulate 

Icam1 mRNA level; it significantly decreased Vcam1 and Selectin E (Sele) levels (data not shown). 

However, consistent with our previous investigation, we found that DhhECKO mice have a pro-adhesive 

endothelium and display increased leucocyte infiltration in the heart. The increased adhesive 

properties of Dhh KO ECs may then be due to the increased VWF release (Chauhan et al. 2008). 

Alternatively, activated platelets may promote monocyte adhesion on the endothelium by releasing 

CCL5 (von Hundelshausen et al. 2001b) which is consistent with the increased levels of CCL5 we 

observed in the heart of DhhECKO mice. 

 

Considering the critical role of DHH in maintaining endothelial integrity, impaired HH signaling in adults 

may participate in the pathophysiology of multiple cardiovascular and cerebrovascular diseases. 

Notably, we and other previously demonstrated impaired DHH-induced signaling may participate in the 

pathophysiology of diabetic neuropathy  (C. Chapouly et al. 2016; Calcutt et al. 2003a). Also we found 

that the deregulation of HH signaling at the blood brain barrier participate in the pathophysiology of 

multiple sclerosis (Hollier et al. 2021b; Mora et al. 2020b). The present study identifies the critical role 

of DHH induced signaling in the adult heart.  

Regulation of DHH binding with its receptor Patched-1 (PTCH1) is controlled by multiple co-receptors 

(Candice Chapouly et al. 2020a) but also by the other HH ligands including Sonic Hedgehog (SHH) 

(Hollier et al. 2021b). SHH has often been shown to be upregulated in several acute stress conditions 

(Hollier et al. 2021b; M. A. Renault et al. 2013), however, the mechanism by which it occurs is unknown. 

We previously demonstrated Cell Adhesion Associated, Oncogene Regulated (CDON), a decoy receptor 

for DHH is upregulated by inflammatory cytokines (Candice Chapouly et al. 2020a). HHIPL1, another 

decoy receptor for DHH was shown to be upregulated in atherosclerotic plaques (Aravani et al. 2019b). 

In the present study, we found that it is also upregulated in Leprdb/db mice, in some perivascular cells 

that remain to be identified. In summary the mechanisms leading to impaired DHH-induced signaling 

in ECs are multiple and still poorly understood, therefore, DHH-induced signaling impairment is still 

difficult to predict but should be considered as an important actor of cardiovascular and 

cerebrovascular diseases. 
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We previously demonstrated that the pathophysiology of diastolic dysfunction in Leprdb/db mice 

involves mast cell activation and histamine release (Guimbal et al. 2021c). Interestingly histamine is a 

well-known  factor inducing Weibel-Palade bodies fusion with the plasma membrane and the release 

of their contents into the blood circulation (van Mourik, Romani de Wit, and Voorberg 2002), subjecting 

abnormal mast cells activation might work together with impaired HH signaling to favor small vessel 

thrombosis and diastolic dysfunction in Leprdb/db mice. 

 

In conclusion, the present study characterizes an original mechanism contributing to the 

pathophysiology of diastolic dysfunction in Leprdb/db mice and identifies thrombosis as a new 

therapeutic target for HFpEF patient care. 
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FIGURES AND FIGURE LEGENDS 

 

 
 

 

Figure 1: Leprdb/db mice display impaired HH signaling in the heart. (A) Leprdb/db female mice and their 

control (Leprdb/+) littermate were sacrificed at 3 months of age. Hhipl1 mRNA expression was 

quantified by RT-qPCR in total heart extract and normalized to Actb mRNA (n=10 mice per group). (B) 

8-week old Hhipl1-LacZ female mice were fed or not with a HDF and treated with low doses STZ. Mice 

were sacrificed à 20 weeks of age. Heart cross sections were stained with X-gal. Representative images 

are shown. (C-E) Leprdb/db female mice and their control littermate were sacrificed at 3 month of age. 

(C) Dhh, (D) Ihh and (E) Shh mRNA expression were quantified by RT-qPCR in total heart extract and 

normalized to Actb mRNA (n=10 mice per group). (F) HeLa cells were co-transfected with Hhipl1-GFP 

and FL-Dhh encoding plasmids. Dhh interaction with Hhipl1 was assessed by co-immunoprecipitation 

assay. (G-H) HeLa cells were co-transfected Ptch1-myc and FL-Dhh encoding plasmids together with or 

without Hhipl1-GFP encoding plasmids. (G) DHH interaction with PTCH1 was assessed by co-

immunoprecipitation assay and (H) quantified using Image J software. The experiment was repeated 

5 times. (I-J) HeLa cells were co-transfected Smo and FL-Dhh encoding plasmids together with or 

without Hhipl1-GFP encoding plasmids. (I) DHH interaction with SMO was assessed by co-

immunoprecipitation assay and (J) quantified using Image J software. The experiment was repeated 5 

times. *: p≤0.05; **: p≤0.01; Mann-Whitney test. 
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Figure 2: DhhECKO mice develop diastolic dysfunction. Cdh5-Cre/ERT2; DhhFlox/Flox (DhhECKO) mice and 

their control littermate (DhhFlox/Flox) were administered with tamoxifen at 8 weeks of age. Their cardiac 

function was assessed one month later. (A) Ejection fraction was assessed via echocardiography (n= 

10 mice per group). (B) dP/dt maximum was measured by left ventricular catheterization (n= 10 mice 

per group) (C) LV end diastolic pressure (EDP) was measured by left ventricular catheterization (n=10 

mice per group). (D) dP/dt minimun was measured by left ventricular catheterization (n= 10 mice per 

group). (E) Tau was measured by left ventricular catheterization (n=10 mice per group). (F) Running 

time was assessed on treadmill (n=6 and 7 mice per group). (G) The heart weight over tibia length ratio 

was calculated (n=10 mice per group). (H) Diastolic left ventricular posterior wall (LVPWd) thickness 

was measured by echocardiography (n=10 mice per group). *: p≤0.05; **: p≤0.01; ns: not significant; 

Mann-Whitney test. 
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Figure 3: DhhECKO mice do not display cardiomyocyte hypertrophy. Cdh5-Cre/ERT2; DhhFlox/Flox 

(DhhECKO) mice and their control littermate (DhhFlox/Flox) were administered with tamoxifen at 8 weeks 

of age and sacrificed at 12 weeks of age. (A) Heart cross sections were co-stained with FITC-labelled 

WGA and anti-Actinin Alpha 2 (ACTN2) antibodies. (B) Cardiomyocyte cross section area was measured 

using Image J software (n=8 mouse per group). (C) Myh6 and (D) Myh7 mRNA expression were 

quantified by RT-qPCR in total heart extract and normalized to Actb mRNA (n=8 mice per group). (E) 

Heart cross sections were co-immunostained with anti-CX43 and anti-ACTN2 antibodies. (F) CX43 

protein level was evaluated via western blot analyses and (G) quantified using Image J software (n=8 

mice per group). *: p≤0.05; ns: not significant; Mann-Whitney test. 
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Figure 4: DhhECKO mice display impaired cardiomyocyte relaxation. Cdh5-Cre/ERT2; DhhFlox/Flox 

(DhhECKO) mice and their control littermate (DhhFlox/Flox) were administered with tamoxifen at 8 weeks 

of age and sacrificed at 12 weeks of age. (A) ATP2A2 protein level was evaluated via western blot 

analyses and (B) quantified using Image J software (n=8 mouse per group). (C) PLN phosphorylation 

was assessed by western blot analyses and (D-E) quantified using Image J software (n=8 mouse per 

group). (F-G) Ventricular cardiomyocyte were isolated. (F) Sarcomere shortening (bl% peak h.) was 

measured using a video-detection system (MyoCam, IonOptix) (n=10 cardiomyocytes /mice, n=7 and 

6 mice per group). (G) Return velocity (Ret v) was measured using a video-detection system (MyoCam, 

IonOptix) (n=10 cardiomyocytes /mice, n=7 and 6 mice per group). (H) Ttn N2B and (I) Ttn N2BA mRNA 

were quantified by RT-qPCR in total heart extract and normalized to Actb mRNA (n=10 mice per group) 

and (J) the ratio N2BA over N2B was calculated. (K) Total heart proteins were separated on a 1% 

agarose gel and stained either with Pro-Q diamond to identify phosphoproteins or coumassie blue 

stain to identify total protein. (L) The ratio of phosphorylated TTN over total TTN was quantified and 

calculated using image J software. *: p≤0.05; ns: not significant; Mann-Whitney test. 
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Figure 5: The endothelium of DhhECKO mice is prothrombotic.  Cdh5-Cre/ERT2; DhhFlox/Flox (DhhECKO) 

mice and their control littermate (DhhFlox/Flox) were administered with tamoxifen at 8 weeks of age and 

sacrificed at 12 weeks of age. (A) Not permeabilized en face aortas were immunostained with anti-

VWF antibodies. (B) Extracellular VWF was quantified using image J software (n=8 mice per group). (C) 

Circulating D-dimers were quantified via ELISA (n=8 mice per group). (D) Heart cross sections were co-

immunostained with anti-CD41 antibodies to identify platelets and anti- Podocalyxin Like (PODXL) 

antibodies to identify capillaries. (E) The number of CD41+ thrombi per mm² was quantified using 

image J software (n=9 mice per group). (F-G) Mice were administered intravenously with FITC labelled 

BS1 lectin 2 minutes before sacrifice. (F) Heart cross sections were co-immunostained with anti-PODXL 

antibodies to identify total capillaries. (G)The percentage of capillaries perfused with BS1-lectin was 

quantified using image J software (n=9 mice per group). (H) Slc2a1 mRNA expression was quantified 
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via RT-qPCR and normalized to Actb mRNA expression (n=8 and 7 mice per group). (I) Heart cross 

sections were co-immunostained with anti-HIF1A antibodies to identify hypoxia and anti-ACTN2 

antibodies to identify cardiomyocytes. (I) HIF1A protein level was quantified using image J software 

(n=10 mice per group). (J) Heart cross sections were immunostained with anti-CA9 antibodies to 

identify hypoxia. (I) CA9 protein level was quantified using image J software (n=10 mice per group). *: 

p≤0.05; ***: p≤0.001; Mann-Whitney test. 

 

 

 

 

Figure 6: Aspirin prevents the development of diastolic dysfunction in DhhECKO mice. Cdh5-Cre/ERT2; 

DhhFlox/Flox (DhhECKO) mice and their control littermate (DhhFlox/Flox) were administered with tamoxifen at 

8 weeks of age and treated or not with aspirin for 28 days. Mice were sacrificed at 12 weeks of age. 

(A) Heart cross sections were co-immunostained with anti-CD41 antibodies to identify platelets and 

anti- Podocalyxin Like (PODXL) antibodies to identify capillaries. The number of CD41+ thrombi per 

mm² was quantified using image J software (n=9 mice per group). (B) LV end diastolic pressure (EDP) 

was measured by left ventricular catheterization (n=9 mice per group). (C) Tau was measured by left 

ventricular catheterization (n=8 mice per group). (D) Running time was assessed on treadmill (n=4 and 

9 mice per group). (E) Heart cross sections were immunostained with anti-CD45 antibodies to identify 

leucocytes. The number of CD45+ leucocytes per mm² was quantified using image J software (n=9 mice 

per group). (F) Heart cross sections were stained Sirius red to identify fibrosis. Perivascular red staining 

was quantified using image J software (n=7 and 9 mice per group). (E) Heart cross sections were 

immunostained with anti-FGB antibodies. FGB extravasation was quantified using image J software 

(n=6 and 9 mice per group). *: p≤0.05; ***: p≤0.001; ns: not significant. Mann-Whitney test. 
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Figure 7: Aspirin and clopidogrel prevent the development of diastolic dysfunction in Leprdb/db mice. 

(A-D) Leprdb/db female mice and their control (Leprdb/+) littermate were sacrificed at 3 months of age. 

(A) Heart cross sections were co-immunostained with anti-CD41 antibodies to identify platelets and 

anti-PODXL antibodies to identify capillaries. (B) The number of CD41+ thrombi per mm² was 

quantified using image J software (n=8 mice per group). (C) Heart cross sections were co-

immunostained with anti-HIF1A antibodies to identify hypoxia and anti-ACTN2 antibodies to identify 

cardiomyocytes. (D) HIF1A protein level was quantified using image J software (n=5 and 10 mice per 

group). (E-G) 8 week old Leprdb/db female mice and their control (Leprdb/+) littermate were treated or 

not with aspirin or clopidogrel. (E) LV end diastolic pressure (EDP) was measured by left ventricular 

catheterization (n=9 mice per group). (F) Tau was measured by left ventricular catheterization (n=9 

mice per group). (G) Running time was assessed on treadmill (n= 9 mice per group). *: p≤0.05; **: 

p≤0.01; ***: p≤0.001; ns: not significant; Kruskal-Wallis test with Bonferroni post-hoc. 
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EXTENDED METHODS 

 

Immunostaining procedure 

Hearts were fixed in methanol for 24 to 72 hours.  Tissues were paraffin embedded after two 30-

minute incubations in Xylene and two 30-minute incubations in paraffin. 7 µm thick sections were then 

done using a microtome. 

After dewaxing tissues sections, they were rinsed with phosphate-buffered saline (PBS), and incubated 

for 20 minutes in 3% H2O2 containing PBS for 20 minutes at room temperature to inhibit endogenous 

peroxidase. Next, blocking was done by incubating slides for 30 minutes in PBS containing 10% donkey 

serum at room temperature. Slides were then incubated with primary antibodies diluted in PBS 

containing 5% donkey serum and 0.1% Tween 20 for 2 hours at 37°C. After washing the slides 3 times 

5 minutes with PBS, they were incubated with the secondary antibodies diluted in PBS containing 5% 

donkey serum and 0.1% Tween 20 for 1 hour at room temperature. At the end, slides were rinsed 3 

times 5 minutes with PBS. 

For immunohistochemical analyses, a 3rd step was carried out. e.i. tissues sections were incubated with 

streptavidin-conjugated Horse radish peroxidase (Amersham) diluted (1/100) in PBS containing 5% 

donkey serum and 0.1% Tween 20 for 30 minutes at room temperature. Staining was then revealed 

with a 3,3′-Diaminobenzidine (DAB) substrate kit (Vector Laboratories) and tissue sections were 

counterstained with hematoxylin before they were mounted with Eukitt. 

For immunofluorescent staining, slides were incubated for 30 min in a 70% ethanol bath containing 1 

mg/mL of Sudan Black in order to mask tissue auto-fluorescence. Sections were mounted between 

slide and coverslip in mounting medium containing 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 

(Fluoromount-G™, with DAPI, Invitrogen) to label the nuclei. 

None of the antibody used in this study required antigen retrieval. 

 

Sirius red staining 

After dewaxing tissues sections, they were incubated for 8 minutes if Mayer’s hemalun solution 

(Merck). Next slides were rinsed abundantly in tap water and incubated 1.3% Picric acid (Sigma) 

containing 0.1% Direct red 80 (Sigma) for 1 hour at room temperature. At the end slides were washed 

twice with 0.5% acetic acid, dehydrated and mounted in Eukitt. 

 

X-gal staining 

For X-gal staining, mice were perfused with LacZ fix solution (PBS containing 0.2% Glutaraldehyde, 5 

mmol/L EGTA and 100 mmol/L MgCl2) before hearts were harvested. 9 µm thick cryosections were 

prepared and post-fixed for 10 min in 0.2% glutaraldehyde and then stained overnight at 37°C in X-

gal staining solution (1 mg/ml X-gal (Sigma)). Tissue sections were counterstained with nuclear fast 

red solution (Sigma).  
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SUPPLEMENTAL TABLES 

 

  

Target antigen Vendor or Source Catalog # 
Working 

concentration 

mouse PODXL R&D systems AF1556 1 µg/mL 

mouse ACTN2 Sigma A2172  

mouse ICAM-1 (CD54) BD Pharmingen 550287 2.5 µg/mL 

FGB Abcam ab227063  

mouse CD41 Invitrogen PA579527  

mouse CD45 BD Pharmingen  550539 0.625 µg/mL 

mouse CX43 Sigma C6219  

mouse VWF Sigma F3520  

mouse HIF1A Origene TA336308  

mouse CA9 R&D systems AF2344 2 µg/mL 

    

human DHH Santa-Cruz sc-271168 0.4 µg/mL 

human PTCH1 Abcam ab53715  

human SMO Santa-Cruz sc-166685 0.4 µg/mL 

GFP Molecular probe A 6455  

myc Millipore 05-724  

NOS3 
Cell signaling 
technology 32027 

 

mouse ICAM1 R&D systems AF796 0.4 µg/mL 

VCAM1 Abcam ab134047  

ATP2A2 Badrilla A010-80  

phospho-PLN (Ser16) Badrilla A010-12  

phospho-PLN (Thr17) Badrilla A010-13  

total-PLN Badrilla A010-14  

TUB1A1 Sigma T5168  

    

    

    

 

Supplemental Table 1: List of primary antibodies used for immunostainings 
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Target antigen Conjugate Vendor or Source Catalog # 
Working 

concentration 

Goat IgG Alexa Fluor 568 Invitrogen A-11057 10 µg/mL 

Rat IgG  Alexa Fluor 647 Invitrogen A-48265 10 µg/mL 

Hamster IgG  Biotin Jackson 
ImmunoResearch 

127-065-160 Dilution 1/500 

Goat IgG  Alexa Fluor 488 Invitrogen A-11055 10 µg/mL 

Rabbit IgG  Alexa Fluor 488 Invitrogen A-21206 10 µg/mL 

Rabbit IgG  Alexa Fluor 568 Invitrogen A-10042 10 µg/mL 

Mouse IgM Biotin    

     

 

Supplemental Table 1: List of secondary antibodies used for immunostainings 
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mouse Actb F 5’-GGAGGAAGAGGATGCGGCA-3’ 61 bp 

R 5’-GAAGCTGTGCTATGTTGCTCTA-3’ 

mouse Hhipl1 F 5’-AACGCAACCTGCTGGAGTG-3’ 191 bp 

R 5’-CCATCCTGGCTCGTGCATAC-3’ 

mouse Dhh F 5’-CTTGGACATCACCACGTCTG-3’ 223 bp 

R 5’-ATGTAGTTCCCTCAGCCCCT-3’ 

mouse Ihh F 5’-TGTCAAGTCTGAGCATTCGG-3’ 219 bp 

R 5’-GTCTCGATGACCTGGAAAGC-3’ 

mouse Shh F 5’-GTCGAGCAGTGGACATCACC-3’ 170 bp 

R 5’-GAAACAGCCGCCGGATTTGG-3’ 

mouse Myh7 F 5’-GGATGACGTCACCTCCAACA-3’ 212 bp 

R 5’-AGATCAGAGCCTCCTTCTCGT-3’ 

mouse Myh6 F 5’-CCCTGGACAAGAAGCAGAGG-3’ 186 bp 

R 5’-TGTTCTCCCGCTTGAAGGTC-3’ 

mouse Ttn N2B F 5’-ACAGTGGGAAAGCAAAGACATC-3’ 100 pb 

R 5’-AGGTGGCCCAGAGCTACTTC-3’ 

mouse Ttn N2BA F 5’-GAGACATTGCTCCGCTTTTC-3’ 191 bp 

R 5’-GATCTCCAAAGAGGCTGTC-3’ 

mouse Ccl5 F 5’- CCTTCGAGTGACAAACACGA -3’ 185 bp 

R 5’- CCCTCACCATCATCCTCACT-3’ 
mouse Col1a1 F 5’-CAACCTCAAGAAGGCCCTGC-3’ 194 bp 

R 5’-TGTCCAAGGGAGCCACATCG-3’ 

mouse Col3a1 F 5’-AGCACGAGGTCTTGCTGGAC-3’ 163 bp 

R 5’-ACCAGCTGTACCAGGCTGAC-3’ 

 

Supplemental Table 3: List of primers used for reverse transcription (RT) quantitative polymer 

chain reaction (qPCR). F: forward; R: reverse 
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 Control DhhECKO    
FeatureID 3379 3380 3381 3383 3312 3320 3321 logFC PValue FDR Status 

Pls1 0.05 0.09 0.11 0.09 0.27 0.59 2.41 3.58 3.27E-06 5.37E-04 Up in DhhCEKO 
Tubb1 0.36 0.13 0.57 0.71 0.38 3.55 11.29 3.48 2.01E-06 3.48E-04 Up in DhhCEKO 
Gp9 0.56 0.26 0.68 0.71 4.86 3.30 10.16 3.47 2.30E-15 3.73E-12 Up in DhhCEKO 
Mpl 0.25 0.00 0.17 0.22 0.38 1.08 3.88 3.41 4.87E-06 7.26E-04 Up in DhhCEKO 
Clec1b 0.51 0.21 0.57 0.66 1.94 2.56 8.83 3.16 1.32E-09 5.72E-07 Up in DhhCEKO 
Ciart 2.14 6.18 1.70 1.85 44.49 12.91 16.34 3.10 5.29E-11 3.44E-08 Up in DhhCEKO 
Mpig6b 0.31 0.21 0.17 0.93 1.78 2.81 6.09 3.08 1.67E-08 5.85E-06 Up in DhhCEKO 
F5 0.41 0.43 0.34 0.31 1.73 1.82 5.89 3.05 1.11E-09 4.96E-07 Up in DhhCEKO 
Tmem40 0.20 0.09 0.11 0.09 0.49 1.08 1.52 3.02 1.07E-06 1.96E-04 Up in DhhCEKO 
Draxin 0.20 0.00 0.11 0.26 0.54 0.74 2.36 3.00 1.58E-05 1.87E-03 Up in DhhCEKO 
Ppbp 3.56 1.66 4.48 4.63 10.37 19.17 49.33 2.85 3.63E-12 3.14E-09 Up in DhhCEKO 
Treml2 0.41 0.30 0.79 0.40 1.19 2.81 6.33 2.85 4.53E-08 1.28E-05 Up in DhhCEKO 
Gp5 0.41 0.13 0.51 0.62 1.78 2.32 4.27 2.74 1.08E-08 3.90E-06 Up in DhhCEKO 
Nrgn 6.52 2.90 6.58 9.83 23.81 27.30 79.22 2.73 1.40E-12 1.51E-09 Up in DhhCEKO 
Treml1 0.46 0.43 0.57 0.79 2.16 3.20 5.55 2.67 1.20E-10 6.80E-08 Up in DhhCEKO 
Dbp 16.39 61.14 14.70 32.92 302.15 127.21 115.25 2.59 2.81E-09 1.11E-06 Up in DhhCEKO 
Itga2b 3.05 1.53 3.52 5.33 9.29 14.59 36.76 2.57 2.61E-10 1.36E-07 Up in DhhCEKO 
Fam46b 2.09 6.39 0.45 1.32 17.49 5.72 21.79 2.56 1.37E-05 1.64E-03 Up in DhhCEKO 
Gp1ba 0.41 0.34 0.23 0.18 0.97 0.99 3.04 2.50 5.60E-06 8.08E-04 Up in DhhCEKO 
BB123696 0.15 0.21 0.11 0.26 0.76 1.04 1.42 2.46 5.32E-06 7.85E-04 Up in DhhCEKO 
Apol11b 0.87 1.11 0.45 0.31 5.99 1.08 2.99 2.33 2.66E-05 2.76E-03 Up in DhhCEKO 
Gbp10 1.07 1.36 0.68 0.62 9.61 1.38 2.31 2.31 4.82E-05 4.38E-03 Up in DhhCEKO 
Apol9b 1.93 3.02 0.40 0.35 12.63 2.61 4.47 2.25 0.00040068 2.46E-02 Up in DhhCEKO 
P2rx1 0.36 0.60 0.51 0.35 1.13 1.28 4.17 2.25 1.18E-05 1.46E-03 Up in DhhCEKO 
Per2 2.70 10.44 2.44 7.36 29.21 20.45 31.56 2.25 6.27E-09 2.40E-06 Up in DhhCEKO 
Rgs18 0.31 0.09 0.91 0.66 0.92 1.18 4.66 2.19 0.0006198 3.46E-02 Up in DhhCEKO 
Adh1 11.25 5.84 7.26 6.70 18.30 27.85 55.61 2.11 2.11E-12 2.11E-09 Up in DhhCEKO 
Gp1bb 1.79 0.52 2.09 1.20 4.75 3.99 7.58 1.98 4.30E-07 9.01E-05 Up in DhhCEKO 
Slc4a1 1.37 3.11 1.65 0.79 13.82 1.82 3.58 1.96 0.00057689 3.26E-02 Up in DhhCEKO 
Zbtb16 22.30 21.34 18.16 50.80 118.14 86.05 121.53 1.96 1.58E-11 1.14E-08 Up in DhhCEKO 
Cd7 0.51 0.38 0.34 0.26 1.84 0.74 1.62 1.91 0.00013135 1.02E-02 Up in DhhCEKO 
Nfe2 0.31 0.72 0.40 0.48 1.13 1.04 3.04 1.83 0.00026231 1.75E-02 Up in DhhCEKO 
Itgb3 3.21 2.56 3.41 4.05 6.10 8.77 19.83 1.79 3.28E-08 1.02E-05 Up in DhhCEKO 
Prkar2b 0.41 1.07 1.59 0.97 2.21 2.71 5.50 1.79 2.37E-05 2.51E-03 Up in DhhCEKO 
Per3 6.57 13.46 7.78 9.65 28.18 29.92 36.81 1.76 4.44E-16 9.62E-13 Up in DhhCEKO 
Mt2 27.34 23.35 12.88 14.32 57.45 52.74 73.92 1.66 9.24E-13 1.09E-09 Up in DhhCEKO 
Fam107a 4.28 7.97 3.12 4.76 9.56 9.46 28.96 1.65 5.99E-06 8.45E-04 Up in DhhCEKO 
Slamf1 0.46 0.38 0.51 0.35 0.76 1.18 1.87 1.57 0.00085291 4.54E-02 Up in DhhCEKO 
Ccl5 1.73 1.62 1.42 1.32 7.07 2.37 3.44 1.53 9.73E-05 8.00E-03 Up in DhhCEKO 
Gm4951 4.33 3.71 1.99 1.81 11.18 4.24 9.28 1.50 4.96E-05 4.45E-03 Up in DhhCEKO 
Inmt 5.19 2.90 7.38 3.75 14.90 9.51 15.46 1.50 1.94E-07 4.43E-05 Up in DhhCEKO 
Tef 71.74 86.79 73.49 72.70 242.86 174.82 191.72 1.44 8.50E-18 2.76E-14 Up in DhhCEKO 
Alad 60.43 55.98 55.11 51.86 171.00 145.35 124.92 1.42 6.49E-19 2.81E-15 Up in DhhCEKO 
Hbb-b2 22.94 27.08 18.70 17.96 96.78 28.56 40.03 1.40 1.81E-05 2.04E-03 Up in DhhCEKO 
Hbb-bt 22.94 27.08 18.70 17.96 96.78 28.56 40.03 1.40 1.81E-05 2.04E-03 Up in DhhCEKO 
Timp4 32.63 28.80 22.59 50.54 59.72 78.86 129.87 1.40 5.99E-08 1.66E-05 Up in DhhCEKO 
Hba-a2 43.17 44.27 35.24 35.47 192.76 51.36 52.96 1.39 0.00014964 1.10E-02 Up in DhhCEKO 
Hbb-b1 318.24 232.77 238.40 266.46 1024.14 403.26 586.84 1.39 1.65E-07 3.96E-05 Up in DhhCEKO 
Rab4a 4.79 4.05 3.63 4.45 11.72 14.49 6.48 1.38 3.59E-07 7.65E-05 Up in DhhCEKO 
Slc4a8 1.78 2.68 1.19 1.85 3.24 3.55 7.85 1.36 0.00018267 1.29E-02 Up in DhhCEKO 
Fmo2 20.82 12.01 17.48 13.88 21.38 42.14 60.76 1.36 1.69E-07 3.99E-05 Up in DhhCEKO 
Hba-a1 119.85 120.27 85.07 93.59 467.80 127.41 170.96 1.35 8.77E-05 7.31E-03 Up in DhhCEKO 
Xdh 79.12 45.80 61.80 71.38 84.99 167.82 241.93 1.34 1.35E-07 3.38E-05 Up in DhhCEKO 
Tcap 1067.43 1557.46 937.72 1328.95 4180.70 2230.77 2564.05 1.33 2.79E-08 9.07E-06 Up in DhhCEKO 
Tcf23 1.53 1.66 1.59 2.29 2.32 4.88 5.94 1.29 0.0001332 1.02E-02 Up in DhhCEKO 
Mt1 184.40 169.44 112.82 121.04 454.25 257.62 326.01 1.27 3.10E-08 9.82E-06 Up in DhhCEKO 
Sult1a1 32.74 28.63 26.67 31.73 48.00 63.73 104.50 1.26 2.97E-10 1.48E-07 Up in DhhCEKO 
Mfsd2b 2.04 1.11 1.70 1.85 2.65 3.35 5.94 1.25 0.0003645 2.28E-02 Up in DhhCEKO 
Cys1 2.44 2.13 3.12 2.16 7.29 4.83 4.66 1.22 3.80E-05 3.65E-03 Up in DhhCEKO 
Plek 3.72 6.65 6.98 4.89 5.02 10.35 23.27 1.20 0.00089013 4.65E-02 Up in DhhCEKO 
Usp18 10.08 14.49 8.17 5.02 29.32 10.15 23.22 1.18 0.00066722 3.60E-02 Up in DhhCEKO 
Unc5a 1.12 1.41 2.38 2.07 4.00 4.24 3.48 1.18 0.00028149 1.83E-02 Up in DhhCEKO 
Tspan4 21.43 30.89 25.37 22.56 80.02 41.50 43.59 1.18 5.44E-07 1.10E-04 Up in DhhCEKO 
Alas2 26.22 27.82 22.98 21.94 76.46 39.92 46.92 1.17 8.67E-08 2.35E-05 Up in DhhCEKO 
Hdhd3 2.80 4.90 3.75 3.97 11.07 7.49 7.07 1.17 1.35E-05 1.64E-03 Up in DhhCEKO 
Alox12 5.19 5.88 9.19 6.26 9.88 11.53 22.77 1.15 1.78E-05 2.04E-03 Up in DhhCEKO 
Ctla2a 26.12 40.94 32.52 34.06 44.81 58.45 121.04 1.15 3.37E-06 5.47E-04 Up in DhhCEKO 
AI464131 13.80 16.23 14.07 15.99 29.26 35.78 34.51 1.15 3.11E-14 4.48E-11 Up in DhhCEKO 
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Rhebl1 1.58 2.68 2.21 1.63 5.45 2.96 4.86 1.15 0.0004869 2.88E-02 Up in DhhCEKO 
Spock2 2.49 2.94 5.05 3.57 6.48 8.13 8.30 1.14 1.13E-05 1.42E-03 Up in DhhCEKO 
Cnksr1 11.71 12.91 10.27 7.45 26.46 20.95 20.71 1.12 9.62E-08 2.50E-05 Up in DhhCEKO 
Timp3 122.55 165.69 132.97 166.47 237.20 307.20 413.62 1.12 3.80E-10 1.83E-07 Up in DhhCEKO 
Arrdc2 21.54 21.47 8.46 12.12 27.91 23.56 51.29 1.11 0.00027326 1.79E-02 Up in DhhCEKO 
Rhobtb1 74.23 82.44 51.19 81.74 150.54 154.71 155.20 1.09 2.47E-10 1.34E-07 Up in DhhCEKO 
Aldh1l1 3.67 2.73 3.58 2.16 4.97 7.69 6.53 1.09 4.90E-05 4.42E-03 Up in DhhCEKO 
Aldob 6.16 3.37 5.73 4.63 9.88 13.50 7.95 1.09 2.27E-05 2.44E-03 Up in DhhCEKO 
Pgm2l1 9.52 8.99 7.83 9.08 15.77 16.51 23.27 1.07 1.71E-08 5.85E-06 Up in DhhCEKO 
Acta1 300.28 335.09 226.21 156.91 539.56 684.59 355.02 1.07 1.88E-05 2.11E-03 Up in DhhCEKO 
Agap2 6.01 9.50 6.58 8.02 14.20 12.77 19.68 1.05 1.31E-06 2.36E-04 Up in DhhCEKO 
Oas2 17.11 15.04 15.32 12.73 15.77 27.26 50.90 1.04 7.92E-05 6.81E-03 Up in DhhCEKO 
Glul 342.74 307.86 315.37 303.82 548.42 715.89 667.14 1.03 6.71E-13 8.71E-10 Up in DhhCEKO 
Tusc5 2.70 2.77 2.61 4.41 4.81 6.65 7.66 1.02 0.00019932 1.39E-02 Up in DhhCEKO 
Ephx1 35.08 41.80 39.05 35.21 79.53 66.24 79.66 1.01 4.48E-12 3.64E-09 Up in DhhCEKO 
Usp2 189.90 230.11 152.32 176.83 527.09 281.38 293.32 1.01 1.64E-05 1.91E-03 Up in DhhCEKO 

Fam110b 15.83 13.04 18.16 13.44 6.43 9.17 6.87 -1.00 7.48E-07 1.41E-04 Down in DhhCEKO 
Ccl2 4.43 9.67 5.85 6.39 2.32 3.55 3.98 -1.00 0.00074279 3.99E-02 Down in DhhCEKO 
Ankrd23 800.29 913.57 895.32 814.91 329.90 538.41 391.49 -1.02 7.40E-10 3.43E-07 Down in DhhCEKO 
Lingo3 30.80 29.31 29.00 29.26 11.61 17.15 14.09 -1.04 9.92E-11 5.86E-08 Down in DhhCEKO 
Adra1b 65.78 57.47 60.95 69.05 27.64 36.18 27.34 -1.05 1.93E-11 1.32E-08 Down in DhhCEKO 
Armcx4 15.32 24.50 20.94 21.94 9.39 8.92 10.80 -1.08 4.01E-08 1.16E-05 Down in DhhCEKO 
Ldlr 14.66 16.57 23.50 9.12 4.70 9.22 8.54 -1.09 0.00011271 8.93E-03 Down in DhhCEKO 
Auts2 29.99 27.82 32.29 20.67 7.72 17.15 13.45 -1.12 6.16E-07 1.21E-04 Down in DhhCEKO 
Olfml2b 12.78 19.81 10.39 14.81 7.51 4.39 7.07 -1.17 8.43E-06 1.13E-03 Down in DhhCEKO 
Klhdc8a 56.05 66.04 62.14 54.59 20.68 28.83 28.03 -1.20 1.28E-15 2.38E-12 Down in DhhCEKO 
Tmem171 13.64 7.33 16.34 5.82 5.02 5.32 3.19 -1.23 0.00027709 1.81E-02 Down in DhhCEKO 
B3galt2 4.94 5.67 7.89 5.60 1.03 4.49 1.57 -1.35 0.00047674 2.85E-02 Down in DhhCEKO 
Itgb6 26.07 29.01 24.40 23.49 7.13 14.15 8.49 -1.37 8.83E-11 5.46E-08 Down in DhhCEKO 
Nfil3 39.92 21.05 51.25 33.05 8.80 18.09 14.82 -1.38 1.83E-07 4.25E-05 Down in DhhCEKO 
Kcna4 2.04 3.37 3.23 2.73 1.19 0.74 1.28 -1.39 0.00011553 9.10E-03 Down in DhhCEKO 
Slc41a3 166.08 138.51 187.79 161.45 54.05 63.19 61.21 -1.45 8.31E-22 1.08E-17 Down in DhhCEKO 
Pdzrn4 5.96 5.33 7.26 2.73 1.89 1.38 2.41 -1.47 3.19E-05 3.24E-03 Down in DhhCEKO 
Fam222a 11.30 7.33 9.59 5.99 2.48 3.20 2.16 -1.69 2.68E-09 1.09E-06 Down in DhhCEKO 
Tpsb2 1.12 2.77 2.44 3.17 0.54 0.54 1.08 -1.71 0.00015506 1.13E-02 Down in DhhCEKO 
Adam19 90.06 60.41 105.79 44.90 12.69 32.38 22.92 -1.73 2.58E-09 1.08E-06 Down in DhhCEKO 
Tfrc 65.68 138.98 120.26 111.88 31.42 30.80 32.15 -1.78 3.02E-17 7.85E-14 Down in DhhCEKO 
Mum1l1 1.53 1.83 2.10 2.91 0.43 0.59 0.59 -1.94 5.83E-06 8.32E-04 Down in DhhCEKO 
Spon2 15.12 19.26 19.86 14.01 3.24 4.73 4.61 -2.01 6.35E-21 4.12E-17 Down in DhhCEKO 
Arntl 23.83 11.97 29.17 18.90 0.92 7.79 6.33 -2.09 4.81E-06 7.26E-04 Down in DhhCEKO 
Npas2 10.69 8.95 12.49 6.79 0.97 2.86 2.50 -2.20 2.36E-12 2.19E-09 Down in DhhCEKO 
Adamts4 4.94 12.44 8.97 3.75 0.97 2.17 1.62 -2.23 3.91E-08 1.15E-05 Down in DhhCEKO 
Lgals6 0.00 2.13 6.94 1.00 0.00 0.00 0.00 -8.65 1.58E-07 3.86E-05 Down in DhhCEKO 

 

Supplemental Table 4: List of genes modulated by at least 2 fold in the heart of DhhECKO mice  
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SUPPLEMENTAL FIGURES AND FIGURE LEGENDS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplemental Figure 1: DhhECKO mice display significantly downregulated Dhh mRNA expression in 

the heart. (A) Heart sections from C57BL/6 WT mice were incubated with Dhh or negative control RNA 

probes. Sections were counterstained with AlexaFluor 488-labelled WGA and DAPI in blue, to 

delimitate cells. (B-E) Cdh5-Cre/ERT2; DhhFlox/Flox (DhhECKO) mice and their control littermate (DhhFlox/Flox) 

were administered with tamoxifen at 8 weeks of age and sacrificed at 12 weeks of age. (B-D) Cardiac 

endothelial cells were enriched via magnetic cell sorting. (B) Dhh, (C) Ihh and (D) Shh mRNA expression 

were quantified by RT-qPCR and normalized to Actb mRNA (n=6 and 5 heart per group). (E) Dhh mRNA 

expression was quantified by RT-qPCR in total heart extract and normalized to Actb mRNA (n=8 mice 

per group). **: p≤0.01; **: p≤0.01; ns: not significant; Mann-Whitney test. 
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Supplemental Figure 2: DhhECKO mice display cardiac small vessel disease. (A-D, G-L) Cdh5-Cre/ERT2; 

DhhFlox/Flox (DhhECKO) mice and their control littermate (DhhFlox/Flox) were administered with tamoxifen at 

8 weeks of age and sacrificed at 12 weeks of age. (A) Heart cross sections were immunostained with 

anti- Podocalyxin Like (PODXL) antibodies to identify ECs. (B) The number of PODXL + vessels per mm² 

was quantified using image J software (n=8 mice per group). (C-D) Femoral arteries were harvested. 

The cumulative concentration-relaxation curve to (C) acetylcholine and (D) nitroprusside sodium are 

shown. The response is expressed as the percentage of decrease of phenylephrine-induced pre-

contraction. Values were normalized to an initial 80 mM KCl-induced contraction level. (E-F, L-N) 

Cardiac ECs were isolated from Cdh5-Cre/ERT2; DhhFlox/Flox and DhhFlox/Flox pups and treated with 4-

Hydroxytamoxifen. (E) NOS3 protein level was evaluated by western blot analyses and (F) quantified 

using image J software (n=7 and 6). (G-H) Heart cross sections were co-immunostained with anti-FGB 

and anti-PODXL antibodies to identify capillaries. (G) Representative image are shown. (H) FGB 

extravasation was quantified using image J software (n=8 mice per group). (I) Heart cross sections were 

co-immunostained with anti-IgG and anti-PODXL antibodies to identify capillaries. (H) IgG 

extravasation was quantified using image J software (n=8 mice per group). IgG extravasation was 

quantified using image J software (n=8 mice per group). (J) Prior sacrifice, mice were administered with 
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rhodamine 6G to label Leucocytes. Leucocyte rolling in the mesenteric vein was assessed via live 

imaging. (K) Heart cross sections were co-stained with anti-ICAM1 antibodies and FITC labelled BS1 

lectin to identify capillaries. (L) ICAM1 and VCAM1 protein levels were evaluated by western blot 

analyses and (M-N) quantified using image J software (n=6 and 7). *: p≤0.05; **: p≤0.01; ***: p≤0.001; 

ns: not significant; Mann-Whitney test. 
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Supplemental figure 3: DhhECKO mice display cardiac inflammation and perivascular fibrosis. Cdh5-

Cre/ERT2; DhhFlox/Flox (DhhECKO) mice and their control littermate (DhhFlox/Flox) were administered with 

tamoxifen at 8 weeks of age and sacrificed at 12 weeks of age. (A-B) Heart cross sections were co-

immunostained with anti-CD45 antibodies to identify leucocytes and anti-ACTN2 antibodies to identify 

cardiomyocytes. (A) Representative image are shown. (B) The number of CD45+ leucocytes per mm² 

was quantified using image J software (n=10 mice per group). (C) Ccl5 mRNA expression was quantified 

by RT-qPCR in total heart extract and normalized to Actb mRNA (n=9 mice per group).  (D-F) Heart cross 

sections were stained with Sirius red to identify fibrosis. (D) Representative image are shown. (E) 

Perivascular fibrosis was quantified using Image J software (n=8 mice per group). (F) Interstitial fibrosis 

was quantified using Image J software (n=10). (G) Col1a1, (H) Col1a3 and (I) Tgfb1 mRNA expression 

was quantified by RT-qPCR in total heart extract and normalized to Actb mRNA (n=9 mice per group).  

*: p≤0.05; **: p≤0.01; ns: not significant; Mann-Whitney test. 
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Supplemental Figure 4: SmoECKO but not SmoCMKO mice display diastolic dysfunction. (A-C) Myh6-

Cre/ESR1; SmoFlox/Flox (SmoCMKO) mice and their control littermate (SmoFlox/Flox) were administered with 

tamoxifen at 8 weeks of age and sacrificed at 12 weeks of age. (A) Ejection fraction was assessed via 

echocardiography (n= 10 mice per group). (B) LV end diastolic pressure (EDP) was measured by left 

ventricular catheterization (n=10 mice per group). (C) The heart weight over tibia length ratio was 

calculated (n=10 mice per group). (D-F) Cdh5-Cre/ERT2; SmoFlox/Flox (SmoECKO) mice and their control 

littermate (SmoFlox/Flox) were administered with tamoxifen at 8 weeks of age and sacrificed at 12 weeks 

of age. (D) Ejection fraction was assessed via echocardiography (n= 10 mice per group). (E) LV end 

diastolic pressure (EDP) was measured by left ventricular catheterization (n=10 mice per group). (F) 

The heart weight over tibia length ratio was calculated (n=10 mice per group). **: p≤0.01; ns: not 

significant; Mann-Whitney test. 
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Supplemental Figure 5: Platelet markers are increased in the heart of DhhECKO mice. Cdh5-Cre/ERT2; 

DhhFlox/Flox (DhhECKO) mice and their control littermate (DhhFlox/Flox) were administered with tamoxifen at 

8 weeks of age and sacrificed at 12 weeks of age. RNA sequencing analysis was performed from total 

heart extracts. (A) The violin plot is shown (B) Enrichment analysis of biological processes was 

performed. (C) Heatmap shows the list of genes involved in the blood coagulation process of which the 

expression is different in both groups. (n=3 and 4 mice/group). 
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Supplemental Figure 6: SmoECKO mice have a pro-thrombotic endothelium. Cdh5-Cre/ERT2; SmoFlox/Flox 

(SmoECKO) mice and their control littermate (SmoFlox/Flox) were administered with tamoxifen at 8 weeks 

of age and sacrificed at 12 weeks of age. (A-B) Not permeabilized en face aortas were immunostained 

with anti-VWF antibodies. (A) Representative images are shown. (B) Extracellular VWF was quantified 

using image J software (n=7 mice per group). (C-D) Heart cross sections were co-immunostained with 

anti-CD41 antibodies to identify platelets and anti-PODXL antibodies to identify capillaries. (C) 

Representative images are shown. (D) The number of CD41+ thrombi per mm² was quantified using 

image J software (n=9 mice per group). **: p≤0.01; ***: p≤0.001; Mann-Whitney test. 
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Supplemental Figure 7: (A-D) Primary cultured mouse ventricular cardiomyocytes were treated with 

culture medium from mouse DhhKO or control ECs (n=9 cell culture wells per conditions). (A) PLN 

phosphorylation on threonine 17 was assessed by western blot analysis and (B) quantified using image 

J software. (C) Tcap and (D) Acta1 mRNA expression was quantified via RT-qPCR and normalized to 

Actb mRNA expression. (E-K) Primary cultured mouse ventricular cardiomyocytes were treated or not 

with 150 µM CoCl2 for 5 hours (n=9 cell culture wells per conditions). (E) Vegfa and (F) Slc2a1 mRNA 

expression was quantified via RT-qPCR and normalized to Actb mRNA expression. (G) PLN 

phosphorylation on threonine 17 was assessed by western blot analysis and (H) quantified using image 

J software. (I) Tcap, (J) Acta1 and (K) Per2 mRNA expression was quantified via RT-qPCR and normalized 

to Actb mRNA expression. (L-N) Primary cultured mouse ventricular cardiomyocytes were treated or 

not with 10 ng/mL IL-6 recombinant protein for 5 hours (L) PLN phosphorylation on threonine 17 was 

assessed by western blot analysis and (M) quantified using image J software (n=3 cell culture wells per 

conditions). (N) Nrgn mRNA expression was quantified via RT-qPCR and normalized to Actb mRNA 

expression (n=9 cell culture wells per conditions). Mann-Whitney tests 
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V. DISCUSSION 

 

 Ces travaux mettent en évidence le rôle causal de la dysfonction endothéliale microvasculaire 

dans la dysfonction diastolique par l’intermédiaire d’un mécanisme d’hypoxie induite par une 

microthrombose coronaire altérant le phénotype des cardiomyocytes. Nous mettons en évidence que 

ce processus altérant la perfusion d’environ 10 % des capillaires a lieu en condition de DT2 (Lerprdb/db). 

Moléculairement, nous démontrons qu’en cas de DT2, l’augmentation de l’expression d’Hhipl1 altère 

la voie de signalisation endothéliale autocrine médiée par DHH en agissant comme un récepteur leurre. 

Le défaut de cette signalisation médiée par DHH va ensuite favoriser le développement de 

microthrombi qui par un mécanisme dépendant de l’hypoxie va modifier le phénotype des 

cardiomyocytes et contribuer à la dysfonction diastolique. L’hypoxie va notamment altérer leur 

relaxation et modifier l’expression des composants intervenants dans formation des myofilaments 

(Acta1, Mhy7). Nous mettons en évidence qu’une thérapie antiagrégante améliore la dysfonction 

diastolique induite par un DT2, et que cette amélioration est associée à une diminution des marqueurs 

d’hypoxie. L’ensemble de ces résultats propose un nouveau mécanisme physiopathologique 

contribuant au développement de l’ICFEp et pourrait permettre à l’avenir d’établir de nouveaux essais 

cliniques ciblant la thrombose chez ces patients.  

 

Notre équipe s’intéresse à la voie de signalisation Hh et plus particulièrement à la signalisation 

DHH dans les CE. Nous avons démontré que ce ligand joue un rôle essentiel pour leur intégrité et celle 

de leurs jonctions (Caradu, Couffinhal, et al. 2018; Hollier et al. 2021). 

À partir d’analyses transcriptomiques précédemment publiées (Guimbal et al. 2021), nous 

avons identifié une augmentation de l’expression génique d’HHIPL1 dans un modèle murin (Leprdb/db) 

récapitulant 3 des principaux facteurs de risques de l’ICFEp (sexe féminin, obésité et DT2). De manière 

intéressante, ce gène a déjà été associé dans des études GWAS à des pathologies cardiovasculaires 

chez l’homme (Rodríguez-Pérez et al. 2018; Aravani et al. 2019) et comme potentiel modulateur de la 

voie de signalisation Hh dans les cellules NIH/3T3 (Aravani et al. 2019). Dans la littérature, HHIPL1 est 

décrit comme étant un paralogue de l’inhibiteur de signalisation Hedgehog : HHIP (Katoh and Katoh 

2006). HHIP interagit avec chacun des trois ligands Hh (IHH, SHH, DHH) et inhibe la voie de signalisation 

(P. T. Chuang and McMahon 1999; Kwong, Bijlsma, and Roelink 2014; Holtz et al. 2015).  

Contrairement aux travaux de Aravani et collaborateurs proposant Hhipl1 comme un 

potentialisateur de l’activité du ligand SHH, nos analyses lui suggèrent une fonction de récepteur leurre 

au ligand DHH. Cette différence conceptuelle de fonction peut s’expliquer par les effets opposés des 

ligands SHH et DHH endothéliaux (Hollier et al. 2021) et l’attribution des effets d’HHIPL1 

majoritairement aux cellules musculaires dans leur étude.  

À partir de ces observations, nous avons développé le modèle murin DhhECKO dans le but d’étudier les 

effets d’une altération de la voie de signalisation endothéliale seule sur la fonction diastolique en 
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l’absence d’un diabète et d’une dyslipidémie. Dans la littérature, ce ligand est démontré comme étant 

essentiel pour l’intégrité des CE (Caradu, Couffinhal, et al. 2018) et de leurs jonctions (Caradu, Guy, et 

al. 2018; Hollier et al. 2021b). Nos résultats concordent avec ce rôle de DHH puisque les souris DhhECKO 

développent une dysfonction endothéliale microvasculaire (perméabilité, fibrose périvasculaire, 

infiltration leucocytaire) avec des caractéristiques similaires à celles observées chez les patients atteints 

d’ICFEp (Fischer et al. 2022; Mohammed et al. 2015; Franssen et al. 2016b).  

En revanche, contrairement à son rôle suggéré, l’absence de DHH n'a pas permis de moduler le niveau 

des facteurs d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1, E-Selectine). Ces facteurs d’adhésion, bien que modulés 

dans l’ICFEp, n’interviennent pas dans notre modèle murin (Franssen et al. 2016b). Nous expliquons la 

présence d’un phénotype pro-adhésif des CE des souris DhhECKO comme étant la conséquence indirecte 

de l’augmentation de l’expression de vWF et de CCL5. En effet, il a été démontré qu’une augmentation 

de vWF peut favoriser le rolling, l’adhésion et l’extravasation des leucocytes (Pendu et al. 2006; 

Mojzisch and Brehm 2021; Chauhan et al. 2008).  

La nouveauté de notre travail réside dans le fait que la perturbation de la communication entre 

CE vasculaires et cardiomyocytes dans ce modèle DhhECKO est associée à la présence de thrombi dans 

environ 10  % des capillaires provoquant une hypoxie locale myocardique. La présence de l’hypoxie 

n’est pas liée à une raréfaction capillaire dans notre modèle. Moléculairement, nous expliquons la 

présence de ces microthrombi par l’augmentation du vWF à la surface des CE favorisant l’adhésion et 

l’agrégation plaquettaire (Reininger et al. 2006). De plus, il a été mis en évidence que l’augmentation 

de ce facteur est très souvent associée à une augmentation du risque cardiovasculaire (Frankel et al. 

2008) et à un mauvais pronostic chez les patients atteints d’ICFEp (Abudoukelimu et al. 2022b). Nous 

ne pouvons pas exclure à ce stade que la microthrombose  dans notre modèle ne soit pas lié au PAI-1, 

puisqu’un lien entre signalisation Hh et ce dernier a déjà été évoqué dans la littérature (Teng et al. 

2012). 

Dans notre modèle DhhECKO, la perte de signalisation DHH autocrine des CE est capable 

d’induire en 1 mois une dysfonction diastolique (intolérance à l’effort, élévation de pression 

télédiastolique, Tau et dp/dt min) relativement similaire à celle observée chez les patients atteints 

d’ICFEp. En effet, chez ces derniers, une intolérance à l’effort, un défaut de relaxation VG et une 

augmentation de la pression télédiastolique au repos sont très souvent observés (Obokata, Reddy, and 

Borlaug 2020). Cette observation constitue une preuve supplémentaire aux modèles rongeurs Sirt1ECKO, 

Sirt3ECKO (Maizel et al. 2014a; X. He et al. 2017; Zeng, He, and Chen 2020), Tg-ADRB3 (Dhot et al. 2020) 

et Tg-PDZRN3 (Abelanet et al. 2022b) suggérant qu’une modification des propriétés des CE vasculaires 

et une dysfonction endothéliale seraient capables d’induire une dysfonction diastolique.  

Afin d’approfondir les mécanismes par lesquels l’absence du ligand endothélial est capable de 

provoquer une dysfonction diastolique, nous avons phénotypé les cardiomyocytes des souris DhhECKO. 

Ce phénotype fonctionnel dans notre modèle DhhECKO pourrait être associé à une modulation de la 

rigidité des cardiomyocytes. En effet, dans ce modèle, l’assemblage des myofilaments et la stabilité de 

la titine sont perturbés par l’augmentation de l’expression génique de Acta1 (α actine squelettique) et 
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de T-cap associés à l’IC (Hayashi et al. 2004; Valero-Muñoz et al. 2022; D.-S. Lim, Roberts, and Marian 

2001).  

Conformément à ce qui est observé dans l’IC (Makarenko et al. 2004), l’augmentation des 

pressions télédiastoliques dans notre modèle est compensée par la surexpression de l’isoforme 

cardiaque le plus compliante de la titine N2A. En revanche, la perte de phosphorylation de 

l’isoforme N2B a souvent été associée à l’ICFEp (Zile et al. 2015; Hamdani, Franssen, et al. 2013; Borbély 

et al. 2009), mais elle est inchangée dans notre modèle. Ce résultat d’après la théorie de Paulus et 

collaborateurs (Walter J. Paulus and Tsch 2013) concorde avec l’absence d’altération de la vaso-

relaxation dépendante de l'endothélium induit par l'acétylcholine et les niveaux égaux de NOS3 dans 

notre modèle murin. 

Notre modèle présente des discordances avec la littérature. En effet, nos résultats sont opposés 

à ceux de la littérature concernant l’expression de la Myh7 généralement augmentée dans l’IC (Vigil-

Garcia et al. 2021). En outre, nous n’observons pas de fibrose interstitielle et de variations de taux de 

collagènes fibrillaires, pourtant toutes deux décrites dans l’ICFEp (Duca et al. 2016; Angeli et al. 2022). 

Bien que nous n’ayons investigué qu’une petite partie du remodelage matriciel dans nos expériences, 

la composition de la MEC ne semble pas avoir d’impact sur la perte de compliance observée chez les 

DhhECKO. Cependant, nos résultats sont en accord avec la littérature puisqu’une grande majorité de 

modèles murins de dysfonction diastoliques présentent également une fibrose périvasculaire plutôt 

qu’une fibrose interstitielle (Cornuault et al. 2022a). Ce type de fibrose pourrait contribuer à modifier 

le phénotype des cardiomyocytes en augmentant leur distance de diffusion avec les CE, et en diminuant 

la diffusion de l'oxygène, des acides gras, du glucose et des molécules de signalisation (M. Sweeney, 

Corden, and Cook 2020).  

Dans l’ICFEp, les mécanismes participant à la relaxation active sont altérés (Phan, Abozguia, 

Nallur Shivu, et al. 2009) et contribuent à la dysfonction diastolique. En diastole, la recapture du calcium 

vers le réticulum sarcoplasmique est essentielle à la relaxation et dépend notamment de la 

phosphorylation de l’inhibiteur de la SERCA2a : PLN. L’altération de la relaxation active observée ex vivo 

et in vivo chez les DhhECKO est liée à une diminution de la phosphorylation du PLN au site thréonine 17. 

Cette diminution est également observée dans d’autres modèles murins ayants une dysfonction 

diastolique (Rouhana et al. 2019; K. Tanaka et al. 2014) dont les souris Leprdb/db (Reil et al. 2013). 

Connaissant le potentiel lien non établi entre la dysfonction endothéliale et la modification des 

propriétés des cardiomyocytes (Cornuault et al. 2022b), nous avons voulu évaluer la part de la 

thrombose des capillaires coronaires et de l’hypoxie sur le cardiomyocyte. La perte de perfusion de 

l’ordre de 10 pour cent des capillaires observés dans le modèle DhhECKO pourrait être à l’origine de 

l’altération de l’oxygénation du myocarde observée chez les patients atteints d’ICFEp (van Empel et al. 

2014b).  

Jusqu’à présent, la thrombose microvasculaire coronaire n’a jamais été associée à l’ICFEp, mais 

a été mise en évidence dans le cadre du COVID-19 (Pellegrini et al. 2021). En revanche, il est 

relativement admis un lien étroit entre l’ICFEp et les comorbidités cardiovasculaires et non 
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cardiovasculaires. Ces comorbidités ont elles-mêmes des perturbations de l’intégrité endothéliale et 

de la régulation de l’hémostase (HTA (G. Y. H. Lip and Blann 2000), DT2 (Dunn, Ariëns, and Grant 2005), 

obésité (Samad and Ruf 2013b), FA (Lutsey et al. 2018), pathologie rénale chronique, âge (Daniela Mari 

et al. 2008) et sexe féminin).  

Nous démontrons in vitro que l’hypoxie cardiomyocytaire n’est pas directement responsable 

du défaut de phosphorylation du PLN, mais de l’augmentation de Tcap et d’Acta1 tous deux impliqués 

dans l’augmentation rigidité passive cardiomyocytaire. L’implication de Tcap dans ce processus serait 

liée à la protéine téléthonine démontrée comme régulant l’intégrité structurelle du sarcomère en 

association avec la titine dans le disque Z (Gregorio et al. 1998; Valle et al. 1997). En outre, dans 

l’analyse transcriptomique des extraits totaux de ventricules des DhhECKO et in vitro dans les 

cardiomyocytes hypoxiques, l’augmentation de Tcap est corrélée à celle de Per2 (Period Circadian 

Regulator 2) contrôlant son expression (Podobed et al. 2014). L’augmentation de Acta1 est 

majoritairement observée lors d’une dysfonction contractile des cardiomyocytes et leur 

dédifférenciation pathologique à la suite d’une surcharge hémodynamique (Driesen et al. 2009; 

Winegrad, Wisnewsky, and Schwartz 1990).  

Il est nécessaire de prendre en compte que nous n’avons pas étudié si l’expression des isoformes de la 

titine était modulée de manière similaire à celle observée chez les souris DhhECKO en condition 

hypoxique. La titine étant un acteur majeur de la répartition des forces radiales exercées sur les 

myofilaments et leur affinité au Ca²+ , toute interaction avec cette dernière peut moduler la rigidité 

passive. 

Il est supposé que l’inflammation systémique pourrait participer à la physiopathologie de 

l’ICFEp (van Heerebeek et al. 2006; Walter J. Paulus and Tsch 2013) en affectant l’endothélium et en 

participant au développement de la dysfonction diastolique (Glezeva et al. 2015a; Abernethy et al. 

2018). In vitro, nous avons mis en évidence un lien direct entre inflammation (IL-6) et altération de la 

relaxation active VG au travers d’un défaut de fonction de la SERCA2a possiblement induit par une 

augmentation de l’inhibiteur de la CAMKII : Neurogranine (Jorgensen et al. 2022). L’ augmentation de 

l’infiltrat de leucocytes CD45+ et l’activation mastocytaire pourrait être responsable de l’inflammation 

médiée par l’Il-6  décrite comme pouvant moduler le phénotype des cardiomyocytes dans des modèles 

murins d’IC (L. Zhao et al. 2016; G. E. González et al. 2015). De plus, l’IL-6 a été associée au 

développement (Chia et al. 2021) et au mauvais pronostic de l’ICFEp (Mooney et al. 2023). 

La présence d’une microthrombose capillaire dans les modèles transgéniques (SmoECKO, 

DhhECKO) est également observée dans le modèle physiopathologique (DT2 et obésité)  Leprdb/db. Ces 

résultats sont en accord avec l’analyse par séquençage d’ARN de la fraction vasculaire des souris 

Leprdb/db indiquant que les processus d’ hémostase étaient augmentés par rapport aux souris contrôles 

(Guimbal et al. 2021c). En outre, chez les patients diabétiques (Nahser et al. 1995) et obèses (Bajaj et 

al. 2018), une altération de la réserve de flux coronaire est observée. Chez ces patients, des anomalies 

de la régulation de l’hémostase primaire, de la coagulation plasmatique et de la fibrinolyse sont 
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également observés (Vaidyula et al. 2006; Varo et al. 2005; Boden et al. 2007; Alzahrani and Ajjan 2010; 

Paton 2013; Russo et al. 2010; Solá et al. 2007; Mutch, Wilson, and Booth 2001). 

Afin d’étudier si l’augmentation d’Hhipl1 chez les Leprdb/db est délétère et qu’elle est 

responsable de l’augmentation de la microthrombose capillaire, nous avons cherché à développer un 

modèle de souris déficientes pour Hhipl1 que nous pourrions ensuite soumettre à un régime HFD/STZ 

afin d’induire un DT2 (Reed et al. 2000; King 2012). Dans un premier temps, en accord avec la 

littérature, nous avons observé que le régime HFD/STZ est capable d’induire un DT2. En revanche, nous 

n’avons pas été en mesure d’observer une dysfonction diastolique après régime HFD/STZ 

contrairement à ce qui a été mis en évidence par Epp et collaborateurs. Ces auteurs observaient une 

diminution du ratio E/A en échographie et du dp/dt min par cathétérisation chez des rats males 

Sprague–Dawley (Epp et al. 2013). Il existe des différences entre notre protocole et celui des auteurs 

pouvant expliquer l’absence d’effet du régime sur la fonction diastolique dans notre modèle murin. Ces 

différences concernent notamment la dose de STZ (40 mg/kg vs 35 mg/kg), le régime HFD (60 % vs 

40 %), le sexe (femelles vs mâles) et l’espèce (souris vs rat). Une autre étude a également montré une 

altération de la fonction diastolique au travers d’une seule différence de ratio E/A en échographie sur 

des souris mâles FVB/N soumis à un régime HFD à 40 % et 5 injections de STZ à 55 mg/kg (C. D. Cohen 

et al. 2021).  

Alors que dans l’ICFEr la présence d’un état « prothrombotique » est relativement établie 

(Siniarski et al. 2023; Jafri 1997), l’impact de l’ICFEp sur l’hémostase n’a pas encore été mis en évidence. 

Le potentiel bénéfice d’un traitement antiagrégant (aspirine 75 mg/jour) sur la mortalité et 

l’hospitalisation dans une cohorte incluant des patients atteints d’ICFEr et d’ICFEp avait été évoqué 

(Bermingham et al. 2014). Malgré ce constat, le bénéfice des traitements antithrombotiques 

(antiagrégants et anticoagulants) a jusqu’à présent seulement été évalué dans des études incluant des 

patients atteints d’ICFEr chronique (HELAS, PLUTO-CHF, WASH, WATCH, WARCEF). Le bénéfice des 

agents antiagrégants reste encore inconnu dans le cadre d’une ICFEp chronique (Glezeva et al. 2016).  

Dans ce contexte, nous avons ensuite voulu évaluer si la microthrombose coronaire et l’hypoxie à elles 

seules étaient capables d’induire une dysfonction diastolique. À l’aide de thérapies préventives 

antiagrégantes (Clopidogrel et Aspirine), nous mettons en évidence pour la première fois qu’un défaut 

de signalisation autocrine de DHH sur la CE, résultant de l’augmentation de l’expression d’un récepteur 

leurre Hhipl1 en condition de DT2 est capable d’induire le développement d’une dysfonction 

diastolique par l’intermédiaire d’une thrombose capillaire coronaire.  

Notre travail bien que réalisé sur un modèle murin et n’investiguant qu’un possible 

phénogroupe de patients « métaboliques, obèses » apporte une potentielle réponse aux hypothèses 

soulevées par Glezeva et collaborateurs (Glezeva et al. 2016). Elle  propose une explication aux effets 

bénéfiques de l’aspirine à faible dose sur la mortalité et les hospitalisations dans une cohorte incluant 

des patients atteints d’ ICFEp (Bermingham et al. 2014). En effet, chez les souris Leprdb/db , un traitement 

curatif antiagrégant (clopidogrel) permet d’améliorer significativement la fonction diastolique (pression 

télédiastolique, tau) et la tolérance à l’effort.  
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La thrombose microvasculaire, en plus d’aggraver l’hypoxie cardiaque comme proposée par 

Tang et collaborateurs (Tang et al. 2022), semble également intervenir dans la modulation de 

l’inflammation et de la fibrose. En effet, ces thérapies antiagrégantes préventives et curatives ont 

toutes deux eu un effet bénéfique sur l’infiltrat de cellules inflammatoires et l’activation mastocytaire. 

Il est fort possible que la prévention (thérapie préventive) ou la réduction du nombre de microthrombi 

coronaires (thérapie curative) soit à l’origine de ces effets anti-inflammatoires et anti-fibrotiques 

puisqu’il a été démontré que l’hypoxie est capable d’induire l’inflammation (Eltzschig and Carmeliet 

2011) et la fibrose (Dai et al. 2021; Sui, Wei, and Wang 2015). La relation entre inflammation et 

thrombose existant sous le terme « d’immunothrombose ou thromboinflammation » est proposée 

comme aggravant le risque d’évènements cardiovasculaires (Stark and Massberg 2021). Ainsi, la 

modulation de l’un de ces deux acteurs, permettrait d’améliorer la fonction cardiaque de nos animaux. 

En outre, en accord avec les données des DhhECKO, il est démontré que les plaquettes activées favorisent 

l’adhésion des monocytes à l’endothélium par l’intermédiaire de CCL5 (von Hundelshausen et al. 

2001b). Cette augmentation de CCL5 observée chez les DhhECKO peut également être liée à 

l’augmentation de l’expression du facteur HIF1A (S. Lin et al. 2012).  

Une perspective à ce projet serait de quantifier les NETs dans souris DhhECKO et Leprdb/db. Ces derniers 

étant des contributeurs majeurs de l’immunothrombose et leur blocage ont récemment été montrés 

comme bénéfiques chez la souris avec dysfonction diastolique (Xin-Lin Zhang et al. 2022). 

Nos données suggèrent un rôle antérieur de la thrombose à l’activation des mastocytes dans la 

survenue de la dysfonction diastolique expliquant l’absence d’effet d’une thérapie curative ciblant 

l’activation mastocytaire (données non publiées). Ces résultats concordent avec les données de la 

littérature suggérant le rôle de l’hypoxie dans l’augmentation de la synthèse d’IL-6 par le mastocyte 

(Gulliksson et al. 2010), les cardiomyocytes (Matsui et al. 1999), et l’augmentation d’IL-6 chez les souris 

Leprdb/db (Guimbal et al. 2021c). L’ensemble des observations ci-dessus concorde avec l’amélioration de 

la relaxation active (Tau) observée après un traitement curatif antiagrégant chez ces souris dans ce 

travail de thèse. Enfin dans notre précédente étude (Guimbal et al. 2021c), la dégranulation 

d’histamine que nous avions proposée comme mécanisme responsable de la dysfonction diastolique 

chez les souris Leprdb/db peut également être induite en condition hypoxique (Möllerherm et al. 2017).  
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VI. LIMITES ET PERSPECTIVES  
 

L’une des limites à ce travail est l’absence de lien moléculaire direct entre l’augmentation du 

vWF à la surface des CE et le défaut de signalisation médié par DHH.  

Dans le cadre de ce travail, nous n’avons pas étudié plus amplement les caractéristiques de l’hémostase 

(fonctions plaquettaire, marqueurs de coagulation).  

Nous n’avons pas non plus étudié les effets des traitements antiagrégants sur les acteurs de la rigidité 

passive et active modulés chez les souris DhhECKO et dans une certaine mesure chez les souris Leprdb/db 

(Reil et al. 2013). 

L’ICFEp possède une hétérogénéité phénotypique contribuant notamment à la difficulté de 

compréhension de la physiopathologie (Peters et al. 2022). Notre étude observe majoritairement les 

effets associés à l’obésité et au DT2 sur la voie Hh et le développement de la dysfonction diastolique. 

Nous pouvons également noter que dans notre étude, le nombre de microthrombi et les effets de la 

thérapie varient entre les différentes souris Leprdb/db au sein d’un même groupe expérimental. Ces 

effets peuvent dépendre du taux de glycémie et de la prise du médicament dans l’eau de boisson.  Cette 

variabilité est en accord avec celle observée chez les patients atteints de DT2, pour lesquels il existe 

certaines formes de résistance à l’aspirine (Rocca et al. 2012) et au clopidogrel (Angiolillo et al. 2007). 

Il pourrait être intéressant de tester si l’association entre ces deux médicaments aura un effet 

bénéfique supérieur à la monothérapie (Serebruany et al. 2003b).  

Enfin, il pourrait être intéressant d’observer si le phénomène de microthrombose coronaire est 

présent dans d’autres modèles de dysfonction diastolique et chez les patients atteints d’ICFEp. Si cela 

vient à être confirmé, une des perspectives à ce projet serait de réaliser une étude prospective et  

contrôlée permettant d’évaluer le bénéfice éventuel d'un traitement antiagrégant dans une population 

d’ICFEp. 
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Titre : Rôle de la maladie des petits vaisseaux dans la physiopathologie de 

l'insuffisance cardiaque 

L’insuffisance cardiaque (IC) est un problème de santé publique majeur touchant environ 1 à 

2 % de la population adulte et jusqu’à 10 % des individus âgés de plus de 75 ans. Au sein de l’IC, la 

prévalence de l’IC à fraction d’éjection préservée (ICFEp) ne cesse d’augmenter et représente plus de 

la moitié des cas. Ce type d’IC est hétérogène dans sa présentation et sa physiopathologie est encore 

incomprise. Cette pathologie est associée avec de nombreux facteurs de risques cardiovasculaires, dont 

le diabète et l’obésité. Actuellement, il n’existe pas de traitement de l’ICFEp en dehors des inhibiteurs 

du Sodium Glucose Transporter 2. À partir d’observations cliniques, la dysfonction endothéliale 

microvasculaire coronaire a été suggérée comme pouvant contribuer à la survenue de la dysfonction 

diastolique chez ces patients. Cependant, l’implication de cette dysfonction endothéliale dans la 

physiopathologie de l’ICFEP n’a pas encore été démontrée et jusqu’à présent les essais cliniques ciblant 

la voie NO/sGC/cGMP ont échoué. Il est donc nécessaire d’identifier d’autres mécanismes de la 

dysfonction endothéliale qui pourraient participer à la physiopathologie de l’ICFEP.  

Dans ce contexte, l’objectif de cette thèse consiste à déterminer si la dysfonction endothéliale 

cardiaque participe à la physiopathologie de l’ICFEp. Aussi, considérant l’hétérogénéité de la maladie, 

nous avons réalisé cette étude dans un phénogroupe d’ICFEp particulier, les patients diabétiques et 

obèses. Plus précisément, nous nous sommes intéressés 1) à identifier de nouveaux acteurs 

moléculaires de la dysfonction endothéliale, 2) à tester si ceux-ci peuvent induire une diastolique, 3) à 

identifier les mécanismes par lesquels ces acteurs induisent une dysfonction diastolique et 4) à tester 

si les cibler pourrait avoir un intérêt thérapeutique pour la prise en charge des patients atteints d’ICFEP.  

 Pour étudier le rôle de la dysfonction endothéliale sur la survenue de la dysfonction diastolique 

dans un contexte de diabète de type 2, nous avons utilisé des souris déficientes pour le récepteur à la 

leptine (Leprdb/db). Nous avons démontré dans ce modèle physiopathologique que la dysfonction 

endothéliale cardiaque était liée à une altération de la voie de signalisation Hedgehog (Hh) endothéliale 

par l’intermédiaire d’une augmentation de l’expression d’un récepteur leurre pour Desert Hedeghog 

(DHH) : HHIPL1. À l’aide de différents modèles murins transgéniques déplétés spécifiquement pour les 

acteurs de cette voie de signalisation (HHIPL1, Smoothened et DHH) dans les cellules endothéliales et 

les cardiomyocytes, nous avons identifié qu’un défaut de la voie de signalisation endothéliale médiée 

par DHH était capable de provoquer une dysfonction diastolique. Nous avons ensuite identifié qu’un 

défaut de cette voie de signalisation induisait un phénotype prothrombotique des cellules 

endothéliales. Ce phénotype était responsable d’un défaut de perfusion des capillaires 

myocardiques et d’une hypoxie locale altérant le phénotype des cardiomyocytes. À l’aide de 

traitements antiagrégants préventifs et curatifs, nous avons mis en évidence que la thrombose 

coronaire participait au développement de la dysfonction diastolique y compris chez les souris Leprdb/db.  

L’ensemble de ces résultats démontre, d’une part, que la dysfonction endothéliale, et plus 

particulièrement l’acquisition d’un phénotype prothrombotique par les cellules endothéliales, pourrait 

participer à la physiopathologie de l’ICFEp notamment chez les patients diabétiques et obèses. D’autre 

part, ce travail de thèse identifie la thrombose comme cible thérapeutique potentielle pour les patients 

diabétiques et obèses atteints d’ICFEp.  

Mots clés : Insuffisance cardiaque, dysfonction endothéliale, signalisation Hedgehog  
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Title: Role of small vessel disease in the pathophysiology of heart failure 

Heart failure (HF) is a major public health problem affecting around 1 to 2% of the adult 

population and up to 10% of individuals aged over 75. Within heart failure, the prevalence of heart 

failure with preserved ejection fraction (HFpEF) is rising and accounts for more than half of all cases. 

This type of heart failure is heterogeneous in its presentation and its pathophysiology is still poorly 

understood. It is associated with several cardiovascular risk factors, including diabetes and obesity. 

There is currently no treatment for HFpEF other than sodium glucose transporter 2 inhibitors. Based 

on clinical observations, it has been suggested that coronary microvascular endothelial dysfunction 

may contribute to the development of diastolic dysfunction in these patients. However, the 

involvement of this endothelial dysfunction in the pathophysiology of HFpEF has not yet been 

demonstrated, and to date clinical trials targeting the NO/sGC/cGMP pathway have failed. It is 

therefore necessary to identify other mechanisms of endothelial dysfunction that could be involved in 

the pathophysiology of HFpEF. 

In this context, the aim of this thesis is to determine whether cardiac endothelial dysfunction 

is involved in the pathophysiology of HFpEF. In view of the heterogeneity of the disease, we carried out 

this study in a particular phenogroup of HFpEF, diabetic and obese patients. More specifically, we were 

interested in 1) identifying new molecular players in endothelial dysfunction, 2) testing whether these 

players can induce diastolic function, 3) identifying the mechanisms by which these players induce 

diastolic dysfunction and 4) testing whether targeting them could be of therapeutic interest in the 

management of patients with HFpEF. 

To study the role of endothelial dysfunction in the development of diastolic dysfunction in 

type 2 diabetes, we used mice deficient for the leptin receptor (Leprdb/db). In this pathophysiological 

model, we demonstrated that cardiac endothelial dysfunction was linked to an alteration in the 

endothelial Hedgehog (Hh) signalling pathway via an increase in the expression of a decoy receptor for 

Desert Hedeghog (DHH): HHIPL1. Using different transgenic mouse models specifically depleted for the 

players in this signalling pathway (HHIPL1, Smoothened and DHH) in endothelial cells and 

cardiomyocytes, we identified that a defect in the DHH-mediated endothelial signalling pathway could 

cause diastolic dysfunction. We then identified that a defect in this signalling pathway induced a 

prothrombotic phenotype in endothelial cells. This phenotype was responsible for a perfusion defect 

in myocardial capillaries and local hypoxia that altered the phenotype of cardiomyocytes. Using 

preventive and curative antiaggregant treatments, we demonstrated that coronary thrombosis 

participated in the development of diastolic dysfunction, including in Leprdb/db mice. 

Taken together, these results demonstrate that endothelial dysfunction, and more specifically 

the acquisition of a prothrombotic phenotype by endothelial cells, could play a role in the 

pathophysiology of HFpEF, particularly in diabetic and obese patients. This thesis also identifies 

thrombosis as a potential therapeutic target for diabetic and obese patients with HFpEF.  

Key words: Heart failure, endothelial dysfunction, Hedgehog signalling 
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