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Anatomie du systeme circulatoire par
Léonard de Vinci

A partir du 14¢me sigcle, nous avons commenceé a
pratiquer officiellement des dissections et nous
devons a Léonard de Vinci parmi les premiéres
planches anatomiques décrivant le cceur et les
vaisseaux. Jusqu'au 16°me siécle, la véritable
nature de la double circulation n'a pas ete
etablie. Nous pensons encore que les flux de
sang pouvaient a certains moments de la
journee, s'inverser.

Harvey

Ne en 1578, il a effectué les premiéres
demonstrations experimentales sérieuses
de l'unidirectionnalité des flux sanguins.
En particulier, en comprimant et relachant
des veines, il a demontré que le sang vy
circule & sens unique gréace aux valves
veineuses.




“La nature est remplie d’'une infinité de raisons
dont 'expérience n’a jamais vu la trace”

-Léonard de Vinci-



AVANT-PROPOS

Cette these, présentée a la Faculté des études supérieures de 1’Université Laval, a été
entierement réalisée au centre de recherche de 1’Institut universitaire de cardiologie et de
pneumologie de Québec (CRIUCPQ) sous la direction du Docteur Jacques Couét et la
codirection du Docteur Marie Arsenault.

Tous les résultats obtenus sont présentés sous forme de manuscrits qui ont fait 1’objet
d’articles publiés dans des revues scientifiques. Pour chacun de ces manuscrits, le role de
Dr Jacques Couét (chercheur au CRIUCPQ et professeur a la Facult¢ de médecine de
I’Université¢ Laval) et de Dr Marie Arsenault (cardiologue et chercheure au CRIUCPQ et
professeur a la Faculté de médecine de I’Université Laval) a été de concevoir le devis des
études, de superviser et coordonner 1’ensemble des protocoles et de participer a I’écriture de
la version finale de D’article. Cette thése comporte 3 projets et est présentée en 3 parties
principales.

Dans une premiére partie comportant 10 chapitres, nous ferons une présentation générale
des connaissances de la littérature.

Le chapitre 1 est un résumé général sur le contexte des études qui ont été réalisées dans
cette thése. Dans le chapitre 2, nous décrirons bri¢vement les concepts de base concernant
le cceur; la morphologie anatomique, structurale et fonctionnelle. Le chapitre 3 représente
une bréve introduction sur la physiologie et les techniques d’évaluation de la fonction
cardiaque sur lesquelles s’appuieront les hypothéses que nous ferons par la suite.

Dans les chapitres 4 et 5, nous envisageons la description du métabolisme énergétique
au niveau du myocarde en conditions physiologiques saines (chapitre 4) ainsi que les voies
et les mécanismes de sa régulation (chapitre 5). Dans le chapitre 6, une description détaillée
de la maladie sur laquelle est fondé notre travail; I’insuffisance aortique, son contexte
clinique ainsi que le modele expérimental utilisé pour 1’étude de la SV. Dans le chapitre 7,
nous nous concentrerons sur la description de 'HVG dans ses différents niveaux;
structural, cellulaire et moléculaire afin de caractériser les changements en lien avec les
changements fonctionnels. Il n’existe que trés peu de notions concernant I’IA chronique a
ce sujet. Un parallele sera donc effectué¢ avec ce qui est connu dans d’autres types de

pathologies ou de surcharges cardiaques ainsi que dans divers modeles expérimentaux.
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Le chapitre 8 est un survol général sur les caractéristiques du métabolisme énergétique
cardiaque en conditions pathologiques nous permettant de mieux formuler les hypothéses
des différentes études de cette these. Il est difficile de discuter de tous les effecteurs de
signalisation qui régulent les aspects de la réponse hypertrophique cardiaque dans la
physiologie normale ou en conditions pathologiques comme dans I’IA. Cependant, nous
avons présenté certaines voies bien définies qui semblent intégrer des signaux spécifiques
sensibles a I’état métabolique énergétique de la cellule et de les transmettre a des protéines
cibles intracellulaires qui sont impliquées dans la régulation de la transcription des génes et
de la synthése protéique.

Le chapitre 9 représente une revue générale sur I’impact de la surabondance des
substrats énergétiques sur le cceur, en particulier le réle de 1’obésité et de la diete riche en
gras. Nous proposons dans le chapitre 10 la problématique, les différentes hypotheses pour
tenter d’expliquer les impacts que peuvent avoir les interventions pharmacologiques et
alimentaires ainsi que les principaux objectifs des 3 projets de cette these.

La deuxiéme partie est dédiée a la présentation des 3 manuscrits, fruit de ce doctorat.

Le premier manuscrit présent¢ (Chapitre 11) intitulé : « Fenofibrate reduces cardiac
remodeling and improves cardiac function in a rat model of severe left ventricle volume
overload » a été publi¢ dans la revue Life Sciences en 2013. Les auteurs sont Wahiba
Dhabhri, Jacques Couét, Elise Roussel, Marie-Claude Drolet et Marie Arsenault. Ce chapitre
constitue les résultats obtenus concernant 1’efficacité du fénofibrate dans I’amélioration du
métabolisme et de la fonction ventriculaire dans I’TA.

Le second manuscrit présenté (Chapitre 12) intitulé : « Metformin reduces left ventricular
eccentric remodeling in experimental volume overload in the rat » a été publié¢ dans la
revue électronique Journal of Clinical and Experimental Cardiology en 2012. Les auteurs
sont Wahiba Dhahri, Elise Roussel, Marie-Claude Drolet, Suzanne Gascon, Otman
Sarrhini, Jacques A. Rousseau, Roger Lecomte, Jacques Couét et Marie Arsenault. Ce
chapitre constitue les résultats obtenus sur D’effet de la deuxieme molécule
pharmacologique; la metformine dans le traitement de I’TA.

Le troisieme manuscrit présenté (chapitre 13) intitulé : « Chronic high-fat diet-induced
obesity decreased survival and increased hypertrophy of rats with experimental dilated

cardiomyopathy » a été publié dans la revue BMC Cardiovascular Disorders en 2014. Les



auteurs sont Wahiba Dhahri, Marie-Claude Drolet, Elise Roussel, Jacques Couét et Marie
Arsenault. Cette étude représente les données obtenues de I’impact de la consommation

d’une diete riche en gras sur 1I’évolution de I’TA au niveau fonctionnel et métabolique.

Pour chacun des 3 manuscrits, j’ai participé a 1’¢laboration du projet de recherche a
tous les niveaux en plus d’avoir réalis¢ la majorité des expérimentations présentées, les
échocardiographies et le suivi des animaux. Marie-Claude Drolet a fait toutes les chirurgies
d’induction de I'TA aux rats. Elise Roussel a participé a la mise au point des
immunobuvardages et des dosages enzymatiques. Pour le manuscrit 2 (chapitre 12), les
autres co-auteurs de 1’équipe de Dr Roger Lecomte du département de médecine nucléaire a
I’université de Sherbrooke ; Suzanne Gascon, Otman Sarrhini et Jacques A. Rousseau ont
participé par la réalisation de la technique de tomographie pour 1’évaluation in vivo de la
fonction et du métabolisme myocardique des animaux IA contrdles.

Dr Jacques Couét a directement supervisé¢ et contribué a toutes les étapes de la
réalisation de ce travail.

La troisiéme partie contient le chapitre 14 qui sera consacré a la discussion générale suivie
d’une discussion spécifique pour chacun des manuscrits inclus dans cette thése, et le
chapitre 15, dans lequel nous résumerons les principales contributions présentées dans cette

these, et proposerons quelques perspectives pour de futurs travaux.
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Chapitre 1 : INTRODUCTION GENERALE

1.1. Préambule

Les cardiopathies valvulaires sont des pathologies qui peuvent étre responsables de
complications multiples tout en restant souvent asymptomatiques pendant de nombreuses
années. En effet, ’hypertrophie ventriculaire gauche (HVG) induite par une surcharge de
pression (SP) comme dans la sténose de la valve aortique (HVG concentrique) ou par une
surcharge volumique (SV) due a une insuffisance aortique ou mitrale (HVG excentrique)
reste une cause de mortalité¢ et de morbidité importante. Sur le plan étiologique: dans les
pays industrialisés, 1’étiologie dégénérative est devenue la plus fréquente pour les
cardiopathies valvulaires, contrairement aux pays en voie de développement ou le
rhumatisme articulaire aigu (RAA) prédomine toujours. Souvent une conséquence du RAA,

I’insuffisance de la valve aortique demeure une valvulopathie trés fréquente dans ces pays.

1.2. L’insuffisance valvulaire aortique au niveau fonctionnel

L’insuffisance de la valve aortique est une valvulopathie caractérisée par le reflux
anormal du sang de I’aorte dans le ventricule gauche pendant la diastole due a une perte
d’¢étanchéité de cette valve sigmoide. Pour s’adapter a cette surcharge volumique, le VG
doit donc s’hypertrophier et se dilater pour pouvoir éjecter le surplus du volume sanguin et
répondre a I’augmentation de la précharge qui lui est imposée.

Cette hypertrophie ventriculaire gauche de type excentrique, au début compensatrice,
est caractérisée par une augmentation de la masse cardiaque ainsi que par un ensemble de
changements structuraux et moléculaires. Au cours du temps, cette hypertrophie va évoluer
et pourra devenir décompensée. Le cceur devient alors incapable de réaliser ses fonctions et
une insuffisance cardiaque (IC) apparait. A 1’heure actuelle, ’unique traitement curatif de
I’IA demeure une chirurgie de remplacement valvulaire aortique (RVA), d’ou la nécessité
de développer et de trouver de nouvelles alternatives pour empécher le développement de

cette maladie ou du moins, retarder I’échéance chirurgicale L



1.3. L’hypertrophie cardiaque et le remodelage métabolique

I1 a ét¢ démontré, il y a quelques années, que parallelement au remodelage
morphologique et fonctionnel durant le développement de I’hypertrophie cardiaque, un
remodelage au niveau du métabolisme énergétique est souvent observé 2. Ce remodelage
métabolique est caractérisé par un transfert dans 1’utilisation des substrats énergétiques et
une réactivation du programme fcetal de 1’expression génique. Le cceur a une demande
énergétique trés €levée et par conséquent doit produire beaucoup d'énergie sous forme
d'adénosine triphosphate (ATP) afin de maintenir une fonction contractile appropriée et une
homéostasie ionique. En conditions physiologiques normales, le cceur adulte en bonne santé
dérive plus de 70 % d'ATP a partir de sa phosphorylation oxydative mitochondriale des
acides gras (AQ), tandis que le reste est généré a partir de la glycolyse. Bien que le coeur
puisse utiliser de nombreux substrats différents pour générer de 'ATP, le cceur adulte sain a
une préférence pour les AG en tant que substrat de carburant *. Cependant, plusieurs études
ont montré que dans I’hypertrophie, le ceeur s’adapte en réduisant son avidité pour les AG

tout en augmentant celle pour le glucose.

Malgré qu’il ne soit pas encore clair si ce transfert dans 1’utilisation myocardique des
substrats représente un mécanisme d’adaptation ou une conséquence de [’altération
morphologique et fonctionnelle du cceur pendant 1’hypertrophie, de nombreuses études
récentes ont proposé que le métabolisme énergétique puisse étre une autre cible intéressante

pour traiter les maladies cardiovasculaires.

1.4. La modulation du métabolisme comme cible thérapeutique pour I’hypertrophie

cardiaque

A partir de cette observation, plusieurs ont suggéré qu’en modulant le métabolisme
myocardique en utilisant des agents pharmacologiques ciblant des voies de signalisation
impliquées dans son contrdle, un impact sur le développement de 1’hypertrophie et une
amélioration de la contractilit¢ via une augmentation de la production d’ATP pourraient
étre obtenus .

Parmi les traitements suggérés, le fénofibrate, un médicament hypo-lipidémiant et

activateur puissant d’un récepteur nucléaire, le PPARa (peroxisome proliferator activated-



receptor alpha), impliqué dans la régulation du métabolisme des AG, a montré son
efficacité pour améliorer la fonction contractile et le métabolisme énergétique dans
plusieurs modéles de surcharge de pression et d’IC >*, mais aucune étude n’a évalué son
impact dans une condition de SV.

L’autre, la metformine, est aussi une molécule qui s’est montrée capable d’activer une
autre voie cruciale dans le contréle du métabolisme énergétique, la voie de I’AMPK
(adénosine monophosphate (AMP) activated kinase). 1l a été montré que 1’activation de
I’AMPK par la metformine est capable d’améliorer la contractilit¢ et le métabolisme
cardiaque dans plusieurs modeles d’hypertrophie cardiaque causée par une SP ou dans I’IC
19 mais les données concernant 1’effet de la metformine sur PHVG dans une situation de

SV manquaient.

1.5. Le ceeur et la surabondance de substrats; impacts de la diéte riche en gras

Malgré les progrés remarquables obtenus grace a la prévention, aux traitements
pharmacologiques actuels et a la chirurgie, les maladies cardiovasculaires (MCV)
demeurent encore aujourd’hui une cause majeure de mortalité. Cependant, ces progrés sont
menacés par 1’épidémie d’obésité et de DT2 qui touche I’ensemble des sociétés dans le

monde entre autre le Canada ''.

Dans les deux derniéres décennies, il est devenu clair que les recommandations
diététiques sont un €élément clé dans la prise en charge des MCV. De nombreuses données
indiquent que certaines habitudes alimentaires peuvent influencer la santé cardiovasculaire
et la prévention primaire par la modification des facteurs de risque tels que l'obésité, la
dyslipidémie et l'hypertension ainsi que les facteurs impliqués dans l'inflammation
systémique, la sensibilit¢ a l'insuline, le stress oxydatif, la fonction endothéliale, la

thrombose, et le rythme cardiaque .

Des données récentes, obtenues chez 1’animal et chez I’homme, indiquent que le
diabéte est associé a des altérations du métabolisme énergétique des cardiomyocytes. Dans
le diabete, I’entrée des AG dans les cardiomyocytes est majorée, d’une part, en raison de
leur plus grande disponibilité et, d’autre part, de la réduction de 1’utilisation du glucose qui

accompagne I’insulino-résistance. L’oxydation trés largement prédominante des AG est



associée a une augmentation de consommation d’oxygéne du myocarde, a une
accumulation cellulaire de dérivés lipidiques et au développement d’une insulino-
résistance. Les altérations métaboliques des cardiomyocytes au cours du diabéte peuvent
elles-mémes étre a I’origine d’anomalies de la structure et de la fonction ventriculaires

- 12
cardiaques .

L’induction de 1’obésité ou de I’insulino-résistance par intervention nutritionnelle dans
un modele animal permet de simuler en partie des pathologies humaines. En effet, il existe
un certain nombre de similitudes entre les troubles de la fonction cardiaque mis en évidence
chez ces différents modéles animaux et ceux qui sont associés au diabéte, de méme
d’ailleurs qu’a I’obésité, chez ’homme. La plupart des dictes utilisées sont hypercaloriques
et enrichies en lipides, en glucides ou en lipides et glucides. Elles varient donc par la nature
des nutriments apportés, mais également par le pourcentage de calories fournies par ces

différents nutriments .

La majorité des études réalisées sur des modeles expérimentaux de SP ou d’IC ont
rapporté des données divergentes quant a I’impact d’une dicte riche en lipides. Par ailleurs,
a notre connaissance, peu ou pas d’études ont été menées sur leur effets sur la progression
de ’HVG causée par une SV chronique comme dans le cas d’une IA et surtout vis-a-vis de

la survie.

Aux vues des connaissances existantes sur I’insuffisance valvulaire aortique d’une part,
et le role crucial du métabolisme énergétique dans le bon fonctionnement cardiaque d’autre
part, nous avons alors voulu approfondir notre compréhension de 1’effet d’un traitement
pharmacologique ciblant deux voies de signalisation métaboliques importantes ainsi que
I’impact de 1’exces de gras venant de la dicte comme modele d’obésité sur I’évolution de

cette pathologie.



Chapitre 2 : LE C(EUR ; ORGANE CONTRACTILE ET
PRINCIPAL CONSOMMATEUR D’ENERGIE

2.1. Généralités morphologiques du cceur

Premier organe a se former au cours de I’embryogenése, le cceur est un organe
musculaire creux logé a I’intérieur du médiastin et dont la fonction principale est de faire
circuler le sang dans I’organisme en agissant comme une pompe par des contractions
rythmiques. Il est capable de faire circuler 4 a 5 litres de sang, en permanence depuis la
naissance jusqu’a la mort. Le poids du cceur est proportionnel au poids du corps et varie
d’une espece a 1’autre en fonction de ’activité de I’espece considérée. Le cceur humain
adulte normal est de 250 g, il est environ de 5 g chez un lapin de 2.5 kg, 0,25 g chez un rat
de 300 g et de 0,09 g chez une souris de 20 g '*.

2.1.1. Anatomie macroscopique cardiaque

Le cceur est constitué de deux entités distinctes gauche et droite séparées par une
cloison inter-ventriculaire. Le cceur droit est assimilé a la pompe de la circulation
pulmonaire qui va €jecter le sang pauvre en oxygene vers la petite circulation alors que le
coeur gauche est considéré comme la pompe de la grande circulation et permet de propulser
le sang riche en oxygeéne et en nutriments vers la circulation systémique " La base
présente les orifices des veines caves et des veines pulmonaires. Le sommet est appelé
["apex. Les deux cavités supérieures sont les oreillettes (droite (OD) et gauche (OQG)) et les
deux inférieures; les ventricules (droit (VD) et gauche (VQ)) séparés I’un de 1’autre par les
valves auriculo-ventriculaires. Le VG est la composante anatomique du cceur la plus
importante car il assure a lui seul environ 80% de la fonction cardiaque (équivalent a une
pompe). Ainsi, bien que toutes les cavités cardiaques puissent tre étudiées, 1’analyse de la
fonction contractile du myocarde se restreint souvent a 1’étude du VG. La paroi du VG est

d’une épaisseur double ou triple du VD " (voir figure 2.1).



2.1.2. Les valves cardiaques

Les valvules auriculo-ventriculaires ont la forme d’un entonnoir qui s’enfonce dans le
ventricule et dont la base est fixée sur le pourtour de 1’orifice. La valve auriculo-
ventriculaire droite (tricuspide) présente trois cuspides. La gauche (valve mitrale (VM)) en
présente deux. Les valves artérielles ou sigmoides occupent 1’orifice de 1’aorte (a gauche);
la valve aortique (VA) et de I’artére pulmonaire (a droite); la valve pulmonaire (VP)
(voir figure 2.1). Grace au fonctionnement de ces valves, le sang circule a sens unique dans
le cceur, et passe des oreillettes aux ventricules, puis s’engage dans les grosses artéres
émergeant de la partie supérieure du cceur. Le passage du sang d’une cavité a 1’autre
dépend de leur ouverture et de leur fermeture en réponse aux variations de la pression

sanguine exercées a leur surface.
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Figure 2.1 : Schéma du ceoeur faisant apparaitre les quatre cavités, les quatre valves, les arteres, les veines,
I’épaisseur et le sens de circulation du sang (Source : S. Jacopin, “Anatomie du ceeur” 2006).



2.2. Données structurales et fonctionnelles du ceceur

Les myocytes cardiaques ou cardiomyocytes, responsables de ’activité contractile du
cceur, occupent environ 75% du volume myocardique et 20% en nombre des cellules
cardiaques. On distingue également d’autres cellules parmi lesquelles les cellules
endothéliales, les cellules musculaires lisses et les fibroblastes (voir figure 2.2). Ces
derniers représentent a eux seuls 70% des cellules cardiaques, et jouent un role clef dans la
régulation du fonctionnement du cceur normal et au cours du remodelage cardiaque observé
lors des pathologies. Chez les mammiféres, a la naissance ou peu de temps apres, la
majorité des cardiomyocytes perdent la capacité a proliférer. Ainsi, la croissance cardiaque

se produit principalement par une augmentation de la taille des myocytes '°.
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Figure 2.2 : Organisation microscopique du cceur, de la matrice extracellulaire, des myofibrilles et des
sarcoméres. MEC ; matrice extracellulaire (Image adaptée d’aprés Simmons C.S et coll. 7).



2.2.1. Le cardiomyocyte

Les cardiomyocytes ont une forme grossi¢rement cylindrique d’environ 175 pm de
longueur et de 20 um de diamétre, possédant un noyau central. Leur membrane plasmique
ou sarcolemme abrite des protéines telles que les pompes, les échangeurs et les canaux
ioniques responsables de la perméabilité ionique ainsi qu’a ’entrée des substrats
énergétiques. A Dintérieur, le cardiomyocyte est composé de faisceaux de myofibrilles
occupant environ 60% de son volume. Ces dernieres contiennent les filaments fins d’actine
et les filaments épais de myosine organisés en des sarcomeres, 'unité contractile de base du
ceeur (voir figure 2.2). C’est le glissement de ces deux types de filaments 1’un par rapport a
1’autre qui génére la force a I’origine de la contraction cardiaque "°.

Les cardiomyocytes sont disposés en une orientation spirale circonférentielle dans le
VG, et nécessitent de se contracter simultanément pour que le coeur pompe avec un rythme
normal. IIs sont organisés en fibres courtes, ramifiées et fortement striées. Ces cellules sont
reliées entre elles par le réseau de collagéne contenu dans le tissu conjonctif et sont attachés
bout a bout par des anastomoses qui forment des jonctions ; les disques intercalaires 8 (voir
figure 2.2). La croissance des cardiomyocytes est dépendante de l'initiation de plusieurs
événements en réponse a une augmentation de la charge fonctionnelle, y compris
l'activation des voies de signalisation, des changements dans I'expression des genes,
l'augmentation du taux de la synthése des protéines, ainsi que l'organisation des protéines

contractiles dans des unités sarcomériques '°.

2.2.2. Les fibroblastes

Les fibroblastes cardiaques représentent plus de la moitié des cellules mais seulement
20% du volume et sont présents dans les tissus conjonctifs laches du myocarde et des
valves. Ces cellules permettent la production des molécules constitutives de la matrice
extracellulaire (MEC) comme le collagéne et d’élastine respectivement impliquées dans la
cicatrisation et dans la souplesse du tissu myocardique. Les fibroblastes controlent la
synthése/dégradation des protéines de la MEC permettant son renouvélement continuel '°.
Cette régulation permet au myocarde de s’adapter aux diverses conditions pour conserver

une fonction cardiaque normale et adaptée. Quand la synthése de la MEC est accélérée par



rapport a sa dégradation ceci engendre une fibrose myocardique contribuant a une
rigidification des parois cardiaques. Cependant, la réduction de la synthése favorise le
développement de cardiomyopathies dilatées ou la morphologie présente durant la

décompensation en IC.

2.2.3. La matrice extracellulaire myocardique

La MEC cardiaque forme un réseau qui entoure les cellules constitutives du myocarde
et assure la cohésion tissulaire *°. Ses composantes principales incluent: des protéines
structurelles (comme le collagene et 1’¢lastine), des protéines adhésives (comme la
laminine, la fibronectine (FN), collagéne type IV et VI), des protéines antiadhésives
(comme la ténascine, la thrombospondine et 1’ostéopontine), les protéoglycanes, et les
enzymes telles les métalloprotéinases (MMP) qui controlent [’organisation et la
composition de la MEC et d'autres molécules telles que des facteurs de croissance, des
cytokines, et des protéases extracellulaires *°. Des liens moléculaires qui existent entre
I’exosquelette et le cytosquelette via des complexes de protéines membranaires (intégrines,
complexe sarcodystroglycane) constituent un lien physique entre les cellules et la MEC. La
dynamique des interactions entre 1’extérieur et D’intérieur de la cellule joue un role

important dans ’activation de multiples voies de signalisation '°.

2.2.3.1. Le collagéne

Dans le ceeur adulte, cinq types de collagene (I, III, IV, V, VI) ont été identifiés
constituant les principales protéines de structure de la MEC. Le collagéne fibrillaire de type
I, dont la résistance a la tension est proche de celle de I’acier, est prédominant, représentant
plus de 80% du collageéne total. Le collagéne de type III est également présent dans des
proportions importantes (environ 10% du collagéne total) *'. Dans le cceur hypertrophié
et/ou insuffisant, I’accumulation de collageéne I-III conduit au développement de la fibrose,
¢lément important du remodelage cardiaque (voir chapitre 7). Lors de situations
pathologiques, le mécanisme de la dilatation du VG est principalement di a la dégradation
du réseau de collageéne par des protéases telles que les MMP permettant le glissement des

myocytes les uns par rapport aux autres et favorisant ainsi la dilatation du ventricule *.
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2.2.3.2. La fibronectine

La fibronectine (FN) est secrétée localement par les fibroblastes 2. Elle est associée a
la lame basale et a la MEC. La présence de la FN participe au contréle de la croissance et a
la différenciation cellulaire. Dans le cceur humain défaillant, le niveau d’ARNm de la FN
est augmenté, et 1’isoforme FN-EDA (fibronectin-extra domain A) s’accumule dans les
zones de fibrose. Il est établi que les facteurs mécaniques, des facteurs hormonaux comme
I’angiotensine (Ang) II, ou les facteurs de croissance activent I’expression du géne FN dans

le myocarde **.

2.2.3.3. Les métalloprotéinases matricielles et leurs inhibiteurs

De nombreuses protéases extracellulaires et membranaires sont les principaux acteurs
des processus de remodelage tissulaire. Ces protéases synchronisent la synthése et la
dégradation des protéines constitutionnelles avec 1’activité des cytokines et des facteurs de
croissance pour créer un environnement approprié permettant le remodelage cellulaire. Les
MMP constituent une famille d’endoprotéinases qui dégradent les éléments de la MEC.
Elles sont inhibées par des inhibiteurs endogenes spécifiques; les TIMP (tissue inhibitors of

metalloproteases) .

Les MMP jouent un role majeur dans le remodelage cardiaque . Les collagénases
(MMP-1, -8, -13) clivent les collagénes en fragments qui constituent le substrat d’autres
protéases moins spécifiques, comme les gélatinases (MMP-2/MMP-9), responsables ainsi
de la dégradation du collagéne IV et de la FN ou de la laminine. A 1’état basal, I’activité de
la plupart des MMP est basse, leur transcription est activée par des cytokines

2 Par

inflammatoires, des facteurs de croissance ou des hormones telle 1’aldostérone
contre, ’activité des MMP est stimulée lors du vieillissement, de I’hypertension artérielle,
du remodelage cardiaque (en particulier dans les cardiomyopathies dilatées ou la

cicatrisation post-infarctus) et de I’IC.



2.3. L’homéostasie calcique et le couplage excitation-contraction

Le couplage excitation-contraction (CEC) est un ensemble d’événements qui convertit
un signal ¢électrique en un signal mécanique. Durant la contraction, le potentiel d’action va
étre le déclencheur du CEC au niveau des cellules pacemakers qui se propage jusqu’aux
cellules contractiles tout au long de leur sarcolemme et leur tubules T 2°. La dépolarisation
initiale, d’origine majoritairement sodique, va activer des canaux calciques lents présents a
la surface des tubules T entrainant la libération du calcium (Ca*") contenu dans le réticulum
sarcoplasmique (RS). Cette élévation de Ca’’ intracellulaire & proximité des RyR
(récepteurs de la ryanodine) du RS va provoquer I’ouverture de ces récepteurs-canaux, a
I’origine d’une forte libération du calcium des stocks intra-RS vers le cytosol. La fixation
du Ca®" sur les myofilaments au niveau de la troponine C, va activer le raccourcissement
des sarcomeres et donc la contraction des myofibrilles. Durant le relachement, le calcium
cytosolique doit étre exporté afin de permettre sa dissociation de la troponine C, entrainant
ainsi la relaxation des myofibrilles. Cette diminution de concentration -calcique

intracellulaire est permise par des pompes ATPase et des échangeurs d’ions 7,

En conditions physiologiques, Ia Ca’*-ATPase sarcoplasmique, isoforme 2a
(SERCAZ2a) va recapter environ 70% du calcium cytosolique, alors que 30% est expulsé
par 1’échangeur Na“/Ca®", isoforme 2a (NCX2a) et le récepteur de la ryanodine (RyR2),
situé sur la membrane du RS. Seulement 1% de ce calcium est véhiculé par la Ca>*-ATPase
sarcolemmale et le MCU (mitochondrial calcium uniporter), qui sont considérés comme
des mécanismes relativement lents par rapport a la SERCA2a et au NCX. Chaque pompe
ATPase constitue donc un des acteurs importants du CEC ce qui montre I’importance de la

production de I’ATP 7 (voir figure 2.3).
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Figure 2.3 : Représentation schématique de 1’homéostasie calcique et du couplage excitation-contraction
cardiaque. AP ; potentiel d’action, Ica : influx de calcium, NCX ; échangeur Na+/Ca2+, NHE ; échangeur
Na'/H', CICR; Ca’ -induced Ca** release, CSQ?2; calsequestrine 2, IP;R; récepteur de I’inositol
triphosphate, RyR2 ; récepteur cardiaque de la ryanodine, SR ; réticulum sarcoplasmique, SERCA ; SR Ca*"
ATPase, PLN ; phospholamban, PMCA ; plasma membrane Ca’" ATPase, TnC ; troponine C, (Image tirée
d’aprés Ashrafian H et coll. **).



Chapitre 3 : LA FONCTION VENTRICULAIRE
GAUCHE ET LES TECHNIQUES D’EVALUATION

3.1. La fonction cardiaque

La fonction cardiaque consiste principalement a envoyer une quantité de sang adaptée
en permanence et de manicre synchrone dans les circulations pulmonaire et systémique qui
rétroagissent sur son fonctionnement ainsi qu’adapter le débit sanguin qu’il produit aux
besoins de I’organisme. Cela signifie que le cceur est capable de s’adapter en force, en
puissance et en rapidité. Ces fonctions cardiaques sont assurées grace a plusieurs éléments,
tels le controle du rythme cardiaque, le maintien de la pression artérielle (Pa) dans les
vaisseaux, la conduction de I’influx nerveux, la force de contraction du cceur, mais aussi un

métabolisme énergétique sain (voir figure 3.1).

| Pression artérielle moyenne (Pa) = débit cardiaque x résistance périphérique |

| Débit cardiaque = VES x FC | | Résistance périphérique |

- I | ,.

Fréquence cardiaque |

| Volume systolique : effet chronotrope
» »

vasoconstriction

Rayon artériolaire |

| Viscosité du sang |

—1

Volume ventriculaire Hormone, adrénaline, |
télédiastolique Récepteur p adrénergique o Activité
7y sympathique.
Activité sympathique
Loi de Starling ) Nor‘adrenal’me ) = adrénaline
Récepteur B adrénergique T ) :
— angiotensine
| Contractilité

_ Activité parasympathique Vasodilatation
Pression Acétylcholine
oreillette Récepteur nicotinique Contrdle locale
T 02
co2
:
f «
Osmolarité
| Pression veineuse Mouvements inspiratoires | Adénosine
,i, Prostaglandine
Activité sympathique | Pompe musculaire squelettique | BT

vasoconstriction

Figure 3.1 : Récapitulation des divers facteurs impliqués dans la régulation de la fonction cardiaque. VES ;
volume d’éjection systolique, FC ; fréquence cardiaque (OWDH).
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3.2.

i)

iii)

Notions générales de la physiologie cardiaque

Un cycle cardiaque correspond a un battement complet du coeur de sa génération au
début du prochain et comprend la diastole et la systole. Chaque battement comporte
cinq grandes étapes. Les deux premicéres étapes, souvent considérées ensemble
comme la phase de remplissage ventriculaire impliquant le mouvement du sang des
oreillettes vers les ventricules. Les trois prochaines étapes impliquent la circulation
du sang des ventricules dans I’artére pulmonaire (VD) et 1’aorte (VG). La premiére
étape ; la diastase, se produit quand les VA et VP sont fermées et les VT et VM sont
ouvertes et tout le coeur est relaché. La deuxiéme étape ; la contraction auriculaire se
produit lorsque l’oreillette se contracte et le sang s’écoule des oreillettes aux
ventricules. La troisieme étape ; la contraction isovolumique a lieu lorsque les
ventricules commencent a se contracter, les valves se ferment sans changement de
volume. La quatriéme étape ; [’éjection ventriculaire se produit lorsque les valves
s’ouvrent et les ventricules se vident. Au cours de la cinquiéme étape ; la relaxation
isovolumique, la pression chute, le sang n’entre pas dans les ventricules qui

commencent de se relacher et les VA et VP se ferment °.

La Loi de Starling définie le mécanisme par lequel le muscle cardiaque, comme tout
autre muscle, augmente sa force de contraction quand il est préalablement étiré. 11 y a
une relation directe entre le volume diastolique, c’est a dire I’étirement des fibres
musculaires, et la force de contraction de la systole suivante *°. La signification de ce
mécanisme intrinséque peut étre appliquée in situ; une augmentation d’arrivée de
sang veineux au cceur (retour veineux) entraine automatiquement une augmentation

du débit cardiaque en distendant le ventricule et en augmentant le volume systolique
30

La précharge peut étre évaluée a partir de la pression de remplissage ou le volume en
fin diastole du VG et correspond au degré d’étirement du muscle cardiaque. Elle
correspond aussi a la contractilité¢ des fibres du myocarde. La pression d’étirement du
VG immédiatement avant la contraction est la pression en fin de diastole.
Cliniquement, la précharge est évaluée par des mesures de la pression artérielle

pulmonaire.



iv) La postcharge peut étre définie comme la pression qui s’oppose a celle que
produisent les ventricules lorsqu’ils éjectent le sang du cceur. Elle est déterminée
par la pression artérielle ainsi que le volume et 1’épaisseur du VG en fonction d la loi
de Laplace. Quand la postcharge augmente soudainement, la capacité contractile
diminue ainsi que le volume d’éjection systolique. Selon la loi de Laplace, la tension
exercée sur les parois ventriculaires est proportionnelle a la pression intra-
ventriculaire et au diametre ventriculaire ainsi qu’inversement proportionnelle a
I’épaisseur cumulative des parois. Cliniquement, le niveau de la postcharge peut étre

estimé par la pression artérielle systolique en I’absence de sténose aortique.

P
o AF @ contraction
) 0 o | . Y
& I S | isovolumétrique
< AO +
o A
g ‘ @ éjection
(a1l
< ® relaxation
® O] w | isovolumétrique
o
]
"t 2 ,

A | @ remplissage
© diastolique
po
©
S MF
v MO
a @

VTS VTD Volume ventriculaire

Figure 3.2 : Représentation de la courbe Pression/Volume permettant 1’évaluation de la fonction diastolique
et systolique ventriculaire gauche. VTS ; volume en fin systole, VTD ; volume en fin diastole, P ; pression,
AO ; valve aortique ouverte, AF ; valve aortique fermée, MO ; valve mitrale ouverte, MF ; valve mitrale
fermée (OWDH).

3.3. Evaluation de la fonction cardiaque

Il existe différentes techniques comme 1’échocardiographie, le cathétérisme,

I’angiographie ventriculaire gauche ou encore la coronarographie et l’imagerie, par
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résonance magnétique (IRM) ou nucléaire par la technique de tomographie d’émission de
positrons (TEP) qui sont utilisées en clinique pour évaluer la fonction cardiaque *'. Dans ce
travail, nous avons utilis¢ les deux premieres techniques et la TEP. Donc, dans une
premiere partie, nous décrirons les parametres utilisés pour 1’évaluation des fonctions
systolique et diastolique, et de la morphologie cardiaque, réalisée par échocardiographie et
cathétérisme ventriculaire gauche. L’emphase sera mise sur les différents indices et
parametres que nous avons mesurés pour évaluer la fonction cardiaque de nos animaux. La
section qui suit survolera 1’utilité de la technologie de TEP dans I’analyse de la fonction et

du métabolisme myocardique in vivo.

3.3.1. L’échographie cardiaque

L’échocardiographie transthoracique (ETT) reste ’examen de loin le plus utilisé dans
I’évaluation de la fonction cardiaque. Son caractére non-invasif lui confére un avantage
important compar¢ au cathétérisme cardiaque. Les examens d’échocardiographie réalisés a
1’¢état basal sont tres utiles pour le diagnostic en clinique et fournissent des informations sur

I’¢état fonctionnel du VG, permettant de prendre des décisions thérapeutiques.

3.3.1.1. Evaluation structurale du ventricule gauche

L’¢échocardiographie en mode TM (Temps-Mouvement) permet 1’obtention des
diametres du VG (diametre télédiastolique, EDD et diametre télésystolique, ESD), et de
I’épaisseur des parois ventriculaires gauches postérieure (PW) et septale (ou antérieure)

(SW) en télédiastole et en télésystole mesurés en court-axe et en long-axe (voir figure 3.3).

La mesure de I’épaisseur du septum et de la paroi postérieure dans la coupe
longitudinale (long-axe) permet d’évaluer la masse ventriculaire gauche. Cette dernicre est
un indice important de la performance ventriculaire gauche. Une augmentation de ce
parametre correspond souvent a une adaptation du VG a une augmentation de pression ou
de volume. L’épaisseur de la paroi est définie par la distance entre le contour épicardique et
endocardique. Elle est généralement obtenue par la méthode dite «center-line» ** qui

consiste a calculer la distance entre les deux contours suivant une ligne normale a la surface

équidistante des deux contours. L’épaisseur relative pariétale (relative wall thickness;



RWT) permet de déterminer le type d’hypertrophie (concentrique ou excentrique) et se

calcule selon I’équation :

RWT = (dPW —sSW) / dPW

dPW et sSW sont les épaisseurs ventriculaires gauches télé-diastolique et télé-systolique,

respectivement.

Figure 3.3 : Image en mode TM obtenue par échocardiographie permettant la mesure des diamétres du VG.
A : VG normal, B; VG dilaté. EDD ; diamétre télédiastolique, ESD ; diamétre télésystolique, PW ; paroi
ventriculaire postérieure, SW ; paroi ventriculaire septale, d ; diastole, s ; systole (© WDH).

3.3.1.2. Evaluation de la fonction systolique

La fraction d’éjection ventriculaire gauche (FE) est le parameétre le plus utilisé pour
rendre compte de la contractilité du VG. C’est aussi le parametre le plus simple puisqu’il ne
nécessite pour son calcul que deux volumes particuliers de la cavité cardiaque : le volume

en télédiastole (VTD) et celui en télésystole (VTS) estimé selon 1’équation:

| FE (%) = ((VTD? - VTS?) / VID?) x 100

Lorsque la contractilit¢ du VG est efficace, son diametre en fin de systole est
significativement diminué par rapport a celui en fin de diastole pour éjecter son contenu

sanguin. La FE est un indice spécifique d’altération de la fonction ventriculaire gauche
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quand elle est abaissée. La fraction de raccourcissement (FR) ne nécessite pas la
connaissance du volume de la cavité cardiaque, mais le EDD et ESD. Son calcul est

complémentaire de celui de la FE :

| FR = (EDD - ESD) / ESD)

Dans la majorité des cas, ces parameétres sont estimés a partir de données d’ETT
bidimensionnelle (2D), mais il ne faut pas perdre de vue que, liés a la fonction contractile
du cceur, ils sont de fait de nature tridimensionnelle.

Le débit cardiaque (DC) correspond a la quantité de sang qu’éjecte chaque ventricule
en une minute. Il est égal au produit du volume éjecté a chaque battement par la fréquence

cardiaque (Fc). L’unité utilisée est le millilitre / minute:

| DC = Fe x (VID - VTS)

L’index cardiaque (CI) est égal au quotient du DC par la surface corporelle et
s’exprime donc en I/min/m* de surface corporelle. Il permet de comparer le DC de sujets de
tailles différentes.

En I’absence compléte de toute influence nerveuse ou hormonale, le coeur bat & une
fréquence égale a 100-110 bpm. Ce rythme est 1i¢ a la fréquence de décharge autonome du
nceud sinusal. Cependant, la Fc peut €tre plus basse ou plus élevée, car le nceud sinusal est
placé sous D’influence constante de nerfs et d’hormones. La stimulation des nerfs
parasympathiques (vagale) entraine un ralentissement du ccoeur: c’est la bradycardie; la
stimulation des nerfs sympathiques augmente la fréquence cardiaque: c’est la tachycardie.
A T’¢tat de repos I’influence parasympathique est dominante et la Fc de repos est inférieure

a la fréquence de décharge du nceud sinusal (70-72 bpm).

3.3.1.3. Evaluation de la fonction diastolique

L’un des principaux parameétres utilisé, dans la plupart des cas, pour évaluer la fonction
diastolique du VG est le flux transmitral mesuré par Doppler pulsé, soit le ratio E/A. En
effet, le flux diastolique se compose en deux ondes, soit 'onde E pour « early » ou précoce

qui correspond au remplissage passif de ’OG vers le VG, di a la différence de pression



entre les deux, et 'onde A pour « atrium » qui correspond au remplissage actif du VG, di
cette fois a la contraction de I'OG. La diastole est donc influencée par les pressions de ’OG
de méme que celles dues a la relaxation isovolumique et la compliance du VG. Lorsque
I'onde E est supérieure a 'onde A et que le temps de décélération se situe entre 160 et 200

millisecondes, la fonction diastolique est considérée normale (voir figure 3.4).

Echo 2D : coupe apicale 4 cavités

Doppler pulsé mitral

Figure 3.4 : Evaluation de la fonction diastolique par Doppler pulsé (& gauche) et Doppler tissulaire (a droite)
guidée par ETT (Image adaptée d’aprés Arial Cohen, 2012 *°).

3.3.2. Le cathétérisme ventriculaire gauche

Le cathétérisme ventriculaire est une procédure qui consiste a introduire une sonde par
voie artérielle périphérique permettant un recueil des pressions aortique et ventriculaire
gauche. Cette exploration invasive n’est pas forcément nécessaire du fait de la fiabilité des
techniques non-invasives. Le cathétérisme n’est utile que dans certaines poly-
valvulopathies chez I’homme et lors d’études effectuées chez 1’animal afin de pouvoir

confirmer les résultats.
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3.3.2.1. Evaluation de la fonction systolique

La relation chronologique de la pression en fonction du volume dans le VG forme une
boucle formée par les quatre phases du cycle cardiaque (voir figure 3.2). Le pic de pression
systolique est le premier paramétre systolique mesurable par cathétérisme. L’¢jection de
sang vers 1’aorte est meilleure quand ce pic est plus élevé. Ce pic dépend a la fois de la
précharge, de la postcharge et de la Fc. Un deuxiéme indice largement utilisé est le pic
maximum de la dérivée premiere de la pression intraventriculaire (-dP/dty.x). Ce dernier
survient normalement au cours de la contraction isovolumique (indice pré-éjection) et est
donc peu influencé par la postcharge, la VA étant alors fermée. Cependant, il est tres
dépendant de la précharge et de la Fc (renforcement positif lorsque 1’un des deux ou les
deux parameétres augmentent) ; il ne doit donc pas étre considéré comme un indice pur de

contractilité.

3.3.2.2. Evaluation de la fonction diastolique

A Dinstar du dP/dtmax, le dP/dtmin (ou —dP/dt) caractérise la chute de la pression
ventriculaire gauche pendant la diastole. Il survient habituellement au moment de la
fermeture de la VA ou juste apres; c’est donc un indice de relaxation active qui dépend des
conditions de charge et de la Fc. Les valeurs normales sont de I’ordre de celles du dP/dtmax

(en négatif) avec également une déviation standard importante.

3.3.3. La technique de tomographie par émission de positrons et utilité cardiaque

La tomographie par émission de positrons (TEP) est une technique d’imagerie
nucléaire qui permet de révéler la fagon dont les tissus et les organes fonctionnent, utilisant
une substance radioactive; un traceur. Cette méthodologie permet, tant chez 1'animal que
'humain, 1'étude du métabolisme énergétique in vivo comme le ceeur ~*. Le 18F-
déoxyglucose ("*)FDG) est un analogue du glucose faiblement métabolisé au-dela de sa
phosphorylation par 1’hexokinase ou la glucokinase, son absorption reflete la captation du
glucose par les cellules du myocarde et est donc un marqueur de substitution de 1’utilisation

du glucose au sein du cceur. L’acide 14-R,S-18F-6-thia-heptadécanoique (‘*FTHA), un



analogue des AG a chaine longue dont la B-oxydation est bloquée, reflete 1’utilisation

lipidique dans le cceur **~ (voir figure 3.5).
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Figure 3.5 : Schéma de la technique de tomographie par émission de positron et caractéristiques des isotopes
utilisés (©WDH).

Ceci nous permet, grace a une modélisation pharmacocinétique particuliére du radio-
isotope utilisé, d’en déterminer soit le captage tissulaire net, soit le métabolisme oxydatif et
non oxydatif. Dans certains cas, on peut aussi mesurer I’index de flux sanguin ou la vitesse
de production tissulaire d’un métabolite du traceur administré, comme le ''CO, produit a
partir du HC acétate. Aussi, ce dernier traceur refléte indirectement la consommation d’O,.
A cet égard, grice a une combinaison de différents traceurs TEP tels que le HC-acétate, le
EDG ainsi que le "*FTHA, nous pouvons mesurer le flot sanguin, le métabolisme oxydatif
ainsi que ’utilisation des AG libres et du glucose par le cceur chez notre modele. De plus, a
I’aide de cette technique nous pouvons déterminer les volumes ainsi que la fonction

ventriculaire cardiaque gauche in vivo (voir figure 3.6).
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Cardiac PET Imaging in Rat with LabPET™

11C-Acetate 11C-Acetate

18F-FDG 18F-FDG E
Courtesy R. Lecomte, Université de Sherbrooke

Figure 3.6 : Données obtenues par la TEP permettant 1’évaluation de la fonction et du métabolisme
myocardique in vivo chez le rat (Courtoisie de Dr Roger Lecomte, Université¢ de Sherbrooke).



Chapitre 4 : LE METABOLISME ENERGETIQUE
MYOCARDIQUE EN CONDITIONS SAINES

4.1. Le métabolisme énergétique; généralités

Pratiquement toutes les fonctions cellulaires énergie-dépendantes sont réalisées grace a
I’utilisation de I'ATP. La capacit¢ de la cellule a équilibrer entre la production et la
consommation d'ATP désigne souvent la différence entre la survie et la mort cellulaire.

Le role central de I’ATP dans le fonctionnement des protéines permettant la
contraction permanente du cceur explique la nécessité d’un apport constant en énergie >'~°.
Les cardiomyocytes ne possedent pas d'importantes réserves de substrats nécessaires pour
former les phosphates a haute énergie 37, Par conséquent, le cceur doit s’approvisionner en
substrats exogenes qui seront transportés dans les cardiomyocytes afin d'étre catabolisés
pour produire de I'ATP. Pour cette raison, le transport en continu de substrats tels que des
AG, le glucose et le lactate dans les cardiomyocytes est un élément clé du métabolisme
énergétique cardiaque.

Dans des conditions physiologiques normales, cette production d'ATP est remplie
presque entiérement (>95%) par la phosphorylation oxydative mitochondriale *’>*. Plus
précisément, 'oxydation des AG est responsable de la génération de 50 a 70% de 1'ATP
dans un cceur adulte normal alors que seulement 20 a 30% de I'énergie fournie est dérivée
de I’oxydation du glucose, et moins de 5% d'autres sources (i.e. lactate, acides aminés,
corps cétoniques) > . Dans certaines conditions comme pendant un exercice physique
intense ou lors d’une élévation brutale de la glycémie, 1’utilisation du glucose peut

momentanément prendre une place plus importante.

4.1.1. Historique

Grace aux expériences menées par Oscar Langendorff a la fin du 19'°™ siécle, on sait
que le myocarde utilise des nutriments énergétiques et 1’oxygéne pour maintenir sa fonction

. . . . . . , . , . .~ A N
contractile via la circulation coronarienne, en lien étroit avec le métabolisme oxydatif *. A
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I’aide d’un modéle de perfusion de cceur de rat ex vivo et selon le mode Langendorff,
Evans et coll. ont conclu, par la suite, dans les années 1960, que le ceeur utilise comme
substrats énergétiques des AG et des glucides *'. Pendant ce temps, il a été établi que les
mécanismes de régulation du métabolisme oxydatif étaient du type allostérique, a court
terme. Une nouvelle hypothése a été proposée depuis **. Selon cette hypothése, chaque
altération du métabolisme énergétique secondaire a des changements dans 1’expression
génique ou protéique d’une enzyme métabolique provoque aussi des altérations de la
fonction contractile du cceur.

Aujourd’hui, il est admis que le cceur est un organe omnivore et flexible, c’est-a-dire
qu’il utilise une grande gamme de substrats pour sa production d’énergie et qu’il modifie
ses choix en fonction des conditions physiologiques **. Cette modification dans le choix des
substrats résulte de différents stimuli a court terme, tels que la disponibilité des substrats,
I’apport en oxygene et la charge de travail, mais aussi a long terme, tels que le changement
d’expression de genes métaboliques via des cascades de signalisation (voir chapitre
suivant). Un ceeur sain est, par conséquent, dépendant de cette flexibilité métabolique pour

maintenir sa fonction contractile adaptée a sa demande énergétique constante.

4.1.2. L’énergétique myocardique

Le cceur est I'organe le plus consommateur d’énergie. Le cceur humain sain est une
pompe tres efficace qui propulse ~5 L/min de sang, totalisant >7000 L/jour et >2600000
L/année **. Pour effectuer ce travail, le myocarde hydrolyse ainsi une quantité importante
d’ATP (~30 pumol/g de poids humide'/min™ au repos; >6 kg d’ATP par jour) produit par
transfert de 1'énergie chimique des nutriments pris de la circulation sanguine par les
myocytes *°. Etant donné que dans les conditions normales, ses réserves cardiaques sont
assez faibles (5 pmol/g de poids humide) * et que le turnover du pool d’ATP myocardique
est d’environ 10 secondes, le coeur doit ainsi produire une quantité suffisante d’ATP pour
maintenir sa contractilité et s’adapter rapidement aux changements physiologiques et a la
disponibilité des différents substrats. Le renouvelement structurel extracellulaire et
intracellulaire se produit rapidement a partir d'un approvisionnement régulier en acides

aminés, des lipides et carbohydrates. D’un point de vue métabolique, le myocarde est alors



considéré comme un tissu «omnivorey», car il peut oxyder simultanément les AG et le

glucose et dans des proportions variables *°.

4.1.3. La contribution des substrats a la production d’énergie

D’un point de vue énergétique et comparativement au glucose, les AG sont des
substrats plus efficaces, puisque, pour une méme quantité de substrats oxydés, les AG
produisent une plus grande quantit¢ d’ATP. Par contre, si I’on considére la dépense en
oxygene pour leur oxydation, le glucose est un substrat plus efficace que les AG qui
nécessitent 10% plus d’oxygéne pour étre oxydés *'. Sur 80% de la consommation en O,
couplée a la synthése de I’ATP, environ 30% sont utilisés pour la synthése protéique, 25%
par la Na"-K -ATPase, environ 8% par les Ca*"-ATP-ases et 10% pour la gluconéogenése

(voir tableau 4.1).

Tableau 4.1 : L’apport des substrats dans la production cardiaque d’énergie (© WDH).

Contribution a la Situations dans

$ubst1"a.t production totale  lesquelles ce substrat est Pr1nc1pa1e§ enzymes g HEsE
énergétique i o g dans le métabolisme
d’énergie (%) préféré
Augmentation des Transporteurs d’AG (FAT/CD36);
Acides gras 50-70 besoins énergétiques, carnitine palmitoyltransférase-1;
conditions de jeline enzymes de la B-oxydation
Glucose 10-30 ¥C, c’arc.homyopathles, GLUT-1 et 4;'phospho’fructok1nase-
ischémie 1; pyruvate déshydrogénase
Lactate <1-40 Exercice Lactate déshydrogénase
Acides aminés <1-5 Catabolisme de protéines Aminotransférases
Corps cétoniques <1-40 Jetine B-hydroxybutyrate déshydrogénase
Ethanol - <1-5 ~ Aucune ~ Acétyl-CoA synthase

Le produit final; I’acétyl-CoA (molécule de 2 carbones) de I’oxydation des différents
substrats, via différentes voies métaboliques, lesquelles seront discutées ci-apres, va ensuite
entrer dans le cycle de Krebs (CK) pour y étre oxydé. Ce sont les équivalents réduits
produits par le CK, la B-oxydation (B-OX) des AG, la glycolyse et I’oxydation du pyruvate
et du lactate (le nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) et la flavine adénine
dinucléotide (FADH2)) qui vont par la suite transporter des électrons a la chaine
respiratoire (CR) ou est produit ’ATP a partir de 1’adénosine diphosphate (ADP) par
phosphorylation oxydative (voir figure 4.1).
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Figure 4.1 : Schéma récapitulatif des voies classiques du métabolisme énergétique cardiaque (détails dans le
texte) (© WDH).

O

Afin de mieux comprendre le fonctionnement du métabolisme cardiaque, nous
aborderons dans les sections suivantes les principales étapes impliquées dans la production
d’énergie ainsi que le role de la mitochondrie dans des conditions physiologiques normales.

. . , , .. ., . 48-54
Les informations présentées ici sont tirées de nombreux ouvrages et articles de revue .

4.2. Le métabolisme myocardique du glucose

Le métabolisme du glucose est essentiel pour le cardiomyocyte pour deux raisons.
D’une part, une petite quantité d’ATP peut étre obtenue du métabolisme du glucose méme
en absence d’oxygeéne par la production anaérobie de lactate, par exemple pendant une

ischémie. Clairement insuffisant pour assurer la fonction cardiaque, cet ATP permet



toutefois la survie des cardiomyocytes en attendant une possible reperfusion. D’autre part,
I’ATP obtenu de la glycolyse alimente prioritairement les pompes membranaires qui
entretiennent les gradients de Na', de K™ et Ca®" & travers la membrane cellulaire .
L’oxydation du glucose se déroule selon deux voies métaboliques, 1) la glycolyse ou

I’oxydation anaérobique et, ii) I’oxydation mitochondriale en aérobie.

4.2.1. La captation du glucose dans le cardiomyocyte

La majorité¢ du glucose métabolisé par le coeur vient du glucose repris de la circulation
par les transporteurs de glucose (GLUT) qui sont principalement les deux isoformes
GLUTI1 et GLUT4 *°. GLUT! est généralement localisé a la membrane plasmique et est
responsable de ’entrée basale du glucose, alors que GLUT4 est transloqué des réserves
intracellulaires vers le sarcolemme en réponse a la stimulation par l'insuline, la contraction
ou l'ischémie. Comme la concentration intracellulaire de glucose est normalement faible,
les transporteurs de glucose facilitent le mouvement de glucose selon un gradient de
concentration >’. GLUT1 est I’isotype prédominant pendant la vie feetale, qui devient de
moins en moins exprimé au cours de la vie adulte, quant a GLUT4, il subit le processus
inverse et devient le transporteur dominant dans le cceur adulte >*.

En l'absence de stimulation par l'insuline, la majorit¢ (>90%) de GLUT4 est située
principalement dans des organites intracellulaires, y compris le réseau de Golgi, des
endosomes et des vésicules de stockage sensible a 1’insuline *°.

Dans le cceur, plusieurs facteurs, autres que les concentrations de glucose circulant et
de l'insuline, peuvent influencer son entrée dans la cellule, y compris la disponibilité
d'autres substrats énergétiques, la stimulation aux catécholamines, I’AMPK, la charge de

. . . . . , e 4 1
travail cardiaque, l'exercice et 'hypoxie / ischémie **°*

. Les mécanismes a l'origine de la
modification de la captation du glucose par ces facteurs peuvent inclure la régulation de la
transcription des GLUT, leur translocation a la membrane plasmique a partir des réserves
intracellulaires, ou leur endocytose et recyclage dans les réserves. L’insuline, en plus de son
implication dans le métabolisme du glucose, joue un réle primordial dans la régulation de la

sélection des substrats et la fonction contractile du myocarde

. La régulation du
métabolisme énergétique par ’AMPK et par I’insuline sera abordée avec plus de détails

dans le chapitre 5.
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4.2.2. La voie de la glycolyse et les enzymes clés de régulation

Une fois dans la cellule, le glucose est rapidement convertie en glucose 6- phosphate (G-
6P) par I'hexokinase (HK). Le G-6P peut étre métabolisé par de multiples voies; il entre soit
dans la glycolyse (métabolisme catabolique), soit dans la glycogénogenése (la synthése de
glycogéne), soit dans les voies des pentoses phosphates ou des hexosamines °*. La
glycolyse en aérobie se déroule en 10 étapes et convertit une molécule de glucose en deux
molécules de pyruvate et produit deux molécules d'ATP et deux molécules de NADH. Les
réactions impliquées dans ce processus sont représentées dans la figure 4.1.

La régulation de la voie glycolytique se produit au niveau des multiples étapes
enzymatiques, y compris de 'HK, la phosphofructokinase-1 (PFK-1), la glycéraldéhyde 3-
phosphate déshydrogénase (GAPDH), et de la pyruvate déshydrogénase (PDH). La
phosphorylation du glucose en G-6P par ’action de 'HK est la premicre étape irréversible
de la glycolyse *. Deux isoformes de I’HK sont présents dans le ceeur. L’HK II, sensible a
I’insuline, est présente dans le cceur adulte, tandis que ’'HK I se retrouve principalement
dans le cceur feetal. L’augmentation d’expression des HK I dans le cceur adulte correspond
donc a un retour vers un phénotype métabolique feetal. Ce phénomene est présent lors
d’hypertrophie pathologique cardiaque. Dans le cceur, I'accumulation du G-6P peut a son
tour rétroagir et inhiber la réaction de I'HK, diminuant ainsi le flux glycolytique *°. La
phosphoglucose isomérase catalyse la prochaine étape dans la voie glycolytique en
convertissant le G-6P en fructose-6-phosphate (F-6P) qui est ensuite converti en fructose
1,6-bisphophate (F1,6BP) par la PFK-1 dans une réaction, en grande partie, irréversible
engageant le glucose dans la voie glycolytique.

PFK-1 est sous le contrdle de plusieurs facteurs, ce qui en fait une étape limitante de la
glycolyse. Bien que I'ATP est un cofacteur pour l’activit¢ PFK-1, lorsque les niveaux
cellulaires d’ATP sont élevés, ce dernier peut se lier a un site allostérique de PFK-1 et
réduire I'affinité de l'enzyme pour F-6P °'. Les autres effecteurs allostériques négatifs de
PFK-1 comprennent le citrate, les protons et la phosphocréatine (PCr) »°. Lorsque les
niveaux d'énergie sont faibles, I’AMP, le phosphate inorganique (Pi) et le F-6P agissent
comme des régulateurs allostériques positifs de PFK-1. En plus, le F-6P peut étre
métabolisé par la 6-phosphofructo-2-kinase (PFK-2) en fructose 2,6-bisphosphate (F2,6BP)

>l Dans le ceeur, activité de PFK-2 est régulée positivement par la phosphorylation



médiée par un certain nombre d’enzymes différentes dont 'Akt, la protéine kinase A (PKA)
et 'AMPK en réponse a une charge de travail accrue, 1'adrénaline ou l'insuline, conduisant a
une augmentation de la glycolyse °'.

L'étape régulatrice majeure suivante est de la GAPDH qui catalyse I’oxydation NAD'-
dépendante du glycéraldéhyde-3-phosphate en 1,3-bisphosphoglycérate et produit une
molécule de NADH. La pyruvate kinase (PK) catalyse la derniére étape de la glycolyse en
transformant le phosphoénolpyruvate en pyruvate, et la production de deux molécules
d'ATP par molécule de glucose métabolisé. Dans le cceur, I'ATP ainsi que 1’acétyle-
coenzyme A et les AG a chaine longue (AGCL) peuvent inhiber de maniére allostérique
l'activité de la PK °'. L’inhibition allostérique négative de la PK par I'ATP permet une
régulation paralléle avec PFK-1, qui est également inhibée par des concentrations élevées
d’ATP. En plus, le F1,6BP, produit de la réaction PFK-1, peut activer de manicre
allostérique la PK par stimulation de l'avant, ce qui est avantageux pendant la contraction
pour augmenter le flux glycolytique. La glycolyse ne contribue normalement qu'a une petite
proportion de I’ATP total produit dans le cceur, mais cette contribution est supérieure dans

des conditions d'ischémie ou d'hypertrophie cardiaque *.

4.2.3. L’oxydation du glucose

La majorité du pyruvate formé a partir de la glycolyse pénétre dans les mitochondries ou
il est décarboxylé par le complexe pyruvate déshydrogénase (PDH) pour produire ’acétyl-
CoA, le CO,, et le NADH. Le complexe PDH est un complexe multi-enzymatique
hautement organisé situ¢ dans la matrice mitochondriale et représente 1’étape d'oxydation
du glucose limitante qui relie la glycolyse a la voie oxydative du CK. Etant donné que le
complexe PDH joue un r6le important dans le maintien de 'homéostasie du glucose, le flux
de carbone a travers le complexe PDH est strictement régulé par le controle
transcriptionnel, ainsi que le contrdle réversible a court terme de phosphorylation /
déphosphorylation catalysée par la pyruvate kinase déshydrogénase (PDK) et les
phosphatases de la PDH, respectivement. Il existe trois isoformes de PDK; -1, -2 et -4,
chacune spécifique d’un des trois sites de phosphorylation de PDH *°. La PDH peut étre
inhibée par la phosphorylation de la sous-unité E1 du complexe par PDK-4, I’isoforme le

plus exprimé dans le ceeur . Plusieurs facteurs favorisent I’activit¢ de PDK-4 et donc
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inhibent I’oxydation du glucose. Elle est inhibée par le pyruvate et par des changements au
niveau du statut énergétique de la cellule (diminution des ratios acétyl-CoA/CoA libre et

NADH/NAD") *'.

4.2.4. Le turnover du glucose dans le cardiomyocyte

Une quantit¢ du G-6P produit par I'HK dans I'étape initiale de la glycolyse peut étre
temporairement stockée dans la cellule sous forme de glycogene, un polymeére compact et
hautement ramifi¢ de molécules de glucose qui agit comme une réserve d'énergie pour &tre
utilisée aux besoins. Par exemple, I’augmentation de I’oxydation des AG lors d’un jelne,
favorise 1’augmentation de I’activité de la glycogéne synthase (GS), enzyme responsable de
la formation du glycogéne. La glycogénolyse, est activée par une stimulation adrénergique
ou une diminution de la disponibilité en oxygéne °°. S’il n’est pas mis sous réserve, le G-6P
est transformé en F-6P, lequel peut entrer dans la voie de biosynthése des hexosamines
(VBH) afin d’étre utilisé pour la glycosylation des protéines, un type de modification post-

traductionnelle **.

4.2.4.1. La voie de biosynthése des hexosamines

La voie de biosynthése des hexosamines (VBH) a été longtemps reconnue comme une
voie de sensibilisation au glucose ou aux nutriments, et son activation refleéte les effets
indésirables associés au diabete ou a 1'hyperglycémie chronique. L’entrée du glucose dans
la VBH est régulée principalement par la L-glutamine-D-F-6P amidotransférase, qui
catalyse la conversion du F-6P en glucosamine-6 phosphate, conduisant a la synthése de
I’uridine diphosphate N-acétyl-glucosamine utilisé ensuite comme substrat pour 1’ajout
d’un groupement N-acétylglucosamine, via une liaison-O (O-GIcNAc), sur un résidu sérine
ou thréonine des protéines cytoplasmiques ou nucléaires ®’. Cette voie joue également un
role dans la régulation du métabolisme énergétique comme a montré Laczy et coll. dans
leur expérience de stimulation ex vivo par ’ajout de glucosamine qui induit une
augmentation des niveaux cardiaques de O-GIcNAcylation des protéines ainsi que de
’oxydation des AG ®®. Ce qui indique qu’un nouveau mécanisme de régulation du

métabolisme énergétique cardiaque s’ajoutait et pourrait étre important non seulement dans



le controle du choix des substrats, mais aussi dans le développement des altérations

métaboliques .

4.2.4.2. La voie des pentoses phosphates

La principale molécule rendant possible des processus anaboliques est la NADPH
(nicotinamide adénine dinucléotide phosphate). En raison de la structure de cette molécule,
elle peut donner facilement des ions d'hydrogéne a des métabolites, de les réduire et de les
rendre disponibles pour la production d'énergie . La voie des pentoses phosphates est la
principale source de synthese pour la NADPH. Cette voie est également responsable de la
production du ribose-5-phosphate indispensable a la synthése des nucléotides puriques et
pyrimidiques. Egalement, elle peut étre activée pour produire la glycéraldéhyde-3-
phosphate introduit ensuite dans le CK et la chaine respiratoire permettant la production
d'énergie. Selon les besoins de la cellule certaines enzymes peuvent étre régulées en

augmentant ou en diminuant ainsi la production des métabolites requis .

4.3. Le métabolisme myocardique des acides gras

Le métabolisme des AG est sous un contrdle plus compliqué que celui du glucose et
dépend d'un certain nombre de facteurs comme 1) l'apport d'AG; 2) la présence d’autres
substrats énergétiques; 3) la demande énergétique; 4) ’approvisionnement en oxygene; 5)
le controle allostérique de la captation, 1’estérification, et le transport mitochondrial d'AG;
et 6) le contrdle de la fonction mitochondriale, y compris le controle direct de 3-oxydation,
l'activité du cycle de Krebs et de la chaine de transport d'électrons (CTE). Le controle
transcriptionnel des enzymes impliquées dans le métabolisme des AG et de la biogenese
mitochondriale sont aussi des déterminants importants du taux de -oxydation. Ces étapes
de régulation seront abordées dans le chapitre qui suit. La figure 4.2 illustre ’essentiel du
métabolisme lipidique cardiaque et les différentes étapes décrites ci-dessous sont tirées de

i i 1 1
plusieurs articles de revue **>!7%7",

31



32

AGL Lipoprotéines
Albumine secrétées
A \

yl
\x\
D

//
TG

N 16
AiL gynthese 4
Fatty acyl- Lipolyse
CoA
Membrane
externe
Espace interM Carnitine Acylarnitine
Membrane’
interne
FAD* FADH
Acyl-CoA Coenzyme A
Enoyl-CoA - co,
. Découplage
l.(_\ H.0 # énergétique
2
3-OH-acyl-CoA
NAD+H* m &
3 ketoacyl-CoA CoA-SH > ATP
.\) Acyl-CoA+Acetyl CoA f%/
Mitochondrie
Chaine de
transport des
électrons

Figure 4.2 : Illustration schématique des principales voies du métabolisme lipidique dans le cardiomyocyte
(détails dans le texte), (Image adaptée d’aprés Yang Q et al. ).

4.3.1. Les sources des AG

Le cceur a un potentiel limité pour synthétiser des AG et donc s’appuie fortement sur les
AG endogenes fournis de I’hydrolyse des réserves de triglycérides (TG) ou de sources
exogenes provenant de 1’alimentation. Les AG sont ainsi fournis au cceur sous forme d’AG
libres (AGL) liés a I'albumine ou libérés des triacylglycérols (TAG) contenus dans les
chylomicrons des lipoprotéines de tres faible densité (VLDL). Les deux sources contribuent

de maniére significative a I’apport total en AG aux cardiomyocytes °.

. . . 4

Les concentrations normales des AGL circulants sont comprises entre 0,2 et 0,6 mM 4,
Cependant, ces niveaux peuvent considérablement varier des trés faibles concentrations
dans la circulation feetale a plus de 2 mM dans les conditions séveres de stress comme

7

I’ischémie et le diabéte . L’activation du systéme nerveux sympathique peut aussi

augmenter rapidement les concentrations d’AGL circulants, résultant principalement de la



stimulation des récepteurs B-adrénergiques '*. Cette augmentation chronique ou aigiie
d’AGL a un impact majeur sur le taux cardiaque d'absorption et de [-oxydation
mitochondriale 7. Les niveaux d’AGL circulants chroniquement élevés dans l'obésité et le
diabete sont également un déterminant important des taux élevés d'absorption et de [3-
oxydation observés dans ces états physiopathologiques (voir chapitre 9).

L'activité de la lipoprotéine lipase (LPL) est responsable de la majorité des AGL dérivés
des chylomicrons et acheminés principalement vers la f-oxydation. En revanche, il a été
démontré que les récepteurs des VLDL/apolipoprotéine E (apo E) sont exprimés dans le
ceeur, et que 1’absorption des VLDL par cette voie peut €tre une source possible d'AG
myocardique 76 Une proportion importante de ces AG est répartie de maniére ¢gale entre la
-oxydation et le dépot sous forme de lipides intramyocardiques ® Ceci a des implications
potentiellement importantes dans le développement de la lipotoxicité cardiaque ”'.

Dans le prochain paragraphe, les mécanismes ainsi que les rdoles de la mobilisation

lipidique et de la lipolyse seront abordés plus en détails.

4.3.2. La captation et le transport des AG dans le cardiomyocyte

Les AGL peuvent entrer dans le cardiomyocyte soit par diffusion passive par un
mécanisme de flip-flop a travers la bicouche phospholipidique ®, ou facilité par une

protéine de transport membranaire

(voir figure 4.2). Jusqu’a ce jour, trois protéines
impliquées dans la captation des AGCL ont été identifiées: 1) I’isoforme membranaire de la
protéine de liaison des AG (fatty acid binding protein ; FABPpm), 2) les protéines de
transport des AG (fatty acid transport proteins ; FATP) et 3) les translocases qui, dans le
ceeur, sont connues sous la forme du CD36 (fatty acid translocase/cluster of differentiation

; FAT/CD36) .

4.3.2.1. Les « fatty acid transport proteins » et les « fatty acid binding protein »

Dans le myocarde, les protéines de transport des AG (FATP) sont présentes en deux
isoformes 1 et 6 . FATPI est liée 4 une acyl-CoA synthétase a chaine longue, sensible a
I’insuline. Elle pourrait ainsi participer a I’augmentation de I’afflux des AG en réponse a

une sécrétion insulinique et faire pendant au transport insulinodépendant du glucose par
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GLUT4. Une protéine appelée «plasma membrane-associated fatty acid binding protein»
(FABPpm) est liée a FAT/CD36, les deux agissant pour faciliter la dissociation des AGL de
’albumine ”°. FABPpm est liée 4 la membrane plasmique externe et peut lier a la fois les
AG saturés et insaturés a chaine longue (>14C) et les concentrer sur la surface
membranaire pour leur absorption soit par diffusion passive ou transport facilité via

FAT/CD36 ou FATP 1-6 %,

4.3.2.2. La « fatty acid translocase »; FAT/CD36

Parmi les trois transporteurs d'AG identifiés, FAT/CD36 est I'un des plus étudié qui
joue un role essentiel dans le transport des AG a travers la membrane plasmique . La
distribution tissulaire de FAT/CD36 montre qu'il est fortement exprimé dans les tissus
ayant une capacité¢ métabolique pour les AG ¢élevée, comme le cceur % Des études utilisant
des souris déficientes en FAT/CD36 ont montré que cette translocase est responsable de
I’absorption de 50 a 80% des AG par le cceur. Des travaux antérieurs ont trouvé que
l'inhibition de l'absorption d'AG médi¢e par CD36 par délétion génétique conduit a une
réduction significative de 40 a 60% dans l'oxydation des AG dans le cceur, ainsi qu'une
diminution des niveaux d’estérification de TG, ce qui suggere que le degré d’absorption des

AG par FAT/CD36 a un impact considérable *'*.

FAT/CD36 est une glycoprotéine membranaire de 88 kDa. Sa fonction dans
l'absorption des AGCL est largement régulée par sa translocation intracellulaire et le
contrdle transcriptionnel. Dans le cceur environ 50% des FAT/CD36 sont stockés dans des
compartiments intracellulaires, et doivent étre acheminés vers la membrane plasmique afin
de participer activement au transport des AG ¥. Il a été démontré que des stimuli
physiologiques, y compris la contraction, l'exercice et l'insuline, peuvent induire sa
translocation vers la membrane pour accélérer le transport et I'oxydation des AG 8384 Les
mécanismes de la contraction et de la translocation de FAT/CD36 induite par I’insuline
peut impliquer I'activation des voies de PDK/Akt et de I’AMPK, respectivement *°. Comme
pour d'autres protéines impliquées dans le métabolisme des lipides, 1'expression de

8

FAT/CD36 est sous le contrdle transcriptionnel des PPARs ®. Nous aborderons ces

mécanismes de régulation plus en détails dans le chapitre suivant.



4.3.3. Le turnover des AG dans le cardiomyocyte

Une fois dans le cytosol, les AGCL peuvent soit se lier a la forme cytosolique de
FABP pour leur transport a travers le cytosol ou ils sont rapidement estérifiés et convertis
en coenzyme A (CoA), formant un acyl-CoA a chaine longue (ACCL), une réaction
catalysée par I’acyl-CoA synthétase (LACS) * (voir figure 4.2). 1l a été proposé que, selon
un processus connu sous le nom d’acylation vectorielle, I'estérification rapide des AG
permet leur rétention a l'intérieur de la cellule, d'une manicre similaire au glucose par sa
conversion en G-6P par ’HK, maintenant ainsi le gradient de leur concentration a travers le

.8
membrane plasmique .

Les acyl-CoA ainsi formés peuvent entrer dans plusieurs voies différentes, comprenant
d’autres estérifications pour la synthése des TG et des phospholipides (PL) et la majorité
est transférée a la carnitine et repris par les mitochondries pour la B-oxydation (80%) ™.
Une quantité d’acyl-CoA dans le cytosol peut étre hydrolysée par une thioestérase
cytosolique. Les AG non-estérifiés libérés peuvent étre estérifié a nouveau par des
isoformes de I’ACS trouvés dans différents compartiments cellulaires, comme dans la
mitochondrie ou dans les peroxysomes (10% de la B-oxydation totale), et peuvent les
distribuer vers des voies distinctes *°. Le but de cette oxydation peroxysomale, qui n’aboutit
pas a la production d’ATP, est de produire des AG de chaine plus courte qui pourront

ensuite étre transportés vers la mitochondrie sous forme de carnitine-esters ou sous forme

libre pour une oxydation finale.

Les AG qui ne sont pas oxydés (20%) peuvent étre convertis en TG par la
glycérophosphate acyltransférase % Les TG sont des substrats qui peuvent étre facilement

mobilisés pour la production d’énergie >

. I a été montré qu’en présence d’AG et
d’oxygeéne, le turnover des TG ex vivo peut produire ~10% de I’ATP dans des cceurs
perfusés qui peut augmenter jusqu’a 50% lorsque les niveaux d’AG sont réduits °'. La
conversion des AG dans les lipides complexes tels que les TAG, le diacylglycérol (DAG) et
les céramides a récemment recu un intérét considérable, car l'accumulation de ces

intermédiaires peut étre impliquée dans le développement de la résistance a l'insuline, et

I’'1IC 92,93
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4.3.4. Le transport mitochondrial des AG : les CPT

Les AGCC (AG a chaine courte) et les AGCM (AG a chaine moyenne) vont pouvoir
pénétrer par simple diffusion alors que les AGCL ne peuvent diffuser seuls a travers la
membrane mitochondriale. Ces derniers sont transportés a travers la membrane
mitochondriale via un systéme de navette carnitine-dépendant, constitué¢ de trois protéines
(voir figure 4.2); la carnitine palmitoyl transférase 1 (CPT-1), la carnitine acylcarnitine

translocase (CACT) et la carnitine palmitoyl transférase 2 (CPT-2) **%°.

La premicere étape implique la CPT-1 sur la membrane mitochondriale externe (MME)
catalysant la conversion de I’ACCL a I’acylcarnitine, qui est ensuite acheminée a travers la
membrane mitochondriale interne (MMI) par la CACT en échange de la carnitine. Dans
I'étape finale, la CPT-2, une enzyme présente sur le coté matriciel de la MMI, convertit les
acylcarnitines a leur ACCL respectifs qui subissent alors la f-oxydation dans la matrice

mitochondriale .

CPT-1 existe sous 2 isoformes : CPT-1a (ou L-CPT-1) est la forme prédominante dans
le foie, tandis que CPT-1p (ou MCPT-1), qui est aussi beaucoup plus sensible au malonyl-

CoA, son principal inhibiteur physiologique, est la forme prédominante dans le ceeur *°.

CPT-1 est I'enzyme limitante de la vitesse controlant l'absorption des AG dans la
mitochondrie *’. La régulation de l'activitt CPT-1 se produit & la fois au niveau
transcriptionnel et de facon plus aigiie, par une inhibition allostérique exercée par le
malonyl CoA endogéne °’. Ce dernier est donc un régulateur clé du transport des AG dans
les mitochondries et de la 3-oxydation subséquente dans de nombreux tissus, y compris le

coeur °. Ce mécanisme de régulation sera abordé en détail dans le chapitre 5.

4.4. La mitochondrie ; centrale énergétique

Les mitochondries occupent plus de 30% du volume des cardiomyocytes. Elles sont
denses, organisées sous le sarcolemme, et rangées entre les myofilaments de sorte qu'une
distance constante de diffusion existe entre elles et le noyau des myofilaments. Ce type
d’organisation fournit une base bioénergétique pour la contraction. Les éléments clés

constituant la fonction énergétique de la mitochondrie sont d’une part, les réactions



enzymatiques d’oxydation des substrats énergétiques et d’autre part, la chaine de transport
des électrons. L’oxydation des substrats par le CK ou la B-oxydation entraine la réduction

du NAD en NADH?' et du FAD en FADH>"?°,

4.4.1. La p-oxydation mitochondriale des AG

Une fois dans la matrice mitochondriale, les ACCL subissent la B-oxydation qui se
divise en 4 étapes importantes dont chaque tour de cycle raccourcit la chaine de carbone de
I’acyl-CoA de 2 carbones et produit une molécule d’acétyl-CoA destinée a entrer dans le
CK ainsi qu’une molécule de NADH et de FADH2. Ces équivalents réduits sont

directement transférés a la CR par un systeéme de flavoprotéines.

Les quatre réactions enzymatiques de la B-oxydation mitochondriale nécessaires pour
aboutir a la production d’une molécule d’acétyl-CoA sont représentées dans la figure 4.2
1% Le métabolisme des esters acyl-CoA implique les actions séquentielles enzymatiques de
l'acyl-CoA déshydrogénase (LCAD), I’énoyl-CoA hydratase, la L-3-hydroxylacyl-CoA
déshydrogénase (HADH) et la L-3-cétoacyl-CoA thiolase (3-KAT). Dans la réaction finale,
la 3-KAT divise 3 cétoacyl-CoA pour produire l'acétyl-CoA et un acyl-CoA qui est
raccourcie par deux atomes de carbone '". Cette séquence de réactions se poursuit jusqu'a
ce que l’acyl-CoA d'origine ait été entierement métabolisé en formant l'acétyl-CoA. Il
existe divers isoformes de chacun des quatre enzymes [-oxydatives qui ont des spécificités
différentes pour la longueur de chaine, par exemple, I’acyl-CoA déshydrogénase a chaine

moyenne (MCAD) et I’acyl-CoA déshydrogénase a chaine tres longue (VLCAD).

Chacune de ces enzymes est soumise a une rétro-inhibition par les produits des
réactions enzymatiques, tels que le NADH et FADH2. En particulier, la 3-KAT peut étre
inhibée par l'accumulation d'acétyl-CoA, qui est un mécanisme de régulation important
dans les conditions de faible demande énergétique ou une diminution de l'activité de la
CTE et du CK. En plus, I'augmentation des niveaux de l'acétyl-CoA et de NADH provenant
du complexe PDH peut également inhiber directement 'oxydation des AG. Par conséquent,
le taux de la B-oxydation est controlé par la demande d'énergie et I'approvisionnement en
ces différents substrats/produits. En plus, les enzymes B-oxydatives sont sous un haut degré

de régulation transcriptionnelle, principalement par les facteurs PPARs '*'.
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L’acétyl-CoA ainsi produit va entrer dans le CK et I’acyl-CoA réduit de deux carbones
reprendra un autre cycle de B-oxydation. L’acétyl-CoA produira 3 molécules additionnelles
de NADH et une de FADH?2 dans le CK. La production d’ATP par la B-oxydation ne se fait
pas directement seulement par la production d’acétyl-CoA, mais aussi par la production
d’équivalents réduits qui sont produits a chaque tour de cycle. Ainsi, cette voie dans un
organe ayant des grands besoins énergétiques, comme le cceur, est aussi controlée par les

niveaux d’ATP et 1’état redox de la cellule, c¢’est-a-dire le ratio NAD+/NADH .

La majorité des AG subissant la 3-oxydation ne sont pas des AG saturés, mais plutdt
mono- ou polyinsaturés. Par exemple, I’AG le plus abondant dans le sang est 1'oléate, un
AG monoinsaturé. Leur B-oxydation est facilitée par des enzymes auxiliaires, qui sont la
2,4-dienoyl CoA réductase et I’énoyl-CoA isomérase. Ces enzymes facilitent la formation

.. , . . 1
d'une double liaison #rans nécessaire pour les principales enzymes °'.

Nous ne savons que peu du role joué par ces enzymes dans la détermination du taux
des AG saturés par rapport aux insaturés (i.e. l'oxydation ou I’estérification dans les lipides
complexes). A des concentrations équivalentes, dans les cceurs de rat perfusés, l'oxydation
des AG insaturés tels que 1’oléate ou de l'acide arachidonique se produit a des taux

102

similaires a celles des AG saturés comme le palmitate . Des taux similaires d’oxydation

de I’oléate et de palmitate sont observés chez 1’humain '*.

4.4.2. Le cycle de Krebs et la régénération de PATP

Initialement décrit par Krebs et Johnson en 1937, le CK a pour fonction principale
d’oxyder le groupement acétyl de 1’acétyl-CoA, provenant de 1’oxydation des différents
substrats, afin de produire du NADH et FADH2. Le cycle est composé de 8 étapes, chacune
catalysée par une enzyme spécifique ' (voir figure 4.3). L’acétyl-CoA subit une série de
réactions conduisant a la production d’une molécule de guanosine triphosphate (GTP), trois
molécules de NADH et une molécule de FADH2, qui seront ensuite utilisées par la chaine
de transport d’¢électrons afin de produire les molécules d’ATP pendant la phosphorylation
oxydative. La régénération d'une molécule d’oxaloacétate dans la réaction finale permet au

CK de recommencer.



Le taux de flux a travers le CK est sous une régulation stricte et est controlé par la
disponibilité de substrat (oxaloacétate et acétyl-CoA) pour la citrate synthase (CS) et la
rétro-inhibition par l'accumulation de produits. L’activité de ce cycle augmente avec la
charge de travail, principalement suite au changement dans le rapport NADH/NAD" dans
les mitochondries, qui régule l'activité des isocitrates déshydrogénases, I'a-kétoglutarate
déshydrogénase et la malate déshydrogénase du cycle. Un ratio élevé de NADH/NAD" agit
pour inhiber ces enzymes et limite le flux a travers le cycle. Le citrate, comme I'ATP,

peuvent inhiber l'activité de la CS '%.
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Figure 4.3 : Les réactions et les enzymes impliquées dans le cycle de Krebs (©WDH).

4.4.3. La chaine de transport d’électrons et phosphorylation oxydative

Les équivalents réduits ou transporteurs d'hydrogéne, produits dans le CK dans la
matrice mitochondriale, sont oxydés dans la chaine de transport d’électrons pour la
synthése d'ATP, dans un processus connu par la phosphorylation oxydative. Il existe quatre

complexes de la chaine respiratoire, a savoir la NADH-ubiquinone oxydoréductase
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(complexe I); la succinate déshydrogénase (complexe II); I'ubiquinone-cytochrome c
oxydoréductase (complexe III); et la cytochrome oxydase (complexe IV), incorporés dans

la MMI (voir figure 4.4) ',

L'oxydation du NADH produit 1'énergie pour pomper 10 protons a partir de la matrice
mitochondriale dans l'espace intermembranaire, tandis que l'oxydation de FADH2 se
traduira par la production de 6 protons. Puisque la MMI est imperméable aux protons, ceci
conduit a 1’accumulation de protons dans l'espace intermembranaire laissant la matrice
mitochondriale avec plus de charges négatives par rapport a l'espace intermembranaire.
L’ATP synthase couple ainsi le flux de protons au gradient ¢lectrochimique crée dans la

matrice mitochondriale pour phosphoryler des molécules d’ADP en ATP '™

(voir figure
4.4). Habituellement, 1'oxydation et la phosphorylation de I'ADP sont étroitement couplées;
par conséquent, le taux de la respiration mitochondriale peut étre contrdlé par la
disponibilité¢ de 'ADP. Cependant, un découplage respiratoire ou une fuite de protons peut
se produire. Ces protons qui ne sont pas couplés a la production d'ATP sont transportés a
travers la MMI, comme a été montré dans des mitochondries isolées qui, méme en

. . i 100
l'absence d'ADP, continuent a consommer de I'oxygene .

Cytoplasme PCr Cr

Espace intermembranaire

NADH+H*

ADP+Pi+H* ATP+H,0 ATP ADP

Matrice mitochondriale

Figure 4.4 : Chimiosmose entre la chalne mitochondriale de transport d’électrons et la phosphorylation
oxydative (© WDH).



4.4.4. Le transfert énergétique de la mitochondrie aux sites d’utilisation

La présence de systemes de transfert des phosphates a haute énergie est une autre
caractéristique essentielle du métabolisme énergétique cardiaque. Dans les années soixante-
dix, Bessman et coll. ont identifié¢ les systémes de la créatine kinase et de 1'adénylate kinase

15 Les cardiomyocytes utilisent ce réseau de

comme des navettes de transfert d'énergie
transfert composé de multiples réactions enzymatiques quasi-équilibrées et permettant le
transfert des groupes phosphoryles riches en énergie entre les compartiments cellulaires

d’une maniére cinétique et thermodynamique efficace '°.

La plupart des groupes
phosphoryles sont transférés entre les sites de production et de consommation d’ATP par de

multiples échanges catalysés par la créatine kinase.

La créatine kinase est présente en quantités variables dans le cceur et catalyse le
transfert réversible d'un groupe phosphate entre I'ATP et la créatine. Quatre isoformes
différentes ont été décrits et sont exprimés d'une manicre tissu-spécifique et régulés au
cours du développement. La créatine kinase cytosolique existe sous forme de diméres
composés de deux sous-unités, M et B, donnant trois isoenzymes, MM, BB, et MB. Un
quatriéme isoenzyme trouvé spécifiquement dans les mitochondries (mi-CK), peut former a
la fois des structures dimeres et octamériques et représente 20 a 40% de toute 1’activité

créatine kinase dans les cardiomyocytes '’

. La créatine kinase myofibrillaire (MM) est une
protéine structurelle des myofilaments et est fonctionnellement couplée a I'ATP-ase de la
myosine, fournissant ainsi suffisamment d'énergie pour soutenir une force maximale et une
cinétique normale de contraction. Elle est également fortement liée a la membrane du RS
ou elle est couplée fonctionnellement a la SERCA2a, et assure une provision efficace en

, . , . . . N . 1
énergie nécessaire au processus de transports ioniques et 4 la contraction .

Un autre couplage fonctionnel local a lieu dans I'espace intermembranaire
mitochondriale, ou la mi-CK est située sur la face externe de la MMI, au voisinage de
'adénosine nucléotide translocase (ANT). Pendant la phosphorylation oxydative, I'ATP
généré dans la matrice est exporté par I’ANT dans l'espace intermembranaire, ou il est
trans-phosphorylé par la mi-CK en phosphocréatine (PCr) et ADP en présence de créatine
108

. L’ADP est alors immédiatement disponible pour la phosphorylation oxydative et

stimule ainsi la respiration mitochondriale 10 (voir figure 4.5). De ce fait, le ratio PCt/ATP

P~

s

..I"!,' o7
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représente un trés bon indicateur du métabolisme énergétique cardiaque et a été proposé
comme indice pronostique dans certaines cardiopathies. Une valeur inférieure a 1,6
correspond a un fort risque de mortalité¢ chez des patients atteints d’une cardiomyopathie

dilatée.

Créatine + ATP Créatine-P + ADP

Transfert signal

H* H* :
11T
Cr-P ADP Cr-P ADP Cr-P\ |/ ADP
falal

Cr ATP Cr ATP Cr | ATP
i |

Transfert énergie E ! ] I §

myofilaments

@ ATPsynthase e ATP/ADP translocase O CPK

Figure 4.5 : Schéma du mécanisme de transfert d’énergie aux sites d’utilisation par les myofilaments. Cr ;
créatine, Cr-P ; phosphocréatine, CPK; créatine kinase (© WDH).

4.4.5. Le découplage mitochondrial

Les protéines découplantes (ou de découplage) (UCP1-UCPS5) constituent une famille de
transporteurs mitochondriaux qui contrdlent les échanges entre la matrice et le cytoplasme
(voir figure 4.2). Enchassées dans la MMI, ces protéines sont un mécanisme par lequel des
protons peuvent réintégrer la matrice mitochondriale en échappant a I’ATP synthase, et agit
pour dissiper le gradient é¢lectrochimique et abaisser le potentiel de la membrane

mitochondriale '%.

Trois homologues d’UCP ont été clonés (UCPI, -2 et -3) ''°. UCP1 est fortement
exprim¢é dans le tissu adipeux brun, ou il est impliqué dans la régulation de la
thermogenese, mais n’est pas exprimé dans le cceur. UCP2 est un isoforme ubiquitaire

réduisant la génération mitochondriale de dérivés des especes réactives d'oxygene (ROS)



HLHZ - Ouant 4 UCP3, elle présente une distribution tissulaire plus

(voir section suivante)
limitée, et est fortement exprimée dans les tissus avec une forte capacité -oxydative d’AG,
comme le tissu adipeux brun, le muscle squelettique et le cceur . Initialement, il a 6té
proposé¢ que UCP3 agit comme un transporteur de protons, toutefois, des données plus

récentes suggérent que c’est également un transporteur d’AG anioniques '

4.4.6. Le coté sombre de la mitochondrie: la production des ROS

I1 est largement admis que les ROS jouent un réle physiologique crucial, non seulement
dans diverses maladies, mais également dans I'homéostasie cellulaire ''°. Les ROS sont des
petites molécules chimiquement réactives dérivées de 1'oxygeéne et formées en tant que
sous-produits naturels du métabolisme aérobie. La chaine respiratoire mitochondriale est
une des sources cellulaires les plus importantes des éléments oxygénés (anion superoxide,
hydroxyle, pyroxyle) et un certain nombre de molécules non radicalaires qui sont des
agents oxydants ou facilement convertibles en radicaux ''°. Par conséquent, leur production
est liée a la consommation d'oxygeéne qui est particulicrement ¢élevée dans les
cardiomyocytes. Pour cela, ces derniers sont bien équipés d'un grand nombre de

mitochondries et d’un niveau élevé de composants de la chaine respiratoire mitochondriale.

Les cellules possédent différents mécanismes enzymatiques pour s’en protéger des ROS
tels que la glutathione peroxydase, la catalase et la superoxidase dismutase. Dans les
conditions normales, les concentrations des ROS sont étroitement contrdlées par ces
antioxydants (gamme de pico molaire) '>. Leur faible concentration leur permet de jouer le
role en tant que seconds messagers dans la transduction du signal de 1'homéostasie
vasculaire et la signalisation cellulaire. Lorsqu’elles sont produites en quantités élevées, ou
lorsque des antioxydants sont épuisés, les ROS peuvent causer des dégats au niveau des
lipides, des protéines et d'ADN en particulier par I’oxydation des groupements SH
participant aux sites actifs des enzymes et la peroxydation des lipides membranaires. Le
déséquilibre entre la réduction et 1’oxydation intracellulaire, appelé stress oxydatif, peut
ensuite contribuer au développement et/ou la progression de maladies cardiovasculaires
telles que l'athérosclérose, 1’ischémie, la cardiomyopathie, 1'IC congestive, et méme des

arythmies ''". Ces atteintes pouvant ainsi altérer ou détruire la fonction des molécules
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cibles. La figue 4.6 illustre la production mitochondriale des ROS et leurs conséquences

biologiques.
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Figure 4.6 : Les dégits des ROS dans le cardiomyocyte (Image tirée d’aprés Hiroyuki T, 2011 ''®).



Chapitre 5 : LES VOIES ET LES MECANISMES DE
REGULATION DU METABOLISME MYOCARDIQUE

5.1. Notion de flexibilité et la préférence métabolique cardiaque de substrat

Le cceur représente un systeme complexe dans un état de flux constant. Dans ce
systtme dynamique, le cceur a conservé sa capacité de s’adapter a une multitude de
modifications environnementales, soit a court terme en changeant son flux par des voies
métaboliques existantes permettant de maintenir son approvisionnement énergétique ou a
long terme, en modifiant la synthése de protéines spécifiques de la structure, de la fonction
et du métabolisme cardiaque. Cette flexibilité métabolique du cceur est primordiale pour le
maintien de sa fonction contractile en permettant une adaptation permanente de la balance
des oxydations entre AG et glucides a la disponibilité glucido-lipidique. La modification
dans le choix des substrats énergétiques se réalise en deux étapes principales; une a court
terme faisant intervenir des facteurs hormonaux et enzymatiques, et une deuxie¢me
impliquant des voies de signalisation sensibles au statut énergétique, en particulier la voie
de ’AMPK, d’Akt et de mTOR, ainsi qu’une régulation transcriptionnelle, par la voie de
PPARa.

Dans ce chapitre, nous documenterons les mécanismes et les processus de contrdle du
métabolisme cardiaque en conditions physiologiques normales et, dans le chapitre suivant,
nous nous exposons les adaptations métaboliques du cceur en conditions de surcharge

cardiaque décrites dans divers modeles de I’hypertrophie pathologique.

5.2. Les mécanismes de régulation du métabolisme énergétique a court terme

Les premiers mécanismes qui seront activés dans la régulation du métabolisme
énergétique sont ceux régulés par les enzymes mémes impliquées dans le métabolisme des
substrats ainsi que par les facteurs hormonaux, en particulier, I’insuline qui joue un role

important.
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5.2.1. La régulation enzymatique; le role compétiteur AG-Glu (cycle de Randle)

La relation réciproque pour le métabolisme oxydatif entre les AG et le glucose était
décrite & l'origine par Randle et Newsholme en 1963 '"°. Les mécanismes moléculaires
impliqués dans ce cycle se manifestent a divers stades des voies impliquées dans le
métabolisme de chaque substrat (voir figure 5.1).

Le principe consiste a une régulation négative de I’oxydation du glucose par le jeu de
métabolites intermédiaires de 1’oxydation des AGL qui inhibent certaines enzymes de la
glycolyse. L’accumulation de 1’acétyl-CoA dérivé de la B-oxydation conduit a une
accumulation de citrate lequel oriente celui-ci vers la synthése des AG par 1’acétyl CoA
carboxylase (ACC) dont le produit est le malonyl-CoA. L’augmentation de la quantité de
citrate cytosolique inhiberait également la PFK-1 limitant le flux glycolytique ce qui
conduit a accumulation en amont du G-6P, produit de ’HK et principal inhibiteur de cette
enzyme. De plus, dans le cas d’une élévation des niveaux circulants de glucose, il y a une
augmentation de la production de pyruvate et une augmentation de son oxydation en acétyl-
CoA ou de sa carboxylation en oxaloacétate (OAA), deux processus menant a la production
de citrate *°.

Une partie du citrate ainsi produit est exportée a 1’extérieur de la mitochondrie pour
régénérer de I’OAA et de I’acétyl-CoA via I’action de I’ATP citrate lyase et qui sera,
également, carboxylé en malonyl-CoA par ’ACC '®. Les niveaux de malonyl-CoA sont
régulés par le taux de sa dégradation par le MCD (malonyl-CoA décarboxylase), qui
catalyse la décarboxylation de malonyl-CoA en acétyl CoA °°. Ainsi, si Iactivité d’ACC
est faible et que la MCD est assez active, les niveaux de malonyl-CoA seront bas, levant
son inhibition de la CPT-1 et favorisant ainsi ’entrée des AGCL a Dlintérieur de la
mitochondrie pour y étre oxydés (voir figure 4.1). Dans le méme sens, la PDH est un
régulateur clé de la glycolyse catalysant la décarboxylation du pyruvate, une étape
irréversible qui engage le pyruvate vers la production de 1’acétyl-CoA et la respiration
aérobie. La PDH est indirectement inhibée par 1'acétyl-CoA via la PDK. Quand les niveaux
d’acétyl-CoA produits a partir de la f-oxydation augmentent, l'activité de la PDH diminue
conduisant a une accumulation de pyruvate. L'augmentation des niveaux de pyruvate
rétroagit le long de la voie de la glycolyse et déplace le flux du G-6P principalement vers la

syntheése de glycogene.
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Figure 5.1 : Schématisation simplifiée du mécanisme de contréle du métabolisme énergétique selon Randle
(© WDH).

5.2.2. La régulation hormonale par la voie de I’insuline/PI3K/Akt

La fonction principale de I’insuline étant la régulation de I’homéostasie du glucose.
Cette hormone agit en activant le récepteur de I’insuline (IR), transduisant ainsi une
cascade de signaux intracellulaires permettant une augmentation de la captation du glucose
par les tissus et une inhibition de la production de glucose par le foie. Au niveau du cceur,
et dans les conditions physiologiques, le role principal de l'insuline est évidemment la
régulation de I'utilisation des substrats énergétiques en favorisant I'absorption et I’oxydation
du glucose. De plus, I’insuline participe a la régulation du métabolisme des AGCL, la
synthése des protéines, et la tonicité vasculaire **'*""'* (voir figure 5.2).

Le role de la cascade de signalisation PI3K (PI3-Kinase)/Akt dans la translocation de
GLUT4 induite par linsuline a été bien établi depuis plusieurs années '. La
phosphorylation induite par l'insuline inactive AS160, empéche la fonction Rab, et par
conséquent, favorise la translocation de GLUT4 dans la cellule (voir figure 5.2). '**

Dans les cardiomyocytes, I'insuline favorise 1'utilisation du glucose en activant la PFK-
2. Le produit de la PFK-2, le F, 2-6BP est un stimulateur puissant de la PFK-1, la principale
enzyme régulatrice du flux de la glycolyse '*. Le role de PFK-2 dans la régulation de la
fonction cardiaque semble étre important parce que l'expression d'un PFK-2 kinase-dead
cardio-spécifique diminue le flux glycolytique, induit I'hypertrophie et la fibrose, et réduit
la fonction du cardiomyocyte '*°.

En parallele a la stimulation de la captation du glucose, 1'insuline induit également la

captation des AGCL dans les cardiomyocytes essentiellement par une translocation vers la

47



48

membrane plasmique du FAT/CD36 qui nécessite I’activation de la PI3K '*7'%®

figure 5.2).

En plus, l'activation médi¢e par l'insuline de la voie PI3K/Akt régule de nombreux

(voir

autres processus cellulaires tels que I'hypertrophie cellulaire, la traduction des protéines, la
production d'oxyde nitrique, 'apoptose et I’autophagie en activant d'autres intermédiaires
de signalisation intracellulaire tels que mTOR, S6K, et les facteurs de transcription
forkhead (FoxO1/3 et la glycogeéne synthase kinase-3f). Les changements dans de
nombreuses de ces voies comme dans I’insulino-résistance pourraient contribuer a une
augmentation du risque d’hypertrophie cardiaque, le remodelage du VG, ou I'IC '# (voir

chapitre 7).
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Figure 5.2 : Controle par I’insuline des protéines et des enzymes impliquées dans le métabolisme et dans la
synthése protéique dans le cardiomyocyte (Image tirée d’aprés Bertrand et coll. ).
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5.3. Les mécanismes de régulation du métabolisme énergétique a long terme

Différentes voies de signalisation sont impliquées dans les mécanismes de régulation
du métabolisme énergétique cardiaque. Parmi les plus étudiées a ce jour, on trouve les
voies de ’AMPK, de I’Akt, et de mTOR qui ont été¢ le sujet de plusieurs travaux de

0,96,129-134 y . .,
6096129134 "1 eurs roles respectifs seront discutés

recherche ainsi que d’articles de revue
dans les prochaines sections. La quatriéme voie de régulation transcriptionnelle spécifique

du métabolisme des AG (voie de PPARSs) sera abordée dans une section indépendante.

5.3.1. L’AMPK : ’acteur moléculaire de ’orientation métabolique
5.3.1.1. Généralités

La protéine kinase activée par I'AMP (AMPK) a ¢été d’abord identifiée comme la
protéine kinase qui phosphoryle et inhibe I’enzyme impliquée dans la synthése du
cholestérol; la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A réductase. Par la suite, en 1980,
une protéine kinase également dépendante de I’AMP et inhibant ’ACC, I’enzyme
contrdlant la synthése des AG, a été découverte. Et ce n’est qu’en 1987 que I’AMPK est
formellement reconnue comme étant 1’'unique enzyme responsable de 1’inhibition liée de la
synthése des AG et du cholestérol. L’AMPK est alors définit comme un senseur
métabolique incontournable permettant I’ajustement précis des besoins et des disponibilités

7 ) : 131,135-1
énergétiques cellulaires 1313,

5.3.1.2. Structure moléculaire et localisation cellulaire de ’AMPK

L’AMPK est une serine thréonine kinase hautement conservée a travers 1'évolution.
C’est un complexe hétérotrimérique composé d'une sous-unité o catalytique (63 kDa) et de
deux sous-unités régulatrices 3 (30 kDa) et y (38 a 63 kDa), toutes les trois nécessaires pour
la formation d'un complexe de 'AMPK stable et fonctionnel. Chez I'homme, ces sous-
unités sont codées par sept genes distincts (al, a2; B1, B2; v1, v2, ¥3) qui peuvent former
au moins 12 hétérotrimeres ofy, augmentant ainsi la diversification des fonctions de

I’AMPK "' (voir figure 5.3).
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Figure 5.3 : Structure du complexe de I’AMPK et domaines des différentes sous-unités moléculaires (Image
adaptée d’aprés Sanchez AM et coll. '*%).

L'isoforme a2 est la sous-unité¢ de I'AMPK la plus exprimée dans le muscle cardiaque.
Cette sous-unité contient le résidu thréonine (Thr-172) situé dans la boucle d'activation du
domaine kinase, un domaine d’auto-inhibition et une extrémité C-terminale ou se trouvent
les domaines nécessaires pour la liaison des sous-unités B et y. La phosphorylation du
résidu Thr-172 a l'extrémité N-terminale des sous-unités a par des kinases en amont méne a
I’activation de I’AMPK. 1l a été montré que les deux sous-unités al et a2 de ’AMPK, ont
une localisation différente dans les cellules, avec AMPKal étant localisée dans la fraction

non nucléaire et ’AMPKa2 localisée a la fois dans le noyau et les fractions non nucléaires
145

L’AMPKf est formée d’un site de muyristoylation N-terminal qui peut orienter
I’AMPK vers la membrane '*°, d’un domaine interne de liaison au glycogéne '*’, et d’un

148

domaine C-terminal d’attachement aux sous-unités o et y . La sous-unité B contient

également plusieurs sites de phosphorylation impliqués dans la localisation nucléaire de
'AMPK (Ser24 et Ser25), ainsi que dans la régulation de I’activité catalytique (Ser182) '*°.
Les sous-unités B1 et P2 se retrouvent dans les fractions nucléaire et non nucléaire '*°. Les
sous-unités y possedent une région N-terminal variable suivie par quatre motifs de

séquences cystathionine-B-synthase hautement conservées capables de se lier a ’AMP ou



I’ATP. La sous-unité yl présente une localisation préférentiellement nucléaire que les

sz 146
autres sous-unites y .

La localisation intracellulaire des différentes sous-unités AMPK et de leurs isoformes a
suggéré que certains d’entre eux (en particulier o2, 2 et yl) peuvent étre impliqués
principalement dans la régulation de l'expression des genes tandis que les isoformes
restants peuvent avoir des rdles dans le controle des fonctions cytosolique et/ou
membranaire. Ainsi, 'AMPK semble étre capable de changer sa localisation intracellulaire

en fonction des besoins de la cellule.

5.3.1.3. Controle de ’activité de ’AMPK

Les cellules doivent maintenir une balance énergétique positive et stable, caractérisée
par un rapport ATP/ADP ¢élevé (ratio 10/1). Lorsque cette balance énergétique est
perturbée par un facteur environnemental, la production d’ATP chute. Le rapport
ATP/ADP ainsi que le rapport ATP/AMP sont alors automatiquement modifiés par
I’intervention de I’adénylate kinase. C’est 1’augmentation du rapport AMP/ATP qui
détermine l’activation de ’AMPK en réponse aux états de stress énergétique comme
I’absence de glucose, ’exercice physique, 1’ischémie ou I’hypoxie (voir figure 5.4) '*°.

L’activité de ce complexe hétérotrimérique est controlée de maniere extrémement
sensible en réponse a de faibles variations des concentrations en nucléotides intracellulaires
et plus particuliérement de ’AMP "°. L’augmentation du rapport AMP/ATP conduit 4 un
changement conformationnel dans I'AMPK qui en fait un substrat moins accessible a la
dégradation par des protéines phosphatases et un meilleur substrat pour les AMPKK
(AMPK Kinase). En raison de son double effet, des petites augmentations des taux d'AMP
peuvent induire une augmentation remarquable de l'activit¢ AMPK "*° (voir figure 5.4).

Deux protéines kinases capables de phosphoryler et d’activer ’AMPK ont été
identifiées : il s’agit de la protéine kinase suppresseur de tumeur LKB1, impliquée dans la

151-153

régulation de 1’homéostasie du glucose , et de la protéine kinase CaMKK]f

(Calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase) qui phosphoryle et active ’AMPK

2+ 154,155

en réponse a I’augmentation du taux de Ca . LKBI1 semble étre constitutivement

active dans la cellule et ne répond pas aux variations du rapport AMP/ATP. En fait, c’est la
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liaison de I’AMP au complexe AMPK qui permettrait d’expliquer I’activation de I’AMPK
par LKB1, en modifiant sa structure et en permettant 1’accessibilité de son résidu Thr172
ISLISZ T KBI est associée a d’autres protéines (MO25 et STRAD) pour former un complexe
actif. Dans le cceur, ’AMPK est aussi phosphorylée et activée par LKB1 ', dont sa

présence en amont de I’AMPK est essentielle au maintien de la fonction contractile.

Stress

Exercice, restriction
calortique,
Ischémie

Traitements
Metformine, TZDs, AICAR,
A769662, MIF20, Statines,
APC, Resvératol

Forme inactive de TAMPK
® &
N

Ser4851x1

AMPK active

Figure 5.4 : Représentation schématique des différentes formes de 'AMPK. (1) L'augmentation du rapport
AMP/ATP permet aux AMPKK de phosphoryler le résidu Thr-172 de la sous-unité a et d’activer I'AMPK.
Cela se produit dans les situations de stress ou de stimulation par différents agents pharmacologiques. (2) La
forme active de 'AMPK est maintenant disponible pour moduler le métabolisme cellulaire. (3) L'abondance
de I'ATP lui permet de se lier a I'AMPK provoquant un changement de conformation qui la rend inaccessible
a la dégradation par les phosphatases (PP2C). (4) La phosphorylation de I'AMPK au niveau du résidu
Serd85/491 par Akt en réponse a l'insuline provoque un autre changement de conformation qui empéche la
liaison des AMPKK et donc l'activation de I'AMPK (Image adaptée d’aprés Moussa A et coll. '%).



5.3.1.4. Les roles physiologiques de ’AMPK

Suite a son activation, I’AMPK participe au maintien de 1’homéostasie énergétique
cellulaire en contrélant, a court terme, I’activité de certaines enzymes et, a long terme,
’expression de certains génes, la plupart impliqués dans le métabolisme énergétique .
Ainsi, afin de réajuster la balance énergétique cellulaire, I’activation de ’AMPK stimule
des voies cataboliques impliquées dans la synthése d’ATP (i.e. B-oxydation des AG,
glycolyse) et inhibe des voies anaboliques ou consommatrices d’ATP (i.e. synthése des
protéines, de cholestérol et d’AG). Ce systeme senseur du métabolisme énergétique

constitue un mécanisme de survie cellulaire hautement conservé chez les eucaryotes (voir

figure 5.5).
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Figure 5.5 : Mécanismes d’activation et roles centraux de ’AMPK (© WDH).

5.3.1.5. Role de ' AMPK dans le transport et 1'utilisation des lipides cardiaques

L’activation de ’AMPK conduit a la phosphorylation ou a une modulation de

I’expression d’un nombre important de protéines cibles impliquées dans la régulation du
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métabolisme lipidique a la fois en termes de synthese et d’utilisation des AG. L’hydrolyse
médiée par la LPL des lipoprotéines riches en TG est un facteur majeur impliqué dans la

captation des AG dans les cardiomyocytes '°

. I a ét¢ montré que dans un état
physiologique normal, 'activité augmentée de la LPL est associée a l'activation de ' AMPK
(voir figure 5.64). Conformément a cela, le jelne et l'exercice physique (qui activent
I'AMPK) permettent I'augmentation de l'activité de la LPL dans le cardiomyocyte, ainsi que

I’induction par ’AMPK de son transport 4 la surface luminale de l'endothélium '*°'%.

I1 a été montré que 'AMPK peut contrdler également la translocation de la FABPpm
vers la membrane sarcolemmique dans le cardiomyocyte ‘', ainsi que de CD36 a partir des
vésicules intracellulaires '®* (voir figure 5.6D). De plus, d'autres ont montré que des
activateurs de 1'AMPK comme la leptine, 1’oligomycine, et le dipyridamole, peuvent

induire la translocation de CD36 vers la membrane dans le ceeur (voir figure 5.6B) 101163,

Les AGCL sont convertis en des esters acyl-CoA par 'un des acyl-CoA synthétases
(ACSLI1-6) a l'aide de I'ATP générant ainsi des AMP. Cette augmentation simultanée du
rapport AMP/ATP active 'AMPK par un controle allostérique (voir figure 5.6F). De plus,
une diminution des niveaux de l'activité basale de I'AMPK cardiaque est observée chez les
souris déficientes en ACSL1, soutenant davantage 1'idée que le transport des AG dans les
cardiomyocytes et leur conversion ultérieure peut activer 'AMPK '**' Comme indiqué
précédemment, le cceur ne peut pas maintenir de grandes réserves d'énergie dans les
cardiomyocytes *"®. Toutefois, lorsque I’apport en AG dépasse son oxydation, le ceeur
peut stocker les AG sous forme de TG, qui peuvent étre hydrolysés plus tard en cas de
besoin. Etant donné que 'équilibre entre la synthése et I’hydrolyse des TG est directement
liée a 1'état énergétique du cardiomyocyte, il a été suggéré que 'AMPK est impliquée

7 7 . : 166,1
également dans la régulation de ce processus dynamique '’

L'activation de 'AMPK augmente en plus la captation mitochondriale des AG par la
CPT-1 en empéchant la production de malonyl CoA par l'intermédiaire de la
phosphorylation inhibitrice de I'ACC (voir figure 5.6I). Par conséquent, l'activation de
I’AMPK joue un role majeur dans la régulation de 1'absorption mitochondriale des AG dans
le coeur et contribue a la production éventuelle d'une source importante d'ATP dans les

. 168-171
cardiomyocytes 7.



Albu VLDL-
F+l 4""/{/ @ @ Gluiose
T

B L F R L O e fo oL LA, O O uT e
AR R %ﬁxﬁfm?@f
- cyloso

Hixckinase
v
" A Glucose-§-P

o ADP
= Glycolysis | * 7
% ATP

v
Pyruvate «— Lactate + H'

Fatty Acyl CoA @ : ..'?
DAG "\ s
ém.ﬁc“//@ H E,u 3&;@ ;\‘fiﬁlf/‘i ; (_:-,L_:"I"'.q.\)

. vesicle
Acetyl Cod \‘mﬁ.--*/

Acyl Carnitine  Camiting

e,
1CT | Mitochondrial Membrane
- PDH
Acyl Camitine Camitine /
Acetyl Cof
Fatly Acyl CoA g’f%ii\f by
e : i
Botcual] — reancr T\ el
[ETC]
N
s

Figure 5.6 : Mécanismes de régulation par ’AMPK du métabolisme énergétique cardiaque (détails dans le
texte) (Image tirée d’aprés Nagendran et coll. '7?).

5.3.1.6. Rdle de ' AMPK dans le transport et I'utilisation du glucose cardiaque

L’AMPK joue également un role important dans la régulation du métabolisme
glucidique en stimulant le transport et I’oxydation du glucose dans le muscle cardiaque.
Dans le cardiomyocyte, il a été établi que I'activation de ' AMPK est associée a un meilleur
transport de glucose médié par GLUT1 "', Son activation durant le stress énergique
améliore également la translocation de GLUT4 vers la membrane plasmique dans divers

175,176

types de tissus/cellules, y compris cceur/cardiomyocytes . En plus des effets insulino-

indépendants de I'AMPK dans I’induction de la translocation de GLUT4 a la membrane, il
a ¢ét¢ montré que I'AMPK est également impliquée dans sa translocation insulino-
dépendante dans le cceur. En effet, il a été démontré que le substrat de AS160 qui régule la
translocation de GLUT4 vers la membrane plasmique d'une maniére dépendante de

l'insuline peut étre phosphorylé et donc activé par I’AMPK (voir figure 5.6J) """
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L’AMPK joue également un role essentiel dans la régulation de la glycolyse et de la
synthése de glycogeéne (voir figure 5.6K-M). L'activation de I'AMPK favorise la synthese
du pyruvate a partir du G-6P indirectement par l'intermédiaire de la phosphorylation et

l'activation de la PFK-2 (voir figure 5.6K) menant a I’activation de la glycolyse.

5.3.1.7. Role de PTAMPK dans la biogenése mitochondriale

La capacité oxydative des mitochondries dépend de leur nombre et de 1’activation de
leurs enzymes. L’activation chronique de I’AMPK augmente la biogenése et I’expression
des enzymes mitochondriales. Ces effets de I’AMPK passent par 1’activation de PGC-1a et
1B. Ces deux cofacteurs de transcription jouent un role essentiel dans la régulation de la

biogenese mitochondriale (voir section 5.4.9).

5.3.2. Role de la voie d’Akt dans la régulation du métabolisme myocardique

Comme nous I’avons déja mentionnée, 1I’Akt est un membre essentiel de la voie de
signalisation de I’insuline et est impliquée dans la régulation de la flexibilit¢ métabolique
du cceur. La liaison de [D'insuline induisant le recrutement intracellulaire et la
phosphorylation du substrat de IR (IRS)-1 permet le recrutement subséquent et 1’activation
de PI3K et ainsi la production du phosphatidyl-inositol diphosphate (PIP2) qui active Akt
132 et ainsi induit la translocation de GLUT4 et FAT/CD36 au niveau du sarcoléme ***
(voir figure 5.2). De plus, Akt peut étre activée par différents facteurs de croissance et
hormones. La captation et le transport du glucose stimulés par 1’insuline sont bloqués dans
des cardiomyocytes de souris déficientes pour Akt2 mais pas chez celles déficientes pour
Aktl ', Cette diminution du métabolisme du glucose est compensée par une augmentation
de la captation et de I’oxydation du palmitate dans ces cardiomyocytes.

La cible de phosphorylation connue d’Akt, FoxO, régule également I’expression de

génes impliqués dans le métabolisme, tels que PDK4 et LPL '*

. En particulier, FoxO1 est
activé par le jeline dans le muscle, ce qui contribue a l'induction de la PDK et d'autres génes
de la B-oxydation. La régulation de PDK par FoxO est essentielle pour le contrdle de la

sélection de substrat et le maintien de niveaux suffisants d'ATP. FoxO contribue a la



régulation de PDK en interagissant avec d'autres récepteurs d'hormones nucléaires tels que

le récepteur des cestrogénes (ERR), le récepteur des glucocorticoides, et le PPARo '®'.

5.3.3. Role de la voie mTOR dans la régulation du métabolisme myocardique

La voie de mTOR semble étre profondément impliquée dans la régulation du
métabolisme cardiaque. mTOR est une protéine kinase directement reliée a la machinerie
de la synthése des protéines, I'un des processus les plus consommateurs d'énergie dans la
cellule ' (voir chapitre 7). 1l est donc essentiel que la synthése des protéines ne se produit
que dans des conditions énergiquement favorables. L’AMPK activée induit une activation
de TSC2 (tuberous sclerosis complex 2), un inhibiteur de mTORCI1. mTOR peut étre
¢galement inhibée par ’AMPK indépendamment de mTORCI1 (complexe 1 de mTOR) en
phosphorylant directement raptor qui induit sa liaison a la protéine 14-3-3 et par conséquent
son inactivation. Cet effet de I’AMPK, trés important principalement en situation de stress
énergétique, est un autre point de contréle et un lien entre le métabolisme et la prolifération

. 183
cellulaire "°-.

5.4. La régulation transcriptionnelle du métabolisme énergétique : role de PPARa

Les premiers facteurs de transcription, caractérisés pour leur implication dans la
régulation du métabolisme cardiaque dans les années 90, sont les récepteurs activés par les
proliférateurs des peroxysomes (PPARs) et les coactivateurs-1 de PPARy (PGC-1a/p) '**.
Etant donné le role majeur des PPARs et de PGC-la dans la régulation génique des

enzymes de la B-oxydation, ils seront décrits en détails dans les sections suivantes.

5.4.1. La famille des PPARs : isoformes et expression tissulaire

Les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (pour une revue, voir

Desvergne et coll. '¥

) sont des facteurs de transcription qui appartiennent a la superfamille
des récepteurs nucléaires activés par des ligands, y compris les récepteurs d'acide rétinoique
(RAR), les récepteurs d'hormones thyroidiennes, les récepteurs X hépatiques (LXR), les

récepteurs de la vitamine D3 et les récepteurs de stéroides '*°. Les PPARs ont été d'abord
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identifiés en 1990 comme les récepteurs pour les fibrates, une classe de médicaments
hypolipidémiques utilisée chez 'homme depuis la fin des années 1960 '*7.

Leur nomination a ¢été d'abord choisi en raison de leur capacit¢ a induire la

s s 188
prolifération des peroxysomes chez les rongeurs

, mais depuis le clonage initial du
premier isotype chez la souris par Issemann et coll. , qui est PPARa et la découverte de
deux autres isotypes (PPARP/S et PPARY) par Dreyer et coll. en 1992 '* de nombreuses
¢tudes ont révélé que les PPARs présentent un mode de distribution tissus-spécifique et
controlent également l'expression de plusieurs génes impliqués dans le stockage et le
métabolisme des AG, mais aussi dans le contréle des réponses cellulaires. La distribution

. . . . . . | .
tissulaire et le niveau d’expression différent selon 1’isoforme considérée '™ (voir tableau

5.1).

Tableau 5.1 : Distribution et actions physiologiques des PPARs (o, 3/5, v) (© WDH).

Sous-type Distribution Action physiologique

Foie, reins, cceur, intestin,
PPAR«a muscle squelettique, tissu
adipeux.

- Catabolisme et oxydation des lipides,
- Gluconéogenése

- Différentiation des adipocytes
PPARB/S | Ubiquitaire (mineure).
- N’est toujours pas totalement élucidée
Tissu adipeux, - Capture’ du gl}lcose et des AG,
. . - Gluconéogenése
Gros intestin, - Lipogenése
PPARy Ce!lules hématopoiétiques, - Glycogenése
Reins, T .. .

Foie - Différenciation des adipocytes
Mu ’ueuse intestinale - Maturation des macrophages

d ' - Modulation de I’inflammation

5.4.2. Structure des PPARs

La structure générale de genes PPARSs révéle une organisation génomique conservée de
six exons codants dérivés probablement d'un géne commun '. Les PPARs sont des
protéines de 49-56 kDa qui contiennent plusieurs domaines structurels et fonctionnels,

\ 7 = 192 .
communs 2 la plupart des récepteurs nucléaires 2 (voir figure 5.7).

Le domaine N-terminal A/B est le moins conservé parmi les récepteurs nucléaires et

contient un domaine AF-1 de frams-activation ligand-indépendant. Ce domaine interagit



avec des cofacteurs et contient des sites conservés de phosphorylation par les MAPK
(mitogenes activés par les protéines kinases). Le domaine C, hautement conservé, contient
le domaine de liaison a I'ADN (DBD) qui se repli en deux doigts de zinc (voir figure 5.7).
Le DBD est responsable de la reconnaissance de la séquence hexanucléotide AGGTCA et
est impliqué dans la dimérisation du récepteur. PPAR se lie a I'ADN en tant
qu’hétérodimere avec le récepteur de l'acide 9-cis rétinoique (RXR) sur des éléments de
réponse fonctionnels de PPAR (PPRE) '. Le domaine D reliant le DBD au domaine de
liaison du ligand (LBD) et hautement conservé est impliqué.dans la localisation nucléaire et
interagit avec des protéines régulatrices. Le domaine C-terminal E/F ou LBD contient une
séquence hydrophobe qui peut se lier & de nombreux ligands lipophiles et une fonction de
trans-activation dépendante du ligand (AF-2). Cette région comprend également des
interfaces de dimérisation et est impliquée dans l'interaction avec RXR, son partenaire

T Tr . . 194
d’hétérodimérisation obligatoire '**.

Réaion Domaine de . Domaine ou
vari?able fixation a TADN Charniere s’attache le ligand

LBD
107 181 289 475

PPAR a nH2

COOH
AF2
Doigt de zinc au niveau du
DBM pour la fixation a ’ADN
1 137 211 319 505
1 73 145 254 440

Figure 5.7 : Structure et organisation fonctionnelle des trois isoformes de PPAR (© WDH).
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5.4.3.Les ligands des PPARs

De nombreux agonistes naturels et synthétiques des PPARs sont utilisés aujourd’hui
dans le traitement des troubles liés au métabolisme du glucose et des lipides (voir figure
5.8). Les PPARSs exercent différentes activités, principalement par I'intermédiaire de ligands
endogenes produits dans les voies métaboliques des AG, et ils sont pour cela appelés des
capteurs lipidiques. Les agonistes des PPARs ont des propriétés et des spécificités

195 Des études initiales ont révélé que les AGCL saturés

différentes pour chaque sous-type
et insaturés se lient avec une affinité presque similaire 8 PPARa (Kgq de 1 a 2 uM) et de
maniere moins efficace a PPARP (K4 de 3 a 10 uM), alors que seulement les AGCL

insaturés sont capables de se lier au récepteur PPARYy 196

Le caractere du site de liaison du ligand aux PPARs est sa taille, qui est trois a quatre
fois plus grand que celui des autres récepteurs nucléaires. Ainsi, les PPARs ont la capacité
de s’adapter et de se lier a une variété d'acides lipophiles naturels et synthétiques, tels que

des AG essentiels (AGE) '*°.

Ligands naturels et synthétiques des PPARs

PPARa

Ligands naturels

* AGinsaturés

* Leukotriene B4

+ Acide 8-Hydroxy-
eicosatetraenique

Ligands

synthétiques

* Fénofibrate

+ Clofibrate

+ Gemfibrozil

PPARBS

Ligands naturels

* AG insaturés

« Carbaprostacycline
¢+ Composes de VLDL
Ligands
synthétiques

+ GW501516

PPARy

Ligands naturels

* AG insaturés

« Acide 15-Hydroxy-
eicosatetraenique

* Prostaglandine PGJ,

Ligands synthétiques

« Rosiglitazone

* Pioglitazone

* Troglitazone

+ 526948

« INT131

Figure 5.8 : Les ligands des PPARs (Image adaptée d’aprés Grygiel GB et coll. 7).



5.4.4. Le mécanisme d’activation des PPARSs

En plus de leur activation par I’intermédiaire d’un ligand, les PPARs sont également
régulés par des co-activateurs et des co-répresseurs de la transcription. Les co-activateurs
transcriptionnels interagissent directement avec PPAR et d'autres récepteurs nucléaires
établissant une plateforme pour le recrutement des complexes de protéines qui servent au
remodelage de la chromatine et au recrutement du complexe de ’ARN polymérase II

101,198-201 (voir figure 5.9).

Complexe coactivateur

CBP/P30

Cofas
Pec-1a)

Activation de la
transcription

~ RNA

——>

PPRE

Figure 5.9 : Complexe d’activation de la transcription des génes de la 3-oxydation par PPARa (© WDH).

5.4.5. Régulation de Dactivit¢ de PPAR par des modifications post-

traductionnelles

Il est maintenant établi que les modifications covalentes par phosphorylation,
ubiquitination ou sumoylation sont impliquées dans la régulation des fonctions de PPAR«a
et PPARY, tandis que des informations sur ces modifications pour PPARfJ sont encore
limitées. De nombreuses études ont montré que PPARa et PPARY sont phosphorylés par
diverses kinases, telles que les protéines kinases A et C (PKA et PKC), les MAPK, et
I’AMPK, et que ces phosphorylations modulent leur activité a plusieurs étapes pendant la
dégradation protéosomale, l'affinité du ligand, et la liaison a 'ADN 22 PPAR« est une

protéine de courte durée de vie, et la liaison du ligand empéche son ubiquitination et sa

Rapport- gratuit.com
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dégradation par le protéasome; cependant, cet effet protecteur du ligand disparait au bout de

quelques heures et PPARa est ensuite dégradé rapidement 2%,

Les sections suivantes seront consacrées principalement a la discussion des fonctions
du PPARa et de son intérét comme cible thérapeutique, en particulier dans le systeme

cardiovasculaire.

5.4.6. Les ligands de PPARa
5.4.6.1. Les agonistes naturels de PPAR«

Les ligands naturels de PPARo sont les AG oméga-3 qui comprennent l'acide
docosahexaénoique (DHA) et d'acide eicosapentaénoique (EPA). Les eicosanoides, comme

la leucotriéne B4, sont également des ligands naturels de PPARa '

. Toutefois, ces ligands
sont nécessaires a des concentrations relativement élevées (environ 100 puM) pour
l'activation des PPARs ***. Parce que les AG oméga-3 sont hautement polyinsaturées, ils
subissent facilement l'oxydation et stimulent les PPARs. De méme, l'oxydation des
lipoprotéines de faible densité (LDL) les transforme en des stimulateurs puissants de
PPARo dans les cellules endothéliales **. Ainsi, 'oxydation des lipides peut étre une des
premicres étapes impliquée dans la génération de l'efficacité des agonistes de PPARa. Les
AG oméga-3 révelent également un effet anti-inflammatoire qui résulte de l'inhibition de
leur oxydation provoquée par 1’activation de NF-kB dans une voie dépendante de PPAR

2% En plus, PPARa traduit les actions anti-inflammatoires de palmitoyl-éthanolamide,

I'amide d'origine naturelle de l'acide palmitique et I'éthanolamine .

5.4.6.2. Les agonistes synthétiques de PPARa; les fibrates

Les métabolites actifs des fibrates, tels que 1'acide fénofibrique et l'acide clofibrique,
sont des activateurs doubles de PPARa et PPARY, avec environ une sélectivité 10 fois pour
PPARy. L'effet du bézafibrate, un autre composé de ce groupe, est plus large, car il active

208

les trois sous-types de PPAR a des doses comparables aux autres fibrates “. Par

conséquent, le bézafibrate est considéré comme un panagoniste pour les trois isoformes



avec le potentiel d'améliorer directement la sensibilisation a l'insuline par ’activation de

PPARy *®.

5.4.7. Les roles et les principales fonctions de PPARa dans I’organisme

Les actions les plus clairement définies des agonistes de PPARa sont ceux aux niveaux
hépatique et extra-hépatique sur le métabolisme des lipoprotéines. PPAR« est la sous-unité
primaire exprimée dans le foie et est un régulateur important du métabolisme hépatique des
lipides, la synthese et le catabolisme des lipoprotéines, et certaines étapes de la synthese
des HDL (lipoprotéines de haute densité) 2'° et des voies du transport inverse de cholestérol
211 La B-oxydation mitochondriale des AG, plutdt que peroxysomale, est le site d’action

principal de PPAR«. dans le coeur 22 (voir figure 5.10).

Vessel wall

Macrophage Smooth muscle cell Endothelial cell
PPAR PPARo. PPAR«

YNF-xB §yAPd §TF ¢iNOS| §NFkB yIL6 YNF-<B ¥ AP-l ¥ IL6
§SR-A  yMMP-9 ALXR §yPG  §yCOX2| y¢indMCP-1 y VCAM-1
4ABC A1AABCG1 4 ApoE 4 SOD 4 basalMCP-1

ABCA1, G1

PPARc
§LPL?

+ FA oxidation

V¥ FA substrates

4 TG hydrolysis

+ Uptake of lipoprotein remnants

* TG synthesis

+ TG and + FFA levels in plasma

Figure 5.10 : Les actions de PPARa dans la paroi vasculaire, le foie et le cceur (Image tirée d’apres Gordon
A. Francis et coll. *').
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5.4.8. Lerole de PPARo dans le ceceur

Contrairement aux effets bénéfiques clairs des agonistes de PPARa sur le métabolisme
des lipoprotéines, les effets nets de 1’activation de PPARa sur le métabolisme et la fonction
cardiaque dans les conditions normales et pathologiques sont moins bien définis. L'activité
principale de PPARa dans le cceur est de fournir de I'énergie au myocarde par l'activation
des génes régulant le transport et l'oxydation mitochondriale d'AG *'*. Le coeur foetal
s’appuie principalement sur le glucose et le lactate comme sources d'énergie. Aprés la

naissance, sa capacité p-oxydative dépendante de PPARo augmente nettement *'°2'6,

Dans le cceur, 1'activation de PPARa augmente 1'expression de genes impliqués dans
les trois principales étapes du métabolisme lipidique *'’. Le géne de MCAD est la premiére
cible cardiaque identifiée de PPARa *'®. L'expression de MCAD et d'autres enzymes de la
B-oxydation est réduite au cours du développement feetale et augmente considérablement
apres la naissance pour atteindre des niveaux élevés chez 1'adulte. Le profil d'expression
cardiaque du géne PPARa au cours du développement est similaire a celui des geénes des

219
enzymes f-oxydatives .

Tableau 5.2 : Protéines cibles et co-activateurs de PPARa dans le ceeur (© WDH).

Classe de protéines Protéine cible Nom de la protéine cible
FATP Fatty acid transporter protein
Transport, liaison cytosolique Fatty acid transporter/cluster of differentiation type
. . FAT/CD36
et estérification des AG 36
FATBP Fatty acid binding protein
gl??o()crﬁ?)iﬁl?iges AG dans la CPT-1pB Carnitine palmitoyl-transférase de type 1p
MCAD Medium-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency
. . LCAD Long-chain acyl-CoA dehydrogenase
p-OX dans la mitochondrie VLCAD Very Long Chain Acyl CoA Dehydrogenase
KT B-acyl-CoA thiolase
B-OX dans le peroxysome ACO Acyl-CoA oxydase
La chaine respiratoire MTE-1 Thiogstérase r’nitochondriale 1
mitochondriale UCP2 Prote%ne de découplage 2
UCP3 Protéine de découplage 3
SRC-1 Steroid receptor coactivator-1
CBP/p300 CREB binding protein
Coactivateurs de PPARa PBP/TRAP220 Presel_ailin—bindii?gprotein/thyroid hormone
associated protein 220
PGC-1 PPAR-y coactivator 1



Dans les cardiomyocytes, l'expression du gene M-CPT-1 est également régulée
positivement par PPARa, en particulier via les AGCL. Le PPRE de PPARa dans le
promoteur de M-CPT a été localisé et est appelé élément de réponse 1 d’AG (FARE-1) *.
PPARa régule aussi I’expression de protéines impliquées dans I’oxydation du glucose
(PDK4) et dans le découplage mitochondrial (UCP2 et UCP3) "#?!4?21222 1 ¢ Tableau 5.2
présente les principales protéines cibles de PPARa ainsi que les co-activateurs de ce

dernier.

5.1.1. Le co-activateur PGC-1

PGC-1a et PGC-1B sont deux coactivateurs transcriptionnels importants de la
biogeneése mitochondriale. PGC-la est une protéine nucléaire de 91kDa exprimée
sélectivement dans les organes ayant un métabolisme oxydatif élevé, comme le ceeur, le
muscle squelettique et le foie. Il est impliqué dans le remodelage de la chromatine,
I’activation de la transcription et la régulation de 1’épissage des ARNm. Ce facteur a un role
majeur dans la régulation du métabolisme énergétique, incluant non seulement la
biogenese, la prolifération mitochondriale et la f-oxydation des AG dans ces tissus, mais
aussi la gluconéogenése hépatique et la captation du glucose dans le muscles squelettique
> (voir figure 5.11).

Les 2 isoformes de PGC-1 interagissent avec d’autres facteurs de transcription liés a

224
. Pour

des ¢éléments d’ADN sur des régions promotrices spécifiques pour certains génes
s’activer, PPARa nécessite son attachement a PGC-la ainsi qu’a d’autres cofacteurs
essentiels a la régulation de la transcription génique **°. La fixation de complexe protéique
aux sites spécifiques de I’ADN permettra d’activer 1’expression de nombreux geénes
impliqués dans les multiples voies du métabolisme énergétique, y compris; la captation et
la B-oxydation des AG, le CK, le transport des électrons et la phosphorylation oxydative ***.
Chez la souris adulte, la surexpression cardio-spécifique de PGC-1a stimule la prolifération
mitochondriale non controlée et des altérations dans la structure des mitochondries dans les

2% Par contre, dans le coeur feetal, ainsi que pendant I’hypertrophie et I'IC,

cardiomyocytes
la diminution de I’expression de PGC-1a provoque I’effet inverse, suggérant le role crucial

de ce facteur dans la régulation du métabolisme cardiaque **.
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Figure 5.11 : Voies d’activation et contrdle transcriptionnel de la biogenése et de la B-OX mitochondriales
par PGC-la. TFAM ; mitochondrial transcription factor A, et NRF-1 ; nuclear respiratory factor 1, ERR ;
estrogen-related receptor (Image adaptée d’aprés Finck B N et coll. *7).



Chapitre 6: L’ INSUFFISANCE VALVULAIRE
AORTIQUE; CONTEXTE CLINIQUE ET MODELE
EXPERIMENTAL

6.1. Introduction aux valvulopathies

Une pathologie chronique peut étre responsable du développement de valves
défectueuses. Une fieévre rhumatismale, une infection bactérienne ou virale et une
inflammation peuvent déclencher des changements dans la structure et la fonction des
valves. Habituellement, les feuillets valvulaires sont trés minces et souples, mais ils
peuvent devenir épais et rigides a la suite d’une pathologie. La valve peut devenir incapable
d'ouvrir ou de fermer complétement. Les valvulopathies rencontrées chez les jeunes non
consécutives a une infection sont généralement due a une malformation congénitale dans le

développement embryologique du cceur 228,229

Le dysfonctionnement valvulaire peut aussi se produire secondairement a d'autres
maladies cardiaques, tels que la maladie coronarienne, l'hypertrophie et la dilatation
cardiaques. Si la maladie coronarienne progresse au point ou les muscles papillaires
deviennent hypoxiques ou infarciés, la dysfonction contractile de ces muscles peut
provoquer une fuite au niveau de la valve tricuspide ou mitrale. L'hypertrophie ou la
dilatation cardiaque, en modifiant la structure et les dimensions de la chambre cardiaque,

230

peut conduire également & un dysfonctionnement valvulaire . Enfin, une valvulopathie

peut se produire si les cordages tendineux qui relient les feuillets de la valve au muscle

papillaire dégénérent. Deux grands types de valvulopathies sont ainsi caractérisés 22" :

» L’insuffisance, appelée également régurgitation, fuite ou incontinence, est définit
comme un défaut d’étanchéité des valves cardiaques qui doivent, en théorie, quand
leur fonctionnement est normal, empécher le reflux sanguin.

= Le rétrécissement, appelé aussi sténose, entraine une géne au moment du passage du

sang car la valve n’est pas suffisamment ouverte.
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Les valvulopathies sont associées au développement d’altérations hypertrophiques,
dans les cas de sténoses, ou suite aux insuffisances. La conséquence est une modification
de la relation de la fonction ventriculaire et de la précharge de deux maniéres. Le
dysfonctionnement systolique est caractérisé par une diminution de la contractilit¢ du
myocarde (voir figure 6.14). Le VG ne peut pas alors pomper efficacement le sang dans la
circulation systémique ce qui conduit a la congestion pulmonaire. Le dysfonctionnement
systolique est une caractéristique de la cardiomyopathie dilatée ainsi que hypertrophique et
est généralement défini comme une FE du VG inférieure a 40%. La dysfonction diastolique
se développe quand le remplissage ventriculaire devient anormal et accompagné par des
pressions élevées (voir figure 6.1B). Elle est caractéristique des cardiomyopathies
hypertrophique, restrictive et dilatée et généralement défini comme une FE du VG

supérieure a 40% .

A N Contractilité: Dysfonction systolique B N Compliance : Dysfonction diastolique
P 4 3 Inotropisme P a
80 80
E Normale
Fin systole
Normale
N Compliance
-
J Dilatation VG / Fin diastole
 —— | I ——TTT
» T ~ T la 100 » 200
0 VISL  VTS2 - 0y 0 VID2  VID1 v
< > —>
VES 9 VES 8
(Car VTS2 > VTSI) (Car VID2 < VTD1)

Figure 6.1: Les effets d’une dysfonction systolique (A) et diastolique (B) sur les boucles de pression-volume
ventriculaire gauche. P ; pression, V ; volume, VTD ; volume télédiastolique, VTS ; volume télésystolique
(Image inspirée d’aprés Klabunde, 2012 ')



Dans le cadre de cette thése, I’IA chronique causant une surcharge de volume et une
hypertrophie excentrique sera abordée en détail dans les sections suivantes puisqu’elle a été

le centre d’intéréts de mes travaux.

6.2. L’insuffisance de la valve aortique
6.2.1. Définition et incidence

L’insuffisance aortique (IA) ou régurgitation aortique (RA) est une valvulopathie
définie par le reflux anormal du sang de 1’aorte thoracique ascendante dans le VG pendant

la diastole dii a une perte de la continence de la valve aortique (voir figure 6.2).

Figure 6.2 : Représentation de I’TA diagnostiquée par Doppler couleur. Le jet de régurgitation (couleur
principalement en rouge-jaune) se produit pendant la diastole en direction de la cavité ventriculaire gauche
(Source: Atlas of echocardiography :

http://www.yale.edu/imaging/echo _atlas/entities/aortic_regurgitation.html).

Dans le monde, la fievre rthumatismale est encore la principale cause de I’'IA. Les
patients ayant une A causée par la fievre rhumatismale sont généralement plus jeunes que
les personnes atteintes d’une IA dans les pays industrialisés ou la fievre rhumatismale est
moins répandue. Dans les pays occidentaux, I’IA est en grande partie causée par une
maladie congénitale ou dégénérative, et aux Etats-Unis, elle est généralement détectée chez
les patients agés de 40 a 60 ans > La prévalence de I'TA, si légére, modérée ou sévére, a

été estimé de 2-30%, dépendamment de la définition utilisée de I'IA, l'age et les
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caractéristiques de la sous-population étudiée. L’IA sévére se présente chez seulement 5-

. . o e X 231
10% des cas, avec une prévalence dans la population générale inférieure a 1% **'.

L’IA est associée a une multitude de signes cliniques. Généralement, I’IA 1égere ou
modérée avec des dimensions du VG normales n’est pas associée a une séquelle clinique
sauf si compliquée par I'endocardite infectieuse. Généralement, I'IA sévére sans
symptomes n’est pas associée a une morbidité ou une mortalité accrue jusqu'a ce que les
dimensions du VG soient augmentées 2>, La progression de la maladie se produit 4 un taux
variable, souvent insidieusement. En conséquence, les critéres les plus appropriés pour
I’identification du risque a l'aide de tests non invasifs et le traitement médicamenteux

. ne 234,235
optimal restent controversés =",

6.2.2. La physiopathologie de ’insuffisance aortique

Le flux de régurgitation augmente la charge de volume sur le VG en fin de diastole et
le stress au niveau des parois. Avec la diminution de 1’étanchéité aortique au cours du
temps, cela conduira a une hypertrophie du VG de type excentrique responsable des
modifications de sa morphologie et de sa fonction et a une diminution de sa compliance.
L’augmentation de ses dimensions (dilatation) par étirement des sarcomeéres permet
d’améliorer la performance systolique selon le mécanisme de Starling. L’allongement des
myocytes par adjonction de nouveaux sarcomeres en série (hypertrophie) et 1’élongation
des fibres (loi de Laplace) permettent la réduction de la tension pariétale diastolique **°.

Dans I'IA sévere, des mécanismes compensatoires maintiennent la fonction
ventriculaire afin de préserver le volume d’¢jection. Cependant, dans I'IA aigiie, la
compensation ne parvient pas a réagir face a la surcharge de volume soudaine, conduisant
rapidement a une dysfonction systolique du VG.

L'hypertrophie progressive augmente le stress de la paroi et les dimensions en fin de
systole 27, en conséquence, la rigidité du myocarde (résistance a I’étirement) augmente et
la relaxation du VG est prolongée (voir figure 6.3) **®. En raison de ces facteurs de stress,
les fibroblastes cardiaques augmentent la synthése de la fibronectine et de la glucosamine,
ainsi que l'expression de certaines protéines de collagéne et de remodelage de la MEC,

responsable du développement d’une fibrose myocardique >*°.



L'effet direct de la surcharge sur la fonction myocardique chez les patients atteints d’IA
a été établie par des études d’IRM cardiaques qui ont confirmé la réduction du stress

0 ainsi que par des études

pariétal apres le remplacement de la valve aortique,
échocardiographiques qui ont démontré des changements dans la tension pariétale apres
RVA **!. Cette amélioration de la performance du myocarde pourrait étre associée & une
modulation bénéfique de la matrice extracellulaire. Bien que l'expression générale de

242
I

collagéne n’augmente pas, le transfert dans l'expression de type I au type II et les

altérations dans l'organisation des fibres de collagéne et du degré de la fibrose abiment
directement la fonction systolique et diastolique ***.

Malgré que la réserve contractile ventriculaire soit conservée pendant la phase
compensée, la perte de 1’élastance artérielle (augmentation de la rigidité) augmente la
charge de travail, et comme la contractilité¢ ventriculaire se détériore, la diminution de
I’élastance artérielle peut conduire a une diminution du débit cardiaque. Le volume de
régurgitation est influencé par trois parametres principaux ; en grande partie par la taille de
l'orifice de régurgitation, le gradient de pression trams-valvulaire diastolique qui affecte
minoritairement le degré de régurgitation et la durée de la diastole. En effet la bradycardie
intensifie la SV diastolique en prolongeant la phase de régurgitation de chaque cycle
cardiaque, augmentant la période de remplissage diastolique nette du VG d’une seconde

- 244
chaque minute “*.
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Figure 6.3 : Représentation schématique du remodelage du VG au cours d’une IA sévere (Image adaptée
d’aprés Goldbard S.H et Halperin J **°).
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Le ventricule dilat¢ accommode alors de grands volumes pour des pressions de

remplissage encore normales tant que la fonction systolique est conservée et la compliance
est préservée. La surcharge de volume progressive va donc déplacer toute la courbe de
compliance vers la droite. Par contre, dans I’IA aiglie, la pente de la relation
pression/volume (P/V) diastolique est redressée a volume ¢élevé; le VG opére sur la partie
ascendante de la courbe, donc a pression diastolique élevée (voir figure 6.4). Lors de la
compensation, le VG dépense davantage d’énergie en travail externe d’¢éjection; ce rapport
est favorable a I’efficience énergétique et a la consommation d’O,.
Toutefois, lorsque la dilatation s’accroit, la tension pariétale devient excessive et la
postcharge effective du VG s’éléve ; le travail de pression augmente. Tant que la géométrie
du VG est conservée, le remplacement de la valve atteinte permet une bonne récupération
fonctionnelle, mais lorsque le VG devient sphérique, le remodelage et les Iésions
fonctionnelles sont irréversibles ***. Au cours du temps, la dilatation et la masse du VG
continuent de s’accroitre, sans augmentation du volume régurgité. Il reste sphérique avec
un faible épaississement systolique et sa compliance diastolique et sa FE s’abaissent. C’est
surtout ’altération de la contractilité et ’exces de la postcharge qui sont a la base de cette
évolution. La dysfonction ventriculaire peut étre réversible dépendamment du degré
d’altération de la contractilité, elle-méme liée aux altérations des ultrastructures
biochimiques des myocytes et a I’importance de la fibrose ***.

Une décompensation s’installe au cours du temps ou la fonction systolique baisse, le
VG se dilate davantage, sa tension pariétale s’¢leve, son €jection diminue, et la fraction
régurgitée augmente. Etant donné que la compliance diminue en méme temps, les pressions
diastoliques ventriculaires s’élévent et la symptomatologie de stase veineuse pulmonaire
apparait, d’abord a I’effort puis au repos. L’ischémie est un signe tardif, qui survient par
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plusieurs mécanismes “"".

6.2.3. Le signes et les symptomes de I’'TA

L’TA aigiie causée par une endocardite infectieuse ou une dissection de 1'aorte ou par
traumatisme mene souvent rapidement a une IC. En revanche, I’IA chronique peut
demeurer asymptomatique pendant des années, méme en présence d’une dilatation et d’un

dysfonctionnement ventriculaire. Comme la fonction du VG diminue, I’'IC peut se



développer. Plusieurs mécanismes peuvent contribuer a une angine de poitrine au cours de
I'TA, y compris le flux rétrograde diastolique, qui réduit la perfusion coronaire et provoque
une augmentation de la pression diastolique du VG, et une plus grande charge de travail, ce
qui augmente la demande en oxygeéne du myocarde. Ensemble, ces facteurs peuvent

provoquer une ischémie sous-endocardique et de la douleur angineuse (voir annexe A).

Emax

PRESSION (mmHg)

Compliance

VOLUME (mL)

Figure 6.4 : Boucle pression-volume en cas d’une IA chronique et aigiic (© WDH).

6.2.4. Le diagnostic de I’'IA par échocardiographie

Le but de I’examen est d'identifier les patients avec une A séveére qui peuvent étre
candidats a la chirurgie. L’échocardiographie Doppler aide a évaluer le mécanisme de 1'TA,
la taille et la fonction ventriculaire gauche, et le diametre de l'aorte ascendante. Les
parametres échocardiographiques qualitatifs et quantitatifs définissant I’'TA sévére sont
influencés par les conditions de charge, la variabilit¢ d’inter-évaluation et les lacunes
techniques, donc une combinaison de signes devrait tre utilisée pour évaluer la sévérité de

I’TA **®, Les critéres définissant 1’TA sont présentés dans le Tableau 5.1 ** 2>,

6.2.5. Le métabolisme myocardique énergétique dans I’'IA

Bien que peu d’études ont investigué¢ les effets d’une altération du métabolisme
énergétique cardiaque sur 1’évolution de I'lA vers I'IC, il est, toutefois, nécessaire

d’accorder plus d’attention considérant 1’association entre 'HVG et les altérations
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métaboliques impliquées dans le déficit cardiaque. L’¢lévation importante du VES, du DC
et de la masse du VG lors de I’IA compensée augmente davantage la charge de travail et la
dépense énergétique du VG, lequel peut perdre sa capacité a produire de 1’énergie amenant
a une carence énergétique cardiaque responsable d’une détérioration de sa fonction. Le role
du remodelage métabolique dans la progression de 1’hypertrophie pathologique vers 1’IC

sera décrit dans le chapitre 8.

Tableau 6.1 : Critéres de quantification de I’insuffisance aortique (© WDH).

IA mineure  IA modérée IA sévere
Paramétres structuraux
Taille de I’OG Normale Normale/peu dilatée  Dilatée *
Taille du VG Normale Normale/peu dilatée  Trés dilatée *

Anormales, prolapsus,

Cuspides aortiques Peu déformées Normales/anormales large défaut de
coaptation

Criteéres spécifiques

Etendue du jet couleur ** <CCVG Extrémité feuillet ant Cavité VG

Vena contracta <0,3 cm 0,3-0,6 cm > 0,6 cm

Jet IA/CCVG <25% 20 — 60 % >65%

Orifice de régurgitation <0,1 cm 0,1 - 0,3 cm’ >0,3 cm’

Volume régurgité <30mL 30-50 mL > 60 %

Fraction de régurgitation <30 % 30-40% >45 %

Critéres d’appoint

P1/2 flux TA > 500 msec 250 — 500 msec <200 msec

Reflux diast. aorte desc absent absent Présent holodiastole

* ; Absence de dilatation dans I’TA aigue

*+ ; Dépend de ’hémodynamique et de la morphologie du jet

ant; antérieur, desc; descendante, CCVG; chambre de chasse du VG, msec; milliseconde, P1/2; temps de demi
pression.

Lf 248,249,251,252
Sources références : T,

6.2.6. La prise en charge thérapeutique de ’IA

Le remplacement valvulaire aortique doit étre effectué chez le patient symptomatique
ou ayant un retentissement sur le VG pour prévenir un dysfonctionnement irréversible et

P .2 . , 1. . . .
améliorer la survie *°. Cependant, le traitement médical garde des indications avant ou



apres la cure chirurgicale. Les vasodilatateurs ont fait I’objet de plusieurs études au cours
de I'TA chronique **2°. Toutefois, ils n’ont pas toujours apporté la preuve de leur
efficacité. La recherche et le développement de nouveaux traitements autre que le RVA

dans I’IA a fait I’objectif de nombreuses études, surtout sur I’animal.

Les objectifs principaux du traitement aux vasodilatateurs sont de réduire la tension
pariétale, diminuer le volume de régurgitation et d'améliorer ou de préserver la fonction
ventriculaire gauche. Leur effet réducteur sur le profil hémodynamique pourrait retarder la
progression de la dilatation et le dysfonctionnement ventriculaires, ainsi que l'apparition
des symptomes et la nécessité pour la chirurgie. Cependant, les vasodilatateurs ne semblent
pas étre bénéfiques pour les patients atteints d’une IA 1égeére ou modérée ou ceux avec 1A
sévere sans dilatation ventriculaire, qui ont un pronostic favorable a long terme. La plupart
des études sur le traitement aux vasodilatateurs ont, par conséquent, ciblé les patients
atteints d'IA chronique sévére et se sont focalisées sur les données hémodynamiques et
fonctionnelles. Pour cela, ils ont été considérés comme une thérapie de nature chronique
pour prolonger la phase compensatrice des patients asymptomatiques ayant une FE
préservée mais avec une importante dilatation du VG **. Les inhibiteurs de I’enzyme de
conversion de I’angiotensine (ACEI) comme [’énalapril et le captopril réduisent le
remodelage myocardique décompensé chez les patients atteints d’IC ou d'hypertension, en
particulier lorsqu'elle est associée a la fibrose. En plus de réduire la pression sanguine, les
ACEI pourraient avoir des effets pléiotropes qui atténuent le remodelage et la fibrose dans
I'TA sévére 2** Le traitement par les antagonistes des canaux calciques (comme la
nifédipine) a pu améliorer la fonction ventriculaire et réduite I’IA dans certaines études,

mais, comme avec les ACEI, les résultats sont contradictoires 259,260

L’utilisation des agents -bloquants comme chez les patients avec une IA sévére est
controversée et non recommandée par les directives de I’American College of Cardiology et
de I’dmerican Heart Association (ACC/AHA). La bradycardie résultante augmente le
risque d'aggravation du volume de régurgitation au fil du temps. Par contre, il est important
de souligner que le volume régurgitant total par minute est le méme puisque la fréquence
cardiaque est diminuée. De plus, I’'IA, tout comme I’IC, est associée a une activation
importante du systéme neuro-endocrinien. Les bienfaits des B-bloquants chez les patients

IC sont en partie reliés a la régulation de ce systéme *°'. Leur utilisation en condition d’IA
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chronique pourrait donc également étre bénéfique et retarder I’évolution de la maladie.
D’ailleurs, une étude réalisée par notre équipe sur un modele d’IA, des rats traités au
métoprolol a montré une réduction de la dilatation du VG, une baisse de la synthése de
collagéne et une diminution de l'hypertrophie ventriculaire gauche par rapport aux rats

A1 262
controles 22,

6.3. Mod¢le d’insuffisance aortique

L’induction expérimentale de I’'IA est effectuée en perforant un ou deux feuillets de la
VA. Nous procédons en faisant entrer un cathéter ayant I’extrémité biseautée dans I’artere
carotide droite de I’animal. Le cathéter est ensuite poussé de facon rétrograde vers 1’aorte
ascendante et ultimement a I’intérieur du VG. Par cette technique, le passage du cathéter au
niveau de la VA a pour effet de perforer I’'un de ses feuillets et d’induire I’IA (voir figure
6.5). Avant, la baisse de la pression diastolique de plus de 30 mmHg ainsi que la sensation
que percevait le chirurgien lors de la déchirure des feuillets de la valve constituaient les

. L . . 263-2
crittres de la réussite de Dinduction d’une IA 26726

En utilisant un guidage
échocardiographique, notre équipe de recherche a pu raffiner et innover cette technique *°°.
En effet, I’utilisation de cette technique d’imagerie nous permet de superviser I’opération,
de graduer I’IA induite et de s’assurer de I’obtention d’une IA pure et de sévérité homogene
pour tous les animaux. Aucune difficulté n’est rencontrée durant I’induction de I’TA chez le
rat qui est associée a un taux de survie post-opératoire d’environ 85%.

A la suite de I’induction de I’IA, la phase aigiie est caractérisée par une période
transitoire d’hyper-contractilit¢ du VG lui permettant d’¢jecter de fagon efficace et a court
terme le surplus sanguin auquel il est soumis avant qu’il n’ait eu le temps de se dilater. Au
terme de la deuxiéme semaine post-opératoire, nous avons démontré que la fonction du VG

revient a la normale et que le VG a déja développé une hypertrophie de type excentrique.

Nous avons donc fixé a deux semaines le début de la phase chronique de I’IA chez nos rats.



A

Volume régurgité

cathéter

Volume éjecte

cathéter™*

Diamétre diastolique e e T e

Figure 6.5 : Etapes de la création du modele d’insuffisance aortique sous guidage échocardiograpique
(Courtoisie de Eric Plante).
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Chapitre 7 : ’HYPERTROPHIE VENTRICULAIRE
GAUCHE ET LE REMODELAGE MYOCARDIQUE

7.1. Le remodelage cardiaque; contexte physiopathologique

La physiologie cardiaque normale représente un ¢état d'équilibre dans lequel la structure
et la fonction du cceur avec le systéme circulatoire évoluent en réponse aux demandes
métaboliques liées a leur tiche principale. Cet €quilibre cardiaque est constamment remis
en question par des facteurs de stress externes et internes qui peuvent étre causés par
'expression altérée des genes cardiaques, ou par des changements moléculaires, cellulaires,
et interstitiels du cceur. En conséquence, des mécanismes de compensation sont activés
permettant de réduire les effets néfastes de ces facteurs de stress et, si c’est possible, de
rétablir I'équilibre. Cet équilibre définit ainsi la structure, la forme et la fonction du cceur et
est appelé remodelage cardiaque *°’. Les sections qui suivent traiteront des caractéristiques
communes du remodelage cardiaque en général, ainsi que les données disponibles dans la

condition d’une SV.

Le remodelage cardiaque est un mécanisme d’adaptation complexe, dynamique qui
survient dés les premiers signes de surcharge. Il touche quatre niveaux, a savoir;
I’organisation structurale et fonctionnelle du cceur, le niveau moléculaire ainsi que le

268-271 .
68271~ Au niveau structural, lors d’une SP ou une SV, la

métabolisme myocardique
géométrie du ventricule va changer ; le myocarde va s’épaissir et la cavité s’agrandir. Au
niveau du tissu myocardique, le nombre de cardiomyocytes ne varie pas alors que leur
phénotype se modifie. Les cellules non musculaires sont plus abondantes et la synthése de
la MEC s’accroit 2%, Les cardiomyocytes vont augmenter leur volume a différents degrés
au niveau de la longueur ou de 1’épaisseur selon le type de surcharge. Elles présentent plus
de mitochondries et un changement de phénotype protéique avec des modifications de

quantité ou bien d’isoformes. A 1’échelle moléculaire, on observe des changements

d’expression de geénes conduisant a la réactivation du phénotype feetal, et, enfin, comme
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démontré il y a quelques années, des modifications importantes dans le métabolisme

¢ 5t i : rt ol 4,273,274
énergétique myocardique sont également établis *°*273274,

7.2. Les caractéristiques structurelles et fonctionnelles de I’hypertrophie cardiaque

L’HVG pathologique est classiquement subdivisée comme concentrique ou
excentrique (voir figure 7.1). Ces classifications sont basées sur les changements dans la
forme du VG, qui est dépendante du stimulus initiant. Une SP induit une élévation du stress
de la paroi systolique et une hypertrophie de type concentrique avec rétrécissement de la
cavité ventriculaire ; le mécanisme est une réplication en paralléle des myocytes. Une SV
engendre une ¢lévation du stress de la paroi diastolique ; elle donne lieu a une hypertrophie
excentrique avec dilatation de la cavité ventriculaire et une réplication en série des

myocytes.

Pendant la phase compensatrice de I'IA, 1’augmentation de la masse des
cardiomyocytes est généralement la cause du gain de la masse cardiaque. Considérant que
les cardiomyocytes adultes ont perdu leur capacité de se diviser, I’hypertrophie cardiaque
est donc principalement induite par I’hypertrophie individuelle des cardiomyocytes 0,
Cette hypertrophie est conséquente d’une élévation du rapport synthese/dégradation de
leurs protéines structurales. En plus, le nombre augmenté des unités fonctionnelles
(sarcomeéres) confére aux cardiomyocytes une capacité contractile meilleure permettant au
VG d’¢jecter efficacement son contenu sanguin élevé. Cette hypertrophie est associée
également a une réorganisation structurelle des composants des parois ventriculaires, y
compris les changements dans le réseau des fibres de collagéne et la densité capillaire >’
Le remodelage de la matrice extracellulaire, le type de la fibrose et la distribution sont

variables selon le mécanisme physiopathologique qui est responsable *’”.

Nous avons mis en évidence, lors de ’HVG secondaire a une SV, un changement des
proportions des différentes composantes de la MEC (contrairement a la SP ou le
remodelage pariétal du VG s’accompagne d’une accumulation massive de fibrose) ***’*. Au
cours du développement de la fibrose, le taux d’augmentation de la matrice de collageéne est
corrélé avec le degré d’hypertrophie 2”°. La proportion de collagéne de type III augmente en

début d’évolution, puis dans des stades plus avancés, le ratio type I/type III se normalise



278,279 , <. ’ , 279 . .
7827 Le degré de liaison entre les fibres est également augmenté *”°. Ces modifications

qualitatives du contenu en collagéne pourraient étre plus significatives pour 1’élastance du
ventricule que I’augmentation de la quantité de collagéne ***. D’abord, il s’accumule au
sein de 1’adventice des vaisseaux coronaires intramyocardiques : on parle alors de fibrose
périvasculaire. Ensuite, le collagéne remplit le milieu interstitiel et apparait dans des
espaces intermusculaires précédemment dépourvus de collagéne : c’est la fibrose

interstitielle 7.

Le développement de la fibrose intracardiaque peut limiter les mouvements
myofibrillaires responsables d’un déclin progressif et continu du débit et de la performance
cardiaques altérant ainsi la fonction cardiaque globale **'. Au cours du temps, les limites
des capacités d’adaptation sont franchies et ces changements peuvent évoluer en une IC
caractérisée par un stress oxydatif, I’apoptose des cardiomyocytes et le début de la phase de

décompensation.

Surcharge de pression Surcharge de volume

+ Pression diastolique élevée

+ Tension pariétale diastolique élevée

+ Addition en série de nouveaux
sarcomere

+ Dilatation cavitaire

+ Pression systolique élevée

+ Tension pariétale systolique élevée

+ Addition en paralléle de nouveaux
sarcomeére

+ Epaississement pariétal

(o o oo

Myofibrille Sarcomére
Hypertrophie ventriculaire Hypertrophie ventriculaire
gauche concentrique gauche excentrique

Figure 7.1 : Représentation schématique de la morphologie du VG apres une SP ou SV (© WDH).
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7.3. L’activation du programme feetal dans I’hypertrophie cardiaque

En réponse au stress chronique de surcharge de travail, I’'un des changements
moléculaires initiaux est la réactivation du soi-disant le programme feetal de 1’expression
d’un ensemble de geénes qui sont normalement exprimés seulement dans le cceur en
développement et sont réprimées dans le myocarde adulte. L'activation du programme foetal
de génes permet la synthése coordonnée des protéines nécessaires pour provoquer une
augmentation de la taille des cardiomyocytes et I'adaptation aux besoins en énergie
modifiés dans ces cellules agrandies. En effet, I'analyse de correspondance entre les profils
d'expression génique dans le cceur adulte normal, le coeur insuffisant et le cceur feetal a
révélé que le pattern des geénes fortement exprimés de manicre différentielle est tres

e g . . 282
similaire dans les cceurs feetaux et insuffisants 2

. Bien qu'il existe une multitude de génes
feetaux ré-exprimés au cours de I'hypertrophie, les niveaux d’expression des chaines
lourdes de myosine (MHC), les peptides natriurétiques et 1’a-actinine, sont les plus souvent

utilisés comme des marqueurs moléculaires de I'hypertrophie.

7.3.1. La chaine lourde de myosine

Il a été établi, 1l y a plus de 20 ans, que l'une des caractéristiques de 1'hypertrophie
cardiaque chez I’humain et dans les modeles de rongeurs est 1’augmentation de 'expression
de B-MHC et une diminution de I'expression de a-MHC *¥. Etant donné que chaque
1soforme a une activité enzymatique distincte, cela signifie que leurs proportions relatives
influencent grandement la fonction cardiaque. La MHC est le composant majeur de la

myosine, le complexe protéique responsable de la contraction dans les cellules musculaires.

Chez les rongeurs, B-MHC est l'isoforme prédominant présent dans le cceur prénatal,
mais il est régulé a la baisse peu aprés la naissance quand 1’a-MHC est exprimée ***. Au
cours de l'hypertrophie cardiaque, 1’augmentation de I'expression de la B-MHC et la
diminution de I’a-MHC peuvent représenter une réponse adaptative, comme la f-MHC est
plus lent que I’o-MHC a catalyser I'hydrolyse de I'ATP conduisant a une fonction

285-287

contractile plus lente et plus économique . La réversion de I'hypertrophie est associée

a un retour des niveaux des deux isoformes a la normale, par exemple, chez les patients



atteints de cardiomyopathie dilatée subissant un traitement B-bloquant, la récupération a été

associée 4 une augmentation de I’a-MHC et une diminution de 1’expression de p-MHC 2.

7.3.2. La voie des peptides natriurétiques

Les peptides natriurétiques (NP) sont des marqueurs moléculaires de 1'hypertrophie des
cardiomyocytes et régulent I'homéostasie endocrinienne cardiovasculaire et rénale par des
récepteurs spécifiques et des voies de signalisation 2%. 11 existe trois peptides: le peptide
natriurétique auriculaire (ANP), peptide natriurétique de type B (brain; BNP) et le peptide
natriurétique de type C (CNP). L’ANP est exprimé dans les oreillettes, tandis que BNP est
exprim¢ a la fois dans les oreillettes et les ventricules. Les N-terminaux des NP sont clivés
pour libérer le peptide physiologiquement actif dérivé du C-terminal, qui se lie aux
récepteurs membranaires reliés aux NP en particulier le récepteur de la guanylate cyclase
(GC). L’activation de la GC permet la conversion de GTP a un deuxieéme messager; la
GMPc (GMP cyclique). L'effecteur en aval de la GMPc est PKG-1 (protéine kinase
dépendante du GMPc) qui inhibe les canaux calciques de type L, réduisant ainsi la
disponibilité du calcium et bloque la translocation nucléaire de NFAT (nuclear factor of

activated T cells) et les facteurs de transcription associés 2.

L’ANP et le BNP se trouvent a des niveaux élevés au cours du développement
embryonnaire et chez les nouveau-nés, mais sont absents chez les adultes en bonne santé
1 Les stimuli hypertrophiques augmentent considérablement l'expression de ces deux

facteurs par le facteur de transcription GATA4 (GATA binding ptotein 4) **”.

7.4. Les mécanismes moléculaires impliqués dans I’hypertrophie cardiaque

Il est maintenant bien connu que I'HVG est associée a des altérations distinctes dans les
protéines contractiles cardiaques, une augmentation de 1'expression de geénes foetaux, avec
la régulation négative des protéines impliquées dans I’homéostasie calcique. Ces différents
phénotypes peuvent étre dus a des stimuli et a I’activation de certaines voies de
signalisation distinctes. Les étapes d’évolution et les mécanismes cellulaires et moléculaires
impliqués dans I’IA sont trés peu documentés. Cependant, nous trouvons beaucoup plus de

littératures sur ceux survenant dans diverses autres conditions comme la SP, la fistule
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aorto-cave (FAC ; SV) ou les cardiomyopathies. Pour cela, nous aborderons dans les

sections qui suivent les adaptations cellulaires et moléculaires impliquées généralement

dans le remodelage et I’hypertrophie pathologique du VG.

La figure 7.2 représente un récapitulatif de ces mécanismes moléculaires impliqués

dans D’activation de I’hypertrophie cardiaque lesquels seront discutés dans les sections

suivantes.
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Figure 7.2 : Les voies de signalisation intracellulaires actuellement connues qui coordonnent la réponse
hypertrophique du myocarde (détails dans le texte), (Image adaptée d’aprés Berbardo C et coll. 2010 *?).



7.4.1. Les facteurs déclencheurs de ’hypertrophie ventriculaire gauche

En addition du stress hémodynamique chronique (SV et SP), 'HVG peut étre
déclenchée par le stress biomécanique. En effet, I’étirement des cellules occasionne une
activation de la transcription a ’origine d’une reprogrammation de I’expression de leur
génome, mais 1’activité mécanique proprement dite joue un role supplémentaire aussi bien
dans Dactivation de la synthése protéique que dans celle des ARNm spécifiques ***%. La
stimulation adaptative du systeme neurohormonal, dont le plus caractérisé¢ est celui du
systéme rénine angiotensine (Ang) II aldostérone (SRAA) 2% ot de I’endothéline (ET)-1
sont aussi capables d’induire une réponse hypertrophique 27>,

Il s’agit, dans un premier temps, d’une activation du systeme sympathique par la
stimulation des récepteurs adrénergiques (AR) dont deux catégories sont identifiées: a-AR
et B-AR, et sont capables de lier les catécholamines, 1’épinéphrine et la norépinéphrine
299390 (yoir figure 7.2). La stimulation des récepteurs B-adrénergiques active 1’adénylate
cyclase par I’interaction avec la protéine G stimulatrice (Gs) déclenchant des cascades
intracellulaires activant entre autre la protéine kinase A et la p38-MAPK. La stimulation
chronique des B-AR par I’isoprotérénol induit une augmentation de la masse cardiaque, une
fibrose et un dysfonctionnement progressif des cardiomyocytes aboutissant & une IC ',
L’activation aigiie des a-AR augmente la contractilité par I’intermédiaire d’une activation
de la protéine Gq. Cette dernic¢re induit ’activation de la phospholipase C (PLC) ce qui
stimule 1’hydrolyse du phosphatidyl-inositol présent dans la membrane plasmique, la
génération de deux second messagers, le diacylglycérol (DAG) et le triphosphate-inositol
(PI3). La PI3 stimule la libération du Ca*" dans le RS, alors que la DAG active la PKC, qui
induira I’hypertrophie des cardiomyocytes ***.

Le réle du systetme SRAA est de réguler la pression sanguine et 1’homéostasie des

fluides et du sel 2%*3%

. L’augmentation systémique et myocardique de 1’Ang II, qui agit par
I’intermédiaire des récepteurs de type 1 et 2 (AT-1 et AT-2), est a ’origine de la
prolifération des fibroblastes et de la production de collagéne **’. Indépendamment de ses
effets sur la résistance vasculaire, I’Ang II est aussi impliquée dans 1’induction de

I’hypertrophie des cardiomyocytes *****

. Elle interagit avec le récepteur AT-1 associé a la
protéine G qui stimule la PLC et ainsi la PKC et I’adénylate cyclase *'. 11 est aussi capable

d’induire une cascade d’activation par les tyrosines kinases impliquées dans la régulation
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M (voir figure 7.2). La stimulation des

des voies effectrices, y compris les MAPK
cardiomyocytes par I’Ang II induit la transcription de proto-oncogenes, une réactivation du
programme foetal d’expression des geénes cardiaques et la stimulation de la synthése de

. 309
facteurs de croissance ~ .

7.4.2. Les cascades de signalisation stimulatrices de I’hypertrophie cardiaque

Les réponses hypertrophiques de compensation et de décompensation sont en effet
générées par des programmes génétiques distincts controlant la contractilité¢ des
cardiomyocytes, la réponse au stress et la production métabolique de 1’énergie. Chaque
programme est une réponse a des signaux hypertrophiques, a des cytokines et a des
hormones de stress. Parmi les transducteurs de signaux les plus importants impliqués dans
I'hypertrophie cardiaque nous trouvons la voie des MAPK, des phosphatases calmoduline-
dépendantes, et de JAK-STAT. Les protéines G, les protéines kinases ainsi que les voies de

I’ Akt et de mTOR jouent également un réle important 2°2'2> (voir figure 7.2).

7.4.2.1. Les petites protéines G

Les petites (de bas poids moléculaire) protéines de liaison au GTP (protéines Q)
appartiennent a la famille des Rho (tels que Ras, Rho, Sarl/Arf, Rab et Ran) régulent
diverses fonctions cellulaires, comme la motilité, la prolifération et 'apoptose T Ces
protéines hétérotrimériques sont impliquées dans la transmission de signaux activateurs ou
inhibiteurs suite a la fixation d’un agoniste a son récepteur transmembranaire (les RCPG ;
récepteurs couplés aux protéines G). Dans le cceur, on trouve 3 sous-classes importantes de
protéines G a savoir, la Gas qui permet la transmission du signal en réponse a I’activation
des B-AR, la Gai couplée au récepteur cholinergique et enfin Goaq étroitement liée aux
récepteurs a I’Ang II, a PET-1 et a-AR. Il a ét¢ démontré que les protéines G jouent un role
direct dans I’induction d’une réponse hypertrophique des myocytes ventriculaires .

Récemment, il a ét¢é montré que l'effet inducteur de I'hypertrophie de la leptine a été

associée a une activation significative dépendante de p38-MAPK de RhoA/Rho kinase *'®.



7.4.2.2. Les protéines kinases

La réponse hypertrophique peut étre activée via les voies de signalisation de la PI3K.
Les PI3K constituent une famille de kinases lipidiques conservées qui régulent de
nombreuses fonctions cellulaires fondamentales, y compris la prolifération, I'adhésion, la
taille des cellules, et la protection contre I'apoptose. Ces réponses résultent de I'activation
des protéines de transport membranaires et des enzymes telles que la kinase PI3K-
dépendante (PDK), I’Akt, ou les S6 kinases par ’intermédiaire du second messager ; la
PIP3. Quatre PI3K de type I différentes ont été décrites, dont trois (PI3Ka, B, d) sont
activées par les voies des récepteurs tyrosine kinases. A la différence de l'isoforme p110a
de PI3K (couplé au IGF1R), p110y est couplé a des RCPG et semble avoir un effet nuisible
sur le coeur *'°. Cet isoforme n'affecte pas la taille du cceur dans des conditions basales,

mais est un régulateur négatif de la contractilité cardiaque **°.

7.4.2.3. Les mitogénes activés par les protéines kinases (MAPK)

Les cascades MAPK sont des voies de triples kinases qui comprennent un MKKK
(MAPK kinase kinase), une MKK (MAPK kinase) et une MAPK terminal. Elles sont
organisées de cette fagon afin de promouvoir 'amplification et 1’intégrité du signal. Les
MAPK sont impliquées dans les voies de signalisation conduisant a la mitose, la
prolifération, la différenciation, la croissance cellulaire, 1’expression génique ou I’apoptose

, . . , 21
en réponse aux signaux extracellulaires (voir annexe B) **'.

Les ERK (Extracellular signal regulated kinases) jouent un role majeur dans la
prolifération et la différentiation des cardiomyocytes. ERK1/2 est exprimée de maniére
ubiquitaire et est activée dans de nombreuses situations d’hypertrophie et d’IC mais il n'est
pas encore clair si elle est un facteur critique des réponses hypertrophiques. ERKS (aussi
connu comme big MAP kinase 1, BMK1) peut également jouer un rdle dans I’induction de
I'hypertrophie cardiaque excentrique **.

La famille JNK est constituée d'au moins dix isoformes, dérivés a partir de trois genes :
JNK1, JNK2 et JNK3. JNKI1 et JNK2 sont exprimés de manic¢re ubiquitaire, alors que
JNK3 a un profil d'expression plus restreint dans le cceur, le cerveau et les testicules. INK

est activée dans le coeur de patients IC ***. Un certain nombre d'études in vitro ont suggéré
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que les INK peuvent étre des régulateurs importants de I’hypertrophie pathologique ***>%,

bien que des études in vivo ont été plus difficiles a interpréter.

La famille p38-MAPK est constituée de quatre isoformes (a, B, y et d) et uniquement o
et B sont exprimés dans le cceur. L'isoforme p38a est principalement exprimé dans le
myocarde humain et de rongeur ****%. La p38-MAPK est un médiateur important de
nombreuses fonctions biologiques, y compris la croissance, la prolifération, le cycle et la
mort cellulaire, et est considérée comme une composante essentielle des voies de réponse
au stress (voir figure 7.2). Elle est impliquée dans la régulation de I'expression des génes
cardiaques, l'hypertrophie des cardiomyocytes, la contractilité, le remodelage et le

, . 330-333
métabolisme .

7.4.2.4. La voie de JAK-STAT

La voie de signalisation de JAK-STAT (Janus kinase/Signal transducers and
activators of transcription) est également connue comme étant impliquée dans le

334 e ) o
. Elle a été initialement identifiée comme une

développement de I’hypertrophie cardiaque
voie activée par les récepteurs sensibles principalement a I’interféron-gamma et aux
membres de la famille des interleukines, tels que 1'L-6, la cardiotrophine 1 (CT-1) et le

facteur d'inhibition et de la leucémie (LIF) **

. Le signal produit par ces ligands et leurs
récepteurs joue un role important dans la biologie cellulaire. D’autres études ont démontré
que cette voie est associée avec plusieurs autres cascades de transduction du signal
extracellulaire, comme celles activées par les récepteurs tyrosine kinases et couplés aux

protéines G, la voie de EKR1/2 et de I’ Akt **°.

La diversification des récepteurs et des voies de signalisation de JAK-STAT est liée a
une variété de cardiomyopathies telles que l'hypertrophie, l'infarctus du myocarde et
l'ischémie. Cette voie répond en inhibant I’apoptose tout en favorisant la survie et la
croissance hypertrophique cellulaire. Au niveau du myocarde, il semblerait que STATI
joue un rdle pro-apoptotique en modulant négativement I’expression des genes anti-
apoptotiques Bcl-2 et Bel-XL alors que STAT3 serait au contraire anti-apoptotique. Il a été
rapport¢ que la cardiotropine 1, en activant JAK pouvait induire un phénotype

d’hypertrophie cardiaque des myocytes en culture **’. De méme, I’activation de JAK par



I’Ang 1II pourrait jouer un rdle dans le développement de I’hypertrophie dans certains

. 8
modéles in vivo 8,

7.4.2.5. La voie de la protéine kinase B ; PKB/Akt

Akt (ou protéine kinase B; PKB) est une sérine/thréonine kinase impliquée dans
diverses fonctions cellulaires **° (voir figure 7.3). Situé a l'intersection de plusieurs signaux
afférents et efférents, Akt agit comme un senseur moléculaire qui coordonne les réponses
dynamiques de la cellule dans littéralement chaque aspect des fonctions biologiques.
L’équilibre de la signalisation homéostatique est particulicrement essentiel dans le
myocarde, ou la régulation de la survie, la production d'énergie, la contractilité, et la
réponse au stress pathologique sont toutes contrélées par 'activation ou la répression d’ Akt.
Egalement, la perte de l'activité régulatrice d’Akt est principalement la cause ou la
conséquence des conditions pathologiques conduisant a un remodelage et une
décompensation cardiaque. Il existe 3 isoformes d’Akt (Aktl, Akt2, Akt3) qui présentent
des fonctions biologiques différentes. Les isoformes Aktl et Akt2 sont les plus abondants
dans le myocarde et sont activés par I’insuline. Aktl est impliqué dans la croissance
physiologique coeur *** alors que 1’Akt2 est essentiel dans la régulation de la captation du
glucose. Le mécanisme d'activation de Akt dans le coeur et d'autres organes a été bien décrit

dans plusieurs études >°=*' (voir figure 7.3).

La cible en aval d’Akt la plus étudiée est la GSK-3, une sérine / thréonine kinase qui
régule de nombreux processus cellulaires, y compris le métabolisme du glycogéne, la
transcription génique, la traduction des protéines, et l'apoptose cellulaire (voir section
7.3.3.1). Les facteurs de transcription de famille Forkhead (FoxO) sont des cibles bien
connues d’Akt. Akt phosphoryle FoxO1, FoxO3a et FoxO4, conduisant a leur translocation
du noyau et a l'atténuation de l'apoptose ***. La phosphorylation de FoxO par I’ Akt crée des
sites d'interaction avec les protéines 14-3-3, conduisant a leur séquestration cytosolique
comme un mécanisme pour inhiber la fonction pro-apoptotique. L’ Akt nucléaire augmente
les niveaux cytosolique de FoxO, facilitant potentiellement la protection contre les Iésions

343

ischémiques chez les souris surexprimant Akt au niveau du noyau ~. Le membre de

famille Bcl-2; BAD induit l'apoptose cellulaire par hétéro-dimérisation avec BCL-xL/BCL-
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2 neutralisant ainsi leur effet protecteur. La phosphorylation par I’Akt de la Ser-136 de
BAD perturbe la dimérisation entre le BAD et BCL-xL et inhibe 1'apoptose.

Un mécanisme de signalisation complexe existe entre Akt et mTOR. L’activation de
mTOR conduit a une stimulation de la transcription des génes impliqués dans la synthese

protéique et la croissance cellulaire (voir section 7.3.4).

I1 a été¢ démontré que 1’activation d’Akt a lieu aprés une SP ainsi qu’une SV dans des

modeéles de lapin a différents temps ***. L’IC résultant d’une SV est caractérisée par une

augmentation précoce de l'activité Akt **°

. . , . 4
contribuant & une décompensation **,

, suivie par une diminution de sa phosphorylation

Cyc_le cellulﬁirf-f_ Survie Cycle cellulaire Cycle cellulaire Migratiom
Traduction de protéines cellualire  Survie cellulaire Métabolisme Cycle cellulaire
Taille cellulaire et d’organe Métabolisme
Réponse aux nutriments Dégradation d’ADN

Figure 7.3 : Signalisation cellulaire de 1’Akt, ses cibles et ses substrats. L’ Akt activée augmente la traduction
des protéines, la croissance cellulaire, le métabolisme et 1'activité du cycle cellulaire par la régulation des
facteurs situés en aval (© WDH).

7.4.2.6. La signalisation calcique; la voie de la calcineurine/NFAT

Les protéines de signalisation calcium—dépendantes les mieux décrites comprennent la
calcineurine et les protéines kinases calcium/calmoduline-dépendantes (CaMKs). La
calcineurine déphosphoryle les facteurs de transcription NFAT, qui favorisent la

translocation nucléaire et 1'activation de la transcription de geénes (voir figures 7.2 et 7.4).



La famille des facteurs de transcription NFAT est composée de cinq membres (NFATI,
NFAT2, NFAT3, NFAT4 et NFAT5) **. 1l est bien établi que l'activation de NFAT3

(NFATc4) est impliquée de manicre critique dans le développement de I'hypertrophie

348 L

cardiaque activité de la calcineurine est augmentée dans les cceurs hypertrophiés et

349

insuffisants *", et dans le muscle ventriculaire humain exposé a I'ET-1, I’Ang II et

l'urotensine IT **°. De plus, I'activité de la calcineurine est régulée a la hausse dans les coeurs
hypertrophiés suite a une ligature aortique (SP) chez les rongeurs >>'>>°. La translocation
de NFAT vers le noyau, ou il s’associe a d'autres facteurs de transcription tels que GATA4

et facteur amplificateur de myocytes 2 (MEF2), régule l'expression de génes cardiaques *>*
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Figure 7.4 : Un modéle décrivant la régulation du signal pro- ou anti-hypertrophique impliquant les voies de
la calcineurine/NFAT, et d’Akt, GSK-3[3 et FoxO (© WDH).
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7.4.3. La régulation des voies hypertrophiques par les facteurs de transcription
7.4.3.1. Les roles de GSK-3p dans le coeur

La Glycogéne Synthase Kinase 3, ou GSK-3, est une sérine/thréonine kinase qui
phosphoryle et inactive la glycogéne synthase. GSK-3 dispose de deux isoformes: GSK-3a
(51 kDa) et GSK-3p (47 kDa), codés par deux genes différents, tous les deux exprimés dans
le ceeur **. GSK-3p est actif de maniére constitutive dans des cellules non stimulées et
régule négativement la transcription des genes et la traduction des protéines par
phosphorylation d'un ensemble de régulateurs de la transcription et le facteur d'initiation de
la traduction elF2B **°. GSK-3 phosphoryle NFAT et favorise sa translocation du noyau
vers le cytoplasme ainsi que sa dégradation protéasomale **’ (voir figure 7.4). L’expression
cardio-spécifique de la GSK-3f atténue I'hypertrophie induite par la SP via l'inhibition de
l'augmentation de NFAT nucléaire 38 Le facteur de transcription cardiaque GATA4 est
également transloqué du noyau aprés sa phosphorylation par GSK-3 **°. La myocardine, un
autre facteur de transcription cardio-spécifique, est également phosphorylée par la GSK-3p3,
réduisant son activité transcriptionnelle intrinseéque et I'hypertrophie associée 360 La GSK-
3B peut phosphoryler également c-jun, HIF-1a, et I’ANT, ainsi que différentes protéines de

1 . S 2
301 1 isoprotérénol **,

la voie Wnt canonique, régulant leur activité et/ou leur stabilité
I’ET-1 et le phenyléphrine ** induisent la phosphorylation PI3K-dépendante de GSK-3,
ce qui indique que son inactivation pourrait étre nécessaire pour la croissance
hypertrophique. L'inhibition de la signalisation PI3K/Akt active GSK-3, qui s’accumule
dans le noyau, et phosphoryle c-Myc, favorisant ainsi son ubiquitination et sa dégradation
339 La capacité d’Akt & inhiber GSK-3B via phosphorylation et les effets répressives de

GSK-3p des actions d’Akt est une voie classique d’antagonisme moléculaire réciproque ***.

7.4.3.2. Les roles des facteurs de transcription FoxOs dans le cceur

Plusieurs protéines de la famille de facteurs de transcription Fox (Forkhead box)
comme FoxCl1 , FoxC2 , FoxH1 , FoxM1 , FoxOl , et FoxP1, semblent étre essentielles
pour le développement cardiaque normal, puisque leur suppression dans la souris conduit a

365

des anomalies cardiaques et a une létalit¢ précoce *°. De plus, plusieurs études ont

démontré que trois membres de la sous famille FoxO : FoxOl1, FoxO3, et FoxO4 sont



essentiels au maintien de la fonction cardiaque. La famille FoxO est censée étre impliquée
dans diverses activités, y compris la réponse au stress oxydatif **° la régulation du
métabolisme %, le contrdle du cycle cellulaire ***, et la stimulation de l'apoptose *®. La
phosphorylation du facteur FoxO est diminuée dans des conditions d’inactivation d’Akt.
Dans ces conditions, les facteurs FoxO restent dans le noyau et activent des geénes liés a
l'atrophie, y compris des ubiquitine ligases Atrogine-1 et MuRF-1, qui favorisent la
dégradation des protéines (voir figure 7.4). L’atrogine-1 réprime I’activit¢ de la
calcineurine, en induisant sa protéolyse médiée par 1’ubiquitine, conduisant a une inhibition

de la croissance cardiaque.

Contrairement a la phosphorylation par 1’Akt, qui entraine la rétention cytoplasmique
de FoxO et l'inhibition de la transcription de ses genes cibles, la phosphorylation par
I'AMPK augmente la transcription des genes cibles sans affecter sa localisation cellulaire
310 Ces effets opposés sur l'activité de FoxO induits par la phosphorylation via I’Akt et
I’AMPK  peuvent étre attribués au fait que les signaux menant a leur activation se
produisent généralement dans des circonstances énergétiques opposées d'abondance ou de
conservation de 1'énergie, respectivement 371 Chez I’humain, la souris et le rat, les sites de
liaison de FoxO se trouvent dans les promoteurs de plusieurs génes métaboliques, y
compris ceux codant pour I'ACC2, le CD36, la LPL, et GLUT4 372,

Les protéines FoxO peuvent également exercer des effets métaboliques indirectement
par la transcription de PGC-la pour activer les geénes impliqués dans la biogencse
mitochondriale, l'oxydation des AG, et la gluconéogenése ”°. En plus, PGC-1a peut servir
comme un co-activateur de FoxO pour réguler I'expression de genes métaboliques comme
PDK4, ce qui limite la production de l'acétyl-CoA a partir du pyruvate et ralentit

l'oxydation du glucose en l'absence d'insuline s

7.4.4. Les voies de signalisation associées a la synthése de protéines : roles de

mTOR
7.4.4.1. Les complexes et les effecteurs de mTOR

La protéine mammalian (ou mechanistic) target of rapamycin (mTOR) est une

sérine/thréonine kinase de 2549 acides aminés (289 kDa) qui appartient a la famille des
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PIKK (phosphatidyl-inositol 3 kinase-related-kinase). L'activité kinase de mTOR peut étre
modulée en réponse a une variété de stimuli, tels que les interleukines, les facteurs de
croissance mitogéniques, les hormones (notamment I’insuline), les nutriments (acides
aminés, glucose), le niveau d’énergie cellulaire et les conditions de stress. Ainsi,
l'activation de mTOR et de ses effecteurs en aval influence de nombreux processus
physiologiques et pathologiques. Son rdle principal est le contrdle de la croissance

cellulaire.

mTOR exerce ses principales fonctions cellulaires en interagissant avec des protéines
spécifiques adaptatrices pour former deux complexes multiprotéiques distincts 727
Quand elle se lie a la protéine Raptor, elle forme le complexe mTORCI, qui est sensible a
la rapamycine (un inhibiteur spécifique de mTORCI1) et controle la traduction des protéines
par phosphorylation des effecteurs en aval, tels que le facteur 4E-BP1 (eukaryotic initiation

336 et la protéine kinase ribosomale p70 S6K, et le facteur

factor 4E-binding protein 1)
d'initiation de la traduction 4G des eucaryotes (eIF4G). mTOR interagit également avec
Rictor pour former un complexe mTORC2 insensible a la rapamycine, qui régule la
dynamique de l'actine et la phosphorylation de I’ Akt et la protéine kinase C. mTORCI est
un régulateur de la synthése protéique, la croissance et la prolifération cellulaire, la

biogeneése ribosomale et mitochondriale, I’autophagie, et le métabolisme, alors que

mTORC?2 semble réguler la survie cellulaire *’® (voir figure 7.5).

4E-BP1 est une protéine de liaison a elF4E qui joue un rdle critique dans le contrdle de
la synthése protéique, la survie et la croissance des cellules. Lors de la traduction cap-
dépendante, EIF4E se lie a la coiffe des ARNm et favorise la formation du complexe
d'initiation eIF4F et la liaison aux ribosomes. Lorsque 4E-BP1 est active (frome
hypophosphorylée), elle se lie a EIF4E et empéche la formation du complexe d'initiation; la
traduction est alors bloquée, favorisant l'apoptose. Toutefois, lorsque 4E-BPI1 est
hyperphosphorylée, l'affinité de liaison pour EIF4E est réduite, EIF4E est libérée, et la

traduction cap-dépendante peut initier >’

La p70 S6K est une protéine Ser-Thr-kinase qui phosphoryle la sous-unité ribosomale
S6, un composant de la sous-unité 40S des ribosomes eucaryotes. Elle joue un role dans la
synthése des protéines et le controle de la croissance cellulaire durant la phase G1 pour

accroitre la traduction de certains ARNm encodant des protéines impliquées dans la



syntheése protéique dont les protéines ribosomales et certains facteurs d’élongation (voir

figure 7.5).
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Figure 7.5 : Voie de signalisation de mTOR. La phosphorylation de mTOR, dans le complexe I, permet
I’activation de p70S6K et I’inhibition de 4E-BP1, tous les deux impliqués dans I’initiation de la synthése
protéique (© WDH).

7.4.2.1. L’implication de mTOR dans I’hypertrophie cardiaque

La voie mTOR semble jouer un rdle clé dans le développement de I'hypertrophie
cardiaque. Ceci n'est pas particulierement surprenant si I'on considere que l'hypertrophie

cardiaque est un processus qui nécessite une augmentation marquée de la synthése des
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protéines du sarcomere. L’activit¢é de mTORCI1 est augmentée au cours de la réponse
hypertrophique des cardiomyocytes a une stimulation B-adrénergique, *"® avec I’Ang 11, *”
et 'IGE-1, ** et l'inhibition de mTORC]1 inhibe le développement de I'hypertrophie.
Cependant, il a été démontré que, plus tard, mMTORCI1 est inactivé lorsque la fonction
cardiaque se détériore et I'IC apparait **'*. Le prétraitement & la rapamycine prévient le

développement de I'hypertrophie cardiaque en réponse a la SP **.



Chapitre 8 : LE REMODELAGE DU METABOLISME
DANS I’HYPERTROPHIE CARDIAQUE ET
POTENTIELS THERAPEUTIQUES

8.1. Leremodelage métabolique myocardique

Les variations de la masse cardiaque a la suite d'une hypertrophie sont également
associées 4 des changements majeurs dans le métabolisme cardiaque ***~*. Au cours de la
progression de I'hypertrophie, la préférence des cardiomyocytes pour les AG diminue et il y
a une dépendance accrue aux hydrates de carbone pour la production d'ATP (voir figure
8.1) 385388,

Acides gras Acides gras

Pyruvate 7" Lactate
v —

Glucose

Glucose

Figure 8.1 : Simplification du métabolisme dans un cardiomyocyte en santé (gauche) et des changements
associés a I’hypertrophie (droite) (© WDH).

Il existe plusieurs mécanismes impliqués dans ce passage a un métabolisme plus foetal

qui affectent directement la captation et 1’utilisation des AG et du glucose **°"".

Cependant, nous ne savons pas lesquels des changements métaboliques au cours de
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I'hypertrophie sont adaptatifs. De plus, il est également probable que ces changements
métaboliques affectent différemment le fonctionnent du cceur a différents stades de la
croissance hypertrophique compensée ou décompensée. Pour répondre rapidement aux
besoins énergétiques cardiaques augmentés, un transfert vers un mode davantage
glycolytique a lieu pendant la phase de compensation. Toutefois, a un stade plus avancé (de
décompensation), cette régulation a la hausse de la glycolyse n’est plus suffisante pour
corriger cette carence d’énergie reliée a la baisse de 1’oxydation des AG. Enfin, le
métabolisme du glucose est aussi diminué et le cceur se retrouve en sérieux déficit
énergétique. L hypertrophie cardiaque est un important stimulus a 1’origine de cette carence
énergétique. Selon la loi de Laplace, la dilatation du VG provoque un gaspillage

, » o S o392
énergétique en augmentant son travail interne au profit de son travail d’¢jection *~.

En rapport avec mes travaux, dans les sections qui suivent nous aborderont les
principales adaptations métaboliques occasionnées lors de 1’hypertrophie pathologique du
VG. Par la suite, nous proposons les intéréts de cibler le métabolisme myocardique au
niveau de deux de ses principales voies; ’AMPK et PPARa en utilisant deux

médicaments pharmacologiques connus ; la metformine et le fénofibrate.

8.2. Les adaptations métaboliques dans le cceur hypertrophié

Une hypothése généralement considérée est que dans le court terme, la réduction
relative de la disponibilit¢ d'oxygéne et d’ATP peut exiger ce changement dans le
métabolisme ¢énergétique des AG au glucose puisqu'il baisserait significativement la
demande pour l'oxygeéne. Cependant, en addition a 1’épuisement d'énergie, la dépendance
continue au métabolisme de glucose, et donc l'utilisation diminuée des AG, peut aussi

induire une lipotoxicité dans les cardiomyocytes.

Plusieurs études sur 1’animal et chez I’humain ont démontré un remodelage au niveau
du métabolisme énergétique myocardique. Le Tableau 8.1 résume les principaux
changements observés au niveau du métabolisme myocardique dans des modeles

expérimentaux d’hypertrophie ou d’IC.



Tableau 8.1: Résumé des principaux changements dans [’oxydation des substrats et la fonction
mitochondriale dans divers modeles d’hypertrophie et d’insuffisance cardiaque (suite a la page suivante) (©

WDH).
Modéles de Caractéristiques . . Changements
q q = q . Métabolisme . A
maladies morphologiques et Métabolisme lipidique g mitochondriaux et statut
5 5 glucidique % e
cardiaques fonctionnelles énergétique
Foidion L?ieBs_gl)i(I\?;nl g:sp rzsnsggn La respiration stade 3 est
Hypertrophie compensée g L’OX-Glu est P

aortique (SP); rat
406

sans /avec dysfonction
diastolique - systolique

régulant la B-OX sont
diminuées dans I’'H
compensée et pendant la
dysfonction systolique

diminuée dans la
dysfonction systolique

initialement augmentée
mais diminue pendant la
dysfonction systolique

Constriction
aortique (SP); rat
413

Constriction
aortique (SP);
souris

Constriction
aortique (SP);
souris *'°

Constriction de
I’aorte abdominale
(SP); rat *'°

Constriction de
I’aorte abdominale
(SP); rat V7

Constriction de
I’aorte abdominale
(SP); rat “®

Dabhl salt-sensitive
(SP); rat *1®

Hypertrophie avec
dysfonctions systolique
et diastolique

Hypertrophie avec
dysfonction systolique

Hypertrophie avec
dysfonctions systolique
et diastolique

Hypertrophie
compensée modérée

Hypertrophie
compensée modérée
Hypertrophie et 4
fonction cardiaque ex

vivo inchangées

Hypertrophie
compensée ;
dysfonction systolique

Rats
spontanément
hypertendus (rat
Sprague-Dawly

comme contrdle) ***

Rats spontanément
hypertendus (rat
Wistar comme
contrdle) ‘'’

Hypertrophie et
fonction cardiaque ex
vivo inchangées

Hypertrophie,
différences mineures
dans les fonctions
diastolique et systolique

La B-OX, ’ARNm et
I’expression des enzymes
de la B-OX sont
diminuées

L’OX-Glu est
diminuée,
I’expression protéique
du complexe PDH est
augmentée

B-OX inchangée

B-OX inchangée

B-OX et expression
d’ARNm des génes
régulant la f-OX
inchangées

B-OX et expression

d’ARNm des génes
régulant la B-OX
inchangées

B-OX diminuée

Captation d’AG et
expression d’ARNm des
genes régulant
I"utilisation sont
diminuées dans la
dysfonction systolique

Une faible f-OX (n.b :
quelques SHR ont une
mutation dans le CD36
qui peut moduler
indépendamment la 3-
0X)

Glycolyse et Oxy-Glu
augmentées

Ut-Glu, synthése de
Gly et oxydation de

_lactate sont diminuées

Glycolyse
modérément
augmentée

OX-Glu inchangée

Glycolyse augmentée,
OX-Glu inchangée

Ut-Glu augmentée,
I’expression d’ARNm
des geénes régulant la
glycolyse et ’OX-Glu

sont diminuées; le

flux des PP est
augmenté dans la

~ dysfonction systolique

L’OX-G est accélérée

Le flux via la PDH est
accéléré

Les crétes mitochondriales
sont désorganisées, la
densité mitochondriale et
les niveaux protéiques de la
CTE sont diminués, la
respiration stade 3 est
diminuée

7 Dysfonction mitochondriale

et diminution de la
respiration et du contenu
d’ATP

L’expression d’ARNm et
de protéines régulant la
biogenése mitochondriale
sont diminuées dans la
dysfonction systolique; le
ratio PCr/ATP est diminué

Le ratio PCt/ATP est
similaire

Infarctus du

myocarde; rat **

Hypertrophie
compensée ;
dysfonction systolique

L’expression d’ARNm
des geénes régulant
I'utilisation d’AG est
diminuée dans la
dysfonction systolique

L’ARNm et la
protéine de GLUT1
sont augmentés dans

la dysfonction

systolique

Infarctus du
myocarde; rat 421

Pas d’hypertrophie,
dilatation VG,
dysfonction systolique

La B-OX et expression
d’ARNm des génes
régulant la -OX sont
diminuées

L’Ut-Glu et ’OX-Glu
sont inchangées

L’expression d’ARNm de
genes régulant la biogenése
mitochondriale est
diminuée
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Utilisation d’AG
Infarctus du Hypertrophie modérée, diminuée, 1’expression ) )
myocarde; rat ‘? dysfonction systolique des protéines de transport

d’AG diminuée

Utilisation d’AG
Infarctus du Hypertrophie modérée, diminuée, 1’expression
myocarde; rat dysfonction systolique des protéines de transport
d’AG diminuée

Patients avec IC
avec IDCM ou
maladie
ischémique >

Dysfonction systolique Les ARNm de la MCAD - -
et LCAD sont faibles

Patients avec IC

avec IC avee Hypertrophie, Utilisation faible ’AG L'Ut-Glu est ;
IDCM 2% dysfonction systolique accélérée
Hypertrophie avec
fonction systolique Le ratio PCr/ATP est
. normale chez les similaire entre les groupes;
al::zlel_llllt; :v:cslfu patients avec HHD et } ) le contenu en PCr est faible
D CM,“Z“ SA,; dilatation VG et dans la SA et DCM; le
dysfonction systolique contenu en ATP est faible
chez les patients avec dans les DCM
DCM

SA : sténose aortique, DCM : cardiomyopathie dilatative, CTE : chaine de transport des électrons, OX-Glu : oxydation de glucose, Ut-
Glu : utilisation de glucose, Glu: glucose, Gly: glycogéne, H: hypertrophie, HHD : maladie cardiaque hypertensive, IDMC :
cardiomyopathie dilatative idiopathique, SHR : rats ayant une hypertension spontanée, 3-OX : B-oxydation des AG, - : analyses non
faites dans 1’étude.

Les connaissances actuelles relatives a I’A étant trés peu nombreuses, nous discuterons
donc des résultats issus d’autres pathologies cardiaques. En effet, les adaptations
métaboliques reliées a I'TA chronique ont été élaborées seulement par quatre études **°*.
Les principaux résultats de ces études sont : une diminution des réserves énergétiques
cardiaques, la réduction de ID’activité de la citrate synthase ainsi que I’élévation de
I’expression de I’'UCP-2, qui indiquent également une altération des capacités oxydatives

mitochondriales **’

. D’autres études devront évidemment étre effectuées pour confirmer et
approfondir ces résultats. Une étude a ce sujet a été récemment publié par notre équipe **.
Nous avons observé une réduction de I’utilisation des AG ainsi que des capacités
oxydatives du VG chez des rats IA par rapport a des rats contrdles qui se manifestent par
une augmentation significative de I’activité de 1’enzyme glycolytique ; la PFK avec la
réduction de I’activité de I’enzyme clé de la B-oxydation d’AG ; la HADH. Nous avons
ainsi démontré que, comme dans les autres modeles d’HVG, le cceur de notre modele d’IA
utilise préférentiellement le glucose pour répondre a ses besoins énergétiques. En plus,

nous avons observé une importante baisse de 1’activité de la CS et du complexe I de la

. . . , , . ., . 4
chaine respiratoire suggérant une altération dans leur capacité oxydative *°.



8.2.1. La régulation a la baisse du métabolisme des AG

La principale adaptation métabolique pendant I’hypertrophie cardiaque pathologique
est la régulation 4 la baisse de I"oxydation des AG *"°. L’équipe de Talibi et coll. a observé

410-412
0412 Dans cette

une altération dans le transport des AGCL chez des rats soumis a une SV
¢tude, il a été proposé que la réduction de la quantité de carnitine réduise le transport et
I’oxydation subséquente des AGCL a I'intérieur des mitochondries. Par contre, ils ont
observé que I’oxydation des AG a chaines courtes et/ou moyennes (AG qui ont la capacité
d’entrer passivement dans la mitochondrie) n’est pas altérée chez leurs rats soumis a une
SV. 1l a ét¢ démontré dans la plupart des modeles expérimentaux d’hypertrophie et d’IC
que la régulation a la baisse de PPAR« est reliée avec la déplétion de I'énergie cardiaque
13 De plus, le dernier stade de I'IC est aussi caractérisé par la régulation a la baisse des
protéines impliquées dans le transport et 1'oxydation des AG comme CPT-1 et MCAD

: 4
respectivement *.

8.2.2. La régulation a la hausse du métabolisme du glucose

Le métabolisme glycolytique est augmenté a la hausse dans le ceeur hypertrophié. Cette
adaptation a lieu notamment pour remédier 1’oxydation abaissée des AG (cycle de Randle).
Les changements se présentent essentiellement par un transport basal du glucose accéléré
via GLUT-1 (phénotype feetal) alors que la réponse a 1’insuline via GLUT-4 (phénotype
normal) est diminuée. Bien que les mécanismes cellulaires impliqués dans le retour du
métabolisme vers le phénotype foetal ne soient pas connus, certaines études ont démontré
que I’hypoxie pourrait étre impliquée. En effet, dans le cceur hypertrophié, parmi les
conséquences, nous pouvons observer une ischémie sous-endocardique, notamment en
condition de SP ou la densité capillaire dans le myocarde est réduite, causant, entre autres,

414 11 a été démontré

une induction de HIF-1a (facteur induit par I’hypoxie, isoforme 1a)
que ce dernier peut se lier a des séquences codantes pour divers genes reliés a 1’utilisation
du glucose tels GLUT-1 et I’aldolase. En conséquence, 1’augmentation de ’entrée et de
’utilisation du glucose observée va occasionner 1’accélération de la glycolyse dans le cceur

215,415

hypertrophié . Nous observons aussi une majoration de 1’activité de PFK et de I’'HK.

Toutefois, le couplage entre la glycolyse et 1’oxydation du glucose est altéré dans cette
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condition. L’importante quantité de pyruvate cytosolique formée va activer donc le lactate

déshydrogénase et le coeur hypertrophié devient alors un important producteur de lactate.

Les causes actuellement proposées pour expliquer 1’altération du couplage entre la
glycolyse et I’oxydation du glucose sont peu connues et controversées 2 **'*!7  Certains
travaux démontrent que 1’activité du PDC (complexe de la pyruvate déshydrogénase) est
diminuée dans le cceur hypertrophié bien que d’autres n’observent aucun changement
48419 11 a 6té proposé que Defficacité des transporteurs du NADH a D’intérieur des
mitochondries flit abaissée dans le cceur hypertrophié stimulant ainsi la transformation du
pyruvate en lactate pour régénérer le NAD' nécessaire a la glycolyse. En ce sens, le
transfert vers ’utilisation du glucose semble étre une adaptation bénéfique dans le cceur
hypertrophié¢. Mais cette hypothése n’est pas toujours validée.

En plus, nous savons que I’ATP produit via la glycolyse est préférentiellement utilisé

. . 420-422
par les pompes ioniques au niveau de la membrane et du RS **°

. Par conséquent, cette
accélération de la glycolyse observée dans le cceur hypertrophié pourrait permettre
d’atténuer le déreglement de 1’homéostasie calcique. Il faut se rappeler aussi que le
métabolisme du glucose consomme moins d’O, que les AG pour une méme quantité
produite d’ATP. Pour cela, I’utilisation de drogues favorisant 1’utilisation du glucose
(ranolazine et trimetazine) a permis d’améliorer la fonction cardiaque de patients IC >,
De plus, il a été observé que la surexpression de GLUT-1 en condition de SP ralentit la
progression vers 1’IC **. Par contre, I’importante réduction d’ATP associée a Iutilisation
du glucose peut éventuellement occasionner une carence énergétique cardiaque **. La
diminution de ’oxydation des AG a d’ailleurs pour effet de limiter la capacité cardiaque

pour soutenir une augmentation de travail. Ainsi, la préservation d’une flexibilité

métabolique semble essentielle pour une fonction cardiaque adéquate.

8.2.3. L’altération de la capacité mitochondriale

La capacité énergétique basse dans 1’hypertrophie cardiaque peut étre aggravée par la
dégénérescence mitochondriale. Schaper et coll. ont montré que le nombre, la taille et
l'arrangement de structure des mitochondries sont changés pendant I'IC ***. Les altérations

mitochondriales ont été associées a des changements dans I’expression de génes comme



TFAM et NRF-1, qui sont impliqués dans le maintien de l’intégrité structurelle et la
biogenése de la mitochondrie **. L’expression de ces génes en plus de PGC-1la est aussi
réduite dans quelques modéles d'IC *° et ce, essenticllement au stade final *'. Les
réductions du niveau de la consommation d'oxygeéne mitochondrial et des activités des
complexes I-IV de la chaine respiratoire ont ét¢ démontrées aussi dans des modeles

animaux d’IC %432,

8.2.4. La diminution de la contribution a la production d’énergie

En plus du transfert dans 1’utilisation de substrat des AG au glucose, des travaux
effectués sur I’IA et 'insuffisance de la valve mitrale ont observé une diminution du ratio
PCr/ATP cardiaque **. De ce fait, la concentration d’ATP myocardique demeure
généralement normale en phase compensée de I’hypertrophie alors que celle de la PCr
diminue progressivement. Plusieurs autres études ont établi que le changement du statut

métabolique pendant 1'hypertrophie inclut une réduction des phosphates de haute énergie
2,434,435

Chez les patients IC, la diminution du ratio PCt/ATP est directement corrélée a la
classe fonctionnelle du patient selon la New York Heart Association (NYHA) *°. De plus,
il a été démontré que I’activité¢ de la créatine kinase mitochondriale est réduite 20% chez
ces patients alors que celle des myofibrilles est baissée de 50% *’. Ces changements dans
le transfert énergétique conduit a une altération de la contractilité ainsi que de la relaxation
diastolique du myocarde. Ceci est également associé a une réduction du rapport ATP/ADP
qui peut aussi avoir des effets déléteres sur la fonction cardiaque. En effet, elle peut affecter
la fonction diastolique en ralentissant la dissociation entre les filaments d’actine et de

8 Drailleurs, il existe une relation entre la pression interne du VG en fin de

myosine
diastole et le taux d’ADP. D’autre part, certaines études ont proposé que 1’¢lévation de
I’ADP occasionne I’ouverture des pores perméables de la membrane mitochondriale

favorisant notamment I’apoptose des cardiomyocytes **°.
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8.3. Le role de ’AMPK dans le ceeur hypertrophié

Les roles de 'AMPK dans la modulation de I'hypertrophie cardiaque et dans la
régulation de la fonction physiologique du myocarde viennent d’étre élucidés. Dans une
¢tude réalisée par le groupe de Tian et coll., il a été démontré que l'activité¢ de I’AMPK est
augmentée dans les cceurs de rats avec une hypertrophie induite par une SP apres 17
semaines de ligature aortique **. Ces coeurs ont démontré des changements énergétiques
(augmentation du rapport AMP/ATP) et des conséquences métaboliques (augmentation de
la glycolyse) compatibles avec l'activation de 'AMPK. Les coeurs démontrent également
une régulation a la hausse de la glycolyse **'**%. Il demeure incertain que l'activation de
I'AMPK se produit pendant la phase précoce de I'hypertrophie ou représente une adaptation
plus tardive a la SP. Cependant, des cardiomyocytes isolés et traités avec la phényléphrine
développent une hypertrophie mais n'ont pas démontré une activité augmentée de 'AMPK
3 Ces résultats suggerent que la réponse de I'AMPK au cours de 1'hypertrophie puisse

varier selon le modéle.

En plus de la modulation de la réponse métabolique dans une condition de SP, 'AMPK
pourrait influencer le développement de I'hypertrophie cardiaque par le controle de la
synthese des protéines. L’AMPK inhibe a la fois 1'initiation de la traduction de 'ARNm et
I’¢longation des protéines. L’AMPK phosphoryle et active la kinase eEF2, augmentant la
phosphorylation d’eEF2, qui inhibe la synthése des protéines ******. De plus, I'AMPK
inhibe la voie de mTOR, ce qui réduit 1’activité de la p70 S6K **°. L’AMPK a été
également impliquée dans les effets anti-hypertrophiques de I'adiponectine dans le ceeur **.
Le groupe de Walsh et coll. a montré que l'adiponectine active I'AMPK et inhibe
I’hypertrophie des cardiomyocytes in vitro, et diminue également 1'hypertrophie cardiaque
in vivo induite par une ligature aortique **’. De plus, des souris déficientes en adiponectine
ont montré une phosphorylation réduite de I'AMPK et une hypertrophie cardiaque aggravée

dans un modele de SP *¥.

L’AMPK peut également empécher la croissance hypertrophique pathologique par la
réduction du NF-kB et la calcineurine, ainsi que par la réduction des niveaux cardiaques de
I'Ang II et d'ET-1 ****_En revanche, 'AMPK ne semble pas avoir un réle physiologique

pour limiter 1'hypertrophie, en se basant sur une observation que les cceurs de souris avec



450,451
2% Des recherches

activation altérée de I'AMPK ne sont pas hypertrophiés
supplémentaires aideront a élucider si l'activation de 'AMPK pourrait étre une approche

thérapeutique potentielle pour empécher 1’hypertrophie ventriculaire gauche pathologique.

8.3.1. L’activation de P’AMPK : une cible thérapeutique potentielle ?

Nous venons de voir que I’AMPK exerce des effets bénéfiques dans la régulation du
métabolisme puisqu’elle permet de contrdler le métabolisme des AG et du glucose en
conditions de stress. De plus I’activation de ’AMPK exerce des effets a long terme sur la
régulation de geénes clés du métabolisme énergétique et de la biogenése mitochondriale.
Ainsi, ’AMPK représente une cible d’intérét suggérant que son activation constitue une
approche possible pour 1’amélioration du statut énergétique du cceur hypertrophi¢ ou

défaillant 2.

De nombreux composés ont été identifiés a la suite de la recherche de nouveaux
activateurs pour 'AMPK. Bien qu'une grande variété d'agents active 'AMPK, dans certains
cas, les mécanismes sont encore mal compris, et d’autant plus au niveau cardiaque. Certains
agents interagissent directement avec l'une ou plusieurs des sous-unités protéiques de
I’AMPK, tandis que d'autres influencent indirectement l'activation de I'AMPK par
l'intermédiaire d'un certain nombre de médiateurs dans le métabolisme et les voies de
signalisation. Les activateurs indirects de 1'AMPK comprennent des agents
pharmacologiques, la prise alimentaire, des hormones, des composés bioactifs naturels et
des AGCL. Les activateurs directs sont des petites molécules sélectives. Certains agents

453,454

pharmacologiques , ou encore certaines hormones comme 1’adiponectine et la leptine

3 activent I’ AMPK. La metformine, les thiazoledinediones (TZD) et le 5-aminoimidazole-

4-carboxamide-1-B-D-ribonucléoside (AICAR) sont des agents activateurs de I’AMPK 436

459 460 . .
. Des données récentes

alors que le composé C ou I’araA sont connus pour 1’inhiber
suggerent que l'activation pharmacologique de I'AMPK pourrait limiter le développement
de I'hypertrophie cardiaque. Ce concept a été basée sur des études du groupe de Dyck et
coll.****8 Le traitement des cardiomyocytes de rats nouveau-nés avec la metformine,
AICAR ou resvératrol active 'AMPK et inhibe le développement de I'hypertrophie induite

par la phényléphrine ***. Un traitement de 7 semaines avec I’AICAR conduit a la régression
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de I'hypertrophie induite par une ligature aortique **°. Le traitement par le resvératrol inhibe
I'hypertrophie dans le cceur de rat apres ligature aortique, méme si cette action peut étre en

partie médiée par ses propriétés antioxydantes *'.

Dans la section suivante, nous décrirons le mécanisme d’activation de I’AMPK par la

metformine, 1’agent pharmacologique que nous avons utilisé dans notre étude.

8.3.2. Le mécanisme d’action de la metformine

La metformine était le médicament le plus important pour le traitement du DT2 depuis
des décennies. C’est l'agent anti-hyperglycémiant le plus largement utilisé et est
actuellement recommandé comme traitement de premiere ligne pour tous les patients

atteints de DT2 nouvellement diagnostiqués (Admerican Diabetes Association, 2014) **.

La metformine (N, N-diméthylbiguanide) appartient a la classe des antidiabétiques
biguanides (contenant deux boucles liées de guanidine) dérivés originalement de la
galégine (isoamyleéne guanidine), une substance active extraite du lilas frangais, Galega
officinalis, une plante utilisée au Moyen Age pour le traitement des symptomes attribués au

DT2 (voir figure 8.2) ***4%.

Galégine

NH

N

H,N NH
Guanidine

NH NH

G T

HNT N7 N,
H CH;

Metformine
(1,1-diméthylbiguanide)

Figure 8.2 : Origine et structure de la metformine. La metformine est une biguanide dérivée de la galégine,
extraite du lilas frangais (Galega officinalis), (Image tirée d’aprés Viollet et coll. *%).



Parmi les trois biguanides développés pour le traitement du diabéte, la metformine a un
profil de tolérance supérieur. Deux autres biguanides, la phenformine et la buformine, ont
été retirés dans le début des années 1970 en raison du risque d'acidose lactique et de
mortalité cardiaque €levée. L'incidence de I'acidose lactique avec la metformine a des doses
thérapeutiques est rare (moins de trois cas par 100 000 patients/année) ****®  La
metformine a été largement utilisé depuis plus de 50 ans et a été jugée efficace a la fois en

monothérapie et en combinaison avec d'autres agents antidiabétiques et I’insuline ***.

8.3.2.1. La metformine et effets cardiovasculaires

De nombreuses études ont proposé une action protectrice de la metformine contre
plusieurs maladies cardiovasculaires liées au DT2, y compris l'infarctus du myocarde,
I'hypertrophie et la cardiomyopathie diabétique. Les mécanismes moléculaires impliqués
dans cette protection sont multiples, ciblant les (dys) fonctions de l'endothélium, des
cardiomyocytes, et des fibroblastes **. Dans 1’étude UKPDS (the U.K Prospective
Diabetes Sudy), il a été constaté que le traitement par metformine réduit significativement
la mortalité toutes causes confondues et la mortalité liée au diabéte ***. Cet effet de la
metformine a été observé dans d’autres études et suggere des effets cardiovasculaires

465,466 Egalement, il a ét¢ montré, chez le rat

potentiels « hors glycémie » de ce composé
avec un infarctus du myocarde et préalablement traité par la metformine, que cette
molécule réduisait la taille du myocarde nécrosé¢ associ¢ avec une amélioration de la
fonction ventriculaire gauche résiduelle et limitait la survenue d’une IC 7 11 a été suggéré
que la metformine provoquerait I’apparition d’un phénoméne de préconditionnement
myocardique ***. Les bases moléculaires du préconditionnement sont encore mal connues.
Par contre, I’intérét d’obtenir un tel phénomene par la voie pharmacologique afin de réduire

14%°. La metformine

les séquelles fonctionnelles lors d’un infarctus du myocarde est bien rée
pourrait étre un composé qui provoquerait un état plus ou moins permanent de
préconditionnement myocardique. Elle est également capable de réduire la synthése de
facteurs proapoptotiques des cardiomyocytes, augmentant ainsi leur survie lors des

situations d’hypoxie *'°.

Des données récentes placent le métabolisme énergétique au centre du mécanisme
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d'action de la metformine dans le diabéte et peut également étre d'une importance dans les
maladies cardiovasculaires et le cancer ****®. L’effet fondamental serait que ce composé
permettrait 1’adaptation métabolique du myocarde lors des situations énergétiques critiques.
Dans un mod¢le d’une IC chez le rongeur, la metformine favorise 1’adaptation métabolique
du myocarde altéré et modifie le ratio glucides/lipides en rapport avec 1’activation de
I’AMPK °. En accord avec l'action anti-hypertrophique de 'AMPK, la metformine a pu

inhiber I'hypertrophie cardiaque dans un modéle de rat de SP *'.

L’activation induite de ’AMPK par la metformine est bien documentée, mais peut ne
pas tenir compte de toutes les actions de la drogue. Ici, nous résumons les connaissances
actuelles sur les différents mécanismes AMPK-dépendants et AMPK-indépendants de

'action de la metformine.

8.3.2.2. Le mécanisme d’activation de ’AMPK par la metformine

C’est I’équipe de Zhou et coll., qui a démontré pour la premiére fois que les effets anti-
hyperglycémiques et anti-hyperlipidémiques de la metformine résultaient de I’activation
tissulaire de ’AMPK ***. Au niveau du foie, la metformine inhiberait la néoglucogenése via
I’activation de I’AMPK par LKB1 et une inhibition des genes et d’enzymes clés de cette

. 153472
voie 3%

. Ensuite, deux autres équipes ont montré que la metformine active indirectement
I’AMPK  via Dinhibition du complexe I de la CR mitochondriale entrainant une
augmentation du ratio AMP/ATP 43478 En effet, la néoglucogenese est un processus tres
consommateur d’énergie et la diminution de 1’apport d’ATP, di a I’inhibition de la CR,
apparait alors comme la cause de I’inhibition du flux néoglucogénique *”°. L'effet de la
metformine sur la production de glucose peut étre expliqué par une augmentation de I'AMP
qui inhibe directement 1'enzyme de la gluconéogenese, la F2,6 BP.

Les effets de la metformine sur le métabolisme du glucose et des AG sont fortement

réduits par un inhibiteur de I'AMPK 434

. Elle inhibe également 1’expression du facteur de
transcription SREBP-1c¢ (sterol regulatory element binding protein Ic) qui est impliqué
dans la régulation de I'expression des genes de la lipogénese. De plus, un traitement de 14
jours avec la metformine augmente I’expression de PGC-la ainsi que Dactivité des

enzymes mitochondriales suggérant une amélioration de la capacité oxydative *7°.
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Figure 8.3 : Mécanismes moléculaires possibles de 1'action de la metformine sur la néoglucogenése hépatique
(Image tirée d’aprés Viollet B et coll. **%).

8.3.2.3. Les effets AMPK-indépendants de l1a metformine

En plus de ses effets sur I’activation de I’AMPK, plusieurs études ont démontré que la

metformine posséde des actions indépendantes de I’AMPK "/

. Elle peut exercer une
variété d'actions cellulaires dans différents tissus et types cellulaires. Plusieurs mécanismes
moléculaires ont ¢été propos€s, y compris la réduction de stress du réticulum
endoplasmique, le stress oxydatif, 1'apoptose et la syntheése des protéines, ainsi que la
résistance a l'insuline dans les cellules endothéliales, les cardiomyocytes, et les fibroblastes

par des voies dépendantes et indépendantes de 'AMPK * (voir figure 8.4).

Une étude treés récente a indiqué que la metformine protége contre I'hypertrophie

induite par une SP indépendamment de I'AMPK *7®

. La fibrose cardiaque est un autre
¢lément de la myocardiopathie diabétique, et plus généralement de I’IC. Fait intéressant, la

metformine est capable d'atténuer la fibrose dans un modele canin d’IC, vraisemblablement
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via l'activation de 'AMPK et son action inhibitrice sur l'expression du TGF-B . Des
résultats similaires ont été obtenus chez des souris soumises a une SP, méme si, dans ce

cas, 'AMPK ne semble pas étre impliquée *°.

Metformin
via AMPK and other signaling pathways
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¥ NOX, MnSOD
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¥ ICAM-1, VCAM-1)

W Endothelial
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(mMTOR, eEF2K)
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A Autophagy
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¥ fibrosis
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Myocardium level:
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¥ Apoptosis

¥ fibrosis
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¥ ROS production

Myocardial complications linked to type 2 diabetes

Figure 8.4 : Les principaux mécanismes moléculaires impliqués dans les effets cardioprotecteurs de la
metformine (Image tirée d’aprés Foretz M et coll. *%).

8.4. Le role de PPARa dans le ceeur hypertrophié

Certaines études ont mis en évidence le lien entre PPARa et les altérations

, . . .. . . . A 480
métaboliques connues dans certaines conditions physiologiques, comme le jeline

51,481

, et
pathologiques, comme 1’hypertrophie cardiaque (SP et IC) et le diabéte Il a été

’ y . re s ’ N . 21 .
démontré que I’expression des PPARs était régulée a son niveau feetal 2'> dans plusieurs
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modeles d’hypertrophie pathologique . La diminution de PPARa a été liée, en stade

décompensé, a une modification dans le choix des substrats énergétiques du myocarde *'*.
Ceci a ¢été associé avec une diminution de I’expression régulée par PPARa de plusieurs
genes encodant pour des protéines de transport comme FAT/CD36 et CPT1/2, et des
enzymes impliquées dans la f-oxydation mitochondriale des AG, comme MCAD. D’autres
é¢tudes n’ont, par contre, observé aucune modification, ce qui suggere que ce sont

probablement I’étiologie, la sévérité et le stade d’avancement de la pathologie qui sont la

cause de ces différences.

Le role important de PPARa dans la régulation du métabolisme cardiaque a été
également le sujet de nombreuses études utilisant différents modéles transgéniques **. Des
¢tudes conduites chez la souris montrent qu’une surexpression de PPARa de maniére
cardio-spécifique induit une augmentation de la captation et de la f-oxydation des AG, une
surcharge lipidique, ainsi qu’une diminution du métabolisme glucidique, qui s’expliquent
par des modifications transcriptionnelles **’. L’expression de PDK4 est augmentée en
parallele avec une diminution de 1’expression de GLUT4 et de PFK1 dans les cceurs qui
surexpriment PPARa. En contrepartie des souris transgéniques déficientes pour PPARa
développent plus d’hypertrophie et avaient la fonction cardiaque détériorée par rapport a
des souris sauvages soumises 4 une SP ***. Ces études suggérent que la régulation négative
de PPAR (et par conséquent de l'oxydation des AG) contribue au développement de
I’hypertrophie pathologique. L’utilisation d’un agoniste pour PPARa était ainsi proposée

par plusieurs études pour le traitement de 'HVG et/ou I’IC.

8.4.1. L’activation de PPARa: une cible thérapeutique potentielle ?

Il est de plus en plus clair que les PPARs présentent un intérét pharmacologique dans
le traitement des désordres métaboliques et de leurs conséquences & long terme **. A
présent, les interventions thérapeutiques qui augmentaient 'activit¢ de PPARa dans le coeur
hypertrophié pourraient étre avantageuses pour le maintien a long terme de la fonction

myocardique en empéchant la déplétion en énergie et la lipotoxicité.
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8.4.2. Mécanisme d’action général des fibrates

Les médicaments hypolipidémiants de la famille des fibrates constituent une classe de
molécules capables de se lier a PPARa. Le WY-14643 et les fibrates tels le clofibrate, le
fénofibrate, le bézafibrate, le ciprofibrate et le gemfibrozil furent développés comme des

agents hypolipidémiants chez les rongeurs ** (voir figure 8.5).
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Figure 8.5 : Représentation de la structure moléculaire des cinq agents des fibrates (© WDH).

Ces ligands synthétiques de PPARa sont capables de réduire les lipoprotéines riches en
TG dans le sérum par une augmentation de l'expression des génes impliqués dans la -

7 1ls sont

oxydation et une diminution de 'expression du géne de 1'apolipoprotéine C-III
largement utilisés dans le traitement pharmacologique de I'hypertriglycéridémie. Les
fibrates ne révelent pas seulement un effet d'abaissement des TG, mais augmentent
également le taux des lipoprotéines de forte densité (HDL-cholestérol), en partie en
augmentant l'apolipoprotéine A-I et l'expression du geéne A-II. Leur activité permet la
diminution de la disponibilité systémique des AG pour la synthése des TG *** et la
réduction de leur absorption musculaire. Ils augmentent également la sensibilité a 1'insuline

Yy . . 489 , . .
et réduisent les niveaux plasmatiques du glucose " . En conséquence, ils peuvent ralentir la

. , , 1. A . . 490
progression de l'artériosclérose et réduire les événements cardiovasculaires



8.4.2.1. Les fibrates et effets cardiovasculaires

Plusieurs études ont observé une réduction des facteurs de risque cardiovasculaire
associés aux dyslipidémies chez les patients diabétiques suite a leur traitement aux fibrates.
L’¢tude VA-HIT (Veterans Affairs-High Density Lipoprotein Cholesterol Intervention
Trial), dans laquelle 25% des patients analysés sont diabétiques, montre une diminution du
risque de MCV liée a une augmentation de cholestérol-HDL et une diminution des TG *".
De plus, I’é¢tude DAIS (Diabetes Atherosclerosis Intervention Study) a montré que le
fénofibrate réduit la progression de 1’athérosclérose des artéres coronaires, ce qui peut étre
expliqué partiellement par la correction de la dyslipidémie diabétique 0 Ces résultats,

4924 .
92493 proposent qu’un traitement aux fibrates

ainsi que ceux observés dans d’autres études
constitue une approche efficace pour réduire le risque de MCV associé¢ a la dyslipidémie
diabétique. Un résultat similaire a été¢ également observé chez les patients atteints de DT2.
Ces patients présentent une hypertriglycéridémie modérée et un taux de HDL-cholestérol
bas. En plus, 1’étude St Mary’s Ealing, Northwick Park Diabetes (SENDCAP) montre que
les fibrates diminuent la survenue des infarctus du myocarde chez les patients

dyslipidémiques atteints de DT2 94,

8.4.2.2. Les effets pléiotropes du fénofibrate

Des études récentes ont démontré de nombreux effets pléiotropes du fénofibrate sur le
coeur fournissant une protection myocardique direct en plus de ses effets hypolipidémiants.
Le fénofibrate a un potentiel supplémentaire pour empécher la progression des lésions
cardiaques hypertensives, I'hypertrophie cardiaque, 1'lC, la myocardite, la cardiomyopathie
de lipotoxicité et les anomalies cardiovasculaires associées a un dysfonctionnement

endothéliale vasculaire **°

. Dans une étude, il a été montré que I’activation de PPARa par
le fénofibrate atténue I'hypertrophie induite par l'aldostérone chez la souris *° ainsi que
dans deux modéles d'hypertrophie pathologique chez le rat *7**. L'activation de PPARa
peut aussi réguler & la hausse le processus anti-inflammatoire et antioxydant cardiaque **°.
L’activation de PPARa par le fénofibrate se traduit par une augmentation de la capture des

AG par la cellule et de leur catabolisme intracellulaire.
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En parallele, de nombreuses études ont démontré la capacité du fénofibrate a inhiber
I’hypertrophie indépendamment de la voie de PPARa. En effet, il a ét¢ montré que le
traitement au fénofibrate a pu atténuer le développement de I'hypertrophie cardiaque chez
des rats soumis a une SP en réduisant I’expression de I’ET-1, du collagéne de type I et III
ainsi que de la fibrose interstitielle et périvasculaire **°. L’équipe de Liang et coll. a
démontré qu’il a pu empécher également 'augmentation de la synthése protéique et de la
taille des cardiomyocytes exposés 4 I'ET-1°"". Egalement, il a 6t¢ montré que le fénofibrate
a pu empécher I’hypertrophie des cardiomyocytes en inhibant 1’augmentation de
l'expression de c-Jun et de la B-MHC ainsi que la phosphorylation de JNK **. De méme, Li
et coll. ont démontré que le fénofibrate a pu inhiber la GSK-3f et la translocation nucléaire

de NFATc4 °%,

8.5. La liaison métabolique entre ’activation de PPARa et de PAMPK

I1 a été démontré que le fénofibrate et le WY 14643 activent la voie de I’AMPK d’une

394 Le fénofibrate

manicre indépendante de PPARo au niveau du muscle squelettique
induit la phosphorylation et I’activation de I’AMPK via l’induction d’un récepteur
nucléaire (SHP; small heterodimer partner) et I’expression de ses geénes cibles. Une étude
réalisée sur des cellules endothéliales a également observé une activation de I’AMPK par le
fénofibrate sans toutefois avoir un effet sur son activité transcriptionnelle °”. Le
mécanisme responsable de cette activation demeure inconnu. De plus, 1’activation de
I’AMPK au niveau du muscle squelettique par AICAR permet I’augmentation de
I’expression des genes impliqués dans la J-oxydation, en particulier ; PPARa, PGC-1a et

CPT-1 %, Par contre, au niveau cardiaque, les effets du fénofibrate sur I’AMPK ou de la

metformine sur PPARa sont peu documentés.



Chapitre 9 : LE CEEUR, L’OBESITE ET L’IMPACT DE
LA DIETE RICHE EN GRAS

9.1. L’obésité, la diéte et retentissement cardiaque

Le role de la consommation alimentaire dans la santé humaine a occupé un intérét
majeur. Le guide diététique depuis plus de 50 ans a recommandé la consommation d’une
di¢te pauvre en gras saturé/riche en hydrates de carbone complexes pour réduire le risque
des MCV *"". Dés 1960, la prise alimentaire pauvre en gras était remplacée par des hydrates
de carbone simples a partir, essentiellement, d’aliments hautement traités ou raffinés et de
boissons sucrées. En méme temps, avec ces modifications, la prévalence de 1’obésité et du
DT2 est augmentée, lesquels sont devenus des pandémies et ont augmenté le risque des

MCV 508,509

L'obésité est a la fois un facteur de risque direct de I’IC et est associée a une variété de
changements hémodynamiques inadaptés qui prédisposent a un remodelage ventriculaire et

- - 510,511
une dysfonction cardiaque °

(voir figure 9.1). Ces modifications sont plus prononcées
chez les personnes souffrant d'obésité grave et peuvent prédisposer au développement
d’une IC, méme en l'absence de comorbidités telles que la maladie coronarienne, la
cardiopathie valvulaire, la maladie péricardique et congénitale >'°. Dans I’étude de
Framingham, et aprés ajustement pour les autres facteurs de risque, ils ont démontré que
chaque augmentation d’un point de I’indice de la masse corporelle entraine une majoration
de développer une IC de 5% chez I’homme et de 7% chez la femme *'%. Le développement
des complications cardiovasculaires dépend non seulement du degré d’exces de poids, mais

aussi du gain de poids au cours de la vie, de la répartition du TA, des facteurs de risque

vasculaire souvent associés et des conséquences de la sédentarité.

Récemment, une variété d'anomalies neurohormonales et métaboliques associées a

l'obésité ont été identifiées qui peuvent contribuer au remodelage cardiaque, la dysfonction

510,513,514
C 013,

ventriculaire, et 1’l . Les mécanismes en cause sont complexes et intriqués. Les

debats scientifiques actuels concernent ainsi l'association de ces altérations avec l'apparition
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d’une dysfonction cardiaque chez les patients obeses et diabétiques. Les altérations
fonctionnelles associées a un exces d’AG circulants et la modulation de leur métabolisme et
la régulation des voies de signalisation intracellulaires, sont généralement les facteurs

responsables du développement d’une cardiomyopathie de 1’obésité (voir figure 9.1).
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Figure 9.1 : Représentation des altérations hémodynamiques et métaboliques causées par 1’obésité et la
consommation de gras saturés et leur retentissement sur le coeur (Résumé © WDH).
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9.2. Les conséquences morphologiques et fonctionnelles cardiaques dans I’obésité

Les adaptations hémodynamiques sont déterminées par les modifications de la
composition corporelle entrainant un état d’hypervolémie qui met en stress le coeur du sujet
obese. Quand ces adaptations sont dépassées, il se développe une cardiopathie spécifique de
I’obésité. Ont été observées une HVG, plus rarement une hypertrophie ventriculaire droite,

513 .
. Des observations

mais aussi une dilatation de 1’OG et des anomalies valvulaires
convergentes, en particulier par imagerie non invasive, indiquent que 1’obésité est associce

a une HVG indépendamment de ’HTA et d’autres pathologies cardiaques. Ces études



montrent une augmentation de la cavité du VG et de I’épaisseur de la paroi par
comparaison avec des témoins appariés pour I’dge. L’épaisseur de la paroi serait
habituellement plus augmentée que les dimensions de la cavité, a 1’origine d’une
prédominance d’une HVG concentrique plutot qu’excentrique. L’augmentation de la masse
du VG résulte aussi d’une augmentation de graisse épicardique et d’une infiltration
graisseuse myocardique. Cette augmentation de graisse épicardique est corrélée a la
quantité de graisse viscérale abdominale et de ’importance de I'HVG *"°. 1l existe peu de
données sur I’effet direct de 1’obésité sur les valves cardiaques, en partie du fait des
difficultés techniques de I’échographie chez les patients obéses. Une étude, souvent citée,
par échocardiographie dans la cohorte de Framingham montrait une moindre prévalence

) . vone 231
d’atteinte valvulaire chez les personnes obéses = .

De facon schématique, 1’obésité entraine une augmentation du volume sanguin
circulant et du débit cardiaque du fait de ’augmentation des besoins métaboliques. Dans les
situations d’une obésité modérée a séveére, il en résulte une dilatation du VG, une
augmentation de la contrainte exercée sur la paroi du VG, une hypertrophie excentrique

compensatrice du VG et un dysfonctionnement systolique (voir figure 9.1).

Le terme de «cardiomyopathie de 1’obésité» s’applique quand les anomalies
structurales et hémodynamiques aboutissent a une IC congestive °'°, typiquement dans les
situations d’obésité massive et ancienne. Les autres conséquences potentielles de 'HVG de
I’obésité concernent 1’augmentation du risque de morbidité et de mortalité par coronopathie
ischémique, mort subite et troubles de rythme. En particulier, THVG de 1’obésité pourrait
favoriser la survenue d’une ischémie myocardique par deux mécanismes: d’une part,
I’augmentation du travail myocardique correspondant a I’augmentation des besoins en
oxygene parallele a I’accroissement de la masse myocardique et, d’autre part, la réduction
de la réserve coronarienne résultante de I’augmentation des pressions et des contraintes

. . . A . : 1
diastoliques qui vont géner la circulation de retour >'’.

Ce raisonnement physiopathologique centré sur le dysfonctionnement systolique du
VG est cependant discuté. Les études plus récentes considérent que, dans la majorité des
cas chez les personnes obéses, la FE du VG peut étre normale ou méme supranormale >'°.

La variabilit¢ des données sur la fonction systolique tiendrait a 1’hétérogénéité¢ des
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populations étudiées et au fait que des comorbidités peuvent intervenir. Toutefois, méme si

la FE est normale, la contractilit¢ myocardique peut étre réduite.

9.3. Le phénotype métabolique dans 1'obésité et le diabéte: mécanismes et

conséquences fonctionnelles

L'obésité et le diabéte induisent un phénotype métabolique cardiaque se traduisant par
une augmentation de l'absorption et de la P-oxydation des AG par le myocarde. Les
mécanismes sous-jacents ce phénotype sont complexes, et comprennent des modifications
dans les concentrations circulantes des AGL et des adipokines, l'expression et la
localisation cellulaire des transporteurs d'AG, ’utilisation des réserves endogeénes d'AG,
et/ou la régulation de la B-oxydation au niveau transcriptionnel et enzymatique °'°. Ces
changements dans le métabolisme des AG peuvent avoir un impact négatif sur la fonction

ventriculaire et l'efficacité cardiaque dans l'obésité et le diabéte (voir figure 9.2).
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Figure 9.2 : Représentation schématique des conséquences de 1'augmentation de 1'afflux des AG dans le
cardiomyocyte (Image adaptée d’aprés Boudina S et coll. >'®).
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9.3.1. Les altérations dans le métabolisme des AG
9.3.1.1. L’apport cardiaque en AG

Généralement, lorsque la quantité des aliments consommée excéde la dépense
énergétique du corps, I'exces est stocké dans les adipocytes sous forme de TAG. Dans les
conditions physiologiques normales, la libération des AGL a partir du tissu adipeux est
hautement régulée de maniere que, seulement la quantité nécessaire soit libérée afin de
répondre aux besoins énergétiques des tissus y compris le coeur. Lorsque I'équilibre est
perturbé, la taille des adipocytes est augmentée, conduisant a une ¢lévation des AGL et des
TAG circulants >'**%°. Ces niveaux élevés d’AGL peuvent également accélérer la synthése

5

des VLDL-TAG dans le foie, contribuant ‘4 une hyperlipidémie >*'. Parallélement a

l'augmentation des lipides en circulation, le contenu intramyocardique en TAG semble

22 1] a 6té proposé que

augmenter progressivement avec l'indice de masse corporelle
I'accumulation d’AG et de TAG dans le myocarde puisse contribuer au développement
d’une dysfonction et une IC *** % Cette augmentation de I’approvisionnement du coeur en
AG peut accélérer leur captation et leur B-oxydation dans I'obésité et le diabéte; cependant,

d'autres mécanismes sont également presents.

9.3.1.2. La captation cardiaque d’AG dans I’obésité

L’utilisation accrue d’AG observée dans l'obésité et le diabete peut aussi dépendre de
la surexpression et de la localisation membranaire des transporteurs d'AG. La captation
cardiaque des AG est ¢levée chez des rats Zucker obéses résistants a 1'insuline, associée a
une plus grande expression membranaire de FAT/CD36 sans changement dans le contenu
cellulaire total **¢3%. L’augmentation de la translocation de FAT/CD36 vers la membrane a

328 ] a été démontré

161

été également observée dans les cceurs de souris diabétiques (db/db)
que D’expression de FABPpm est également augmentée dans I’obésité . En conséquence,
une expression accrue et une localisation membranaire chronique de transporteurs d'AG
pourraient partiellement accélérer leur captation et oxydation. Le mécanisme entrainant leur
relocalisation a la membrane plasmique est inconnu. Il a été proposé que 1'hyperinsulinémie
associée a la résistance a l'insuline induite par 1'obésité et le diabéte pourrait stimuler la

translocation de FAT/CD36 vers le sarcolemme dans les cardiomyocytes de rat '"*+%.
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Le CD36 est stocké dans le ceeur dans des endosomes et des pools de stockage qui sont
régulés par ’AMPK et la PI3K/Akt respectivement. L'activation de I'AMPK est critique
pour la translocation de CD36 vers la membrane induite par la contraction, et 1'activation de

PI3K/AKkt est critique pour la translocation de CD36 induite par l'insuline *°.

9.3.1.3. Les réserves endogenes de TAG

Le contenu de TAG intramyocardique est trés variable et augmente rapidement avec le

5 531

jeune & court terme ou la restriction alimentaire chez I'homme **° et les rongeurs >,
probablement en raison d'une augmentation des AGL et des corps cétoniques. L'obésité et
le diabéte augmentent les réserves intramyocardiques de TAG en partie, a cause des AGL
et TAG circulants élevés '%°, I’augmentation de la captation des AG, et de la synthése de
TAG intramyocardique raison a I'augmentation du CoA et de la synthése de l'acyl-CoA a

: 2
chaine longue >

. Malgré l'accumulation de TAG dans le cceur diabétique, ces stocks
peuvent étre rapidement mobilisés en présence ou en I'absence de concentrations élevées
d’AG **¥. Fait intéressant, méme si les cceurs de rats diabétiques sont perfusées en l'absence
d’AG exogenes, I'oxydation du glucose fournit encore 20% du total d’ATP exigé du cceur
>3 suggérant qu’en plus des concentrations circulantes élevés d’AGL, d'autres mécanismes
contribuent également au ralentissement du métabolisme du glucose. Ces mécanismes
peuvent inclure l'interaction entre le métabolisme d’AG et de glucose (cycle de Randle), les
implications potentielles de la lipotoxicité sur la signalisation de l'insuline, ainsi que les

changements dans le contrdle transcriptionnel de la p-oxydation **°.

9.3.1.4. La captation mitochondriale des AG

Les modifications dans la régulation du CPT-1 par le malonyl CoA et le transport des
AG dans les mitochondries jouent un role important dans le taux accéléré de la f—oxydation
trouvé dans l'obésité et le diabete. Il a été précédemment démontré que les coeurs des rats
traités avec la streptozotocine (induit 1’obésité¢) dépendent presque entierement de la [3-
oxydation d’AG en tant que source d'acétyl-CoA pour le cycle de Krebs lorsque perfusés
avec du glucose et le palmitate >**. Cette dépendance a 1'égard de la B-oxydation d’AG n’a

pas ¢été associée avec des variations de D’activit¢ dAMPK ou de I’ACC; cependant,



I’expression et I'activité du MCD sont augmentées chez le groupe diabétique >**. Comme le
MCD est l'enzyme responsable de la dégradation du malonyl-CoA dans le cceur, ceci
suggere que la réduction des niveaux de malonyl CoA et la suppression de son inhibition de
la CPT-1 peuvent contribuer a des taux accélérés de la f-oxydation dans le diabéte. Des
données préliminaires suggerent ¢galement que MCD joue un réle dans I'augmentation de
la B-oxydation dans I'obésité >'*. En plus, une alimentation riche en gras ainsi que le jetine,
induisant une augmentation des concentrations d’AGL, entrainent une augmentation de
’expression de MCD en association avec l'activation de PPARa >***. En revanche,
I'élévation de la B-oxydation myocardique observée chez les souris db/db est associée a une

réduction de l'activité de I'AMPK et une augmentation de contenu en malonyl CoA >

9.3.1.5. La p-oxydation des AG

Il est encore incertain si l'accumulation observée de métabolites lipidiques
intramyocardiques (TAG, acyl-CoA a chaine longue, DAG, et céramides) dans I'obésité et
le DT2 est due principalement a la consommation excessive d’AG ou a une capacité réduite
du myocarde a oxyder les AG disponibles *'****. Récemment, un certain nombre d'études
expérimentales ont suggéré que le taux diminué de la f—oxydation d'AG a un réle majeur

. . . , . g 23.524
dans l'accumulation intramyocardique des métabolites lipidiques *>**%%,

9.3.2. Les altérations transcriptionnelles

Dans l'obésité et le diabete, I’augmentation des concentrations d’AGL circulants joue
un role important dans la régulation du métabolisme des AG. Cependant, ces AG peuvent
également modifier directement l'expression des enzymes du métabolisme, puisque les AG
et leurs dérivés peuvent servir de ligands endogenes pour PPARa et son co-activateur PGC-
lo 2%°* L’activation de ces récepteurs nucléaires par des AG relie la capacité oxydative

du coeur a I’apport en substrat >*!

. Il semble que les changements métaboliques précoces de
I'obésité et du diabéte se produisent indépendamment des variations de PPARa/PGC-1a et
leurs cibles de transcription en aval *">**2. Cependant, la surconsommation chronique et
I'obésité semblent activer la voie de signalisation PPARa/PGC-la, entrainant une

augmentation dans la transcription des genes encodant pour les protéines qui controlent la
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B-oxydation, y compris m-CPT1, FATPI, CD36, UCP2 et UCP3 °"*** Ceci peut
¢galement entrainer la répression du métabolisme du glucose observée dans 1'obésité et le
diabete. Des souris surexprimant PPARa ont une réduction significative dans expression de
'ARNm et de la protéine de GLUT4 >**. L’activation de PPARa peut également augmenter
la transcription de PDK4, qui phosphoryle et inhibe le complexe PDH, altérant ainsi
l'oxydation du glucose ***. Toutefois, il a été proposé également que la régulation positive
de l'expression de PDK4 dans le cceur et le muscle peut étre due a un mécanisme dépendant

des AG et indépendant de PPARa **.

9.3.3. Les modifications des adipokines circulants

Le tissu adipeux synthétise et sécrete un certain nombre d'hormones, comme la leptine
(adipokine), l'adiponectine, la résistine, et visfatine, ainsi que des cytokines
proinflammatoires qui comprennent I'IL-6 et la TNF **. Des altérations dans leurs
concentrations et leur signalisation contribuent au phénotype métabolique dans 1'obésité et

548 sont

le diabéte. Les concentrations circulantes de la leptine **’ et de l'adiponectine
respectivement corrélées positivement, et négativement avec la masse adipeuse et
I’accumulation de graisses dans le muscle squelettique et/ou le foie ainsi qu’a une
résistance a l'insuline. En plus ces deux hormones peuvent avoir un impact sur le

P . p £y 4
métabolisme énergétique du myocarde >*.

9.3.3.1. Lerole de la leptine

La leptine est connue principalement comme une substance qui, par interaction avec
I'hypothalamus, diminue la prise alimentaire et augmente la dépense énergétique °.
Malgré I’abondance de la littérature sur le role de la leptine dans la modulation du
métabolisme de I’organisme en entier et du muscle squelettique, les données sur son réle
dans le métabolisme des AG dans le cceur sont limitées. Un traitement des cardiomyocytes
HL-1 avec la leptine pendant 1h augmente de fagon significative la B-oxydation des AG, un
effet associ¢ avec une diminution de la teneur intracellulaire en lipides, tandis que

l'exposition prolongée de 24h conduit a un effet inverse >'. Fait intéressant, cette réponse

de l'action de la leptine est paralléle aux changements dans la phosphorylation de I’AMPK



et ’ACC, avec une augmentation de la phosphorylation a 1h et aucune différence a 24h.
Ces observations sont en accord aux données obtenues dans le muscle squelettique, ou
I'augmentation de la B-oxydation induite par la leptine a été attribuée a la régulation de la
voie de signalisation de ' AMPK/ACC/malonyl CoA ***°**. Le traitement de cceurs perfusés
isolés de rat avec la leptine augmente également la B-oxydation des AG et est associé a une
diminution des réserves intramyocardiques de TAG **. La dépendance accrue aux AG en
tant que source du métabolisme oxydatif est associée avec une augmentation de la vitesse
de consommation d'O2 (MV¢,) et une diminution de 1efficacité cardiaque *>*. Cependant,
contrairement a ce qui était observé dans les cardiomyocytes HL-1, I’accélération de la f3-
oxydation des AG induite par la leptine se produit de fagon indépendante aux changements
cardiaque de I'AMPK ou I’ACC, mais peut étre expliquée par une augmentation de

l'activité des protéines de découplage mitochondriales.

9.3.3.2. Le role de ’adiponectine

L'adiponectine est 1’adipokine la plus abondante sécrétée par le tissu adipeux et joue un
role crucial dans la différenciation des adipocytes. Il a été¢ suggéré qu’elle est impliquée
également dans le couplage de la régulation de la sensibilit¢ a l'insuline avec le
métabolisme énergétique. Similairement a ce qui est observé avec la leptine, I’adiponectine
stimule la B-oxydation des AG dans le muscle squelettique via la voie
AMPK/ACC/malonyl CoA, et encore une fois, il existe peu de données qu'un mécanisme
similaire se produit dans le cceur. L’adiponectine peut potentiellement stimuler la (-
oxydation des AG dans les myocytes ventriculaires chez le rat néonatal via une activation
de 'AMPK et de p38, entrainant a la fois une augmentation de ’activit¢ CPT et une
diminution de I’inhibition de la CPT-1 par le malonyl CoA *>. L'importance des
changements induits par I'adiponectine dans le métabolisme myocardique dans l'obésité et
le diabéte reste non claire. Probablement, la réduction de 1'adiponectine associée a I'obésité
peut contribuer au développement d’une pathologie cardiaque due a 1'association de I’indice

de la masse corporelle avec un certain nombre de troubles liés a 'obésité. L’adiponectine

55 557

protége le cceur des lésions ischémiques in vitro et in vivo 7', ainsi que pendant le

développement de I'hypertrophie cardiaque concentrique en réponse a une SP *7,
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9.3.4. La contribution de la B-oxydation dans la signalisation de l’insuline et la

pathologie cardiaque

Des études récentes suggerent que dans 1'obésité et le DT2, la stimulation de la B-
oxydation pourrait améliorer la fonction cardiaque en empéchant I'accumulation
intramyocardique des lipides **~****® 1l a ét¢ montré que I'accumulation cytosolique de
TAG, de I’acyl-CoA a chaine longue, du DAG, et/ou de céramides est induite par
I’altération de la capacité oxydative musculaire des AG, et que ces molécules inhibent par
la suite la signalisation de l'insuline >>**°. L’amélioration de la capacité du muscle
squelettique a oxyder les AG, l'accumulation cytosolique de ces métabolites peut étre

atténuée, ce qui améliorera la signalisation de l'insuline et I'absorption du glucose >>°.

9.3.4.1. La résistance a ’insuline cardiaque

La résistance systémique a I’insuline, comme observé dans le diabéte, le syndrome
métabolique, 1'0bésité, ou I’inactivité physique, augmente généralement les AGL, les TAG,
le glucose et 'insuline circulants. Des ¢tudes mesurant les effets de I'absorption du glucose
sur I'hyperinsulinémie dans le cceur humain ont observé une résistance a 1'insuline mineure
ou pas chez les patients atteints de DT2 par rapport aux sujets témoins non diabétiques 260,
Des résultats similaires ont été récemment rapportés dans un modele génétique de DT2

1 7 e r \ . . . .
%1 'suggérant ainsi que la réponse a I’insuline dans le cceur est relativement intacte

murin
dans le DT2 *®. L'exposition chronique du cceur a un excés d’AG et de glucose pourrait
exercer des effets toxiques par la génération de dérivés nocifs du métabolisme de glucose
263564 ot des lipides **%. Ainsi, tandis que le cceur peut étre moins sensible a 1’insulino-
résistance que les muscles squelettiques, la résistance systémique a l'insuline peut avoir un

effet négatif sur le myocarde par les effets toxiques d’une surabondance de substrat '°.

9.3.4.2. La lipotoxicité cardiaque

L'accumulation intramyocardique de métabolites lipidiques (TAG et céramide) dans
I'obésité et le diabete est aussi associée a une pathologie cardiaque, qui se manifeste par une
augmentation de l'apoptose des cardiomyocytes, la fibrose myocardique, la dilatation du

VG, le dysfonctionnement contractile, et des troubles dans le remplissage diastolique *°*°”.



Bien que ce phénomene a été observé dans plusieurs modeles génétiques chez la souris et le
rat, et a été largement dénommé «lipotoxicité cardiaque» il reste mal défini en clinique. Il a
été proposé qu'une régulation a la baisse de PPARa et la diminution de l'expression des
enzymes de la B-oxydation d’AG provoque l'accumulation intramyocardique de lipides qui

2 . s
3 La consommation d’une diéte riche en gras

contribue a la dysfonction cardiaque
augmente considérablement la masse corporelle, le contenu intramyocardique de TAG et de
céramide chez les rats ayant une IC induite par un infarctus, mais n'a pas un effet négatif
sur les dimensions, la pression, ou la masse du VG %, ce qui suggére que I'accumulation de
lipides dans le cceur n’est pas nuisible dans I’IC. Le contenu cellulaire accru de DAG peut
mener & l'activation chronique de la PKC, qui a été associée 4 une cardiomyopathie **. Les
AGL peuvent avoir des effets directs sur la mitochondrie, probablement par une

570

augmentation de la perméabilit¢ membranaire et la libération du cytochrome ¢ ~"". L’exces

.. . , . . . 1
des AGL peut aussi induire une réponse inflammatoire en activant le NF-kB 7"

9.3.5. L’efficacité cardiaque dans I’obésité et le diabéte

Une augmentation de la consommation d’O; et une diminution de I'efficacité cardiaque

572,573 574,575
5

dans I'obésité et le diabete ont été observées chez les animaux et chez I'hnomme
car comme nous savions, l'oxydation des AG consomme plus d'oxygene que le glucose.
Bien qu’une diminution similaire de l'efficacité cardiaque ait été observée dans certaines
¢tudes, le mécanisme par lequel l'efficacité est altérée n’est pas clair. Un mécanisme
potentiel de l'inefficacité cardiaque dans l'obésité et le diabéte est le gaspillage d'oxygene

di a I'utilisation de I'énergie dans d’autres processus non contractiles.

Une dysfonction mitochondriale a été identifiée dans de nombreux modeles d'obésité
et de diabete, ce qui suggére que les mécanismes compensatoires deviennent inadaptés
376377 "En effet, méme si PGC-1a et ses génes cibles en aval qui régulent la B-oxydation ont
été augmentés chez la souris db/db, il n'y a pas eu d’augmentation simultanée dans les
génes de la phosphorylation oxydative >"°. En plus, chez la souris 0b/ob souris, les teneurs
en protéines des complexes I, III et V sont réduits et les mitochondries isolées ont une
capacité oxydative réduite °". Le découplage mitochondrial et les mesures de la fuite de

protons, ont démontré une augmentation de la consommation d'oxygene ainsi que une
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augmentation de la B-oxydation des AG dans un certain nombre de modeles d'obésité et de

diabete 3778,

9.4. Impacts cardiaques de la diéte riche en gras

Le lien entre le dysfonctionnement contractile et les altérations métaboliques au cours
de I’obésité ou du DT2 a était généralement identifié grace a I’utilisation de diétes spéciales
riches en lipides ou en hydrates de carbone permettant de créer des modeles d’obésité et de
diabéte. Beaucoup d’études épidémiologiques ont montré que les dietes pauvres en AG
saturés, en gras-trans et en cholestérol, diminuent significativement le risque des MCV
19580 Cependant, dans I’étude Women’s Health, la réduction du gras total de la prise
énergétique de base de 37,8% a 28,8% apreés 6 ans de suivi n’affecte pas le taux des
évenements de MCV ou I’attaque cardiaque par comparaison aux sujets non soumis a cette

1 L I ’ . , . . .
! Une autre étude a montré une forte corrélation entre 1’énergie alimentaire

diete
provenant des AG saturés et I’incidence des MCV (r=0,80) ainsi que les déces causés par
les MCV (r=0,84) sur une période de 10 ans °*. Les recommandations actuelles se
concentrent sur la consommation élevée d’AG polyinsaturés et la réduction de la charge

glycémique et la prise énergétique totale °7°%-%

I n’y a que peu de données
expérimentales et cliniques qui examinent le role de la diete dans la pathogenese de
I’hypertrophie et de I’IC. Par conséquent, jusqu’a présent, il n’est pas clair si ce nouveau
paradigme nutritionnel va étre efficace dans le traitement de ces pathologies, comme dans

le cas de ’HVG due a une SV.



Chapitre 10 : JUSTIFICATIONS DES ETUDES

10.1. Le métabolisme énergétique comme stratégie thérapeutique

Suite a cette revue de la littérature, nous arrivons a la conclusion que le métabolisme
énergétique apparait comme une composante essentielle a la fonction cardiaque. Le coeur
adapte continuellement sa production énergétique en fonction de son travail. Le maintien de

cette adéquation implique un contréle fin et coordonné de 1’ensemble de ces composantes.

D’actives recherches sont en cours pour mettre en place des thérapies métaboliques en
vue d’améliorer la production énergétique et par conséquent la fonction cardiaque. Les
stratégies en cours de développement concernant la mise en place d’une approche
thérapeutique qui cible le métabolisme reposent en particulier sur I’amélioration de
I’efficacité des systémes ¢énergétiques du myocarde tout en modulant sa flexibilité
d’utilisation des substrats. Dans le cas de ’'HVG causée par I’IA et aux stades précoces du
développement de I’'IC, étant donné que le cceur hypertrophié favorise la glycolyse au
détriment de la B-OX, nos recherches ont alors tenté d’optimiser la production énergétique
basée sur une réactivation de la f-OX par une modulation pharmacologique directe utilisant
un agoniste de PPARaq, le fénofibrate et un stimulateur de I’AMPK, la metformine (voir

figure 10.1).

Nous avons observé dans des études précédentes le méme profil dans notre modele
d’TA *% Pour ces raisons, modulant PPARo par son activateur pharmacologique, le
fénofibrate, pourrait €tre une cible intéressante pour améliorer le métabolisme et influencer
le développement de ’'HVG dans I’IA. Les résultats des études animales de modeles de SP
de VG et dans un modéle d'IC porcin > * ont suggéré un avantage potentiel du fénofibrate
sur I’hypertrophie et la fonction du VG. Egalement, des études récentes ont montré
l'avantage d'activer ’AMPK avec la metformine dans deux modéles animaux d’IC *'°.
C'est une découverte intéressante puisque I’AMPK ¢était déja connue étant activée dans les
modeles étudiés. La metformine dans les deux modeles a pu réduire 'HVG et améliorer la

fonction. Nous avons précédemment observé que les niveaux de phosphorylation de

127



I'AMPK ont été diminués a 8 semaines dans notre modele. Cette observation souligne le
potentiel de l'activation de I’AMPK dans notre modele pour maintenir un métabolisme

cardiaque approprié.

10.1.1. Les hypothéses de travail

Nous proposons qu’un traitement pendant 8 semaines des animaux ayant subi une
induction d’une IA séveére avec la metformine ou avec le fénofibrate améliore la fonction

cardiaque et le métabolisme oxydatif, comparés aux animaux non traités.

Demande contractile
du myocarde

* Demande contractile

I Demande calcique

Utilisation d’énergie

Traitements
pharmacologiques

métaboliques
/ Fénofibrate > PPARd |
| Metformine - AMPK |

Métabolisme
énergétique

IEC
Diurétiques
B-bloquants

* Production d’énergie

* Transfert d’éenergie

Figure 10.1: Schématisation de notre hypothése d’une stratégie thérapeutique métabolique dans I'TA
(©OWDH).

10.1.2. Les objectifs

Pour tenter de répondre a notre hypothese et pour avoir une meilleure compréhension des
mécanismes de régulation du métabolisme énergétique dans I'IA, les aspects suivants

seront évalués :

1. L’impact d’un traitement pendant 8 semaines avec le fénofibrate ou la metformine

sur la fonction cardiaque,

2. L’effet sur I’hypertrophie ventriculaire gauche au niveau structural et sur la

signalisation intracellulaire,

3. Les effets sur le métabolisme myocardique des AG et du glucose.
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Objectif spécifique : Examiner in vivo le métabolisme énergétique myocardique par pnTEP
chez les animaux IA pendant la phase compensatoire de 'HVG a 8 semaines. Ces
expériences seront effectuées au Département de Médecine Nucléaire et Radiobiologie de
I'Université de Sherbrooke avec la collaboration de docteur Roger Lecomte. En utilisant des
traceurs liés d'isotope comme le HC-acétate, BEDG et le 18F-FTHA, une mesure in vivo de
l'utilisation directe de substrat et la cinétique peut étre obtenue avec précision et
reproductibilité sur des rongeurs. De plus, la perfusion myocardique, les volumes et la

fonction du VG peuvent étre évalués.

10.2. La prévention nutritionnelle comme stratégie thérapeutique

L’influence de la diéte pourrait se produire par plusieurs mécanismes; une détérioration
du métabolisme énergétique par [’augmentation du stress oxydatif mitochondrial,
I’altération des activités enzymatiques et des niveaux d’expression de plusieurs genes
impliqués dans le transport, 1’utilisation et 1’oxydation des AG et du glucose, 1’activation
du processus inflammatoire, des marqueurs de I’IC, ainsi que I’activation des voies
d’hexosamines et des phosphates pentoses, la lipotoxicité et la glucotoxicité myocardique.

Nous sommes conscients que dans la réalité les patients ayant des problémes
cardiaques auront aussi et ce, dans une grande majorité des cas, d’autres facteurs de risques
associés, comme le diabéte et 1’obésité. Nous ignorons cependant les effets sur la survie, la
fonction cardiaque et le métabolisme énergétique suite a une SV, dans ces conditions de
stress. La plupart des études sur les impacts de I’intervention diététique ont été faites sur
des modéles animaux de SP et d’IC et il n’y a aucune étude qui combine I’analyse de
I’HVG, due a une SV, avec les manipulations de la di¢te et qui évalue leurs effets sur la
survie et sur le développement de cette maladie. Ce genre d’étude est primordial puisqu’en
clinique, il est fréquent de traiter des patients obeses ou diabétiques, a cause de leurs

habitudes alimentaires et ayant des maladies cardiaques.

10.2.1. L’hypothése de travail

Nous proposons que 1’évolution de la cardiomyopathie de SV et de ’'HVG excentrique peut

étre modulée par la consommation d’une diéte riche en gras en influengant directement (1)

129



la survie, (2) des voies de signalisation pro-HVG et (3) le métabolisme myocardique (voir

figure 10.2).

Acides gras Insuline

Leptine
Adiponectine

\ Hyperlipidémie
i

Diéte riche en gras/Obésité

Hyperglycémie

Insuffisance
aortique

VG
Insuffisance aortique

+ A Oxydation de lipides
* N Oxydation du glucose

* A Oxydationde lipides

* 2 Stress oxydatif \ + A Oxydation du glucose

+ A Dysfonction mitochondriale + 2 Dyslonction mitochondriale
* 7 Hypertrophie ventriculaire

. . + A Dystonction systolique
IA + Diéte riche en gras

« A Oxvdation de lipides

+ N Oxydation du glucose

* 2 Dysfonction mitochondriale
+ A Hypertrophie ventriculaire
« N Survie

Figure 10.2 : Schématisation de notre I’hypothése de I’impact de la diéte riche en gras sur I’[A.

10.2.2. Les objectifs

Dans notre troisieme présente étude, nous avons considéré les objectifs

spécifiques suivants :

1. Examiner I’effet de la composition alimentaire en gras sur la survie,

2. Evaluer les impacts que peuvent avoir cette diéte sur le développement de I’'HVG, le
remodelage et la dysfonction contractile,

3. Elucider les voies de signalisation sous-jacentes,

4. Caractériser les changements dans le métabolisme énergétique cardiaque.
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10.2.3. Les diéetes utilisées
10.2.3.1. Choix de la diéte riche en AG saturés

Nous avons utilisé une dicte riche en AG composée de 37% d’AGS, 47% d’AGMI et
de 16,1% d’AGPI. Les AGCL sont difficilement métabolisables et ils nécessitent des
transporteurs afin de traverser les différentes membranes cellulaires comme on a mentionné
dans le chapitre 3. Suite a un apport trop important d’AG, ces derniers vont s’accumuler et

entrainer le développement de 1’obésité.

10.2.3.2. Choix de la diéte controle
La dic¢te controle utilisée dans cette étude est une dicte standard constituée
d’¢éléments permettant une croissance normale des animaux. Cette di¢te est riche en
sucre complexe (I’amidon) et en gras (lard) et représente un bon contrdle pour la diete

riche en gras.

Tableau 10.1 : Composition des différentes diétes utilisées dans la troisiéme étude.

Dicte Controle Riche en gras
Energie (Kcal/g) 3,6 5,1
Composition, g/Kg
Caséine 140 265
Sucrose 100 90
Corn starch 465,7 —
Soybean oil 40 30
Mélange de vitamines 10 21
Meélange de minéraux 35 48
L-Cystine 1,8 4
Maltodextrine 155 160
Lard - 310
Cellulose 50 65
Source d’énergie, % par poids (% kcal)
Protéine 12,4 (13,8) 23,5 (18,4)
Hydrates de carbone 68,4 (76) 27,3 (21,3)
Gras 4,1 (10,8) 34,3 (60,3)
F i
O,
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Reésume

Cette ¢tude a été congue pour explorer les effets du traitement par le fénofibrate dans
un modele de SV chez le rat causée par une régurgitation valvulaire aortique séveére en
particulier sur le remodelage cardiaque et le métabolisme myocardique. Des rats males
Wistar ont été divisés en quatre groupes: Sham traités avec le fénofibrate ou non et des rats
ayant une régurgitation aortique sévere traités ou non avec le fénofibrate. Le fénofibrate n'a
pas permis de réduire le poids du ventricule gauche, cependant, le remodelage excentrique
et la dysfonction systolique ventriculaire ont été fortement réduits. Le fénofibrate a
¢galement augmenté l'activité des enzymes associés a l'oxydation des acides gras, tout en
inhibant I'enzyme glycolytique ; la phosphofructokinase. Des études avec un suivi plus long
seront nécessaires pour ¢valuer les effets a long terme de fénofibrate sur la SV provoquée

par la régurgitation aortique.



Abstract

Aims: Fenofibrate is a peroxisome proliferator-associated receptor alpha agonist (PPARa)
used clinically for the management of dyslipidemia and is a myocardial fatty acid oxidation
stimulator. It has also been shown to have cardiac anti-hypertrophic properties but the
effects of fenofibrate on the development of eccentric left ventricular hypertrophy (LVH)
and ventricular function in chronic left ventricular (LV) volume overload (VO) are
unknown. This study was therefore designed to explore the effects of fenofibrate treatment
in a VO rat model caused by severe aortic valve regurgitation (AR) with a focus on cardiac

remodeling and myocardial metabolism.

Main methods: Male Wistar rats were divided in four groups (13—15 animals/group):
Shams (S) treated with fenofibrate (F; 100 mg/kg/d PO) or not (C) and severe AR receiving
or not fenofibrate. Treatment was started one week before surgery and the animals were

sacrificed 9 weeks later.

Key findings: AR rats developed severe LVH (increased LV weight) during the course of
the protocol. Fenofibrate did not reduce LV weight. However, eccentric LV remodeling
was strongly reduced by fenofibrate in AR animals. Fractional shortening was significantly
less affected in ARF compared to ARC group. Fenofibrate also increased the myocardial
enzymatic activity of enzymes associated with fatty acid oxidation while inhibiting

glycolytic enzyme phosphofructokinase.

Significance: Fenofibrate decreased LV eccentric remodeling associated with severe VO
and helped maintain systolic function. Studies with a longer follow-up will be needed to
assess the long-term effects of fenofibrate in chronic volume overload caused by aortic

regurgitation.

Keywords:
Cardiomyopathy, volume overload, fenofibrate, hypertrophy.
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11.1. Introduction

Chronic left ventricular volume overload (VO) causes severe left ventricular dilatation and
eccentric hypertrophy. It is encountered mostly in subjects suffering from chronic heart
valve diseases such as mitral (MR) or aortic valve regurgitation (AR). Untreated AR causes
severe LV dilatation and hypertrophy (LVH) as well as slowly progressive systolic
dysfunction and evolution towards heart failure (Bonow, 2000; Bonow et al., 1991).
Chronic left ventricular (LV) volume overload diseases such as AR are well tolerated for
many years before heart failure occurs. Unfortunately there is currently no treatment yet
proven to be effective to decrease morbidity and mortality or to delay the evolution towards
heart failure or decrease the need of heart valve surgery in these patients (Bonow et al.,

2006). New treatment strategies need to be evaluated.

LVH induces severe alterations in myocardial energy metabolism. The normal heart
displays a clear preference for fatty acids as its main substrate for ATP formation. In the
hypertrophied heart, an increased reliance on glucose with an overall reduced oxidative
metabolism is often observed. This could be explained in part by the down-regulation of the
transcriptional cascades promoting gene expression for fatty acid oxidation and
mitochondrial oxidative phosphorylation in adult hearts (Allard, 2004; Allard et al., 2007;
Sambandam et al., 2002). Impaired myocardial energetics also activate AMP-activated
protein kinase (AMPK), leading to increased glucose uptake and glycolysis. Several
potential approaches to help the myocardium to maintain adequate energy production are
under investigation. Restoring the normal preference and use of fatty acid oxidation (FAO)

may be one of them.

The peroxisome proliferator-activated receptor-alpha (PPARa) constitutes an interesting
therapeutic target to reach such a goal since its activation can stimulate FAO (Barger and
Kelly, 2000). Fibrates are a class of hypolipemic drugs acting on PPARa activation. They
have been shown in models of concentric hypertrophy due to pressure overload to have
some anti-hypertrophic effects (Chen et al., 2007; Diep et al., 2004; Ogata et al., 2002;
Iglarz et al., 2003; Lebrasseur et al., 2007; Li et al, 2009; Nishida et al., 2004;
Purushothaman et al., 2011; Rose et al., 2007). Their effects on eccentric LVH caused by

chronic VO have never been evaluated. This study was therefore designed to assess the



impact of a treatment with PPARa agonist fenofibrate on the development of eccentric

LVH and myocardial metabolism in rats with severe LV volume- overload caused by AR.

11.2. Methods
11.2.1. Animals

Adult male Wistar rats purchased from Charles River (Saint-Constant QC, Canada) were
divided in 4 groups as follows: 1) Sham-operated control animals (SC; n=14); 2) AR
controls (ARC; n=15), 3) Sham freated with fenofibrate (100 mg/kg/day PO in
unsweetened fruit gelatin daily; SF; n=14) and AR treated with fenofibrate (ARF n=15).

This dose of fenofibrate was similar to the one used by others in concentric LVH models in
the rat (Chen et al., 2007; Diep et al., 2004; Ogata et al., 2002; Iglarz et al., 2003;
Lebrasseur et al., 2007; Purushothaman et al., 2011).

The treatment was started one week before surgery in both SF and ARF groups and
continued for 9 weeks until sacrifice. The protocol was approved by the Université Laval's
Animal Protection Committee and followed the recommendations of the Canadian Council

on Labora- tory Animal Care.

11.2.2. Aortic regurgitation

Severe AR was induced by retrograde puncture of the aortic valve leaflets as previously
described (Arsenault et al., 2002; Plante et al., 2003). A complete echocardiographic exam
was performed two weeks after AR induction and the day before sacrifice 8 weeks later. At
the end of the protocol, the animals were sacrificed, the hearts were quickly dissected and
all cardiac chambers were weighed. LV was snap-frozen in liquid nitrogen and kept at — 80
°C for further analysis. All sacrifices were scheduled at similar times of the day in the fed
state to avoid circadian or food-induced variations in myocardial metabolism. Lungs, liver

and abdominal fat were rapidly collected and weighed.

11.2.3. Echocardiography

A complete M-mode, 2D, and Doppler echocardiogram was performed on the animals
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under 1.5% inhaled isoflurane anesthesia using a 12 MHz probe with a Sonos 5500
echograph (Philips Medical Imaging, Andover, Mass). LV dimensions, wall thickness,
ejection fraction, diastolic function, cardiac output (ejection volume in the LV outflow tract
and heart rate) were evaluated as previously reported. Relative wall thickness was
calculated as the ratio of the sum of septal and posterior wall thicknesses to LV internal
cavity. Eccentric remodeling is defined as a decrease of RWT compared to normal vs.
concentric remodeling is defined as an increase of RWT compared to normal (Lachance et

al., 2009a; Plante et al., 2003, 2006, 2008).

11.2.4. Analysis of mRNA accumulation by quantitative RT-PCR

The analysis of LV mRNA levels by quantitative RT-PCR has been described in details
elsewhere (Champetier et al., 2009).

11.2.5. Enzyme activity determinations

Left ventricle samples were kept at =80 °C until assayed for maximal (Vmax) enzyme
activities. Small pieces of LV (20-30 mg) were homogenized in a glass-glass homogenizer
with 9 or 39 volumes of ice-cold extracting medium pH 7.4 (250 mM sucrose, 10 mM

Tris—HCI, 1 mM EGTA) depending on the enzyme activity assayed.

Enzymatic activities for hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase (HADH), phospho-
fructokinase (PFK) and citrate synthase (CS) were determined as previously described
(Bouchard-Thomassin et al., 2011). Carnitine palmitoyl transferase (CPT) LV activity
determination was based on a modification of a previously published method (Bieber and
Markwell, 1981) and adapted for performing the assays in a 96-well ELISA plate. Briefly,
small pieces of LV tissue were homogenized in 40 volumes of a phosphate 0.1 M, pH 7.2
buffer. The reaction buffer consisted of 0.5 M Tris—HCI pH 8, 50 mM EDTA 100 mM L-
carnitine and 2.5 mM 5,5'- dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB). The assay was started
with the addition of 180 pl of the reaction buffer, 10 ul of the homogenate and 10 pl of 0.7
mM palmitoyl-CoA. The incubation was performed for 5 min at 25 °C in an ELISA plate
reader fixed at 412 nM length wave. A measure of the absorbance was made each 15 s

during the incubation. The rate of CoA-SH produced by the reaction of the CPT activity



and reacting with DTNB and producing the yellow-colored TNB was then calculated.

Medium chain acyl-CoA dehydrogenase (MCAD) enzymatic activity determination was a
modification of the previously described method (Djouadi et al., 1997) scaled down to
allow the use of 96-well plates. Briefly, small LV tissue pieces were homogenized in 10
volumes of a 100 mM Hepes pH 7.6, 0.1 mM EDTA. The reaction buffer was as follows: 1
M Hepes, 0.5 mM EDTA, pH 7.5, 2 mM ferrocenium hexafluorophosphate and 10 mM
Sodium tetrathionate. The reaction was performed at 37 °C in an ELISA microplate reader
at 617 nM. In each well, 188 ul of the reaction buffer was pipetted, 12 ul of 1 mM
octanoyl-CoA and then, the reaction was started with adding 20 pl of the homogenate.

Readings were recorded each 15 s for 3 min.

Malonyl-CoA decarboxylase (MCD) enzymatic activity determination was a modification
of the previously described method (Hamilton and Saggerson, 2000) scaled down to allow
the use of 96-well plates. Briefly, small LV tissue pieces were homogenized in 10 volumes
of 100 mM Tris—HCI, pH 8 + protease inhibitor buffer. The reaction buffer was as follows:
1 M Tris—HCI pH 8, 1 M sucrose, 10 mM NAD, 500 mM L- malate, 50 mM dithiothreitol,
170 U/ml malate dehydrogenase and 2.5 mM rotenone. The reaction was performed at 37
°C in an ELISA microplate reader at 340 nM. In each well, 170 pl of reaction buffer was
pipetted, 10 pl of 86 U/ml citrate synthase, 10 pl of homogenate and then, the reaction was
started with adding 10 pl of 6 mM malonyl-CoA. Readings were recorded each 15 s for 7

min.

11.2.6. Immunoblotting

Crude LV homogenates were separated by SDS-PAGE. Volumes of samples loaded on gel
were ‘corrected for the amount of protein. Immunoblotting was performed as described

elsewhere (Plante et al., 2004a).

11.2.7. Statistical analysis

Results are presented as mean = SEM unless specified otherwise. Inter-group comparisons

were done using two-way ANOVA and using Bonferroni post-test if necessary. Student t-

139



140

test was used when two groups were compared head to head. Statistical significance was set
at pb0.05. Data and statistical analysis were performed using Graph Pad Prism version 5.02

for Windows, Graph Pad Software (San Diego CA).

11.3. Results
11.3.1. Clinical data and measured heart weight (Table 1)

All animals were alive at the end of the protocol with the exception of one death in the
ARC group. Fenofibrate was well tolerated in all animals. Total heart weight was greatly
increased (severe eccentric LVH) in all rats with AR as expected. Fenofibrate treatment did
not reduce total heart or LV weight in AR animals. Fenofibrate treatment did not affect LV

weight in sham control animals.

Table 1

Sacrifice data.
Parameters SC (14) SF (14) ARC (14) ARF (15)
Body weight, g 562+7.8 550+8.1 548 +£5.3 546+7.1
Total heart weight, mg 1192+£41.5 1199+£27.5 1990£58.0"* 1958 £51.2***
LV weight, mg 8674278 866+14.8 14804+51.7*** 1478 £33.9**

LV: left ventricle. SC: sham controls; SF: sham treated with fenofibrate; ARC: AR controls; ARF: AR treated
with fenofibrate. Values are expressed as mean = SEM. Number of animals per group indicated in
parenthesis. ***: p <0.001 vs. sham animals.

11.3.2. Echocardiographic data

End-diastolic and end-systolic LV dimensions increased in AR animals as expected in this
disease (Table 2). Fenofibrate treatment reduced LV dilatation (both diastolic and systolic

diameters) and normalized relative wall thickness (less eccentric remodeling) in the ARF

group (Fig. 1).



Table 2

Echocardiography data.
Parameters  SC (14) SF (14) ARC (14) ARF (15)
EDD, mm 7.640.09 7.34+0.15 10.6 +0.17** 8.4+0.19" ¢
ESD, mm 3.5+0.11 3.64+0.12 6.6 +-0.24™* 444 0.157°
SW, mm 1.2+£0.02 1.340.03 1.240.03 1.440.04"
PW, mm 1.5+£0.04 1.6 £0.05" 1.44-0.06 1.6+ 0.04"
RWT 032+0.008 0.354+0.008" 0.23+0.006"* 0.31+0.008"**¢
FS, % 54.041.29 52.04+0.99 38.54+1.86™*" 4724145 °

EDD: end-diastolic diameter, ESD: end-systolic diameter, SW: septal wall thickness, PW: posterior wall
thickness, RWT: relative wall thickness, FS: fractional shortening. Measurements obtained under 1.5%
isoflurane anesthesia. Values are expressed as mean = SEM. The number of animals per group is indicated in

parenthesis. ***: p < 0.001 vs. sham animals. b: p < 0.01 and c¢: p < 0.001 vs. untreated corresponding group
from Bonferroni post-test.

ARC ARF

Fig. 1. Typical macroscopic examples of left ventricular hypertrophy and remodeling in
specific groups. Representative midventricular sections of the left ventricle stained with
trichrome-Masson are shown. SC: control sham group, SF: fenofibrate-treated sham group,
ARC: untreated AR group and ARF: fenofibrate-treated AR group.
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Fig. 2. Fenofibrate treatment effects on stroke volume (A) and cardiac output (B) as
evaluated by echocardiography. Results are reported in % of change relative to the
untreated control sham group (SC) as mean £ SEM (n = 13—15/group). . p <0.001 vs.
sham animals. *: p < 0.05 and **: p < 0.01 vs. untreated corresponding group from
Bonferroni post-test.

Relative wall thickness was also slightly increased in SF animals but measured LV weight
remained normal as reported in the previous section. Systolic function evaluated in vivo by
echocardiography (fractional shortening) was also clearly less affected in ARF compared to
ARC. Stroke volume and cardiac output (calculated from the Doppler echocardiography

data) were lower and closer to normal values in the ARF compared to ARC (Fig. 2).

Markers of elevated filling pressures as illustrated in Fig. 3, ANP and BNP gene expression
was clearly increased in the LVs of AR animals. Fenofibrate treatment had no effect on

ANP and BNP expression.
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Fig. 3. Up-regulation of hypertrophy markers in AR animals. LV mRNA levels of (A) atrial
natriuretic peptide (ANP), (B) brain natriuretic peptide (BNP) were evaluated as de- scribed
in the Methods section. Results are reported in arbitrary units as mean = SEM (n=13—
15/group). Untreated sham (sham operated animals) group mRNA levels were normalized
to 1. ™: p < 0.001 vs. sham animals.

11.3.3. Level of activation of pro-hypertrophic myocardial kinases

The level of activation of classical pro-hypertrophic MAP kinases was evaluated. Results
are shown in Fig. 4. A trend for ERK 1/2 activation was observed in AR animals which was
not normalized by fenofibrate treatment. p38 activation was reduced by fenofibrate in AR
animals as well as in controls. Jnk activation remained stable among the four groups (not
shown). Akt phosphorylation was slightly reduced in AR animals and more markedly in
those receiving fenofibrate. On the other hand, AR-induced LV hypertrophy was
accompanied by a significant increase in the content of the phosphorylated form of AMPKa

(Thr172) and this was completely normalized by fenofibrate treatment.
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Fig. 4. MAP kinases and AMP kinase activation in AR rats treated or not with Fenofibrate.
Evaluation of the phosphorylated and the total protein contents for each kinase were
performed by immunoblotting as described in the Methods section. Results are reported in
arbitrary units as mean + SEM (n=10-12/group) of the ratio of the phosphorylated content
on the total protein content. Untreated sham (sham operated animals) group protein
contents are expressed in arbitrary units (AU). Two-way ANOVA statistical analysis
results are displayed below each graph. ': p < 0.05 vs. untreated animals. *: p < 0.05 and
**:p <0.01 vs. untreated corresponding group from Bonferroni post-test.

11.3.4. Myocardial energy metabolism

As expected, fenofibrate increased the LV content of PPARa but most notably in AR
animals (Fig. 5). The mRNA levels of PGCla were reduced in AR animals and fenofibrate

did not restore to normal these levels.



75 1 1.5

3 ctrl -
- Feno s 9
=) @
2 4
- >
c o " T 191
8 50 o 0
c 2
S B
£ 2
[ <
> I z
o 25 _I_ £ 0.5 4
= i
< <
o 3
o a
00 T I
0 ] 1 6\ Q'
>
Sham AR & ¥

Fig. 5. Fenofibrate treatment effect on cardiac protein content of PPARa and PGCla gene
expression. Evaluation of PPARa protein content was performed by immunoblotting as
described in the Methods section while PGCla gene expression was evaluated by
quantitative RT-PCR. Results are reported in arbitrary units as mean = SEM (n=10-
12/group). Protein content and mRNA levels are expressed in arbitrary units (AU). Two-
way ANOVA statistical analysis results are displayed below each graph. **: p < 0.01 vs.
untreated corresponding group from Bonferroni post-test.

The activity levels of enzymes related to fatty acid metabolism in the LV were evaluated.
HADH enzymatic activity was reduced in AR animals but partially restored in the
fenofibrate group (Fig. 6). This was also observed for CPT and MCD enzymatic activities.
MCAD activity remained relatively stable but tended to be increased in fenofibrate-treated
animals. Gene expression of the FAT/ CD36 transporter was decreased in AR animals and
fenofibrate treatment did not improve this parameter (Fig. 7).

Enzymes related to glucose metabolism were also evaluated (Fig. 6). Phosphofructokinase
(PFK) activity was reduced by fenofibrate treatment in both control and AR rats.

Glut4 and PDHal gene expressions remained stable while PDK4 expression was reduced in
AR animals (Fig. 7). Fenofibrate had no effect on these parameters. At the mitochondrial
level, CS, ANTI1 and UCP3 were also evaluated. CS enzymatic activity was improved by
fenofibrate in AR animals while ANT1 and UCP3 mRNA levels, although decreased in AR

animals, were unaffected by the drug.
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Fig. 6. Enzymatic activity of enzymes implicated in myocardial energy metabolism. (A)
HADH (hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase), (B) medium chain acyl-CoA
dehydrogenase (MCAD), (C) CPT (carnitine palmytoyltransferase), (D) PFK
(phosphofructokinase), (E) CS (citrate synthase), and (F) MCD (malonyl-CoA
decarboxylase) enzymatic activities were measured in LV homogenates from at least 10
animals in each group as described in the Materials and Methods. Results are reported as

mean + SEM (n=10-15/gr). Two-way ANOVA analyses are displayed below each panel. ‘H:

9
p <0.05 and : p < 0.05 vs. sham animals. *: p < 0.05 and **: p < 0.01 vs. untreated
corresponding group from Bonferroni post-test.
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Fig. 7. Evaluation by real-time quantitative RT-PCR of the LV mRNA levels of genes
related to cardiac metabolism. (A) Fatty acid transporter (FAT/CD36), (B) glucose
transporter 4 (Glut4), (C) PDHal (pyruvate dehydrogenase alphal), D) PDK4 (pyruvate
dehydrogenase kinase 4), (E) Antl (adenine nucleotide transferase 1) and (F) UCP3
(uncoupling protein 3). Results are reported in arbitrary units as mean + SEM
(n=10/group). Untreated sham (sham operated animals) group mRNA levels were
normalized to 1. Two-way ANOVA statistical analysis results are displayed below each

. T i
graph.). Two-way ANOVA analyses are displayed below each panel. : p<0.05and :p<
0.05 vs. sham animals.
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11.4. Discussion

In this study we showed that fenofibrate had significant effects on LV eccentric remodeling
and function as well as on myocardial energetic enzyme profile in rats with severe LV
volume overload. Fenofibrate did not prevent left ventricular hypertrophy (no effect on
measured LV weight) but it clearly decreased LV dilatation, eccentric remodeling and
reduced the loss of systolic function caused by AR. To our knowledge it is the first report
of a pharmacological treatment influencing LV remodeling in an animal model but with
little influence on LV hypertrophy (Plante et al., 2004a,b, 2008, 2009; Zendaoui et al.,
2011). However, considering the short duration of our study, it is not totally excluded that a
preventive effect on LVH would appear after a longer follow-up. Our study showed that
fenofibrate reduced the expected severe eccentric remodeling that is normally seen in
severe VO-AR. LV sizes (diastolic and systolic diameters) as well as the ejection fraction
are proven predictors of bad outcome in humans with aortic regurgitation and both were
significantly improved by fenofibrate in our rats. Fenofibrate also affected LV morphology
in normal rats (some concentric remodeling in the SF group) for a reason that remains

unclear. It was however reassuring to find that LV weight was not increased in that group.

Whether the protective effect of fenofibrate against eccentric remodeling and LV dilatation
will translate in clinical benefits in the long term remains unknown. In human clinical
studies, subjects with AR with less LV dilatation fare better than those with severely

enlarged ventricles (Bonow et al., 2006).

Our animals treated with fenofibrate also had a better fractional shortening than those who
were untreated. Again in humans, a preserved systolic function usually translates with a
better long-term prognosis (Bonow et al., 2006). Although we did not measure intra-cardiac
pressures, the elevated ANP and BNP levels suggest that filling pressures were increased
and remained so even in animals treated with fenofibrate. This is not surprising considering
that the severe volume overload (regurgitant valve lesion) remains severe and unaffected by
the drug. Fenofibrate obviously does not reduce the anatomic defect causing AR and is not
known to have any significant hemodynamic effects. However, by preventing LV dilatation
and eccentric remodeling and improving fractional shortening, fenofibrate probably

indirectly helps the LV cope with the same volume overload.



We must keep in mind that this protocol was short-termed and was performed in the sub-
acute phase of AR. It is possible that the left ventricle needs some capacity to dilate and
adjust its compliance to acutely accommodate the sudden volume overload without
increasing its filling pressures too much. It is reassuring to note that the ANP and BNP
levels were not further increased in the fenofibrate group knowing that they are very
sensitive markers of elevated filling pressures and impending heart failure (Plante et al.,

2003; Lachance et al., 2009b).

Fenofibrate treatment was started 1 week before the surgical induction of AR in our
protocol. This clearly does not reflect the clinical reality where the disease cannot be
predicted and treated in advance. We intentionally chose to pre-treat the animals in our
protocol to assess the role of fenofibrate in the early development of LVH with a
mechanistic view in mind. Having obtained significant results with this approach, other

more plausible clinical scenarios can now be studied with specific targets to evaluate.

Our results suggest that myocardial metabolism may have been modified by fenofibrate in
AR animals. The effects of fenofibrate on HADH, CPT and MCD activities in AR rats
suggest an adaptation in favor of in fatty acid use by the myocardium while the decrease of
PFK activity suggests an adaptation against glucose utilization. Cardiac hypertrophy is

usually associated with a shift towards glucose use as a source of energy.

PPARa has been shown to be down regulated in a number of cardiac hypertrophy models
and thus the capacity to maintain normal fatty acid oxidation levels seems partly obliterated
(Barger et al., 2000). It is still not clear whether blocking the shift to- ward glucose

utilization in cardiac hypertrophy or heart failure is beneficial.

Our results suggest that fenofibrate restores PPARa expression and an improvement in fatty
acid preference as energetic fuel over glucose in rats with AR. This offers a hypothesis to
explore to ex- plain the improved systolic function. Although the metabolic evaluation in
this study is far from comprehensive and complete, it did yield interesting results and those

results warrant further investigation.

We observed in this study that fenofibrate was able to restore normal levels of a number of
metabolic parameters and induced PPARa. PPARa agonist therapy has been evaluated in a

number of experimental models of concentric hypertrophy and heart failure. However,
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those studies have yielded conflicting results, some reporting beneficial effects while others
have shown the opposite. For example, fenofibrate has been shown by others to help
normalize cardiac metabolism but it was ineffective to slow the onset of decompensation in
a heart failure model (Labinskyy et al., 2007). In an acute model of pressure overload,
activation of PPARa resulted in severe depression of car- diac power and efficiency in the
hypertrophied heart (ex vivo) (Young et al., 2001). Adverse cardiac effects of fenofibrate
have also been reported in PPARo—/— mice. Exacerbated LV dilation and decreased cardiac
function were observed after fenofibrate administration with pressure overload in these

mice (Duhaney et al., 2007).

On the other hand, other studies have concluded that the effects of fibrate treatment on
cardiac hypertrophy were mostly positive. Fenofibrate successfully prevent cardiac
hypertrophy in a number of in vivo animal models including: high-fat/high-sucrose diet-
induced (Fernandes-Santos et al., 2009), aldosterone- induced (Lebrasseur et al., 2007),
partial abdominal aortic constriction induced (Rose et al., 2007) and pressure overload-
induced cardiac hypertrophy (Duhaney et al., 2007). Our results suggest at least some
beneficial effects by preventing LV dilatation, eccentric remodeling and preserving systolic
function despite the absence of a clear anti-hypertrophic effect. Again, the absence of effect
on LV mass may be due to the short duration of the study. This will need to be addressed in

a longer protocol.

It is not clear how the known metabolic effects of fenofibrate could impact LV remodeling
in our model. It is possible that reducing LV dilatation is a major contributing factor in
maintaining a more normal myocardial metabolic profile. In addition to their metabolic role
in the heart, fibrates such as fenofibrate are believed to exert a number of non-metabolic
actions in myocardial tissue on inflammation, extracellular matrix remodeling, oxidative
stress, and regulation of hypertrophy (Balakumar et al., 2011; Lockyer et al., 2010). Some
of these actions were shown to be independent of PPARa (Berger and Moller, 2002). We
observed in our study that fenofibrate significantly reduced the activation of p38 and of
AMPK in AR animals. It tended to the same for Erk 1/2, too Fenofibrate has been shown to
inhibit stress- activated kinases such as p38 or Jnk in cardiac hypertrophy models in vitro
(De Silva et al., 2009; Irukayama-Tomobe et al., 2004). Similar observations were also

made for p38 in the kidneys of hypertensive rats treated with fenofibrate (Hou et al., 2010).



Nonetheless the role of stress-activated kinases in cardiac hypertrophy remains
controversial. Although their activation seems to lead to a hypertrophic response in cultured
isolated cardiac myocytes, some protective (anti-hypertrophic) role has also been suggested
for these signaling pathways in the intact adult heart. They may also promote the transition
from a compensated state to dilated cardiomyopathy (Liang and Molkentin, 2003; Nishida
et al., 2004; Sadoshima et al., 2002).

AMPK is a sensor of cellular energy status. It is activated when the AMP/ATP ratio rises
resulting in an activation of catabolic energy- generating pathways. An activation of AMPK
in various models of cardiac hypertrophy has been reported and its role is still debated
(Allard et al., 2007; Dyck and Lopaschuk, 2006). We observed that fenofibrate treatment
strongly reduced the levels of AMPK phosphorylation in AR rats. This may reflect some
normalization of the myocardial energy status in the hearts of our animals. But again it is
difficult to pinpoint if this normalization is related more to the effects of fenofibrate on LV

remodeling or to its effects on myocardial metabolism.

11.5. Study limitations

The results of this study have to be viewed in light of some limitations. This was a
relatively short study in which fenofibrate was given as a pre-disease treatment. Eight
weeks may be too short to assess the impact of fenofibrate treatment on systolic and
diastolic functions and clinical evolution on the long term. Rodent heart metabolism may
also differ in some aspects from humans. Detailed substrate utilization was not directly

assessed in vivo.

11.6. Conclusions

In conclusion, an 8-week fenofibrate treatment was associated with less LV dilatation, less
eccentric remodeling and improved systolic function in this experimental model of LV
volume overload caused by severe AR. These beneficial effects may have been related to
myocardial metabolic effects of the drug on the LV. The effects of fenofibrate on left
ventricular hypertrophy, systolic function, myocardial metabolism and eventually

occurrence of heart failure and overall survival should be evaluated in long-term protocols.
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Considering the current lack of pharmacological treatment for AR, the results of this study

opens a new therapeutic avenue to be explored in the treatment of this disease.
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Reésume

Cette étude a été congue pour évaluer I’impact du traitement a la metformine dans un
modele de rat avec une SV causée par une régurgitation valvulaire aortique (AR). Des rats
males Wistar ont été divisés en quatre groupes: Shams traités ou non (C) avec la
metformine (M) et des rats ayant une AR sévere traités ou non avec la metformine. Le
traitement avec la metformine n'a pas influencé le poids du cceur total. Cependant, le
remodelage du VG était moins sévere chez les rats ARM que chez les rats ARC. La fraction
de raccourcissement était significativement plus élevée dans le groupe ARM par rapport
aux ARC. La metformine a également augmenté l'activité des enzymes associées a
l'oxydation des AG, tout en inhibant la phosphofructokinase. A 2 mois de traitement, la
metformine a réduit le remodelage excentrique du VG associé¢ a une SV sévere et a permis

de maintenir une meilleure fonction systolique.



Abstract

Left ventricular hypertrophy (LVH) is often associated with a change in myocardial energy
substrate preference from fatty acids to glucose. A possible anti hypertrophic treatment
strategy could aim at stimulating or restoring normal myocardial energy metabolism.
Metformin, an adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) activator used
in the management of glucose metabolism in diabetes, is also a fatty acid oxidation
stimulator. The effect of metformin on the development of eccentric LVH and ventricular

function in chronic left ventricular (LV) volume overload (VO) is unknown.

This study was designed to study this question in a VO rat model caused by severe aortic
valve regurgitation (AR). Male Wistar rats were divided in four groups (13-15 animals /
group): Shams (S) treated or not (C) with metformin (M; 150 mg/kg/d PO) and severe AR
receiving or not metformin. Treatment was started one week before surgery and the animals

were sacrificed 9 weeks later.

As expected AR rats developed severe eccentric LVH during the course of the protocol.
Metformin treatment did not influence the total heart weight. However, LV remodeling
associated with the severe VO was severe in ARM than in ARC. Fractional shortening, a
marker of systolic function, was significantly higher in ARM compared to ARC group.
Metformin also increased the activity of enzymes associated with fatty acid oxidation while

inhibiting phosphofructokinase, a glycolytic enzyme.

A 2 month treatment with metformin reduced LV eccentric remodeling associated with

severe VO and helped maintain a better systolic function.

Keywords: Cardiomyopathy; Volume overload; Metformin; Hypertrophy
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12.1. Introduction

Chronic left ventricular volume overload (VO) causes severe left ventricular dilatation and
eccentric hypertrophy (LVH). LVH causes alterations in myocardial energy metabolism.
The normal myocardium has a preference for fatty acids as the main substrate for ATP
formation. In the hypertrophied heart, an increased reliance on glucose with an overall
reduced oxidative metabolism is often observed [1-3]. Impaired myocardial energetics also
activate AMP-activated protein kinase (AMPK), leading to increased glucose uptake and
glycolysis [4]. AMPK activation can also stimulate fatty acid oxidation and block the
mammalian target of rapamycin (mTOR) pro-hypertrophic pathway [5]. Metformin is an
AMPK activator widely used for the management of type 2 diabetes but its potential to help
maintain normal myocardial metabolism and/or prevent LVH is not well understood [6].
We have previously demonstrated that LV volume overload caused by aortic valve
regurgitation causes severe eccentric LVH and also significantly impairs myocardial
metabolism [7]. This study was therefore designed to assess the impact of a treatment with
an AMPK activator, metformin, on the development of eccentric LVH from volume

overload from severe AR in Wistar rats.

12.2. Methods
12.2.1. Animals

The animal protocol design was a 2 x 2 type study where animals were surgically induced
with the aortic valve lesion of only sham operated and then received or not the metformin
treatment. Adult male Wistar rats were purchased from Charles River (Saint-Constant QC,
Canada) and divided in 4 groups as follows: 1) Sham-operated animals (SC; n=14); 2) AR
(ARC; n=15), 3) Sham treated with metformin (M) (150 mg/kg/d PO in unsweetened fruit
gelatin; SF; n=14) and AR on metformin (ARM n=15). The treatment was started one week
before surgery in both S and AR groups and continued for 9 weeks until sacrifice. The
animals were housed in a 12 hr light/dark cycle. Access to food and water was free. The
protocol was approved by the Universit¢ Laval’s Animal Protection Committee and

followed the recommendations of the Canadian Council on Laboratory Animal Care.



12.2.2. Aortic regurgitation

Severe AR was induced by retrograde puncture of the aortic valve leaflets as previously
described [8, 9]. A complete echo cardiographic exam was performed two weeks after AR
induction and the day before sacrifice 8 weeks later. At the end of the protocol, animals
were sacrificed, hearts were quickly dissected and all cardiac chambers were weighed. LV
was snap-frozen in liquid nitrogen and kept at -80°C for further analysis. All sacrifices
were scheduled at similar times of the day in the fed state to avoid circadian variations in

metabolism. Lungs, liver and abdominal fat were rapidly collected and weighed.

12.2.3. Echocardiography

A complete M-mode, 2D, and Doppler echocardiogram was performed on the animals
under 1.5% inhaled isoflurane anesthesia using a 12 MHz probe with a Sonos 5500
echograph (Philips Medical Imaging, Andover, Mass). LV dimensions, wall thickness,
ejection fraction, cardiac output (ejection volume in the LV outflow tract and heart rate)

were evaluated as previously reported [10-12].

12.2.4. Small animal PET protocol

Imaging experiments and data analysis were performed essentially as described before [13-
16] on a LabPET™ avalanche photodiode-based small animal PET scanner (Gamma
Medica, Northridge, CA) at the Sherbrooke Molecular Imaging Centre. ['°F]-
fluorodeoxyglucose (['*F]-FDG), ['*F]-fluorothioheptadecanoic acid (['*F]-FTHA) or
[''C]-acetate(30—40 MBgq, in 0.3 ml plus 0.1 ml flush of 0.9% NaCl, respectively) was
injected via the caudal vein over 30 s. In one set of experiments, a 10-min dynamic
acquisition with [''C]-acetate and a 45-min dynamic acquisition with ['*F] FDG were done
to determine myocardial oxidative metabolism [O2 uptake (Vo2)] and glucose utilization
[myocardial metabolic rate of glucose (MMRG)]. In another experiment, a 45-min dynamic
acquisition with ['"®F] FTHA was used to determine myocardial non-esterified fatty acid
(NEFA) uptake (Km) [14]. Blood samples were taken before and after the scans to
determine an average blood glucose level. Image data analysis was performed as described

previously [15]. Myocardial NEFA fractional uptake (Ki) was determined by a Patlak
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graphical analysis of the ["*F] FTHA data [14]. For [''C] acetate, we used a three-
compartment kinetic model that estimates the generation of CO2 from the citric acid cycle
in the myocardium using the K2 value [16]. The myocardial metabolic rate of glucose

(MMRG) was determined by multicompartmental analysis of the ['*F] FDG data [13,14].

12.2.5. Analysis of mRNA accumulation by quantitative RT-PCR

The analysis of LV mRNA levels by quantitative RT-PCR has been described in details
elsewhere [17]. Briefly, one ul RNA (500 ng) was converted to cDNA using the QuantiTect
Reverse Transcription kit (Qiagen, Valencia, CA). The cDNA obtained was further diluted
11-fold with water prior to amplification. Five pl of diluted cDNA were amplified in
duplicate by Q-PCR in a Rotor-Gene thermal cycler (Corbett Life Science. Sydney,
Australia), using QuantiTect Primer Assays (pre-optimized specific primer pairs from
Qiagen) and QuantiFast® SYBR Green PCR Kkits (Qiagen). Cyclophilin A as a
housekeeping gene was used as a control. In (Table 1), the list of primers used in this study

is illustrated.

Table 1: QuantiTect® Primer Assays used in Q-PCR analysis of gene expression.

mRNA Symbol Accession No. Catalog No. Amplicon (bp)
acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C-4 to C-12 straight MCAD NM_016986 QT01081871 124
chain

carnitine palmitoyltransferase 1b, muscle Cpt1b NM_013200 QT01084069 98
carnitine palmitoyltransferase 2 CPT2 NM_012930 QT00186473 150
Endothelin-1 Edn1 NM_012548 QT00371308 60
Fatty acid translocase/CD36 FAT/CD36 XM_575338 QT01702680 81
Fibronectin 1 Fn1 NM_019143 QT00179333 92
Lysyl oxidase Lox NM_017061 QT00185591 148
matrix metallopeptidase 2 Mmp2 NM_031054 QT00996254 103
Natriuretic peptide precursor A ANP NM_012612 QT00366170 107
Natriuretic peptide precursor B BNP NM_031545 QT00183225 94
osteosarcoma viral oncogene homolog Fos NM_022197 QT01576330 73
peroxisome proliferator activated receptor alpha PPARalpha NM_013196 QT00176575 66
PPAR gamma, coactivator 1 alpha PGC1alpha NM_031347 QT00189196 108
Procollagen-1 alpha-1 Coll NM_053304 QT00370622 92
Procollagen-3 alpha-1 Collll NM_032085 QT01083537 111
Procollagen-4 alpha-1 CollV NM_001135009 QT00005250 119
Pyruvate dehydrogenase alpha 1 PDHa1 NM_001004072 QT01830220 93
Pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 Pdk4 NM_053551 QT00189287 145
solute carrier family 2 member 1 GLUT1 NM_138827 QT00178024 85
solute carrier family 2 member 4 GLUT4 NM_012751 QT00175931 146
solute carrier family 25, member 4 ANT1 NM_053515 QT01081633 143
Tissue inhibitor of metallopeptidase 1 Timp1 NM_053819 QT00185304 113
Transforming growth factor beta 1 Tgfbetal NM_021578 QT00187796 145
Uncoupling protein 3 UCP3 NM_013167 QT00176589 103
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12.2.6. Enzyme activity determinations

Left ventricle samples were kept at -80°C until assayed for maximal (Vmax) enzyme
activities. Small pieces of LV (20-30mg) were homogenized in a glass-glass homogenizer
with 9 or 39 volumes of ice-cold extracting medium pH 7.4 (250mM sucrose, 10mM Tris-
HCL, ImM EGTA) depending on the enzyme activity assayed. Enzymatic activities for
hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase (HADH), phosphofructokinase (PFK) and citrate

synthase (CS) were determined as previously described [7].

12.2.7. Immunoblotting

Crude LV homogenates were separated by SDS-PAGE. Volumes of samples loaded on gel
were corrected for the amount of protein. Immunoblotting was performed as described
elsewhere [18]. Membranes were hybridized with the indicated primary antibodies. All
primary antibodies against the phosphorylated or the total form of the different signaling
proteins (Erk 1/2, p38, Jnk, AMP kinase, LKB1 and Akt) were used at a 1:1000 dilution
and were purchased from Cell Signaling Technology (Beverly, MA). Bands were

visualized and quantified with a Chemilmager system (Alpha Innotech Corporation).

12.2.8. Statistical analysis

Results are presented as mean = SEM unless specified otherwise. Inter-group comparisons
were done using two-way ANOVA and using Bonferroni post-test if necessary. Student t-
test was used when two groups were compared head to head. Statistical significance was set
at a p<0.05. Data and statistical analysis were performed using Graph Pad Prism version

5.02 for Windows, Graph Pad Software (San Diego CA).

12.3. Results

12.3.1. Increased myocardial glucose and decreased fatty acid uptake in AR rat

myocardium

We compared using pPET imaging the glucose and fatty acid uptake of left ventricles of

AR animals 8 weeks post-induction to sham-operated animals. As illustrate in (Figure 1),
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glucose uptake was increased in AR rats while fatty acid uptake was decreased.
Interestingly, despite these changes, myocardial oxygen consumption remained normal

between groups.

11
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Figure 1: Myocardial glucose (top) and fatty acid (middle) uptakes as well as oxidative
metabolism (bottom) modulation in the LV myocardium of AR rats as evaluated by pPET.
Myocardial rate of glucose (MMRG) and FTHA uptake and myocardial oxidative
metabolism using acetate were evaluated as described in the Materials and Methods section
in both sham-operated and AR rats 8 weeks post-surgery (n=4/gr.) and are expressed as the
mean = SEM. P values were calculated using the student t-test.

12.3.2. Clinical data and animal characteristics

At the end of the protocol, all animals were alive with the exception of one in the ARC
group. Body weight and tibial length was equivalent in all experimental groups (Table 2).
Total heart weight was greatly increased in rats with AR. Metformin had no effect on this
parameter. The weight of both left and right ventricles were markedly increased in AR

animals but again metformin had no effect on the weight of both ventricles respectively.



Table 2: Animals characteristics

Parameters SC (14) SM (13) ARC (11) ARM (16) Disease Treatment DxT
Body weights, g 568 £9.9 58094 548+ 54 552+ 64 0.0047 0.34 0.69
Tibial length, mm | 58 £0.5 58+04 58+04 58£04 031 0.32 0.72
Heart, mg 1206 £42.0 | 1180+ 30.7 1988 £ 58.2 1911 +£31.4 | <0.0001 0.22 0.54
LV, mg 875+£28.5 843 £19.4 1487 £ 55.4 1432 £26.9 | <0.0001 0.22 0.75
RV, mg 231+8.7 229+7.0 340+ 16.6 319+79 <0.0001 0.28 0.36

SC: sham control (untreated), SM: sham metformin-treated animals, ARC, aortic regurgitation control group
and ARM: aortic regurgitation metformin-treated animals. LV: left ventricle and RV: right ventricle. Values
are expressed as mean £ SEM. The number of animals per group is indicated in parenthesis. P values from 2-
way ANOVA analysis are shown on the right to evaluate separately the general impact of the disease or the
metformin treatment and the interaction between disease and treatment (D x T).

12.3.3. Echocardiographic LV remodeling and hemodynamic data

End-diastolic and end-systolic LV dimensions were increased in AR animals as expected
(Table 3). Metformin treatment reduced both systolic and diastolic LV dilatation in AR as
shown by the reduced diastolic and systolic diameter in ARM vs. ARC group. Wall
thicknesses were increased in the ARM group vs. ARC but similar to the shams treated
with metformin. Relative wall thickness (RWT) was therefore normalized in ARM thereby
confirming less eccentric remodeling in animals treated with metformin. Interestingly,
RWT also increased in sham-operated animals on metformin suggesting that the drug has

an impact on LV remodeling even in normal animals.

Table 3: Echocardiography data

Parameters | SC M ARC ARM Disease | Treatment DxT
P value | P value P value
EDD, mm 7.6 £0.09 6.9+0.14 10.5+0.19 9.1£0.18 <0.0001 <0.0001 0.042
ESD, mm 35+0.11 3.1+£0.08 6.4+0.27 49+0.29 <0.0001 <0.0001 0.0046
SW, mm 1.2+£0.02 1.4+0.03 1.2+0.04 1.4+0.03 0.92 <0.0001 0.074
PW, mm 1.2£0.04 1.3+0.02 1.2+0.05 1.3£0.02 0.81 0.002 0.61
RWT 0.32+0.008 0.39 £ 0.006 0.23 +0.006 0.30 £ 0.008 <0.0001 <0.0001 0.84
EF, % 78+ 1.2 62122 62122 72+24 <0.0001 0.017 0.017

SC: sham control (untreated), SM: sham metformin-treated animals, ARC, aortic regurgitation control group
and ARM: aortic regurgitation metformin-treated animals. EDD: end-diastolic diameter, ESD: end-systolic
diameter, SW: septal wall thickness, PW: posterior wall thickness, RWT: relative wall thickness, EF: ejection
fraction. Measurements obtained under 1.5% isoflurane anesthesia. Values are expressed as mean + SEM.
The number of animals per group is indicated in parenthesis. P values from 2-way ANOVA analysis are
shown on the right to evaluate separately the general impact of the disease or the metformin treatment and the
interaction between disease and treatment (D x T). b: p<0.01 and c: p<0.001 vs. untreated corresponding
group from Bonferroni post-test if P<0.05 for D x T.
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As illustrated in (Figure 2) in Trans axial LV sections, AR was associated with larger LVs
and metformin seemed to increase wall thickness. Systolic function evaluated by fractional

shortening was clearly improved in ARM animals compared to the ARC.

ShamC
O
ARC
: ShamM
ARM |

Figure 2: Typical macroscopic examples of left ventricular hypertrophy and remodeling in
specific groups. Representative midventricular sections of the left ventricle stained with
trichrome-Masson are shown. ShamC: control sham group, ShamM: metformin-treated
sham group, ARC: untreated AR group and ARM: metformin-treated AR group. Scale bar
at the bottom right of the figure: lcm.



ARM rats had a lower (closer to normal) stroke volume in this group and a closer to normal
calculated cardiac output (Figure 3). Pulse pressure increased in both ARM and ARC

groups as expected and metformin did not have any effect on this parameter (results not

shown).
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Figure 3: Metformin treatment effects on stroke volume and cardiac output as evaluated by
echocardiography. Results are reported in % of change relative to the untreated control
sham group (SC) as mean = SEM (n = 13—15/group). Two-way ANOV A statistical analysis
results are displayed below each graph. D X T: disease and metformin treatment interaction
*: p<0.05 vs. untreated corresponding group from Bonferroni post-test if P<0.05 for D x T.

12.3.4. Markers of LV stress and hypertrophy

As expected, ANP and BNP expressions in LV myocardium were increased in AR animals
as a result of the important pro-hypertrophic hemodynamic stress caused by AR. Metformin
did not decrease the level of expression of ANP or BNP. A similar pattern of expression
was also observed for the endothelin-1 mRNA. Fos expression is also usually associated
with hypertrophy in the myocardium. As expected, the level of Fos expression was
increased in AR groups. Metformin treatment was associated with a strong trend to
decrease Fos expression in ARM animals. This decrease in Fos expression by metformin

was also present in the sham animals (Figure 4).
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Figure 4: Up-regulation of hypertrophy markers in AR animals. LV mRNA levels of atrial
natriuretic peptide (ANP), brain natriuretic peptide (BNP), endothelin-1 (ET-1) and c-Fos
were evaluated as described in the Material and methods section. Results are reported in
arbitrary units as mean + SEM (n = 13—15/group). Untreated sham (sham operated animals)
group mRNA levels were normalized to 1. Two-way ANOVA statistical analysis results are
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displayed below each graph. D X T: disease and metformin treatment interaction.




12.3.5. Myocardial extracellular matrix remodeling

The expression of various markers involved in myocardial fibrosis was evaluated in LV

myocardium. AR increased the expression of collagen III and IV as well as Lox and TGFf

and fibronectin. The expression of collagen I remained normal in ARC. The expression of

MMP2 and TIMP1 were also increased by AR. Metformin treatment in AR increased the

expression of collagen I and III as well as fibronectin. It also tended to increase TIMP1

expression. However, we found no increase in fibrosis on direct LV tissue Trichrome-

Masson staining (results not shown) (Figure 5).
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Figure 5: Evaluation by real-time quantitative RT-PCR of the LV mRNA levels of genes
related to extracellular matrix remodeling. Results are reported as mean + SEM (n=10-
15/gr). Coll: collagen I; Collll: collagen III; CollV Fn: fibronectin; LOX1: lysyl oxidase 1;
TGFbl: transforming growth factor; MMP2: matrix metalloprotease 2 and TIMP-1: tissue
inhibitor of metalloprotease 1. Two-way ANOVA statistical analysis results are displayed
below each graph. D X T: disease and metformin treatment interaction *: p<0.05 vs.
untreated corresponding group from Bonferroni post-test if P<0.05 for D x T.




12.3.6. Myocardial metabolism

Eight weeks after AR induction, changes in energy substrate uptake are observed in the
myocardium as illustrated in (Figure 1). We measured the activity levels of various
metabolic enzymes in LV tissue of all groups. Results are shown in (Figure 6). The HADH
(hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase) responsible for fatty acid B-oxidation was less
active in the AR group after 8 weeks compared to sham animals. Metformin treatment had
no effect on this parameter. The first step of glycolysis is catalyzed by the hexokinase
(HK). HK activity levels were significantly increased in all AR animals compared to the
shams and metformin further increased this activity. The entry of acetyl-CoA in the citric
acid cycle is catalyzed in the mitochondria by the citrate synthase (CS). CS activity levels
were however significantly lower in AR animals. Metformin treatment increased CS

activity levels in the LV of both sham and AR animals.
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Figure 6: Activity levels of enzymes implicated in myocardial energy metabolism. HADH
(hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase), HK (hexokinase) and CS (citrate synthase)
enzymatic activities were measured in LV homogenates from at least 10 animals in each
group as described in the Materials and Methods. Results are reported as mean + SEM
(n=10-15/gr). Two-way ANOVA analyses are displayed below each panel. D X T: disease
and metformin treatment interaction.

With the exception of Glutl mRNA expression, metformin treatment did not modulate

other genes related with the control of energy metabolism tested in this protocol (Figure 7).
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Interestingly, the majority of them were down-regulated in AR animals.
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Figure 7: Evaluation by real-time quantitative RT-PCR of the LV mRNA levels of genes
related to cardiac metabolism. Glucose transporters 1 and 4 (Glutl and Glut4), fatty acid
transporter (FAT/CD36), carnityl palmitoyl transferases (Cpt 1b and 2), PDK4 (pyruvate
dehydrogenase kinase 4) PDH1a (pyruvate dehydrogenase 1alpha), MCAD (medium-chain
acyl- CoA dehydrogenase), UCP3 (uncoupling protein 3), DGK { (diacylglycerol kinase (),
Antl (adenine nucleotide transferase 1), PPAR a (peroxisome proliferator-activated
receptor a) and PGC1 a (peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator-1
a). Results are reported in arbitrary units as mean = SEM (n = 10/group). Untreated sham
(sham-operated animals; SC) group mRNA levels were normalized to 1 and are represented
by the black lane. *: p<0.05 vs. ARC group.

12.3.7. Metformin treatment impact on signaling in AR rats

We measured the ratio of the phosphorylated form on the total content of a number of
signaling molecules implicated in both hypertrophic and energy metabolism pathways. As
illustrated in (Figure 8), activated Erk1/2 and Jnkl/2 are more abundant in AR LVs
compared to sham-operated ones. Metformin treatment was associated with a decrease in
the content of phosphorylated forms of p-38 and Jnk1/2 and an expected increase was
observed for the AMP kinase.
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Figure 8: MAP kinases, LKB1, AMP kinase and Akt levels of activation in AR rats treated
or not with metformin. Evaluation of the phosphorylated and the total protein contents for
each signaling molecules were performed by immunoblotting as described in the Materials
and methods section. Results are reported in arbitrary units as mean + SEM (n=10-
12/group) of the ratio of the phosphorylated content on the total protein content. Untreated
sham (sham-operated animals; SC) group protein contents were normalized to 1 and are
represented by the black lane. *: p<0.05 vs. ARC group.

12.4. Discussion

This study shows that an 8-week treatment with metformin reduces eccentric LV
remodeling and dilatation in an experimental model of volume overload caused by severe
aortic valve regurgitation. Metformin also helped maintain systolic function (ejection
fraction). It also increased the activity of metabolic enzymes HK and CS. The treatment
was not powerful enough however to prevent LV hypertrophy. This was expected
considering the acute severe stress imposed to the LV. The fact that metformin was able to

reduce LV dilatation and eccentric remodeling under such acute stress conditions, is in
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itself remarkable and exciting. In line with the law of Laplace, we can suppose that wall
stress was reduced in AR rats treated with metformin (less dilatation and thicker walls).
Our results show that metformin has the potential to act as a protector of the LV in volume
overload. Long term studies will answer the question whether this hypothesis remains true

over time.

The main mechanism of action of metformin is believed to be via the activation of the
AMPK [6]. Metformin does not bind directly to AMPK. One hypothesis is that it inhibits
the respiratory chain Complex I causing an increase in the AMP/ATP ratio [19]. In our
study, metformin treatment led to AMPK activation. After 8§ weeks, AMPK levels of
activation were similar to controls in the LV of AR rats. On the other hand, LKBI
phosphorylation was reduced in AR rats and metformin restored normal levels of LKB1
activation. LKB1 is a known AMPK kinase together with the calmodulin-dependent protein
kinase (CamKK) which is expressed only at low levels in cardiac myocytes but other
kinases have also been proposed to be responsible for the metformin-induced
phosphorylation of the AMPK such as PKC { [20]. It has also been shown the metformin
can exert beneficial metabolic effect independently from the AMPK in cardiac myocytes
presumably via p38 or PKC-related signaling [21]. Metformin has been reported to

decrease hypertrophy and slow the onset of heart failure in several animal models [22-24].

Cardiac hypertrophy is associated with the reappearance of a “fetal profile” of gene
expression. We observed such a “fetal profile” in this study and previous ones using our
AR model after a longer follow-up (> 6 months) with a modification in the expression of
heart myosin heavy chains subtypes [12] and increased expression of Glut 1 and c-Fos.
This profile is associated with increased glucose utilization and was at first considered
maladaptive [4]. The observation that cardiac over expression of GLUT1 prevented the
development of heart failure (and LV dilation) attributable to pressure overload in mice
with little effects on overall LVH changed this perception [25]. It is now believed that
glucose reliance in the adult heart is not harmful while reduced ability to utilize glucose
could be detrimental in cardiac hypertrophy or heart failure [4]. In our study metformin
treatment was associated with an increased expression of Glutl and a raised activity of the

hexokinase in AR animals with an already augmented glucose uptake in AR animals.



Increased AMPK activity was shown to promote the translocation of the glucose

transporters [26].

It is not clear how metformin (via AMPK activation or not) can modulate LV remodeling
caused by severe chronic VO. In a recent study in a model of global heart volume overload
caused by aortocaval fistulae (ACF) in rats, metformin was shown to have no impact on the
heart and LV weight in ACF rats while echo data showed a trend similar to ours (less
dilatation). In that study the dose of metformin was twice the one we used [27]. In another
study in rats post-myocardial infarction, metformin was shown to decrease heart dilatation

while limiting LV wall thinning [28].

We observed that metformin decreased the protein content of the phosphorylated forms of
both stress kinases p38 and Jnk. Both kinases have been shown in the past to have pro-
hypertrophic action [29]. Inhibition of p38 in H9C2 cells was shown to decrease glycolysis
[21]. Metformin has also been shown to inhibit Jnk activation in the past (Jung BBRC
2012). It is not clear whether metformin is acting on LV remodeling in our model via the

inhibition of these pathways.

Metformin was shown in the past to slow the development of myocardial interstitial fibrosis
[28]. Interstitial fibrosis is usually less present in VO-induced hypertrophy than in pressure
overload situations. We have shown in the past that LV collagen content is still normal
after 8 weeks in AR rats even though gene expression of many extracellular matrix (ECM)
components is increased [10]. Here we observed that metformin further increased collagen
type I and III gene expression in AR LVs. A trend for a higher expression of other ECM
components was also present in metformin-treated animals. This suggests that metformin
treatment could be associated with a higher turnover of ECM proteins. However this may
also be an early sign of increased myocardial fibrosis in a more chronic state. Longer

studies will be necessary to better characterize this observation.

The results of this study have to be viewed in light of some limitations. This was a
relatively short study in which metformin was given as a pre-disease treatment. Eight
weeks may be too short to assess the impact of metformin treatment on systolic and
diastolic functions and clinical evolution on the long term. Rodent heart metabolism may

also differ in some aspects from humans.
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In conclusion, metformin treatment is associated with less eccentric remodeling, less LV

dilatation and a better systolic function in an experimental model of LV volume overload

caused from aortic valve regurgitation. Long-term studies evaluating the effects of such

treatment on LV function and survival are mandated.
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Reésume

Cette ¢tude a examiné les effets de la consommation d’une dicte riche en gras chez des
rats avec une SV chronique causée par une régurgitation valvulaire aortique (AR), sur
I’HVG, la fonction et le métabolisme du myocarde ainsi que sur la survie. Des rats males
Wistar ont été divisés en quatre groupes : Shams (S) sous une dicte contrdle (C) ou riche en
gras (HF) et des rats AR nourris avec les mémes di¢tes (ARC et ARHF respectivement). La
consommation pendant 30 semaines d’une di¢te HF a diminué la survie des rats AR et a
aggravé I’hypertrophie excentrique chez les survivants sans affecter la fonction systolique.
L'adaptation prévue ala SV de I'énergétique du myocarde du VG chez les animaux AR

semblait étre compromise par la diete HF suggérant une flexibilit¢ métabolique moindre.



Abstract

Background: The composition of a diet can influence myocardial metabolism and
development of left ventricular hypertrophy (LVH). The impact of a high-fat diet in chronic
left ventricular volume overload (VO) causing eccentric LVH is unknown. This study
examined the effects of chronic ingestion of a high-fat diet in rats with chronic VO caused
by severe aortic valve regurgitation (AR) on LVH, function and on myocardial energetics
and survival.

Methods: Male Wistar rats were divided in four groups: Shams on control or high-fat (HF)
diet (15 rats/group) and AR rats fed with the same diets (ARC (n=56) and ARHF (n=32)).
HF diet was started one week before AR induction and the protocol was stopped 30 weeks
later.

Results: As expected, AR caused significant LV dilation and hypertrophy and this was
exacerbated in the ARHF group. Moreover, survival in the ARHF group was significantly
decreased compared the ARC group. Although the sham animals on HF also developed
significant obesity compared to those on control diet, this was not associated with heart
hypertrophy. The HF diet in AR rats partially countered the expected shift in myocardial
energy substrate preference usually observed in heart hypertrophy (from fatty acids towards
glucose). Systolic function was decreased in AR rats but HF diet had no impact on this
parameter. The response to HF diet of different fatty acid oxidation markers as well as the
increase in glucose transporter-4 translocation to the plasma membrane compared to ARC
was blunted in AR animals compared to those on control diet.

Conclusions: HF diet for 30 weeks decreased survival of AR rats and worsened eccentric
hypertrophy without affecting systolic function. The expected adaptation of myocardial
energetics to volume-overload left ventricle hypertrophy in AR animals seemed to be

impaired by the high-fat diet suggesting less metabolic flexibility.

Key words: cardiomyopathy, volume overload, high-fat diet, hypertrophy
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13.1. Introduction

Bad dietary habits have been linked to the obesity epidemic in industrialized countries.
High fat (HF) diets were initially incriminated for this epidemic but this hypothesis is now
being challenged. The direct cardiac toxicity of dietary sugar overabundance has been
documented in animal models [1-3] but the effects of HF diets on the heart are still
controversial [4]. This is probably due to the variability of the HF diets that have been
studied in rodent models of heart diseases. For example, a “Western” diet (rich in both fat
and carbohydrates) has been shown to cause contractile dysfunction [5] in Wistar rats while
a high fat/low carbohydrate diet seemed less toxic for the heart even if its content in
saturated fatty acids was high [6]. HF diets have mostly been shown to be either neutral or
somewhat beneficial in rodents with LV pressure overload [7,8]. A neutral response to a
HF diet on cardiac remodeling was also observed in a rat model of ischemic heart failure
[9]. The impact of a HF diet on dilated cardiomyopathy and eccentric LVH resulting from
chronic LV volume overload (VO) has never been studied.

Chronic LV-VO causes severe dilatation and eccentric hypertrophy. It is encountered
mostly in patients suffering from heart valve regurgitation (mitral or aortic). Untreated
regurgitation will result in severe LV dilatation and hypertrophy as well as slowly
progressive systolic dysfunction and heart failure [10]. The obesity epidemics and the
western diets have reached several developing countries worldwide [11]. It is thus
important to determine if dietary habits can influence the evolution of LV VO diseases.
This study was therefore designed to assess the impact of a chronic high saturated fat diet
on the development of eccentric LV hypertrophy, function and survival in rats with severe

and chronic LV VO from aortic valve regurgitation (AR).

13.2. Methods
13.2.1. Animals

Adult male Wistar rats were purchased from Charles River (Saint-Constant QC, Canada)
and divided in 4 groups as follows: 1) Sham-operated animals on control diet (SC; n = 15);
2) AR control diet (ARC; n = 56), 3) Sham on High-Fat diet (Adjusted calories diet (60%
calories from fat), Cat. No. TD.06414 Harlan Teklad Madison WI), (SHF; n = 12) and AR



on High-Fat diet (ARHF n = 32). The animals were maintained either on the control diet
(Purina Rat Chow #5012) containing 13% calories from fat, 27% from protein and 60%
from carbohydrate (39.5 g/kg from starch; 4.1kCal/g) or the highfat diet containing 60%
calories from fat, 19% protein and 21% carbohydrate (34.3 g/kg from fat; 5.4 kCal/g). The
fatty acid profile (% of total fat) was 37% saturated (control diet: 19%), 47%
monounsaturated (control diet: 20%) and 16% polyunsaturated (control diet: 61%). The
high-fat diet was started one week before surgery in both SHF and ARHF groups and
continued for 30 weeks until sacrifice. A second protocol with similar groups of animals
was also investigated but for a shorter period of 8 weeks (n = 10/gr.). The protocol was
approved by the Université Laval’s Animal Protection Committee and followed the

recommendations of the Canadian Council on Laboratory Animal Care.

13.2.2. Aortic regurgitation

Severe AR was induced by retrograde puncture of the aortic valve leaflets as previously
described [12]. A complete echocardiographic exam with a HD11XE echograph (Philips
Medical Imaging, Andover, MA) was performed two weeks after AR induction and the day
before sacrifice 30 weeks later. At the end of the protocol, hearts were quickly dissected
and all cardiac chambers were weighed. LV was snap-frozen in liquid nitrogen and kept at
—80°C for further analysis. Serum samples were kept for evaluation of lipids, glucose,

insulin and adiponectin using commercial Kits.

13.2.3. Analysis of mRNA accumulation by quantitative RT-PCR

The analysis of LV mRNA levels by quantitative RT-PCR has been described in details

elsewhere [13].

13.2.4. Enzyme activity determinations

Left ventricle samples were assayed for maximal (Vmax) enzyme activities. Small pieces
of LV (20-30 mg) were homogenized in a glass-glass homogenizer with 9 or 39 volumes of

ice-cold extracting medium pH7.4 (250 mM sucrose, 10 mM Tris—HCI, 1 mM EGTA)
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depending on the enzyme activity assayed. Enzymatic activities were determined as

previously described [14,15].

13.2.5. Immunoblotting

Crude LV homogenates were separated by SDS-PAGE. Preparation of membrane, nuclear
and cytosolic fractions for the analysis of Glut4 and IRS1 translocation or AMPK
subcellular localization were performed using protocols described in the following articles
[16,17]. Immunoblotting was performed as described elsewhere [18]. All primary
antibodies were used at a 1:1000 dilution and were purchased from Cell Signaling

Technology (Beverly, MA) or from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).

13.2.6. Statistical analysis
Results are presented as mean = SEM unless specified otherwise. Normality of the data was
assessed by the Pearson test. Inter-group comparisons were done using two-way ANOVA
and using Bonferroni post-test if necessary. Statistical significance was set at a p<0.05.
Data and statistical analysis were performed using Graph Pad Prism version 6.01 for

Windows, (San Diego CA).

13.3. Results
13.3.1. Clinical data and animal characteristics

All animals were alive at the end of the 8-week protocol with the exception of two deaths in
the ARHF group. In the longer 30-week protocol all control animals were alive at the end.
Seventy percent of AR animals fed with the control chow were alive after 7 months
compared to less than 50% in the one receiving the high-fat diet (Figure 1). Animals fed a
high-fat diet (HF) were significantly heavier (Figure 2A). The retroperitoneal fat content
was markedly increased in the HF groups and even more so in AR animals (Figure 2B).
Caloric intake by the animals was also higher in the HF groups (Table 1). Glucose levels

were slightly lower in HF animals.



Insulin levels remained unchanged with the diet but were slightly more elevated in AR
animals. Leptin levels were strongly increased in HF groups. The disease status (AR or not)
had no impact on these parameters except for adiponectin levels, which were lower in ARC

animals compared to ARHF ones.

Heart weight was increased in rats with AR (Figure 2C). AR animals on the HF diet had a
significantly higher heart weight than those on the control diet. Sham-operated animals fed
with the HF diet had a similar heart weight to SC animals. When indexed for tibial length
(Figure 2D), this difference in heart weight between ARC and ARHF animals was still
significant. LV weights followed the same variations as for total heart weight (Table 1).
Ejection fractions in the two AR groups were similarly decreased. Relative wall thickness

(an index of LV remodeling) was similarly decreased in AR rats fed or not with the HF diet

(Table 1).
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Figure 1: Survival Kaplan-Meier curves of rats with severe chronic aortic valve
regurgitation. AR rats were fed control chow Untreated (ARC: solid line) or the high fat
diet (ARHF: dotted line) for 7 months.
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Figure 2: Heart hypertrophy is worsened by feeding AR rats with high-fat (HF) diet.
Evolution of the body weight (A) and retroperitoneal fat deposit weight (B) was evaluated
at 2 and 7 months. Heart weight (C) and indexed heart weight (D; for tibial length). Results
are reported as mean = SEM. Two-way ANOVA analyses. ***: p < 0.001 versus sham-
operated animals. If interaction between AR and diet was found to have a P value below
0.05, a Bonferroni post-test was conducted: §§§: p < 0.001 vs. control diet corresponding

group.
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Table 1 Biometric and echocardiographic parameters

Sham Ctrl Sham HF AR Ctrl AR HF
Tibia, mm 603+064 614+£031 61.0+£043 61.0+£056
LV, mg 1163 +340 1225+342 1823+770a 204646993, C
EDD, mm 84 +0.14 85+0.17 114+£0.18a 116+0.18a
ESD, mm 38+022 38+020 6.7+ 0.17a 6.6 +£0.22a
EF,% /86 + 181 80.1+152 648+105a 679+163a
RWT 030+0005 029+0005 023+0005a 0.21+0005a
kCal/day 126 +£40 130£4.0 126+23 134 £4.1
TG, mmol/| 1.1+£0.12 1.1+£0.12 14+0.14 1.0+0.11
Chol,, mmol/| 3.1+£046 29+0.12 26+0.13 3.1+£0.17
Gluc, mmol/l 174+153 173+172 159+1.19 150+105
Insulin, pg/I 141025 1.1+£0.19 1.6+021a 24 +0.70a
Leptin, mg/| 1.1+0.17 20+£022b 07013 21+022b

Adiponectin, mg/l 104+076 104+069 77+034 104 £0.76C

Echo measurements obtained under 1.5% isoflurane anesthesia. LV left ventricle, EDD end-diastolic
diameter, ESD end-systolic diameter, EF ejection fraction and RWT relative wall thickness. Animal daily
food intake (kCal/day) and plasma levels of glucose, triglycerides, insulin, leptin and adiponectin plasma
levels were estimated in animals sacrificed at 60 days post-AR. a: p < 0.001 versus sham groups, b: p < 0.01
vs. control diet groups and ¢: p < 0.01 vs. corresponding AR group by Bonferroni post-test. HF: high-fat diet.

13.3.2. LV hypertrophy markers

As illustrated in Figure 3A, ANP and BNP gene expression were clearly increased in the
LV of AR animals but the HF diet had no effect on these parameters. Myosin heavy chain
subunits gene expression was also modulated similarly in both AR groups. AR mildly
stimulated Erk1/2 phosphorylation but did not affect the activation p38 or Jnk (Figure 4A).
The HF diet reversed the AR effect on pErk1/2 (Figure 4A-B).
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Figure 3: Evaluation by real-time quantitative RT-PCR of the LV mRNA levels of
genes related to LV hypertrophy (A) and extracellular matrix remodeling (B). **: p <
0.01 and ***: p <0.001 between sham and AR groups. §: p < 0.05 vs. corresponding group
on control diet. Sham (sham-operated animals) group mRNA levels were normalized to 1
and are represented as a black line on the different graphs. ANP, atrial natriuretic peptide;
BNP, brain natriuretic peptide; aMHC, myosin heavy chain alpha; BMHC, myosin heavy
chain beta; o/f: ratio of the two MCH forms; Coll: collagen I; Col III: collagen III; Col IV:

collagen IV; Fn: fibronectin.



Stat3 phosphorylation was strongly increased in AR rats but the high-fat diet did not

influence this parameter. Phosphorylation of Akt, mTOR and S6 kinase were significantly

increased in the LV of ARC animals whereas only a trend was observed for 4eBP1 (Figure

4C). The HF diet on the other hand reversed this effect on mTOR and the S6 kinase and

reduced basal phosphorylation levels of 4eBP1 (Figure 4C-D). Myocardial interstitial and

peri-vascular fibrosis was significantly increased in AR rat but the HF diet was not

associated with additional fibrosis (Additional file 1: Figures S1 and S2).
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Figure 4: The high fat diet impact on LV signaling in AR rats. Phosphorylated protein
content of various signaling molecules implicated in cardiac growth and hypertrophy were
evaluated by immunoblotting. SC protein levels were normalized to 1 and are represented
as a black line on the different graphs (A and C). *: p < 0.05, **: p < 0.01 and ***: p <
0.001 between sham and AR groups. §: p < 0.05 vs. corresponding group on control diet.
ARC animals are represented by the white columns and the ARHF the solid ones.
Representative blots are also illustrated (B and D).



13.3.3. GSK3p and FoxO inactivation by the HF diet in eccentric LVH

Phosphorylation of GSK3f and of FoxO1 and 3a leads to their inactivation by inhibiting

the kinase activity of the former and nuclear localization of FoxOs [19,20]. We observed

that AR was associated with higher levels of FoxO 1 and 3a phosphorylation. On the other

hand, the HF diet doubled phosphorylation levels of GSK3p while decreasing those of
FoxO1 and 3a (Figure SE-F).
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Figure 5: AMPK phosphorylation and cellular sub-localization, GSK3p and FoxO
phosphorylation. Phosphorylated protein contents of LKB1 and AMPKa2 subunit remains
unchanged in the LV myocardium of AR rats fed or not with a high fat diet. SC protein
levels were normalized to 1 and are represented as a black line on the different graphs (A, C
and E). ***: p < 0.001 between sham and AR groups. §§: p < 0.01 and §§§: p < 0.001 vs.
corresponding group on control diet. Representative blots are also illustrated (B, D and F).
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13.3.5. Cardiac metabolism

We have previously showed that eccentric LVH caused by severe AR was associated with a
shift in energy substrates preference from fatty acids to glucose [14,15,21]. Hydroxyacyl-
Coenzyme A dehydrogenase (HADH) was reduced in AR animals (Figure 6A). The HADH
enzymatic activity was increased by the HF diet in sham and AR animals, normalizing this
parameter in the latter group. The findings were similar for the malonyl-CoA decarboxylase
(MCD) enzymatic activity (Figure 6B). We then measured mRNA levels of a set of genes
related to FAO in the LV. As illustrated in Figure 6C, the HF diet was associated with an
almost overall increase in gene expression of these genes in control animals whereas AR
rats on the control diet displayed decreased levels. The administration of the HF diet to the
AR animals failed to normalize the gene expression of all but one of these genes

(Fat/CD36).
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Figure 6: Impact of a high-fat diet on FAO in chronic eccentric LV hypertrophy.
HADH (A; hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase) and MCD (B; malonyl-CoA
decarboxylase) enzymatic activities were measured as described in the Materials and
Methods. In panel C, evaluation by real-time quantitative RT-PCR of the LV mRNA levels
of genes related to FAO. Sham group mRNA levels were normalized to 1 and are
represented as a black line on the graph. *: p < 0.05 and ***: p < 0.001 between sham and
AR groups. §: p < 0.05, §§: p < 0.01 and §§§: p < 0.001 vs. corresponding sham or AR

group.
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Hexokinase (HK) activity is increased in the LV myocardium of AR animals and the HF
diet slightly decreased this parameter (Figure 7A). On the other hand, phosphofructokinase
activity was increased to a similar extent in HF diet fed animals (Figure 7B). The HF diet
was also associated with higher mRNA levels of the pyruvate dehydrogenase a1l (PDHal),
pyruvate dehydrogenase kinase 4 (PDK4) as well as of glucose transporter 1 (Glutl)
(Figure 7C).
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Figure 7: The high fat diet in AR rats seems to impair the switch from fatty acid to
glucose as preferred myocardium energy substrate. HK (A; hexokinase) and PFK (B;
phosphofructokinase) enzymatic activities were measured as described in the Materials and
Methods. Evaluation by real-time quantitative RT-PCR of the LV mRNA levels of other
genes related to glucose oxidation is illustrated in panel C. D, Increased Glut4 translocation
to the plasma membrane is reversed by the high fat diet in AR rats as evaluated by
immunoblotting. E, Recruitment of IRS1 to the membrane in the LVs of AR rats is partly
reversed by the high fat diet. F, Representative blots are illustrated. *: p < 0.05 and ***: p <
0.001 between sham and AR groups. §: p < 0.05, §§: p < 0.01 and §§§: p < 0.001 vs.
corresponding sham or AR group.



We also evaluated insulin-sensitive glucose transporter-4 (Glut4) translocation to the
sarcomeric membrane (Figure 7D and F). AR increased this translocation compared to
sham animals fed or not with the HF diet. The HF diet completely reversed this finding in
AR and reduced Glut4 translocation to sub-normal levels. We also investigated if this
finding could be explained by a variation in the insulin receptor signaling pathway
activation by measuring the content of IRS1 recruitment to the plasma membrane (Figure
7E-F). As for Glut4, IRS1 was more present at the membrane in AR rats fed with the
control chow. The HF diet decreased this parameter in AR rats.

Citrate synthase activity was reduced in AR animals but HF diet reversed this trend (Figure
8A). The complex 1 activity remained mostly unchanged but was increased in AR animals
fed with the HF diet (Figure 8B). Succinate dehydrogenase activity was decreased in SHF
and ARC animals but not in ARHF (Figure 8C). Total CK activity was slightly decreased
in AR animals (not shown). Gene expression for the adenine nucleotide translocator-1
(ANT1) was reduced in both AR groups (Figure 8D). Uncoupling protein 3 (UCP3) mRNA
levels were strongly increased in sham animals fed the HF diet. This was not case in AR

animals where UCP3 expression remained unchanged.
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Figure 8: The high fat diet impact on myocardial mitochondria. HK (A; hexokinase),
complex 1 (B) and SDH (C; succinate dehydrogenase) enzymatic activities were measured
as described in the Materials and Methods. Evaluation by real-time quantitative RT-PCR of
the LV mRNA levels of ANT1 (adenine nucleotide translocator-1) and UCP-3 (uncoupling
protein-3) is illustrated in Panel D. **: p < 0.01 and ***: p < 0.001 between sham and AR
groups. §: p <0.05 and §§§: p <0.001 vs. corresponding sham or AR group.

13.4. Discussion

Obesity has been known as an independent risk factor for cardiovascular disease [22] but

the contribution of obesity-induced comorbidities such as dyslipidemia, hypertension or



type II diabetes has to be taken into account. In humans, however, “uncomplicated” isolated
obesity has been shown to be linked with cardiac anomalies too [23,24]. Dietary habits

clearly play a major role in the development of obesity and its associated complications.

Divergent results have been reported in experimental models of diet-induced obesity and
heart disease depending on the composition of the abnormal diet. Some studies have
suggested that diet-induced obesity does not alter cardiac function [6,25] while others
reported various cardiac systolic and/or diastolic function anomalies [26-29]. Feeding
animals with LV pressure overload with a HF diet had neutral effects in some studies
[7,8,30] but adverse effects in another [31]. A HF diet suggested some benefits in a rat

myocardial ischemia model [9,32].

In our model of LV volume overload from AR with severe eccentric LVH, the HF diet was
associated with increased LVH and poorer survival. It could be argued that the increase in
heart weight in ARHF could be related only to the increased body mass. However a similar
increase in heart weight should have been observed in the overweight sham animals fed the
HF diet. Excessive weight gain may have played a role but it clearly was not the main
factor to explain the differences. It is possible that a synergy between hemodynamic
overload, diet and hypertrophy which are all pro-hypertrophic factors exist but the

mechanisms for the increased hypertrophy in AR rats fed with the HF diet remain unclear.

We observed in the past that the Erk 1/2 and Stat3 pathways are activated in AR [14,15,33].
We did not observe such an activation for the Akt/mTOR pathway in the short protocols (8
weeks) but we did in longer ones (current and [34]). Here, the HF diet returned the
activation levels both Erk and mTOR pathways to normal suggesting that they were not
responsible for the increased LVH observed in ARHF. Additional LVH may be caused by
the inhibition of anti-hypertrophic molecules such as GSK3f3 and FoxOs. We observed
increased phosphorylation of these molecules in AR rats fed with the HF diet, likely
leading to their inactivation. GSK3p phosphorylation impairs its inhibition in various
pathways linked to hypertrophy or cardiac growth including Wnt and NFAT signaling [35].
FoxO favors transcription of atrogin-1, an ubiquitin ligase that promotes calcineurin
degradation and can prevent NFAT activation. Many myocardial metabolic enzymes were

modulated both by the state of severe LV-VO and by the diet.
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The activity level of HADH was increased in SHF animals but not in SC ones. The
expression of the fatty acid transporters (Fat/CD36 and CPTs) were all increased in animals
on the HF diet with the exception of Fat/CD36 in the ARHF group. HF diet seems to have a
stimulating effect on FAO in sham animals but this effect was somewhat blunted in AR
animals. We also measured the activity levels of two enzymes of the citric acid cycle.
Citrate synthase levels remained relatively stable among groups but SDH activity was
strongly reduced in ARC animals. A similar observation has been made previously in a
pressure overload rat model [7]. In our model the HF diet helped restore normal levels of

SDH activity.

The discrepancies between the impacts of HF diet in pressure versus volume overload
models are interesting and raise some questions. Our results suggest that FAO capacity is
not increased in AR animals fed a HF diet. The main source of fat in our HF diet was lard
and the diet was started one week before AR induction. Unlike mice in Raher et al. [31],
our rats did not seem to develop any clear form of metabolic syndrome or overt diabetes
despite an important increase in body mass. Our results are nevertheless in line with some
of the observations made in their mouse pressure-overload model. We observed more LV

hypertrophy in rats on the HF diet.

We also found an increase in circulating leptin in our animals. Leptin has been shown to
promote the hypertrophy of cardiac myocytes [36]. A severe prohypertrophic stimulus
suddenly imposed to a heart with preexisting elevated leptin levels could induce an
excessive hypertrophic response. Therefore, the response to this pro-hypertrophic stress
may have been amplified from the very start since the HF diet had been started before AR.
The heart goes through a hyper-contractile phase to compensate for the acute volume
overload in the first days following AR induction [12]. The heart has to maintain its
contractile capacity and to simultaneously activate the remodeling process. These two
processes both require additional energy and the HF diet could have caused enough
metabolic derangements to alter them. In previous studies, PO rodent models the HF diet
was started at the time of surgery. This may explain why the authors did not observe any
increased LV hypertrophy in their model despite similar metabolic assessments at the end

of their protocol [7,8].



The fatty acid composition of the HF diet may influence its effects on the heart. In our
study, the content of saturated and monounsaturated fatty acids was in excess of 80% of
total fat. A higher content in polyunsaturated fatty acids may have led to different results. It
was shown that a diet rich in omega-3 polyunsaturated fatty acid and complex
carbohydrates could confer a “lipo-protection” and decrease LV hypertrophy in an pressure
overload mouse model [37,38]. This observation suggests that the composition of a HF diet
specifically influence the hypertrophic response of the overloaded heart. These alternate

high-fat diets with a “better” fat profile will need to be tested in upcoming protocols.

In addition to perturbing myocardial FAO, we observed that glycolysis seemed altered by
the HF diet. AR LVH is associated with a shift in energy preference towards glucose [15].
We showed that Glut4 translocation to the membrane is increased in AR animals
suggesting an increased glucose uptake capacity. The HF diet completely obliterated this
increase thus probably impairing the expected metabolic switch. This, in addition of
probably less efficient FAO in the myocardium of AR rats fed with the HF diet could lead

to increased lipotoxicity and poorer survival.

The overall oxidative capacity of the AR myocardium did not seem to be negatively altered
by the HF diet. It has been reported that a HF diet in healthy rats was associated with
increased FAO and oxygen consumption without an increase in function and thus with a
decrease in cardiac efficiency. Uncoupling was also increased in the mitochondria, maybe
as a protective mechanism against reactive oxygen species (ROS) production [39,40]. Our
results suggest a similar status in our SHF animals. In AR animals, uncoupling seems less
active as suggested by the return to normal UCP3 expression. This could lessen the
mitochondrial capacity to inhibit ROS production. The exact reason why survival was
decreased in the AR-HF group cannot be determined with certainty. Survival in humans
with AR is directly related to LV dilatation and hypertrophy which is in line with our
animal findings. Larger, more hypertrophied hearts are obviously more fragile and may be
prone to pro-arrhythmia and sudden death. We did not observe any clear morphological
changes in the hearts of sham-operated animals fed with the HF diet even though they were
clearly overweight compared to animal on the normal diet. Recently, another study on
Wistar rats has shown that a HF diet caused LV hypertrophy in healthy normal animals

after 15 weeks.
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The investigators noticed an increase in bogy weight, circulatory insulin and leptin levels as
well as an increase in myocardial collagen deposition in their animals [27]. They also
observed an increase in the papillary muscle stiffness suggesting diastolic dysfunction. In a
shorter study (12 weeks) using Sprague—Dawley rats, Carroll and collaborators did not
report any cardiac abnormalities [25]. Longer studies may be necessary to reveal the true

effects of a HF diet in those animals.

13.5. Conclusions

In conclusion, a HF diet rich in saturated fatty acids is associated with increased eccentric
hypertrophy and poorer survival in a model of LV volume overload from severe AR. This
suggests that dietary habits and obesity may influence the evolution of volume overload
cardiomyopathy and may also possibly have an impact on survival. This could be explained
in part, by the activation of pro-hypertrophic signals controlled by the GSK3 and FoxOs
and an improper metabolic adaptation of the myocardium. This hypothesis could be tested
in humans and the impact of dietary counseling and weight management in patients with

VO should be emphasized.
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Data supplement

Methods:
Evaluation of LV fibrosis

Sections from paraffin-embedded mid-LV portions were stained using Trichrome Masson

coloration. Three sub-endocardial sections/slide from all surviving animals were analyzed

for the evaluation of the proportion of LV sub-endocardial fibrosis as the blue (fibrosis)/red

(myocytes) ratio using a computerized image analysis system (Image-Pro Plus, Version 4.5,

Media Cybernetics, Silver Springs, MD). The sub-endocardial sections were defined as the

inner third of the LV wall facing the LV cavity. Peri-vascular fibrosis was evaluated

separately from the myocardial fibrosis. The % of peri-vascular fibrosis was evaluated



similarly (fibrosis = blue) and is expressed as the ratio of total area of blue staining minus
area of the vessel lumen divided by the total fibrosis area plus the blood vessel area. Results

are expressed compared to sham control group.

Results: Levels of sub-endocardial fibrosis ware elevated in AR animals compared to
controls but no differences were observed in animals fed the HF diet compared to the ones
receiving control chow (Fig. S1). A similar pattern was observed in terms of peri-vascular
fibrosis where AR animals had an increased area of fibrosis surrounding blood vessels but

the HR diet did not impact this parameter (Fig. S2 A-B).
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Figure S1: Left ventricular fibrosis, extra-cellular matrix (ECM) remodeling and after 7
months in AR rats fed or not with HF chow. Quantification of subendocardial fibrosis by
blue/red ratio from trichrome-Masson stained LV sections. Results are reported in as mean
+ SEM (n=6). ***: p<0.001 vs. sham groups.
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Figure S2: Myocardial peri-vascular fibrosis after 7 months in AR rats fed or not with HF
chow. Quantification (A) of peri-vascular fibrosis was performed as described in the
Methods section. Results are reported in as mean + SEM (n=6). *: p<0.5 vs. sham groups.
Representative views are illustrated below (B).



Chapitre 14 : DISCUSSION GENERALE

14.1. Le concept du remodelage myocardique et potentiels thérapeutiques

métaboliques

L’activité contractile permanente du cceur et le réle central de I’ATP dans le
fonctionnement des myofibrilles et des pompes ioniques expliquent aisément le besoin
d’une source constante d’énergie. Dans le cardiomyocyte, ce couplage entre la production
d'énergie et la contraction est un systeme polyvalent capable de satisfaire une vaste gamme
de charge de travail . Toutefois, ce systéme peut atteindre ses limites quand un stress
devient chronique comme dans les conditions d’hypertrophie pathologique. Cette derniere
est caractérisée par une demande énergétique accrue et des adaptations métaboliques
myocardiques significatives doivent €tre mises en place pour fournir 1'énergie suffisante a
la masse tissulaire accrue *>°%.

Les changements métaboliques myocardiques ont été bien documentés dans les
modeéles animaux de 'HVG concentrique et les modéles d'IC ***27*% 1 ’augmentation
des besoins est couverte par une extraction plus poussée de glucose, avec pour contrepartie
une B-oxydation des AG réduite, et par un prélévement sur les réserves glycogéniques. Il
existe plusieurs mécanismes impliqués dans ce passage a un métabolisme plus feetal qui
affectent directement la captation des substrats et leur utilisation éventuelle ** ",

Nous ne savons pas lesquels de ces changements métaboliques sont adaptatifs ou non,
de plus, il est également probable qu’ils affectent différemment le fonctionnent du coeur a
différents stades de I’hypertrophie. Pour cela, la compréhension des mécanismes cellulaires
impliqués dans les altérations au niveau du métabolisme €nergétique est un enjeu majeur
pour I’identification de nouvelles pistes préventives et thérapeutiques. Il nous faut donc, a
I’heure actuelle et compte tenu de nos connaissances nouvelles, examiner les anomalies
métaboliques et nous interroger sur 1’opportunité de les contrdler et les moyens pour y
prévenir 223433588589
De nombreuses études physiologiques et biochimiques et plus récemment, les études

protéomiques et transcriptomiques ont établi le concept d’un déficit énergétique du

myocarde hypertrophi¢ et/ou défaillant comme wune composante majeure de la
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physiopathologie de I’hypertrophie et de I'IC. Fait intéressant, une partie des effets
bénéfiques des traitements actuels de I’IC peut étre expliquée par des effets d’économie
énergétique. En diminuant le volume sanguin circulant, les diurétiques diminuent la SV et
donc la demande d'énergie. En réduisant la résistance périphérique et l'activation du
systeme rénine-angiotensine, les inhibiteurs de 1'enzyme de conversion de 1’angiotensine
diminuent la charge contre le cceur, réduisant ainsi la demande énergétique et la stimulation

hormonale >%°°!

. Les B-bloquants, qui réduisent la stimulation adrénergique du cceur et la
fréquence cardiaque, se traduisent ¢galement par des effets d’économie énergétique.

La thérapie métabolique de I'hypertrophie et de 1’insuffisance cardiaques est donc un
concept original qui a été récemment proposé comme une nouvelle piste de recherche
prometteuse. Cette perspective thérapeutique visant a préserver la fonction oxydative et a
optimiser le métabolisme énergétique des substrats semble étre efficace pour arréter la

progression de plusieurs modéles d’hypertrophie et d’insuffisance cardiaque °*°.

14.2. L’intérét de cibler le métabolisme énergétique dans I’'IA

Tres peu d’intérét pour I’étude de I’IA chronique comme pathologie cardiaque a pu
résulter en une absence de recommandation de classe I a la prise en charge médicale des
patients dans le guide de pratique actuel de I’American Heart Associaton. Le seul moyen
d’arréter cette progression délétere de ’HVG est une opération de remplacement valvulaire.
Il est donc nécessaire de cibler des nouvelles avenues thérapeutiques qui peuvent améliorer
la fonction cardiaque chez ces patients et cette échéance chirurgicale.

Nous avons étudié par tomographie par émission de positron 'impact sur le
métabolisme énergétique d’une cardiomyopathie dilatée causée par une IA sévére induite
chirurgicalement chez des rats Wistar. Dans cette étude, nous avons observé que les cceurs
hypertrophiés suite a une SV montrent un changement dans la préférence face aux substrats
énergétiques en favorisant le glucose au détriment des AG (voir figure 14.1). De fagon
intéressante, ce phénomene touche surtout la paroi libre du VG probablement ot une bonne
partie de la dilatation du cceur a pris place pour accommoder la surcharge de sang a pomper
et ou les besoins énergétiques sont les plus importants. En effet, chez les animaux contrdles
(Sham), la captation du BE-FDG (glucose) et du E_-FTHA (AG) est relativement

homogene dans les parois du VG. Par contre, chez les rats ayant une cardiomyopathie



dilatée depuis 6 mois (phase de compensation), nous avons remarqué une augmentation de
la captation du "*F-FDG sur la paroi latéro-postérieure du VG tandis que ce paramétre reste
relativement normal pour la paroi septale (inter-ventriculaire). Nous avons remarqué le
phénoméne inverse dans le cas du '*F-FTHA ou la captation des AG est réduite sur la paroi
latéro-postérieure du VG (voir figure 14.1).

Cette observation vient en accord avec un autre modele d'hypertrophie de rat, ou la
TEP avec le FDG a démontré que 1'assimilation du glucose myocardique suit directement
I'hypertrophie croissante confirmant ce changement dans la préférence de substrat in vivo
2 Des résultats semblables ont été trouvés chez 1’humain, ou I"utilisation du ''C-palmitate
a montré que la réduction de 1'oxydation des AG est un prédicteur indépendant de la masse
ventriculaire gauche dans I'hypertension >,

Ces altérations du métabolisme énergétique pourraient contribuer, en partie a la

défaillance mécanique des cceurs surchargés tel que montré par la mesure de la fraction

d’éjection qui est abaissée et les volumes diastolique et systolique augmentés (voir tableau
14.1).

Tableau 14.1 : Données de la fonction cardiaque évaluées par la uTEP chez les sham et les IA.

Parametre Traceur Sham (n=5) IA (n=5) Valeur p
Volume "EDG 605+55,5 1426+167,7  <0,0001
diastolique, pl "ETHA 699 +67,8  1677+210,8  <0,0001
Volume BEDG 204 +24.4 813 +142,1  <0,0001
systolique, pl "FTHA 338+30,0 1085+ 1550  <0,0001
Volume BEDG 312 £ 36,0 613 +43,2 <0,0001
d’éjection, pl "FTHA 361 +40,3 591 + 67,8 <0,0001
Fraction BEDG 51+2.4 45+3,9 0,196
d’éjection, % "FTHA 51+1.8 35+3,6 0,002

Par conséquent, cette ¢tude €taye 1’existence d’une composante métabolique dans la
genese des troubles contractiles dans le myocarde hypertrophié dans notre modele d’IA.
L’imagerie métabolique nous a donc permis de confirmer la présence d’un transfert dans
I’utilisation des substrats des AG au glucose associ¢ avec une dysfonction systolique et une

hypertrophie ventriculaire.
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Figure 14.1: (A) Quantification du niveau de captage du "FTHA et du ""F-FDG dans les 4 parois
ventriculaires. Les rats ayant une régurgitation aortique (RA) de 6 mois montrent un niveau d’utilisation
d’AG significativement diminué au niveau des parois antérieure et latérale et une augmentation significative
dans I’utilisation du glucose au niveau de la paroi latérale du myocarde comparés aux rats controles. * :
p<0,05 vs. sham. (B) Représentation du niveau de captage du '"*F-FTHA (AG) et du "*F-FDG (glucose) au
niveau du VG et de leur distribution dans les 4 parois ventriculaires. (C) Schéma du VG en long-axe
démontrant le niveau de perfusion du '*F-FDG.
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Ces données sur le métabolisme et la fonction étudiés in vivo étaient d’ailleurs

86.594 .. . .
585586394395 mar la diminution dans ’expression des

confirmées, dans nos récentes études
principaux geénes impliqués dans le transport (FAT/CD36) et I'utilisation des AG (CPT-1b
et PGC-1a) qui peut étre expliquée par la diminution significative de PPARa connu comme
le principal facteur de transcription des génes de la B-oxydation. Egalement, nous avons
obtenu des données récentes solides suggérant que des changements dans 1’activité des
enzymes métaboliques myocardiques soient présents dans la SV-HVG excentrique
impliquant une oxydation des AG diminuée, un transport dysfonctionnel de substrats, des
niveaux stables ou accrus de la glycolyse et une insuffisance mitochondriale **+>%.

Par ces études nous venons de continuer a explorer ces aspects métaboliques
d’utilisation de I'énergie myocardique dans notre modéle de SV chronique tout en se
concentrant sur les voies de signalisation impliquées dans ce processus. Nous avons ainsi
¢évalué I'impact de deux facteurs moléculaires impliqués dans le métabolisme myocardique
en utilisant des médicaments stimulant le PPARa (fénofibrate) ou I’AMPK (metformine)

dans notre modéle d’IA pour examiner leurs roles potentiels dans 1’amélioration du

métabolisme myocardique et de 'HVG.

14.3. Les impacts du traitement au fénofibrate dans I’IA

PPARa est 1'un des facteurs de transcription primaires qui agissent comme des capteurs
d’AG et d'autres métabolites permettant a la cellule de s’adapter rapidement aux
modifications environnementales par l'induction ou l'inhibition de genes cibles et des voies
métaboliques spécifiques. Egalement, PPARa est le récepteur nucléaire pour le fénofibrate,
un membre de la famille des fibrates initialement identifiés comme activateurs efficaces de
la prolifération des peroxysomes en plus de Il'activation des genes impliqués dans

l'oxydation des AG et la réduction des taux de lipides chez les rongeurs.

Le fénofibrate a la capacité d'activer PPARa ainsi que d’abaisser les taux élevés de TG
et de LDL et d’augmenter les taux de HDL. En plus, il posséde plusieurs actions
pléiotropiques métaboliques et moléculaires dans le coeur permettant une cardioprotection
myocardique directe. Il est plausible que les propriétés pléiotropiques du fénofibrate tels

que les effets anti-inflammatoires, anti-oxydants et anti-fibrotiques du myocarde et
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I'amélioration des performances métaboliques peuvent expliquer son effet cardioprotecteur
direct plus que de son action hypolipidémiante. Par conséquent, le fénofibrate en
monothérapie peut étre I'un des traitements de choix chez les patients dyslipidémiques avec

des anomalies cardiaques comme I’HVG et I’IC.

Nous avons observé dans des études précédentes une réduction de 1’expression de
PPARGa chez les rats IA en accord avec d’autres modéles d’HVG et d’IC >3, Pour cela,
cette étude avait comme objectif de cibler cette voie en stimulant PPARa par son agoniste
le fénofibrate et d’examiner ’effet sur la fonction systolique, les voies de signalisation

hypertrophique et le métabolisme myocardique.

14.3.1. Le fénofibrate préserve la fonction systolique et empéche la dilatation du

VG

Les dimensions cardiaques tels que le diameétre ventriculaire gauche en fin diastole et
en fin systole, les épaisseurs de la paroi postérieure et de la paroi septale ont été obtenues a
l'aide de I’échocardiographie et utilisées pour évaluer la structure et la fonction
ventriculaire gauche. Comme attendu, 8 semaines apres la chirurgie, les animaux ayant une
IA ont développé une dilatation et une hypertrophie ventriculaire de type excentrique
associées avec une dysfonction systolique (diminution de la FE). Le traitement au
fénofibrate a clairement diminué la dilatation et le remodelage excentrique du VG et a
réduit la dysfonction systolique provoqués par I’IA. A notre connaissance, il s'agit de la
premiere étude qui a montré qu’un traitement pharmacologique a une influence sur le
remodelage du VG dans ce modéle animal, mais avec peu d'influence sur I'THVG 20>,
De plus, la FE a été significativement améliorée chez nos rats.

Ceci est en accord avec d'autres études ou le fénofibrate a empéché le remodelage

249639 1 e fénofibrate a pu

cardiaque et a préservé la fonction systolique ventriculaire

prévenir avec succes 1'hypertrophie cardiaque dans un certain nombre de mode¢les in vivo, y
. . . . . . , 4

compris celle induite par une diéte riche en gras/riche en sucrose °”°, par l'aldostérone **°,

1 r
O ou par une SP % Nos résultats

par une ligature partielle de 1’aorte abdominale
suggerent la présence au moins de bénéfices en empéchant la dilatation du VG et en

préservant la fonction systolique malgré 'absence d'un effet anti-hypertrophique clair. Il



n’est pas encore ¢lucidé si ces effets bénéfiques du fénofibrate sont indirectement liés a
I’activation de PPARa. Cependant, il a ét¢ démontré que le fénofibrate est cardio-
protecteur dans divers modeles d'IC en atténuant la production induite par 1'Ang-II de
facteurs pro-inflammatoires et en réduisant la fibrose par l'inhibition de TGF-B1 et le dépot
de collagéne . Le fénofibrate est également impliqué dans la régulation de la synthése

des protéines et empéche I’hypertrophie des cardiomyocytes induite par I’ET-1 *°".

14.3.2. Le fénofibrate réduit ’activité des MAPK

L’HVG est souvent associée avec une activation de la cascade de signalisation des
MAPK. Dans la plupart de nos études précédentes, nous avons démontré une augmentation
de la phosphorylation d’ERK1/2 et de p38 8 semaines aprés 1’induction de I’IA. Ici, nous
avons également observé une activation d’ERK1/2 ainsi qu’une tendance pour la p38 chez
les animaux IA contrdles par rapport aux rats normaux. Le traitement au fénofibrate a en
partie, normalisé ceci. Il a été démontré précédemment qu'il inhibe les MAPK telles que

p38 et INK dans les modeles de 1'hypertrophie cardiaque in vitro 503,604 605

14.3.3. Le fénofibrate active PPARa et restore le métabolisme des AG

Comme expliqué plus tot, PPARa joue un role clé dans le contrdle de la transcription
des genes responsables du transport, 1’utilisation et le métabolisme des AG. Nous avons
montré que le fénofibrate a restauré I’expression de PPAR« associée avec une amélioration
de la préférence des substrats du glucose aux AG chez les rats IA. Nous suggérons ainsi
que le fénofibrate protége contre les effets déléteres du remodelage ventriculaire, en partie,
par une régulation métabolique positive de I’activité des enzymes clés (HADH, MCAD,
CPT1/2 et MCD) et des geénes (PPARa, PGC-1a et FAT/CD36) de la B-oxydation. Nos
résultats suggerent que la protection assurée par le fénofibrate contre la SV nécessite une
régulation positive de l'expression de PPARo/PGC-1a. Nous avons également démontré
que la cardio-protection assurée par le fénofibrate a ét¢ accompagnée par une régulation

négative de I’activité de PFK.
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L’AMPK, un régulateur clé de 'homéostasie métabolique énergétique cellulaire, est
activée sous les conditions de stress énergétique et joue un role central dans la régulation du
métabolisme cardiaque dans divers modeles de 1'hypertrophie cardiaque. Nous avons
observé une augmentation des niveaux de phosphorylation de ’AMPK chez les animaux
IA par rapport aux contrdles non traités. La régulation négative de 1’activité de I’AMPK par
le fénofibrate indique que ce dernier pourrait inhiber le transfert vers le métabolisme du
glucose, induit entre autre par 1’activation de ’AMPK, en faveur du métabolisme des AG.
Une telle observation est corroborée par 1'association négative entre 1’activité de I’AMPK et
celle de PPARa et ’expression de ’ARNm de PGC-1a. Cela peut refléter une certaine
normalisation de la situation énergétique du myocarde dans le cceur de nos animaux.
Cependant, nous ne pouvons affirmer avec certitude que le fénofibrate inhibe directement
I’expression de I’AMPK via un mécanisme PPAR-indépendant ou par un transfert
métabolique comme indiquaient nos résultats. Il est aussi difficile de déterminer si cette
normalisation est davantage liée aux effets du fénofibrate sur le remodelage du VG ou a ses

effets sur le métabolisme myocardique.

Nous en savons peu sur le role de I'AMPK suite a I'administration d'un agoniste de
PPARa« in vivo. 11 a été montré que le fénofibrate augmente 'AMPK indépendamment de
PPARo dans des cellules endothéliales °”. Un autre agoniste de PPARo, WY-14643
stimule I’expression d’ARNm de I’AMPK dans des cellules d'hépatome °°’; cependant, il
reste & déterminer par quels mécanismes cette stimulation se produit. Néanmoins, une
augmentation de I’expression d'ARNm de 'AMPK a été associée a un ratio inchangé de
I’AMP/ATP, ce qui suggere que I’augmentation dans 'AMPK induite par WY-14,643 peut

% Dans notre étude, la normalisation de

étre indépendante de l'activit¢é de PPARa
I'expression cardiaque de pAMPK/AMPK suite a 1'administration in vivo du fénofibrate
chez les rats [A a été associée a une augmentation de l'expression de PPARa et PGC-1a,

soutenant ainsi I’idée d'un possible mécanisme de cardioprotection AMPK-indépendant.

Nous avons observé que I’activité de la PFK est davantage abaissée par le fénofibrate,
une enzyme qui est connue étre sous le controle de ’AMPK, plaidant en faveur de
I’utilisation des AG chez ces animaux. Nous savons, que ’AMPK permet de faciliter le

métabolisme du glucose via la translocation de GLUT4 et l'activation de la PFK2 '%.



L’AMPK peut également augmenter l'oxydation des AG par la régulation de I’ACCPB **.
Bien que des ¢tudes antérieurs indiquent une association positive entre I’AMPK et
PPARa/PGC-1a *°%76% i1 est important d'indiquer que ces associations ont été établies
dans le muscle squelettique et que le coeur peut réagir différemment aux changements

structurels et fonctionnels.

Il n'est pas clair comment les effets métaboliques connus du fénofibrate pourraient
avoir un impact sur le remodelage du VG dans notre modele. Il est possible que la
réduction de la dilatation du VG soit un facteur majeur contribuant au maintien d'un profil
métabolique normal du myocarde. Nous devons aussi se rappeler qu’en plus de leur role
métabolique dans le cceur, les fibrates sont censés exercer un certain nombre d’effets non-
métaboliques dans le tissu myocardique en particulier, sur I'inflammation, le remodelage de
la MEC, le stress oxydatif, et la régulation de I'hypertrophiec **>°%. 1l est admis que

certaines de ces actions comme étant indépendantes de PPARa *°.

Dans un modele murin de SP, la réactivation de PPARa par des agonistes a empéché le
transfert vers 1’utilisation du glucose mais a conduit a une baisse sévére de la puissance et
de l'efficacité cardiaque dans le coeur hypertrophié ®'°. La conclusion de cette étude était
que la régulation a la baisse de PPARa est essentielle pour le maintien de la fonction
contractile du cceur hypertrophié. La signification de ces résultats pour ’hypertrophie
cardiaque humaine n’est pas encore connue. A ce jour, il n’existe aucun rapport
d'aggravation de la fonction cardiaque dans I'hypertrophie cardiaque humaine avec

['utilisation de fibrates.

14.4. Les impacts du traitement a la metformine dans 'TA

L’effet régulateur métabolique qu’exerce I’AMPK est particuliérement intéressant,
puisque son activation repose sur une amélioration de 1’état énergétique des cellules en
stress, récemment validée dans de nombreuses études réalisées chez I’homme et les
rongeurs. L’AMPK est identifié¢e comme un senseur métabolique incontournable
permettant 1’ajustement précis des besoins et la disponibilité énergétiques cellulaires et
systémiques. Il a été suggéré que I’AMPK pourrait étre impliquée dans la genese des

défauts métaboliques qui aboutissent au développement de I’hypertrophie cardiaque. Dans
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ce contexte, ’AMPK, a été proposée comme une cible thérapeutique d’intérét majeur.
Plusieurs études ont observé une activation initiale de I’AMPK en réponse a I’hypertrophie
cardiaque qui diminua au cours de la progression de la maladie. Nous avons émis
I’hypothése que I’AMPK pouvait étre altérée en situation d’IA chronique, contribuant ainsi
a des aberrations métaboliques. L’objectif de notre deuxiéme était alors d’éclaircir le rdle

de ’AMPK cardiaque avec 1’idée qu’elle pourrait étre une cible thérapeutique pour I’TA.

En 2001, Zhou et coll. ont montré que les effets bénéfiques de la metformine sur la
glycémie et la lipémie étaient AMPK-dépendants ***. La metformine, un médicament ayant
des propriétés de sensibilisation a l'insuline, est largement utilisé chez les patients atteints
de DT2 et est connu comme un activateur de 'AMPK. Dans les essais cliniques a grande
échelle, chez les patients atteints de diabete, la metformine réduit le risque a long terme de

;N .. . . . . 611
déces d'origine cardiovasculaire et ayant un infarctus myocardique ° .

Parce que
I’activation de I’AMPK proteége contre ’HVG induite par la SP et 1'I[C, nous avons testé
I’hypothése que la metformine exerce son effet protecteur également a travers I'AMPK

dans notre modele de SV-HVG excentrique.

14.4.1. La metformine améliore la fonction systolique et empéche la dilatation du

VG

Le traitement avec la metformine (150 mg/kg) de huit semaines n’a pas permis de
réduire la masse ventriculaire gauche mais semble avoir eu un effet sur le remodelage de
celui-ci, un peu comme cela avait été le cas pour le fénofibrate. De plus, la metformine
semble induire un remodelage de nature concentrique tant dans le VG normal que le VG
dilaté, comme démontré par I’augmentation de 1’épaisseur relative des parois. Il s’agit d’un
résultat intriguant, car il s’accompagne d’une normalisation de la fonction systolique chez
les animaux IA comme nous montrent les données échocardiographiques. Ici, et
similairement a notre premiere étude avec le fénofibrate, il n'est pas clair comment la
metformine (via l'activation de 'AMPK ou non) peut moduler le remodelage du VG dans
notre modele. Par contre, ce remodelage plus concentrique peut expliquer comment la
fraction d’éjection puisse apparaitre comme normalisée. En général, Le remodelage

concentrique du VG n’est pas responsable de dysfonction systolique.



Dans une ¢tude faite sur un modéle de SV causée par une fistule aorto-cave (SV)
chez le rat, il a ét¢ démontré que la metformine n'a aucun effet sur le poids du cceur et du
VG chez ces rats tandis que les données d'échocardiographie ont montré une tendance
similaire a la nétre (moins de dilatation). Dans cette étude, la dose de la metformine était
deux fois celle que nous avons utilisé °'2. Dans une autre étude chez le rat avec un post-
infarctus du myocarde, la metformine a diminué la dilatation du cceur tout en limitant
’amincissement de la paroi ventriculaire *®. Nous pensons que cette observation est en
rapport avec les effets AMPK-indépendants de la metformine sur le remodelage
myocardique. Il a été montré que la metformine est capable de ralentir le développement de
la fibrose interstitielle du myocarde **’. La fibrose interstiticlle est généralement moins
présente dans I'hypertrophie induite par la SV que dans des situations de SP. Notre équipe a
démontré précédemment que la teneur du VG en collagéne est encore normale aprés 8
semaines chez le rat IA, méme si l'expression de nombreux génes des composants de la
MEC est augmentée °*. Ici, nous avons observé que la metformine augmente encore
l'expression du gene de collagéne de type I et III dans les VG des IA. Une tendance
d’expression plus ¢élevée d'autres composants de la MEC est également présente chez les
animaux traités par la metformine. Ceci suggeére que la metformine pourrait étre associé a
un remodelage important des protéines de la MEC. Cependant cela peut aussi €tre un signe

précoce de 1'augmentation de la fibrose myocardique dans un état plus chronique.

14.4.2. La metformine active ’AMPK et inhibe le signal pro-hypertrophique

Le principal mécanisme d'action de la metformine est censé €tre via l'activation de
I'AMPK ®". Aprés 8 semaines, les niveaux de phosphorylation de 'AMPK dans le VG
¢taient semblables a ceux des rats [A controles. Comme attendu, la metformine a augmenté

significativement la phosphorylation de I’AMPK chez ces animaux.

Nous avons observé que la metformine a diminué chez les rats IA les niveaux de
phosphorylation de p38 et de JNK. Les deux kinases ont ét¢ montrées pour avoir une action
pro-hypertrophique **’. Ce résultat montre que la metformine peut exercer des effets
métaboliques bénéfiques indépendamment de I'"AMPK probablement via la signalisation

liée a p38 et/ou a INK *”’. Egalement, il a été montré que la metformine inhibe I'activation
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de JNK °®*. Cependant, nous ne savons pas si la metformine agit sur le remodelage du VG
dans notre modele par l'inhibition de ces voies. Il est & noter que plusieurs études ont
démontré que la metformine exerce des effets biologiques et physiologiques par des voies
moléculaires indépendantes de I’AMPK, et ces effets peuvent influencer également
I'hypertrophie cardiaque. Il existe aussi des données indirectes que la metformine peut
augmenter la production cardiaque de 'adénosine. Ce dernier protége contre I'hypertrophie
et I'IC et, tout comme I'AMPK activée, atténue également la signalisation de mTOR,
diminuant ainsi la consommation d’énergie °°. D’autres études ont démontré que la
metformine modifie 1'activité de STAT3 indépendamment de I’AMPK °'°. STAT3 joue un
role dans la stimulation de I'hypertrophie cardiaque, et son inactivation peut donc jouer un

role dans les effets anti-hypertrophique de la metformine.

14.4.3. La metformine améliore le métabolisme myocardique dans I’'TA

Nous avons observé que la metformine n’a pas pu augmenter les activités de la HADH,
de la MCD et de la PFK chez les rats IA qui étaient significativement diminuées dans le
groupe non traité. Par contre, les activités de la CPT et de la CS sont significativement
augmentées par la metformine chez ces animaux. Il faut se rappeler que ces déterminations
d’activités enzymatiques sont faites in vitro et ne sont possiblement un reflet tout a fait
fidele de la situation in vivo. Egalement, nous avons observé que le traitement avec la
metformine a été associé avec une augmentation de I'expression de GLUT]1 et une activité
¢levée de ’HK chez les TA ce qui prouve que I’AMPK activée stimule la glycolyse et
induit la translocation des transporteurs de glucose . La stimulation de la glycolyse est
une autre activité établie de I’AMPK qui se réalise via un mécanisme insulino-indépendant.
Des ¢études récentes ont montré que l’activation de I’AMPK augmente 1’expression des
transporteurs de glucose, GLUT1 et GLUT4. L’AMPK stimule également la glycolyse
directement par D’activation des PFK, catalysant la premicre étape régulatrice de la
glycolyse. L’activation de I’AMPK peut influencer le métabolisme cardiaque par la
régulation de I'utilisation et de la phosphorylation oxydative des AG, la source primaire de
I’ATP dans le myocarde normal. L’AMPK phosphoryle I’ACC qui catalyse la formation du
malonyl-CoA. Dans le cceur, le malonyl-CoA est un inhibiteur de la CPT-1 localisée au

niveau de la MME et considérée comme étant I’étape limitante pour intérioriser ou rendre



les AG comme substrats dans la phosphorylation oxydative. Il est possible que dans le VG
des rats IA, ’ACC a été inhibée par I’AMPK activée et que son produit ; le malonyl-CoA a

été réduit.

14.5. Exploration de I’'impact de I’obésité sur I’IA ; roles de la diéte riche en gras

Plusieurs études ont montré les effets défavorables et les conséquences cliniques de
'accumulation intracardiaque des lipides sur la fonction cardiaque, particuliérement chez
les patients diabétiques ou obéses ***°'®. Les individus obéses se présentent fréquemment
avec une hypertension, une HVG et une contractilité détériorée qui pourraient étre en raison

619621 "1 &g liens

des effets toxiques des lipides dans le myocarde ou dans la circulation
entre la dicte, I'hypertrophie et des anomalies métaboliques myocardiques sont multiples.
La consommation d’aliments riche en gras influence directement les niveaux d'insuline

lesquels peuvent stimuler des voies pro-hypertrophiques comme Akt/mTOR 24224,

es
niveaux des adipokines (leptine et adiponectine) sont aussi directement sous l'influence de

la diéte et pourraient étre impliqués dans la réponse hypertrophique du VG.

Nous avons ainsi exploré les effets a long terme de la consommation d’une diete riche
en gras sur la survie, le développement de ’HVG ainsi que sur le remodelage du
métabolisme énergétique cardiaque dans notre modele de SV-HVG. La consommation
pendant 30 semaines d’une diéte riche en gras a contribué¢ a augmenter le remodelage
hypertrophique cardiaque des animaux IA sans toutefois affecter la fonction systolique.
Nous avons alors tenté d’expliquer cette augmentation du remodelage cardiaque en
vérifiant le niveau plasmatique des adipokines ainsi que ’activité de diverses voies connues
pour induire 1’hypertrophie en particulier celle d’Akt, et d¢ mTOR. Nous avons observé
une ¢lévation de la concentration de la leptine sérique chez les TA sacrifiés 2 mois apres
I’induction de la chirurgie, ce qui fournit une explication de 1’augmentation de
I’hypertrophie chez ces animaux. La leptine a la capacité d’induire 1'hypertrophie des

22 r . r 14 r B .
622 Une étude a aussi démontré que la sécrétion de cette hormone menait

cardiomyocytes
au développement d’une hypertrophie excentrique ®*. Nous avons aussi observé d’une part,
une atténuation de ’activation de la voie pro-hypertrophique Akt/mTOR et une régulation

négative de deux voies anti-hypertrophique soit la GSK-3f et FoxO, d’autre part.
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14.5.1. La diete riche en gras réduit la survie et amplifie P’HVG sans affecter la

fonction systolique

La consommation d’une di¢te riche en gras pendant 30 semaines a été associée a une
augmentation de la mortalité et de ’HVG chez les rats ayant une IA séveére comparés a
ceux recevant la diéte standard. La raison exacte ne peut pas étre déterminée avec certitude
mais nous savions que la survie chez I'humain ayant une IA est directement lie a la
dilatation et I’hypertrophie du VG ce qui vient en accord avec les résultats chez nos
animaux. Des cceurs plus dilatés et hypertrophiés sont évidemment plus fragiles et peuvent
étre sujets a une arythmie et une mort subite. Certaines études ont démontrés que la
consommation d’une di¢te riche en gras ralentissait le remodelage hypertrophique

. . 624-626
cardiaque causée par une SP

par une amélioration de la fraction d’éjection ainsi
oL 624 ; :
qu’une diminution de la masse du VG . Dans notre étude, nous n’avons pas observé

d’amélioration chez nos animaux nourrit avec la diéte riche en gras.

Pour les animaux ayant I’IA, un stimulus pro-hypertrophique puissant (SV) imposé
soudainement a un cceur avec des taux préexistants €élevés de leptine pourrait induire une
réponse hypertrophique excessive. Par conséquent, la réponse a ce stress pro-
hypertrophique a pu étre amplifiée deés le début puisque la consommation de la diéte riche
en gras a ét¢ commencée une semaine avant I’induction de la maladie. Le cceur passe par
une phase d’hyper-contractilité pour compenser la SV aigiie dans les premiers jours suivant
I’induction de I’TA ®*’. 1l doit maintenir sa capacité contractile et activer simultanément le
processus de son remodelage. L’activation de ces deux processus a la fois nécessite de
'énergie supplémentaire et la diete riche en gras pourrait avoir causé assez de troubles
métaboliques qu’elle I’a modifié. Dans des études précédentes, sur des modeles de SP de
rongeurs, la dicte riche en gras était commencée au moment de la chirurgie. Cela peut
expliquer pourquoi les auteurs n'ont pas observé une augmentation de I’HVG dans leurs

N , .. oy , , . \ 25,62
modeéles malgré la similarité des données métaboliques 4 la fin de leurs protocoles %%,

Récemment, une étude réalisée sur des rats Wistar a montré que la consommation
d’une dicte riche en gras pendant 15 semaines a causé une HVG chez les animaux normaux
en santé ainsi qu’une augmentation de poids du corps et des niveaux d'insuline et de leptine

plasmatiques, ainsi qu'une augmentation de dépot myocardique de collagéne ®**. Ils ont



¢galement observé une augmentation de la rigidit¢ du muscle papillaire suggérant un
dysfonctionnement diastolique. Dans une étude plus courte (12 semaines) chez des rats
Sprague-Dawley, Carroll et coll, n'ont rapporté aucune anomaliec cardiaque °%.
Contrairement a la souris dans Raher et coll. ©°, nos rats ne semblent développer aucun
signe d’un syndrome métabolique ou de diabéte malgré une augmentation importante de la
masse corporelle. Néanmoins, nos résultats sont en accord avec quelques observations
faites dans leur modele de souris avec une SP. Cette différence était expliquée dans
plusieurs études qui ont montré chez le rat comme chez la souris que ’effet d’une dicte
hypercalorique sur I’apparition de 1’obésité dépendait de la souche de 1’animal ®'. Une

variabilité importante dans la réponse a 1’obésité induite par une dicte existe également au

sein d’une méme souche.

14.5.2. La diéte riche en gras module les voies de signalisation hypertrophiques

Comme nous 1’avons déja mentionné, la voie de mTOR est une protéine kinase qui
joue un role critique dans la traduction des protéines pro-hypertrophiques et dans la
croissance cellulaire mais également dans le métabolisme énergétique. Elle est donc, a la
fois, activée par I'Akt pour exercer son rdle pro-hypertrophique et inhibée par 'AMPK par
phosphorylation de TSC2 afin de s’adapter aux conditions de stress, ce qui correle
parfaitement avec nos résultats. Ici nous avons montré que c’est plutot I’effet inhibiteur de
I’AMPK qui a été observé chez les animaux IA sous la diete riche en gras. En effet, malgré
I’expression augmentée de 1’ Akt chez ce groupe, mTOR était normalisée. Ceci suggere que
le signal pro-hypertrophique n’était pas transmis via cette voie chez ces animaux. Tout
d’abord, nous avons pensé¢ qu’elle aurait ét¢ plus activée chez les animaux nourris avec la
dicte riche en gras considérant qu’ils ont développé une HVG plus importante, par contre
nous avons plutdt observé le contraire. p-mTOR, p-p70S6K ont été fortement exprimées
chez les rats IA sous la dicte contrdle et ont été normalisées chez les IA nourris avec la
dicte riche en gras, sauf celle du 4E-BP1 qui diminue. Ceci est probablement dii a I’action
de ’AMPK qui s’est activée par la haute teneur en AG venant de la diete afin de stimuler
leur oxydation. Il est déja établi qu’'une HVG augmentée peut étre également causée par
une inhibition de I’activité des protéines anti-hypertrophiques, comme la GSK-3f et les

FoxOs. Nous avons observé une augmentation de la phosphorylation de ces deux protéines
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chez les rats IA nourris avec la diete riche en gras, suggérant leur inactivation. La
phosphorylation de GSK-3fB altéere son rdle inhibiteur de différentes voies lies a
I'hypertrophie ou la croissance cardiaque, y compris les signalisations de Wnt et de NFAT
632 FoxO favorise la transcription de I’atrogin-1, une ubiquitine ligase qui favorise la

dégradation de la calcineurine et peut empécher l'activation de NFAT **°.

I est également établi que les facteurs de transcription FoxO sont de bons candidats
régulés par I'AMPK. Les FoxO inteégrent les signaux cellulaires issus de l'insuline, les
facteurs de croissance, les cytokines, et le stress oxydatif. En réponse a l'insuline, 1’Akt
phosphoryle les protéines FoxO, les séquestrant ainsi dans le cytoplasme et inhibant leur
fonction. Il a été démontré que des stimuli activant ' AMPK peuvent également inhiber la
transcription des génes FoxO1-dépendante 634 Cependant, il n’est pas encore connu si les
membres de la famille de FoxO sont les cibles directes de 'AMPK. Les voies d’Akt et de
I’AMPK peuvent orchestrer une série de régulation transcriptionnelle (par FoxQO) et post-
transcriptionnelle (via mTOR) qui permettent au myocarde de s'adapter aux changements
dans I'équilibre nutritif. Dans 1’obésité ou le diabéte, I'expression génique dépendante des
FoxO favorise certaines des caractéristiques délétéres associées a I'hyperglycémie,

l'intolérance au glucose et la lipotoxicité .

14.5.3. La diéte riche en gras maintient le métabolisme myocardique

Notre ¢tude nous a aussi permis de noter que, malgré la présence d’une importante
HVG, les animaux IA consommant la dicte riche en gras avaient maintenu une bonne
fonction mitochondriale, un résultat également montré par d’autres études utilisant des
modeles de SP et d’IC #*%2%3 1 es activités des enzymes impliquées dans le métabolisme
des AG, en particulier HADH et MCD, sont augmentées chez les IA consommant la diete
riche en gras. De méme, chez les animaux normaux, nous avons observé les mémes effets
de la di¢te au niveau enzymatique et aussi dans I’expression d’ARNm des génes impliqués
dans le transport et 1’utilisation des AG. Par contre, le profil d’expression de ces geénes ne
semble pas changer sous 1’effet de la diéte riche en gras, a I’exception de FAT/CD36 qui a
¢été normalisée. Certaines études ont attribué les améliorations présentes chez des animaux

624,626

nourris avec une diéte riche en gras a une élévation du niveau de PPARa . Ici, nous



n’avons observé aucun changement dans I’expression de ce facteur, mais plutdt une
tendance non significative, de méme pour son co-activateur PGC-1a. Cela dit, ’absence de
cet effet au niveau de ’expression des autres genes régulés par PPARa est expliquée par

I’inactivation de ce dernier chez ces animaux.

Les AG consommés a partir de [’alimentation peuvent principalement et
préférentiellement activer PPARa dans le foie permettant ainsi le catabolisme lipidique
hépatique. Depuis que le PPARa hépatique est un facteur de transcription qui régule les
genes métaboliques clés impliqués dans les voies d'utilisation des AG, une diminution de
l'oxydation de ces derniers dans d'autres organes métaboliquement actifs comme le cceur
pourraient donc s’expliquer soit par la nature des AGL circulants ou par le remodelage
¢établie dans le métabolisme cardiaque et induit par ’'HVG. La seule exception concerne
I’expression du principal transporteur cardiaque d’AG ; FAT/CD36, qui a été normalisée
chez les rats IA consommant la dicte riche en gras. Il est connu que ce geéne est également
sous contrdle de ’AMPK qui est activée chez ces animaux. L’expression normalisée du
géene FAT/CD36 pourrait expliquer ainsi une captation rétablie des AG par les
cardiomyocytes et leur entrée dans les voies de la f-oxydation qui semble étre stimulée par
I’augmentation de Dactivit¢ de ces enzymes; HADH, MCD et une tendance dans

I’expression de MCAD.

Nous avons observé aussi une faible diminution de ’activité de I’HK due a la dicte
riche en gras, mais reste toujours augmentée par rapport aux animaux controles. Ceci peut
étre expliqué, entre autre, par la régulation enzymatique selon le cycle de Randle ; ’activité
augmentée des enzymes [-oxydatives exerce un controle négatif sur celle des enzymes de
la glycolyse. Des taux élevés de l'oxydation des AG augmentent aussi la production de
citrate. Ce dernier inhibe la glycolyse en inhibant l'une des enzymes clé¢; la PFK.
Cependant, nous avons observé que cette dernieére a fortement augmenté d’activité sous
I’effet de la diete, en méme temps chez les animaux normaux que les IA. Chez les IA, ceci
est probablement dGi a I’action stimulatrice de I’AMPK augmentée. L’expression
normalisée au niveau membranaire de GLUT4 et de I’'IRS1 indique un retour a un niveau
basal de I’entrée du glucose en présence d’une récapitulation du flux d’AG a travers

FAT/CD36. De ces données, nous pouvons conclure que la consommation de la diéte riche
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en gras semble avoir un effet stimulateur sur la B-oxydation chez les animaux normaux
ainsi que chez les animaux IA. Nous avons également évalué les enzymes impliquées dans
le cycle de Krebs (CS) ainsi que dans la chaine respiratoire (complexe I et SDH). L’activité
de la CS diminuée chez les TA contrdles, a été également rétablie sous 1’effet de la dicte
riche en gras. L’activité du complexe I ne semble pas étre altérée chez les IA, mais elle a
été significativement augmentée chez les animaux sous la diéte riche en gras. Egalement, il

y a une tendance d’augmentation de I’activité de la SDH chez ces animaux.

Nous pouvons déduire de ces résultats que la capacité oxydative générale du myocarde
des rats IA ne semblait pas étre modifiée négativement par la consommation de la dicte
riche en gras. Par contre, il a été rapporté que la consommation de cette diéte par des rats
sains était associée a une augmentation de la B-oxydation et de la consommation d'oxygene
sans augmentation de la fonction, et donc a une diminution de I'efficacité cardiaque. Ceci a
été corrélé avec une augmentation du découplage mitochondrial (UCP3), peut-étre comme
un mécanisme de protection contre la production des ROS "% Nos résultats suggérent
un statut similaire chez nos animaux normaux. Chez les IA, le découplage semble moins
actif comme observé par le retour a I'expression normale de ’'UCP3. Cela pourrait diminuer
la capacit¢ des mitochondries a inhiber la production des ROS. En méme temps,
I’expression de la translocase d’adénosine (ANT) demeure réduite chez les deux groupes
d’IA, plaidant en faveur d’une réduction de la synthése mitochondriale d’ATP et dans le

transfert d’énergie.

14.5.4. Recommandations diététiques pour la prévention et le traitement de I’'IA

Les données de notre troisiéme étude présentée ci-dessus lévent une question
importante : dans une situation clinique, devrait une diete pauvre en gras saturés étre
recommandée aux patients ayant une IA établie ? La réponse n'est pas claire, cependant,
nous avons pu montrer qu'une consommation augmentée de gras saturés est associée avec
une diminution du taux de survie et une intensification de 'HVG chez nos animaux
malades. Il est intéressant de confirmer ces données par une €tude clinique pour valider nos

résultats.



Chapitre 15 : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

15.1. Conclusions générales

La flexibilit¢ métabolique du cceur est cruciale a sa capacité d’adaptation aux
différentes conditions physiologiques et pathologiques. L’ hypertrophie ventriculaire gauche
induite par une surcharge de volume et I’IC avancée sont caractérisées non seulement par
une détérioration de la performance mécanique cardiaque, mais aussi par une altération du
métabolisme myocardique par la réduction de l'expression des geénes impliqués dans
l'oxydation des AG, ce qui pourrait contribuer a une diminution de la flexibilité

métabolique et a une déficience énergétique qui favorise l'aggravation de la maladie.

Est-ce que le passage métabolique des AG au glucose est bénéfique ou nocif pour le
cceur des IA ? Nous pensons que, a court terme, au moins pendant I'hypertrophie précoce,
la réduction relative de la disponibilité de 1'oxygene et de I'ATP peut exiger ce changement
dans le métabolisme car il permettrait de réduire de facon significative la nécessité de
l'oxygeéne. D’aprés les résultats de nos deux premicres études, nous proposons que les
interventions thérapeutiques qui augmentent l'activit¢ de I’AMPK (metformine) et de
PPARa (fénofibrate) dans I’hypertrophie cardiaque puissent étre bénéfiques pour la
fonction myocardique a court terme afin de restaurer ’expression et les activités de
certaines protéines et enzymes métaboliques. A long terme, le maintien de la fonction
myocardique peut exiger également 1’activation de PPARa pour éviter 1'épuisement en
énergie et la lipotoxicité cardiaque. Autres que de prévenir 1'épuisement de l'énergie et
lipotoxicité, 1’activation PPARa peut également réguler a la hausse les processus anti-
inflammatoires et anti-oxydantes cardiaques.

Dans notre premiére étude

, on a montré qu’un traitement au fénofibrate de 8
semaines a été associé a une diminution de la dilatation ventriculaire, a un remodelage
moins excentrique et a une amélioration de la fonction systolique dans un mode¢le de la SV
du VG causée par une TA sévére. Ces effets bénéfiques ont pu étre liés a des effets

métaboliques du myocarde exercés par le médicament sur le VG. Le récepteur nucléaire

225



226

PPARGa, suite a son activation par le fénofibrate, pourrait favoriser 1’expression génique de
nombreuses enzymes intervenant dans le métabolisme des AG et par conséquent, le

métabolisme myocardique était généralement amélioré chez ces animaux (voir figure 15.1).
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Figure 15.1 : Schéma de synthése décrivant les effets du traitement au fénofibrate sur I’hypertrophie
ventriculaire gauche et le métabolisme myocardique dans I’'TA (©WDH).

\

La metformine a également aidé a maintenir la fonction systolique et a augmenter
l'activité des enzymes métaboliques °*°. Cependant, ce traitement n'était pas assez puissant
pour empécher I’hypertrophie du VG (voir figure 15.2). Ce résultat était attendu compte
tenu de la contrainte sévere et aigiie imposée au VG. Le fait que la metformine a été en
mesure de réduire la dilatation du VG et le remodelage excentrique dans de telles
conditions de stress aigu, est en soi remarquable et passionnant. Des études a long terme
seront nécessaires pour répondre a la question si cet effet cardioprotecteur de la metformine

persistait a une plus longue période de la maladie.
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Figure 15.2 : Schéma de synthése décrivant des effets du traitement a la metformine sur 1’hypertrophie
ventriculaire gauche et le métabolisme cardiaque I'TA (©WDH).

C . 41
Notre troisiéme étude °

nous a permis de constater les effets de la consommation
d’une diéte riche en gras pendant une période de 30 semaines sur le développement de
I’hypertrophie cardiaque et le maintien du métabolisme énergétique dans notre modele
d’IA. Nous avons noté que la consommation d’une dicte riche en gras contribuait a
accélérer le développement de I’hypertrophie excentrique normalement observée en
situation de SV ainsi qu’a une mortalité¢ élevée. Les effets connus de cette dicte sur le
développement de la résistance a I’insuline, 1’obésité et le DT2 font de cette diéte un facteur
de risque important pour les MCV. Ceci suggere que les habitudes alimentaires peuvent
influer I'évolution de la cardiomyopathie de SV et, peut-étre, peuvent avoir aussi un impact
sur la survie. Cela pourrait s'expliquer en partie par l'activation des signaux pro-

hypertrophiques contr6lés par la GSK3B et FoxO et une adaptation métabolique
inappropriée du myocarde (voir figure 15.3).
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Figure 15.3 : Schéma de synthése décrivant des effets de la consommation d’une diéte riche en gras saturés
sur I’hypertrophie ventriculaire gauche et le métabolisme cardiaque dans I’IA (OWDH).

15.2. Les limitations des études

Les projets présentés comportent quelques limitations au niveau de I’expérimentation.
Pour les deux premiéres études, un traitement de huit semaines est peut-étre trop court pour
évaluer l'impact de ces deux traitements sur les fonctions systolique et diastolique et de
I'évolution clinique a long terme. Certaines expériences auraient pu étre intéressantes a
réaliser; comme 1’évaluation in vivo du métabolisme ¢énergétique des autres groupes
d’animaux traités avec le fénofibrate ou la metformine afin de déterminer si leurs effets
positifs demeurent présents au cours de 1’évolution de la maladie. Egalement, les
informations sur d’autres enzymes et protéines de signalisations importantes du
métabolisme et de I’homéostasie calcique manquaient dans ces études. La mesure des AG
et de glucose circulants ainsi que 1’insuline aurait pu étre intéressante a prendre en compte
puisqu’il est déja établit qu’ils peuvent étre changé par ces médicaments. De plus, nous

n’avons pas évalué le niveau de stress oxydant (les ROS) chez les animaux consommant la



diete riche en gras, une information importante a savoir puisqu’une telle diéte peut causer
un déséquilibre du métabolisme oxydatif cardiaque. La mesure des niveaux de lipides
accumulés dans le myocarde comme les céramides et les autres dérivés lipides aurait pu

étre également réalisée.

I1 existe plusieurs limites a I'utilisation des rongeurs concernant les différences dans la
fonction myocardique comparativement au coeur humain: (1) le myocarde du rat présente
un potentiel d'action trés court qui n'atteint pas normalement la phase plateau, (2)
I'élimination du calcium du cytosol se fait plus par 1'activité de la pompe de calcium du RS
et par l'activité de I’échangeur Na'/Ca*" (3) la fréquence cardiaque au repos est cing fois
supérieure a celle de I'nomme et le rapport force/fréquence est inversé, (4) le métabolisme

cardiaque de rongeurs peut également différer dans certains aspects de celui de 'homme.

Il faut également prendre en compte qu’on a commencé les deux traitements une
semaine avant I’induction chirurgicale de I’'A. Cela ne refléte évidemment pas la réalité
clinique ou la maladie ne peut pas étre prédite et traitée a l'avance. Nous avons
volontairement choisi de prétraiter les animaux dans notre protocole afin d'évaluer leur role

dans le développement précoce de 'HVG.

15.3. Les perspectives pour des études futures
Quelques perspectives pour des études futures sont envisagées :

» Des expérimentations additionnelles doivent étre réalisées dans le but d'obtenir des
¢évidences directes appuyant le role des altérations du métabolisme énergétique dans
I’apparition des troubles fonctionnels dans I’TA. Pour cela, nous proposons un suivi plus
rigoureux au cours de I’évolution de ’'HVG du profil d’expression des genes, des
activités des enzymes métaboliques in vivo et des protéines de signalisation impliquées
dans [’hypertrophie. Nous pensons que certains changements peuvent avoir lieu
précocement et d’autres se manifestent tardivement et que nous pouvons intervenir en

fonction de cette adaptation.

» Selon nos résultats obtenus dans les deux premiéres études, des protocoles de plus

longues périodes (6 et 9 mois) devront étre introduits pour vérifier si les bénéfiques
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observés sur la fonction et le métabolisme cardiaques persistent aprés une longue durée

de la maladie.

» Notre mod¢le animal peut étre aussi utile pour 1’étude de plusieurs autres traitements
pharmacologiques ciblant d’autres voies importantes impliquées dans le métabolisme ou

I’homéostasie calcique.

» Bien que des progrés considérables aient été¢ accomplis dans la compréhension du role
des PPARs dans I’homéostasie lipidique, il y a beaucoup de questions concernant les
roles de ces récepteurs nucléaires importants dans le cceur. D'autres études sur le role
potentiel de PPARY en réponse a I’lA sont suggérées puisqu’il est également fortement

exprim¢ dans le cceur.

» Nous avons aussi observé une forte expression dans la fraction nucléaire de I’isoforme
a2 de I’AMPK dans le VG de nos animaux IA, ¢a serait ainsi intéressant de continuer a
explorer cette voie puisque nous ne savons que peu quant a la régulation de I’activité de
I’AMPK dépendamment de sa localisation cellulaire et d’autant plus au niveau du cceur

hypertrophié.

» L’étude d’autres maladies multifactorielles telles que le syndrome métabolique est aussi
une perspective importante dans ’analyse de I’HVG excentrique compte tenu la
croissance de ces cardiomyopathies ces dernieres années et leur forte relation avec le

risque des MCV.

» Des études futures doivent déméler aussi la relation entre la consommation des AG
polyinsaturés (huiles de poisson), les lipides et les glucides ensemble (diete Western)
ainsi que des protéines diététiques avec le développement de ’'HVG excentrique ainsi

que le métabolisme myocardique.
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Annexe A : Récapitulation schématique de la physiopathologie de I’insuffisance aortique (Source :
http://calgaryguide.ucalgary.ca/slide.aspx?slide=Aortic%20Regurgitation.jpg).
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Annexe B : Représentation des principales protéines impliquées dans la cascade des MAPK et leurs effecteurs

respectifs (O©OWDH).



