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Résumé

L'insuffisance cardiaque est une maladie circulatoire qui implique la mise en
jeu de systémes d’adaptation neuro-hormonaux participant au remodelage
ventriculaire et a I'entretien de la dysfonction cardiaque. La sérotonine plasmatique
et plaquettaire est augmentée chez des patients en insuffisance cardiaque, ce qui

suggere une participation de cette neuro-hormone dans le remodelage ventriculaire.

L'objectif de ce travail a été de préciser par une approche in vivo le role de la
sérotonine et de son récepteur 5-HT,a sur le remodelage ventriculaire, étape

déterminante de I'insuffisance cardiaque.

Dans une premiere partie, nous nous sommes intéressés au phénotype
cardiaque de souris génétiguement déficientes pour la monoamine oxydase — A
(MAO-A, enzyme de dégradation de la sérotonine) qui présentent des taux élevés de
sérotonine circulante. Dans cette étude nous démontrons que les souris KO MAO-A
soumises a une sténose aortigue présentent une augmentation des taux
myocardigues de sérotonine et une exacerbation de la réponse hypertrophique sans
dysfonction ventriculaire. Cette réponse hypertrophique exacerbée, ainsi que les
stigmates histologiques et biologigues moléculaires qui accompagnent le
remodelage ventriculaire, sont prévenus par 'administration d’'un antagoniste sélectif

du récepteur 5-HT>a de la sérotonine.

Dans une deuxiéme partie, hous nous sommes intéressés au réle du
récepteur 5- HT,a dans la phase de transition entre hypertrophie concentrique
compensatrice et hypertrophie excentrique avec dysfonction ventriculaire, aprés
sténose aortique, chez des souris sauvages C57/BI6. Dans cette étude, nous
montrons que l'inhibition sélective du récepteur 5-HT,a par le M100907 prévient
'apparition d’'une hypertrophie concentrique apres sténose aortique mais précipite
I'évolution vers l'insuffisance cardiaque. Ces données suggerent que le récepteur 5-
HT.a pourrait exercer un effet protecteur au cours de la surcharge barométrique en

favorisant I'hnypertrophie compensatrice et en prévenant la dysfonction ventriculaire.

En se basant sur les résultats précédents, nous avons développé un essai
clinique visant a mesurer la corrélation entre les niveaux circulants de sérotonine et
la réponse hypertrophique du myocarde au cours du rétrécissement aortique serré
chez 'homme. Cette étude est financée par la région Midi-Pyrénées.



Résumé

Nos travaux démontrent que la sérotonine, via son récepteur 5-HTaa,
participe au remodelage ventriculaire au cours de la surcharge barométriqgue en

favorisant I’hypertrophie myocardique compensatrice.
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Summary

Heart failure is a systemic disease involving neuro-hormonal adaptive
systems that participate to ventricular remodeling and maintain cardiac dysfunction.
Plasmatic and platelets serotonin are increased in patients with heart failure

suggesting a role during ventricular remodeling.

The aim of this work was to specify the in vivo role of serotonin and its
receptor 5-HT,a during ventricular remodeling that is a determinant step of heart

failure.

In a first part, we studied the cardiac phenotype of mice knock-out for
monoamine oxidase — A (MAO — A, serotonin degradation enzyme) which display
elevated circulating levels of serotonin. With this study, we showed that mice knock-
out for MAO — A display elevated intramyocardial serotonins levels with exacerbated
hypertrophic response without myocardial dysfunction. This increased hypertrophic
response and the histological and molecular signs of ventricular remodeling are
prevented by selective 5-HT,a receptor antagonist administration.

In a second part, we explored the role of the 5-HT,a receptor during the
transition phase between adapted concentric hypertrophic response and non-
adapted eccentric hypertrophic response with ventricular dysfunction after aortic
banding in C57/BI6 wild type mice. In this study, we showed that selective 5-HT,a
receptor antagonist M100907 administration prevents concentric hypertrophic
response after aortic banding but precipitates evolution to heart failure. These results
suggest that 5-HT,a receptor could have a protecting effect during pressure overload
by favoring adapted hypertrophy and preventing from ventricular dysfunction.

From these results, we designed a clinical trial, funded by Conseil Régional
Midi-Pyrénées, aim to assess correlation between serotonin circulating levels and

myocardial hypertrophic response during aortic stenosis in human .

Findings show that the serotonin and its 5-HT,a receptor participate to
ventricular remodeling during pressure overload by favoring adapted myocardial
hypertrophic response.
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Introduction générale

La diminution de la prévalence de la dénutrition, la rétrocession des grandes
pandémies et 'amélioration de la prise en charges des pathologies infectieuses avec
'avenement des antibiotiques, en augmentant I'espérance de vie, ont déplacé le
pronostic global de la population vers celui des maladies dégénératives et des
pathologies créées par 'homme. L'amélioration continue du contexte économique et
le changement dans les profils dactivité professionnelle ont conduit & un
changement radical des modes de vies a l'origine de profondes modifications dans
l'alimentation, le niveau d’activité physique et le comportement tel que le tabagisme.
Ces modifications du profil de risque associées au vieillissement de la population
sont a lorigine de [I'émergence des pathologies hypertensives et de
I'athérosclérose [1], expliquant que malgré I'amélioration du niveau de santé publique
et des prises en charges médicales ciblées, les maladies cardiovasculaires restent la
premiére cause de mortalité a travers le monde avec plus de 16,7 millions de déces
par an, soit 29,2 % des déces totaux annuels (Organisation Mondiale de la Santé -
http://mwww.who.int/dietphysicalactivity/publications/facts/cvd/en/).

Parallélement au vieillissement de la population, I'amélioration de la prise en
charge des pathologies coronariennes a fait de l'insuffisance cardiaque (IC) lissue
convergente de la plupart des maladies cardiovasculaires. Avec une prévalence
estimée entre 1 et 2 % de la population des pays occidentaux et une incidence en
augmentation approchant les 5 a 10 pour 1000 habitants par an [2], I'|C concernerait
15 millions de personnes en Europe [3]. Outre le probléeme majeur de santé publique
gu’elle représente au travers des excédents d’hospitalisation dont elle est la source,
'IC est a l'origine d’'une diminution de la qualité de vie, de dépendance et d’'une
aggravation du pronostic, la plagcant au méme rang que la plupart des maladies
dégénératives comme le cancer [4]. Ainsi, malgré une amélioration du pronostic
depuis les 50 derniéres années, la mortalité & 5 ans ajustée a I'age des patients
ayant survécu a un premier épisode d'IC était de 54 % pour les hommes et 40 %
pour les femmes dans I'étude de Framingham (Tableau 1) [5]. La survie & 5 ans
aprés un premier épisode d’IC varie en fonction de la population observée, la
définition et le mode de diagnostic de I'lC, I'étiologie et les co-morbidités, allant de 35
a 59 % selon les études [2].
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Periop 1-Year MoRTALITY 5-Year MoRTALITY
MEN WOMEN MEN WOMEN
percent (95 percent confidence interval)
1950-1969 20 (10-29) 13 (4-21) 66 (52-76) 47 (32-59)
1970-1979 30 (18-41) 14 (5-22) 71 (58-80) 51 (36-62)
1980-1989 25 (14-34) 19 (9-28) 60 (48-69) 46 (33-56)
1990-1999 18 (9-26) 16 (7-25) 54 (41-64) 40 (27-50)

Tableau 1 : Evolution temporelle de la mortalité (%) ajustée a I'age parmi les hommes et les femmes
agés de 65 a 74 ans ayant survécu au moins 30 jours aprés un premier épisode d’IC (étude de
Framingham).

Extrait de Levy et coll., New England Journal of Medicine 2002 [5]
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| Définition et physiopathologie de

I'insuffisance cardiaque

L’'IC est un syndrome associant une série de symptdomes causés par la
dysfonction cardiaque, résultant en une réduction de la survie. La dysfonction
cardiaque, point de départ de I'lC, est a I'origine d’une inadéquation entre les besoins
et les apports métaboligues de l'organisme, source des symptdmes tels que la
dyspnée d’effort ou de repos, I'asthénie et les signes de rétention hydro-sodée.

Les principales causes, aigués ou chroniqgues, menant a la dysfonction

cardiaque sont listées dans le tableau 2 [3].
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Pathologies coronariennes

Hypertension artérielle

Cardiomyopathies
Génétiques/familiales
Cardiomyopathies hypertrophiques idiopathiques
Cardiomyopathies dilatées idiopathiques
Cardiomyopathies restrictives
Acquises
Myocardites

Médicaments
R-bloguants
Antagonistes calciques
Anti-arrythmiques

Toxiques
Alcool
Médications cyto-toxiques
Cocaine
Métaux lourds (mercure, cobalt, arsenic)

Endocrines
Diabéte
Hypo/hyperthyroidie
Syndrome de Cushing
Insuffisance surrénale
Excés d'hormone de croissance
Phéochromocytome

Nutrition
Déficience en thiamine, selenium, carnitine
Obésité
Cachexie

Infiltrations
Sarcoidose
Amylose
Hémochromatose

Autres
Maladie de Chagas
Infection VIH
Connectivites
Cardiomyopathie du péri-partum
Insuffisance rénale terminale

Tableau 2 : Principales causes menant a la dysfonction cardiaque.

D’aprés Dickstein et coll., European Heart Journal 2008 [3]
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Bien que les concepts physiopathologiques de I'IC soient perpétuellement
revus aux grés des évolutions de la recherche, la plupart des théories s’accordent
sur l'altération des performances globales du myocarde comme point de départ de
l'activation de mécanismes d’adaptation neuro-hormonaux entretenant le déclin des
performances myocardiques. En pratique, ce schéma physiopathologique se traduit
par une diminution du débit cardiaque et une vasoconstriction périphérique excessive
entretenant la surcharge mécanique en pression et en volume du myocarde. Sur la
bases de ces théories, I'IC n’est plus considérée comme un simple probleme
mécanique cardiaque, mais comme une pathologie cardio-circulatoire impliquant des
mécanismes d’adaptation qui conduisent des modifications biologiques et
architecturales du myocarde, regroupées sous le terme de remodelage ventriculaire.
Le remodelage ventriculaire représente ainsi la transition entre un phénoméne
physiologique d’adaptation et un phénomeéne pathologique d’altération expliquant
I'évolution progressive de I'IC [6].

LA Les systémes d’adaptation neuro-hormonaux

Les mécanismes d’adaptation neuro-hormonaux incluent de nombreuses
voies tendant au maintien du débit cardiaque via une rétention hydro-sodée, une
vasoconstriction périphérique, une augmentation de la contractilité myocardique,

'ensemble participant au remodelage ventriculaire.

I.LA.1 Le systeme nerveux sympathique

Le déclin du débit cardiaque dans I'lC active une série de mécanismes de
compensation visant a maintenir I’homéostasie cardio-vasculaire. L'un des plus
important de ces mécanismes d’adaptation est l'activation du systéme nerveux
sympathique (SNS) ou adrénergique, survenant précocement au cours de I'évolution
de I'lC.

Dans les conditions physiologiques, un débit cardiague normal permet
d’assurer une pression artérielle suffisamment haute et une pression de remplissage
ventriculaire suffisamment basse au maintien du tonus inhibiteur sur le SNS des
barorécepteurs du sinus carotidien et de I'arche aortique, et des mécanorécepteurs

cardio-pulmonaires. Le maintien d’'une pression de perfusion suffisante permet de
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diminuer l'activation des chémorécepteurs périphériques et des métabolorécepteurs
musculaires, principaux activateurs du SNS. Aussi, les sujets sains présentent un
tonus sympathique bas et une haute variabilité de la fréquence cardiaque au repos.
Dans I'lC, le tonus inhibiteur des barorécepteurs et des mécanorécepteurs diminue
au dépend du tonus activateur périphérique entrainant une augmentation du tonus
sympathique a l'origine d’'une perte de la variabilité de la fréquence cardiaque et
d’'une augmentation des résistances artérielles périphériques. L’activation du SNS
s’accompagne d'une augmentation des taux circulants de noradrénaline (NA), un
puissant neurotransmetteur adrénergique, via une augmentation du relargage et une

diminution de la recapture au niveau des terminaisons nerveuses adrénergiques [7].

Le SNS exerce ses effets biologiques via l'action de 9 sous-types de
récepteurs adrénergiques : 3 récepteurs a; (aia, a1, €t a1p), 3 récepteurs a, (0za,
azg, €t axc), et 3 récepteurs B (B1, B2, et Bs) [8]. Tous les récepteurs adrénergiques
sont des récepteurs a 7 domaines transmembranaires exergant leurs effets par un
couplage avec une protéine G hétérotrimérique. Le cceur humain contient des
récepteurs B1, B2, et Bz [9]. Les sous-types 1 et B, sont exprimés avec un ratio de
70:30, et leur stimulation augmente la contractilité cardiaque (effet inotrope positif), la
fréquence cardiaque (effet chronotrope positif), la relaxation cardiaque (effet lusitrope
positif) et la vitesse de conduction du nceud auriculo-ventriculaire (effet dromotrope
positif). Les récepteurs 3 sont normalement inactifs dans les conditions
physiologiques [10]. Dans le cceur humain, I'activation des récepteurs B; et B, est le
plus puissant mécanisme physiologique permettant 'augmentation des performances
myocardiques. Les récepteurs ;1 activent les protéines Gs alors que les récepteurs
B2 activent les protéines G; et Gs. Le cceur humain exprime aussi les récepteurs aia,
a;s en densité inférieure (= 20 %) a celle des récepteurs B [11]. Leur rdle
physiologique reste mal connu, mais les récepteurs a; participeraient au remodelage
ventriculaire [11]. Les récepteurs a; sont largement exprimés au niveau des gros
vaisseaux artériels, incluant aorte, artére pulmonaire, artéres digestives et artéres
coronaires, contribuant de facon majeure a la régulation du flux sanguin via la
modulation de la vasoconstriction [12]. Les récepteurs a;a et a;g Se couplent a la
famille des protéines G

L'augmentation de I'activité du SNS permet 'activation des récepteurs B, et
B2 se traduisant par une augmentation de la fréquence cardiaque et de l'inotropisme,

a l'origine d’'une augmentation du débit cardiaque. L’activation des récepteurs a; est
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a l'origine d'un effet inotrope positif modeste mais d’une importante vasoconstriction
artérielle périphérique. Aussi, l'activation du SNS augmente la contraction et la
relaxation, et maintient la pression artérielle, au prix d’une augmentation de la
dépense énergétique du myocarde pouvant favoriser lischémie myocardique.
L’'augmentation du tonus sympathique favorise la survenue de troubles du rythme
ventriculaires, sources de mort subite, particulierement en cas dischémie

myocardigue.

bY

Aussi, l'activation du SNS permet une adaptation a court terme a une
dysfonction myocardique aigué, mais devient a long terme un phénomene

maladaptatif.

ILA.2 Le systeme rénine — angiotensine — aldostérone

En comparaison au SNS, le systeme rénine — angiotensine — aldostérone
(SRAA) est activé plus tardivement au cours de I'lC. L’activation du SRAA passerait
par un phénoméne d’hypoperfusion rénale et de diminution du sodium filtré
atteignant la macula densa au niveau du tubule distal, parallélement a la stimulation
sympathique rénale, a I'origine d’'une augmentation du relargage de rénine au niveau
de [Il'appareil juxtaglomérulaire. La rénine permet alors le clivage de
'angiotensinogene synthétisée par le foie en un décapeptide biologiquement inactif :
'angiotensine |. L’angiotensine | peut également étre synthétisée par une voie
indépendante de la rénine, a partir dune conversion enzymatique de
'angiotensinogene en angiotensine | par la kallicréine et la cathepsine G. L’enzyme
de conversion de l'angiotensine (ECA) clive l'angiotensine | en un octopeptide
biologiqguement actif : I'angiotensine Il (AT2) (Figure 1). L’AT2 peut étre synthétisée
par une voie indépendante de I'ECA, par une activation de chymases. Ces voies
secondaires d'activation joueraient un rdle important au niveau du myocarde,
particulierement en cas daugmentation des taux circulant de rénine et
d’angiotensine | induite par l'utilisation des inhibiteurs de I'enzyme de conversion de
l'angiotensine (IEC) dans le traitement de I'IC. L’AT2, par un mécanisme de
protéolyse, va pouvoir libérer deux autres fragments protéiques biologiquement
actifs : l'angiotensine Il et [l'angiotensine 1V, provoquant avec I'AT2 une
vasoconstriction périphérique et une dysfonction endothéliale. L’AT2 va exercer ses
effets en se liant a deux récepteurs couplés a la protéine G (RCPG) nommés

récepteur a I'angiotensine de type 1 (RAT1) et récepteur a I'angiotensine de type 2
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(RAT2). Les deux types de récepteurs a I'angiotensine sont présents au niveau du
myocarde avec un ratio 2:1 pour les RAT2, alors que les RAT1 prédominent au
niveau vasculaire. Au niveau myocardique, les RAT1 sont préférentiellement
localisés au niveau du systéme nerveux myocardique et dans les cardiomyocytes,
alors que les RAT2 sont majoritairement localisés au niveau des fibroblastes et de
linterstitium. L’activation des RAT1 est a l'origine d’'une vasoconstriction, d’'une
augmentation de la croissance cellulaire, d’'une sécrétion d'aldostérone et d’'un
relargage de catécholamines. L’activation des RAT2 est a lorigine d'une
vasodilatation, d’'une inhibition de la croissance cellulaire, d’'une natriurese et d'un
relargage de bradykinine. L'IC s’accompagne d’'une diminution des RAT1 et d’'une
augmentation des RAT2 résultant en une chute du ratio RAT1/RAT2 [13].

Y

4

Angiotensin |

% Angiotensin Il % Aldosterall /

Figure 1 : Le systéme rénine-angiotensine-aldostérone

L’angiotensinogéne est synthétisé par le foie puis clivé dans la circulation sanguine en
angiotensine | par la rénine synthétisée par les cellules juxta-glomérulaires rénales. L'angiotensine |
est & son tour clivée par I'enzyme de conversion de l'angiotensine située au niveau des cellules
endothéliales en angiotensine Il. L’angiotensine Il stimule la sécrétion d’aldostérone au niveau du
cortex surrénalien. La production d’aldostérone est également stimulée par le potassium, la
corticotropine, I'endothéline et les catécholamines comme la noradrénaline.

ACE : angiotensin-converting enzyme (enzyme de conversion de I'angiotensine)

Extrait de Weber, N Eng J Med 2001 [14]
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L’AT2 va jouer un rOle important dans le maintien de I'homéostasie
circulatoire a court terme, mais sa surexpression a long terme est a l'origine d’une
maladaptation aboutissant a un effet profibrosant au niveau du cceur, des reins et
des autres organes. L’AT2 est également a I'origine d’une aggravation de l'activation
neuro-hormonale, via le relargage de NA a partir des terminaisons nerveuses
sympathiques et la stimulation de la corticosurrénale pour la production
d’aldostérone. Au méme titre que I'’AT2, I'aldostérone va permettre une adaptation a
court terme de l'appareil circulatoire en stimulant la réabsorption de sodium en
échange de potassium au niveau des segments distaux du néphron. Cependant, la
surexpression prolongée d’aldostérone va avoir des effets délétéres a long terme en
provoquant hypertrophie et fibrose au niveau myocardique et vasculaire, participant a
la diminution de la compliance myocardiqgue et a l'augmentation de la rigidité
vasculaire. Par ailleurs, I'aldostérone va participer a la dysfonction endothéliale, la
dysfonction des barorécepteurs et l'inhibition de la recapture de la NA, I'ensemble
participant a I'entretien et a la progression de I'lC [13].

I.LA.3 Le systéme arginine-vasopressine

L’IC aboutit a une augmentation de la rétention hydro-sodée par le rein. La
diminution du débit cardiaque est a l'origine d’'une diminution du volume sanguin
effectif artériel a l'origine outre d’'une hypoperfusion rénale, d’'une activation des
barorécepteurs artériels activant les voies d’adaptation neuro-hormonales
aboutissant a une augmentation de la volémie globale et une redistribution du
volume sanguin circulant via I'hyperinflation hydro-sodée. L’activation continue du
SNS au niveau rénal contribue a la diminution de la perfusion rénale, entretenant la
réabsorption tubulaire de sodium et d’eau, et le relargage non osmotique d’arginine-
vasopressine (AVP) par I'hypophyse postérieure réduisant I'excrétion d’eau libre et
contribuant a I'aggravation de la vasoconstriction périphérique et a 'augmentation de
la production d’endothéline 1 (ET-1) [15].

L’AVP est une hormone hypophysaire qui joue un rble central dans la
régulation de la clairance de l'eau libre et de I'osmolalité plasmatique. Dans les
conditions physiologiques, 'AVP est relarguée en réponse a une augmentation de
'osmolalité plasmatique, aboutissant a une réabsorption d'eau a partir du tube
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proximal. L'IC s’accompagne d’'une augmentation des taux circulants d’AVP qui
persiste malgré la correction de I'osmolalité plasmatique, via les voies d’activation
non osmotiques, contribuant & I'apparition d’'une hyponatrémie. Les effets cellulaires
de I'AVP sont médiés par trois type de RCPG : V14, V1p €t Vo. Le récepteur Vi, est le
plus répandu des trois, retrouvé majoritairement au niveau des cellules musculaires
lisses vasculaires, a I'origine d’'une vasoconstriction, d’'une activation plaquettaire et
d'une activation des facteurs de croissance myocardiques. Le récepteur Vi, de
distribution plus limitée, est retrouvé préférentiellement au niveau du systeme
nerveux central (SNC), a [lorigine dune modulation de Ila sécrétion
d’adrénorcorticotrophine (ACTH) par I'hypophyse antérieure. Le récepteur V, est
retrouvé majoritairement au niveau des cellules épithéliales rénales ou il exerce des
effets antidiurétiques via la stimulation de l'adénylyl cyclase augmentant la densité
des vésicules riches en canaux a I'eau (aquaporines) au niveau des membranes

apicales [16].

Parallelement, l'augmentation de I'activité sympathique au niveau rénal
entretien I'activation du SRAA via 'augmentation de la production de rénine par le
rein, malgré 'augmentation de la volémie globale. L’AT2 favorise la rétention hydro-
sodée par de multiples mécanismes rénaux incluant un effet direct sur le tubule
proximal et une libération d’aldostérone augmentant la réabsorption sodique au

niveau du tubule distal (Figure 2).

37



Introduction générale

Cardioregulatory >
center \,/’v A3

Glossopharyngeal
and vagal afferents
from high-pressure /
baroreceptors

Sympathetic trunk

AVP

Sympathetic ganglia

Aldosterone

)

,\7;'_/:// (T” N~ Angiotensin Il

‘g_/ g
Peripheral

vasoconstriction JSolute-free water excretion

\ Sodium excretion

Figure 2 : Systémes d’'adaptation neuro-hormonaux et insuffisance cardiaque

\, Sympathetic

La baisse de charge au niveau des barorécepteurs du ventricule gauche, des sinus
carotidiens et de 'arche aortique génére un signal afférent qui stimule les centres cardio-régulateurs
au niveau du cerveau, résultant en I'activation des voies efférentes du systéme nerveux sympathique.
L'activation sympathique stimule le relargage d'arigine-vasopressine au niveau rénal ainsi que la
vasoconstriction périphérique et rénale et la production d’angiotensine Il. L'angiotensine Il provoque
une vasoconstriction et le relargage d'aldostérone a partir des cortico-surrénales, augmentant la
réabsorption de sodium et participant au remodelage ventriculaire.

AVP : arginine-vasopressine

Extrait de Schrier et coll., N Eng J Med 1999 [15]

.LA.4 Les autres hormones vasoconstrictrices

Au cours de I'IC, linteraction complexe entre systeme nerveux autonome et
mécanismes d’autorégulation locaux tend a préserver la circulation cérébrale et

cardiaque au dépend de la circulation cutané, musculaire, digestive et rénale. Ces
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mécanismes de régulation de la circulation locale passent par une importante
vasoconstriction d’'organe. L’effort, en obligeant le maintien de la pression de

perfusion au niveau musculaire, contribue a I'hypoperfusion rénale.

Le plus puissant stimulus de la vasoconstriction périphérique est le SNS via
la libération de NA. D’autres vasoconstricteurs contribuent au maintien de
’lhoméostasie circulatoire, tels que I'AT2, I'ET, le neuropeptide Y (NPY), l'urotensine
I, le thromboxane A2 et I'AVP. Conjointement a I'activation du SNS, I'augmentation
de la concentration des hormones vasoconstrictrices contribue a la vasoconstriction
artériolaire nécessaire au maintien de la pression de perfusion et, avec la
vasoconstriction veineuse, au maintien de la pré-charge ventriculaire améliorant les

performances myocardiques par la loi de Starling [13].

I.LA.4.a L’endothéline

Il existe trois types d'ET (ET-1, ET-2 et ET-3), tous de puissants
vasoconstricteurs. Principalement relargués par les cellules endothéliales, les ET
peuvent aussi étre synthétisés et relargués par d’autres types cellulaires comme les
cardiomyocytes. Avec une expression ubiquitaire, 'ET-1 est le principal isoforme des
ET. Au moins deux sous-types de récepteurs (type A et B) ont été identifiés au
niveau du myocarde : le récepteur de type A favorise la vasoconstriction, la
prolifération et I’hypertrophie cellulaire, la fibrose et 'augmentation de la contractilité
myocardigue alors que le récepteur de type B est impliqué dans la clairance de 'ET-
1 et le relargage de monoxyde d'azote (NO) et prostacycline, hormones
vasodilatatrices (voir chapitre 1.B).

I.LA.4b Le neuropeptide Y

Le NPY est un peptide vasoconstricteur qui est relargué avec la NA des
terminaisons nerveuses sympathiques. Le NPY provoque une vasoconstriction
périphérique via son récepteur Y1 localisé sur la partie post-jonctionnelle de la
jonction neuro-effectrice sympathique au niveau des vaisseaux sanguins. Par
ailleurs, le NPY potentialise les effets vasoconstricteurs d’autres messagers
extracellulaires dont les agonistes a-adrénergiques et I'AT2, et inhibe la libération
d’acétylcholine des terminaisons nerveuses du systéme parasympathique au niveau

du ceeur.
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Le role précis du NPY dans I'IC n’est pas connu.

ILA4.c L'urotensinell

L'urotensine 1l (U2) est le plus puissant peptide cardiostimulateur identifié a
ce jour. L’'U2 exerce ses effets via le récepteur a l'urotensine augmentant le tonus
vasculaire et la contractilité atriale et ventriculaire. L’'U2 a une action trophique et/ou
mitogénique sur les cellules musculaires lisses, les cardiomyocytes et les fibroblastes
cardiaques et son action vasoactive dépend de I'espece et du lit vasculaire. L'U2
exerce un effet vasodilatateur dose-dépendant chez les sujets sains alors gu’elle
exerce un effet vasoconstricteur dose-dépendant chez les sujets en IC, suggérant un
réle dans 'augmentation du tonus vasculaire périphérique dans I'lC [17].

|.B Les systémes neuro-hormonaux de contre-
régulation

hY

La vasoconstriction neuro-hormonale est a l'origine de [Iactivation de
mécanismes de contre-régulation vasodilatateurs dont les peptides natriurétiques, le
monoxyde d'azote (NO), la bradykinine, l'adrénomédulline, l'apeline et les
prostaglandines vasodilatatrices PGIl, et PGE,, avec pour objectif de contrer les
effets déléteres de la vasoconstriction neuro-hormonale [13].

I.B.1 Les peptides natriurétiques

L'un des plus importants systemes de contre-régulation neuro-hormonaux
est représenté par le systeme des peptides natriurétiques. Ce systéme est constitué
de cing peptides de structure similaires hommés atrial natriuretic peptide (ANP),
urodilantine (un iso-forme de I'ANP), brain natriuretic peptide (BNP), peptide
natriurétique de type C (CNP) et dendroaspis natriuretic peptide (DNP). L’ANP est
produit principalement au niveau des oreillettes cardiaques, alors que le BNP est
produit principalement au niveau des ventricules. Dans les conditions
physiologiques, ANP et BNP fonctionnent comme des hormones natriurétiques,
relarguées en réponse a l'augmentation du stress pariétal atrial et ventriculaire

favorisé par la rétention sodée. D’autres facteurs neuro-hormonaux tels que I'AT2 ou
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'ET-1, ou physiologique tels que l'dge, le sexe ou la fonction rénale jouent
également un rdéle dans leur régulation. ANP et BNP ont des fonctions
physiopathologiques sensiblement différentes : alors que 'ANP est sécrété dans des
conditions d’augmentation aigué du stress pariétal atrial, le BNP est sécrété dans
des conditions d’augmentation chronique du stress pariétal ventriculaire et atrial [18].
L'action des peptides natriurétigues s’exerce par une liaison a trois types de
récepteurs : le récepteurs A qui lie préférentiellement ANP et BNP, le récepteur B qui
lie préférentiellement le CNP, entrainant tous deux natriurése, vasorelaxation,
inhibition de la rénine et de I'aldostérone, inhibition de la fibrose et augmentation de
la relaxation cardiaque, et le récepteur C, servant a la clairance des peptides
natriurétiques. Les peptides natriurétiqgues sont dégradés par I'endopeptidase neutre,

exprimée au niveau de multiples tissus ou elle est co-localisée avec 'ECA.

Les peptides natriurétiques ont donc un role majeur dans la diminution de la
charge cardiaque via I'augmentation de I'excrétion hydro-sodée et I'inhibition du
SRAA. Les peptides natriurétiques ont par ailleurs un réle anti-hypertrophique et anti-
fibrosant indépendant de leur effet sur la pression artérielle [19].

I.B.2 Lavoie du monoxyde d'azote

Le radical libre monoxyde d’azote (NO) est produit au niveau de
I'endothélium par trois isoformes de la nitric oxide synthase (NOS), NOS;, NOS; et
NOSg3, tous présents au niveau du coeur. NOS; est retrouvée au niveau des tissus de
conduction cardiagque et du réticulum sarcoplasmique des cardiomyocytes. NOS, est
une forme inductible normalement absente du myocarde mais synthétisée dans
'ensemble des cellules cardiaques en réponse aux cytokines pro-inflammatoires.
NOS; est exprimée au niveau de I'endothélium coronaire, de I'endocarde et dans le
sarcolemme et les membranes des T-tubules des cardiomyocytes. Le NO active une
guanylate cyclase aboutissant a la production de guanosine monophosphate
cycligue (GMPc) qui va activer une cascade de signalisation intracellulaire via
'activation de protéines kinases G. En conditions physiologiques, la libération
continue de NO par l'endothélium vasculaire aboutit a une vasodilatation
périphérique via une relaxation des cellules musculaires lisses médiée par la GMPc,
et contrebalance les effets des agents vasoconstricteurs périphériques permettant
une vasodilatation appropriée en réponse a lI'exercice. Dans I'IC, il existe une perte
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de la réponse vasodilatatrice médiée par I'endothélium qui contribue a I'excés de

vasoconstriction périphérigue.

L'effet du NO sur le myocarde est complexe. Le NO module l'activité de
plusieurs canaux calciques clefs impligués dans le couplage excitation — contraction

et dans la chaine respiratoire mitochondriale.

[.B.3 La bradykinine

Les kinines sont des agents vasodilatateurs dérives de précurseurs
protéiques inactifs nommés kininogénes via l'action protéolytique d’enzymes
appelées kallicréines. L’action biologique des kinines est médiée par deux récepteurs
B1 et B,. La plupart des effets cardiovasculaires sont exercés par le récepteur B,
largement distribué au niveau des tissus, se liant a la bradykinine et a la kallidine. La
stimulation du récepteur B, aboutit & une vasodilatation médiée par I'activation de la
NOS;3;, de la phospholipase A2 et de I'adenylyl cyclase. La bradykinine jouerait un
réle important dans la régulation du tonus vasculaire dans l'insuffisance cardiaque.
La bradykinine est dégradée par 'ECA qui produit également I'AT2, expliquant en
partie les effets bénéfiques des IEC dans I'IC [20].

.B.4 L'adrénomeédulline

L'adrénomédulline est un acide aminé vasoactif qui est retrouvé en grande
guantité dans [loreillette et les glandes surrénale et hypophysaire mais en quantité
moindre dans le ventricule, le rein et le réseau vasculaire. L’adrénomédulline se lie a
de nombreux RCPG dont le calcitionin receptor-like et un récepteur spécifique. Ces
récepteurs sont présents dans de multiples tissus et cellules tels que I'endothélium et
les cellules musculaires lisses vasculaires ou ils exercent un effet compensateur
dans I'IC en limitant les effets déléteres de la vasoconstriction périphérique. Dans
I'IC, 'adrénomédulline permettrait de diminuer la pression artérielle et les pressions
de remplissage ventriculaires, d’améliorer la fonction rénale et de diminuer les taux

plasmatique d’aldostérone [21].
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[.B.5 L’apeline

L’'apeline est un peptide vasoactif, ligand endogéne des RCPG de type APJ.
Au niveau du systéme cardiovasculaire, I'apeline aboutit a une vasodilatation et une
diminution de la pression artérielle médiée par le NO libéré par I'endothélium, et a
une puissante action inotrope positive sans stimulation de I'hypertrophie des
cardiomyocytes. L'apeline a également un effet diurétique via l'inhibition de I'AVP.
Les taux d’apeline sont significativement abaissés dans I'lC et sont restaurés apres
traitement par antagoniste des récepteurs a l'angiotensine Il (ARAIl) ou par

resynchronisation cardiaque.

[.B.6 Conclusion

La mise en jeu des systémes d’adaptation neuro-hormonaux fait de I'lC une
pathologie circulatoire impliquant un effet systémique, essentiellement axé autour de
la vasoconstriction et de la rétention hydro-sodée, et un effet local, sur le muscle
cardiaque lui-méme, sous la forme du remodelage ventriculaire qui entretient le

déclin de la fonction pompe du myocarde.

I.C Leremodelage ventriculaire

Le remodelage ventriculaire, fruit des modifications de la contrainte
ventriculaire et de I'activation des systémes d’adaptations neuro-hormonaux, est un
élément central dans la progression de I'IC. L’histoire naturelle de I'lC montre que le
remodelage ventriculaire est directement lié & la future détérioration des
performances myocardiques, expliquant I'évolution progressive de la maladie et son

association a une dégradation du pronostic [22].

Le remodelage ventriculaire se caractérise par une modification de la
géométrie et de I'architecture du ventricule, une altération du couplage excitation —
contraction (EC), une hypertrophie des cardiomyocytes et une modification des

éléments non-myocytaires du muscle cardiaque.
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I.C.1 Les modifications de la géométrie et de I'architecture du

ventricule

La plupart des modifications structurelles du myocarde au cours du
remodelage ventriculaire vont contribuer a I'aggravation de I'lC. Deux modéles de
remodelage myocardique surviennent en réponse a la surcharge hémodynamique.
Dans la surcharge barométrigue comme [I'hypertension artérielle ou la sténose
aortique, le remodelage se fait sur un mode dit « concentrique » se caractérisant par
une augmentation de I'épaisseur myocardique au dépend de la cavité ventriculaire
via I'addition de sarcomeéres en paralléle aboutissant a I'augmentation de I'épaisseur
des cardiomyocytes. On parle alors d’hypertrophie concentrique du myocarde. Dans
la surcharge volumétrigue comme dans les valvulopathies régurgitantes,
laugmentation de la contrainte diastolique aboutit a un allongement des
cardiomyocytes via I'addition de sarcomeres en série, a 'origine d’'un remodelage dit
« excentrique » se manifestant par une dilatation ventriculaire et un amincissement
pariétal. On parle alors d’hypertrophie excentrigue du myocarde (Figure 4).
L'évolution naturelle de I'IC au travers du remodelage ventriculaire aboutit a une
hypertrophie excentrique. L’'amincissement pariétal, associé a I'augmentation de la
post-charge induite par la dilatation ventriculaire est a l'origine d’une discordance
entre la post-charge et la capacité contractile de la paroi expliqguant la dysfonction
myocardique et la chute du débit cardiaque. Par ailleurs, I'évolution du remodelage
vers une modification globale de I'architecture du ventricule sous la forme d’'une
sphéricisation, aboutit & 'augmentation de la contrainte pariétale radiale qui accroit le
déficit énergétigue des cardiomyocytes (Figure 3). Cette augmentation de la
contrainte pariétale entretient I'expression de I'AT2, 'ET et le tumor necrosis
factor (TNF) ainsi que les voix de signalisation de I'hypertrophie [22].
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Figure 3 : Modéle de remodelage ventriculaire en fonction du type de surcharge imposée au
ventricule

Hypertrophie excentrique

Dans la surcharge barométrique comme I'hypertension artérielle ou la sténose aortique,
'augmentation de la contrainte pariétale systoligue aboutit & I'addition de sarcoméres en paralléle
résultant en une augmentation de ['épaisseur des cardiomyocytes et en une hypertrophie
concentrique.

Dans la surcharge volumétrigue comme dans les valvulopathies régurgitantes,
'augmentation de la contrainte pariétale diastoligue aboutit & I'addition de sarcoméres en série
résultant en une augmentation de la longueur des cardiomyocytes et en une hypertrophie excentrique.

A partir de Mann, Braunwald’s Heart Disease, 8°™ édition, 2008 [13]
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I.C.2 L’altération du couplage excitation — contraction

Le couplage EC renvoie a I'ensemble des cascades biologiques qui font suite
au potentiel d’action myocytaire et aboutissent a la contraction puis la relaxation du
myocarde. Au cours de I'lC, le myocyte développe un allongement de son potentiel
d’action a l'origine d'une diminution de la contractilité et d'une altération de la
relaxation. Cette prolongation du potentiel d’action se manifeste par une diminution
du calcium (Ca?") intracellulaire au cours de la dépolarisation par un phénoméne de
ralentissement du relargage a partir de I'appareil contractile intracellulaire. Ces
perturbations ioniques sont a l'origine des troubles de la contraction et de la
relaxation observés au cours de [I'IC. Parallélement, les modifications de
concentration et/ou de niveau de phosphorylation de protéines clefs dans la
régulation intracellulaire du Ca*" jouent un role important dans la dysfonction

contractile des cardiomyocytes dans I'lIC [23].

[.C.2.a Leréticulum sarcoplasmique

Parmi les acteurs intervenants dans l'altération de ’homéostasie calcique au
cours de I'lC, les altérations protéiques et fonctionnelles du réticulum sarcoplasmique
(RS) prennent une place importante, avec wun role central pour la
sarco/endoplasmique réticulum calcium ATPase-2A (SERCA2A) dans I'altération du
couplage EC. La diminution de l'activité de SERCAZ2A jouerait un réle important dans
la pathogénese de I'IC, par la réduction de la réabsorption calciqgue du RS a l'origine
d'un défaut de stockage du Ca?* par le RS et d'une diminution globale des taux de
Ca** transitant dans le cardiomyocyte [23].

[.C.2.b Les canaux calciques de type-L

L’IC s’accompagne d’une réduction de I'expression et d’'une augmentation de
la phosphorylation des canaux calciques de type-L. Les canaux calciques de type-L
s’ouvrent au cours de la dépolarisation membranaire durant la phase ascendante du
potentiel d’action, permettant un influx calcique participant a la phase de plateau du
potentiel d’action et & I'élévation des concentrations intracellulaires en Ca*". Les

anomalies de canaux calciques de type-L observées au cours de I'IC seraient a
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I'origine d’une diminution de Iinflux Ca®" intracellulaire et d’'altérations du relargage
du Ca** par le RS [23].

I.C.2.c L’échangeur Na‘/Ca*

Dans les conditions physiologiques, le Ca®" pénétre dans le myocyte a
partir du milieu extracellulaire grace a un important gradient électrochimique. Avec un
potentiel de repos de -80 mV et une concentration normale en Na' intracellulaire
I'énergie du gradient électrochimique sodique est suffisante pour extraire environ
20 % du Ca?' intracytoplasmique via I'’échangeur Na*/Ca?*. Dans I'IC, I'expression et
I'activitt de I'échangeur Na'/Ca** est augmentée, compensant la diminution de
réabsorption de Ca?* secondaire & la diminution de I'activité de SERCA2A. Au cours
de I'IC, ce mécanisme de compensation s’altére, ne permettant pas de maintenir

I’lhoméostasie calcique intracellulaire [13].

I.C.3 L’hypertrophie des cardiomyocytes

Le remodelage ventriculaire s’accompagne d’'une hypertrophie cardiaque
pathologique qui se caractérise par une hypertrophie des cardiomyocytes et de
profondes modifications de la matrice extracellulaire (MEC). Ces altérations du tissu
myocardique sont a [lorigine, outre d'une dysfonction myocardique, d’une
perturbation du métabolisme énergétique cardiaque qui entretien la déchéance

myocardigue.

I.C.3.a Lasignalisation hypertrophique

Les stimuli a l'origine de I'hypertrophie des cardiomyocytes peuvent étre
divisés en signalisation biomécanique ou signalisation neuro-hormonale, incluant
'ensemble des hormones, cytokines, chemokines et facteurs de -croissances
impliqués dans les systemes d’activation neuro-hormonaux qui participent a la
physiopathologie de I'IC. La signalisation biomécanique intervient en réponse a
'augmentation de la contrainte pariétale induite par la dysfonction cardiaque et les
modifications architecturales qui accompagnent le remodelage ventriculaire. Elle met
en jeu un appareil sensitif intracellulaire impliquant les intégrines, récepteurs

transmembranaires liants la MEC au cytosquelette. La signalisation neuro-hormonale
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implique une série de récepteurs soit couplés a une protéine G hétérotrimérique, soit
possédants un domaine tyrosine kinase, soit un domaine sérine/thréonine kinase
intracellulaires. L’ensemble de ces récepteurs convergent vers un nombre limité de
circuits intracellulaires de signal/transduction a l'origine de la croissance cellulaire.
Ces circuits intracellulaires sont a 'origine de I'hypertrophie des cardiomyocytes via
la modification de I'expression du programme génétique [24]. Les principales voies
de signalisation intracellulaires coordonnants la réponse hypertrophique sont
présentées dans la figure 4.
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Figure 4: Schéma des voies de signalisation intracellulaires actuellement connues qui
coordonnent la réponse hypertrophique du myocarde

La signalisation qui intervient au niveau de la membrane cellulaire est représentée dans la
partie supérieure (bande rose). La signalisation des kinases intracellulaires est représentée dans la
partie centrale (rose clair). La signalisation qui intervient au niveau du noyau est représentée dans la
partie inférieure (marron).

Extrait de Heineke et coll., Molecular Cell Biology, 2006 [24]
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I.C.3.a. L’'activation des récepteurs couplés a la protéine G

Les RCPG jouent un réle crucial dans le remodelage ventriculaire en médiant
la réponse a la plupart des systemes d’activation neuro-hormonaux mis en jeu au
cours de I'IC. Ainsi, I'AT2, 'ET-1 et les catécholamines endogénes comme
'adrénaline et la NA, se lient a des récepteurs a sept domaines transmembranaire
qui vont participer a I'hypertrophie des cardiomyocytes en se couplant & des
protéines G hétérotrimériques du sous-groupe Gggai1. Leur couplage a la
phospholipase CB est a lorigine de la production de diacylglycerol, ligand
intracellulaire de la protéine kinase C qui induit son activation et la production
d’inositol-1,4,5-triphosphate. L'accumulation intracellulaire d’inositol-1,4,5-
triphosphate est a l'origine d'une mobilisation du Ca** intracellulaire & partir du
réticulum sarcoplasmique. Ces modifications des concentrations calciques
intracellulaires vont médier la signalisation hypertrophique via I'activation de la voie
calcineurine - nuclear factor of activated T cells (NFAT) ou l'activation de la voie

calmoduline — histone deacetylases (HDAC).

I.C.3.a.ii La voie des mitogen activated protein kinases (MAPK)

La voie des MAPK consiste en une série d’activations successives de
kinases aboutissant a la phosphorylation et a I'activation des kinases p38 et des c-
Jun N-terminal kinase (JNK) et extracellular-signal regulated kinase (ERK) qui vont
phosphoryler une multitude de cibles intracellulaires, dont certains facteurs de
transcription, a l'origine de la reprogrammation de I'expression génétique cardiaque.
En fin de chaine d’activation, ERK 1 et 2 sont phosphorylées et activées par les
mitogen-activated protein kinase/extracellular signal receptor-regulated kinase (MEK)
1 et 2. Les kinases p38 sont activées par les MAPK kinases (MKK) 6 et 3, et les INK
sont activées par les MKK 4 et 7 [24]. In vivo, la voie de signalisation MEK1-ERK1/2
induit I'hypertrophie des cardiomyocytes via l'augmentation de [Iactivité
transcriptionnelle de NFAT, suggérant une interaction avec la voie hypertrophiante
calcineurine — NFAT [25]. Cependant, si toutes ces voies semblent mener a une
réponse hypertrophique, les travaux animaux suggérent que les voies MEK-ERK
seraient a l'origine d’'une hypertrophie concentriqgue « adaptative », alors que les
voies MKK-p38 et MKK-JNK seraient a l'origine d’'une hypertrophie excentrique
« maladaptative » [24].
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La cascade de signalisation des MAPK est initiée au niveau des
cardiomyocytes par pratiquement tous les agonistes hypertrophiques connus via les
RCPG, les récepteurs tyrosine kinases, les récepteurs sérine/thréonine kinases, les
récepteurs couplés aux cytokines et 'augmentation de la contrainte pariétale, et joue
un réle important dans la survie myocytaire [19, 26].

I.C.3.a.ii Lavoie calcineurine — NFAT

La calcineurine est une protéine phosphatase sérine/thréonine Ca?*-
dépendante dimérique activée par liaison a la calmoduline lors de I'augmentation de
la concentration intracellulaire en Ca®*. La calcineurine activée se lie aux facteurs de
transcription de la famille des NFAT, a l'origine de leur translocation nucléaire,
aboutissant a I'expression génique des genes pro-hypertrophiques. Les facteurs de
transcription NFAT sont nécessaires et suffisants a I'apparition d’'une hypertrophie
des cardiomyocytes, en faisant le premier effecteur de la calcineurine dans le
cceur [27]. La voie calcineurine — NFAT est contrélée par des kinases spécifiques
capables de phosphoryler directement le domaine N-terminal régulant NFAT,
antagonisant la translocation nucléaire et diminuant I'expression des génes de
I'hypertrophie. Ainsi, les kinases glycogen synthase kinase-3i3, p38 et JNK peuvent
induire la phosphorylation des NFAT dans le cardiomyocyte, régulant ainsi la
signalisation de I'hypertrophie [28-30]. La voie calcineurine — NFAT a été identifiée

comme une voie majeure de signalisation dans I'hypertrophie maladaptative.

I.C.3.a.iv La voie des phosphatidylinositol 3-kinases (PI13K) — AKT

Les PI3K sont une famille d’enzymes qui présentent une activité kinase et qui
sont associées aux signaux de croissance, de survie et de prolifération cellulaire.
Elles peuvent étre activées par des récepteurs tyrosine kinase tel que le récepteur a
l'insulin-like growth factor — | (IGF-I) mais également des RCPG.

Les ligands du récepteur a I'lGF-1 activent les PI3K du groupe IA (PI3Ka) qui
vont convertir les lipides membranaires plasmatiques phosphatidylinositol-4,5-
biphosphate en phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate activant ainsi les autres voies
de signalisation de la membrane plasmatique. Les PI3K sont des hétérodimeres
constitués d’'une sous-unité régulatrice p85 et d’'une sous-unité catalytique p110.
Certains RCPG spécifiques peuvent activer les PI3K du groupe IB (PI3Ky) via le
recrutement de la sous-unité catalytigue p110y [31]. La sous-unité catalytique p110a
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participerait a la réponse hypertrophique physiologique [32] alors que la sous-unité
p110y interviendrait dans la réponse hypertrophique pathologique observée au cours
du remodelage ventriculaire [33, 34].

L’activation des PI3K aboutit au recrutement des kinases AKT/protéine
kinase B (PKB) et de la phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1) au niveau du
sarcolemme. Leur rapprochement au niveau membranaire va permettre a la PDK1
de phosphoryler et d’activer les kinases AKT/PKB [35]. La voie de signalisation
AKT/PKB interviendrait ainsi dans la croissance physiologique du cardiomyocyte via
la sous-unité catalytigue pll0a des PI3K [36], permettant a court terme une
hypertrophie compensatrice sans dysfonction systolique mais aboutissant a plus long
terme a une hypertrophie excentrique avec dysfonction systolique [37].

L'un des principaux médiateurs de la voie PI3K — AKT est la glycogen
synthase kinase-38 (GSK-3B) qui régule négativement la transcription des genes de
I'hypertrophie comme GATA4, B -caténine, c-Myc et NFAT. Les kinases AKT/PKB
vont inhiber GSK-3B, aboutissant a [I'hypertrophie du cardiomyocyte via
'augmentation de la transcription des genes de I'’hypertrophie [35].

Les kinases AKT/PKB via I'activation de mTOR, un autre médiateur, peuvent
également augmenter la synthése protéique par deux voies de signalisation faisant
intervenir soit I'activation de la p70/85 S6 kinase-1 (S6K-1), soit la p54/56 S6K2 qui
vont augmenter la biosynthese ribosomale et la translation protéique [38].

|.C.3.a.v  Lavoie des histone deacetylases (HDAC)

L'une des autres voies impliquées dans I'hypertrophie des cardiomyocytes
fait intervenir I'altération de I'expression génique via le remodelage de la chromatine,
impliguant les HDAC de classe Il. La plupart des voies de signalisation de
'hypertrophie régulent les HDAC de classe Il. Ainsi, la signalisation pro-
hypertrophique active des kinases de type PKD ou PKC, ou la calmodulin-dependent
kinase (CaMK), aboutissant a la phosphorylation des HDAC et a leur activation,
résultant a leur translocation nucléaire. Dans le noyau, les HDAC de classe Il vont
réguler I'expression des genes centraux dans le contréle de la croissance cellulaire
via leur interaction avec certains facteurs de transcription comme le myocyte
enhancer factor-2 (MEF-2) [24].
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I.C.3.b Réexpression du programme génétique feetal

L’hypertrophie des cardiomyocytes se manifeste par une modification du
phénotype myocytaire secondaire a la réexpression d'une série de génes
normalement non exprimés aprés la naissance comme la beta-myosin heavy chain
(B-MHC), les peptides natriurétiques et l'a-actinine. Cette réexpression du
programme geénétique foetal s’accompagne d’'une diminution de I'expression d'un
certain nombre de génes normalement exprimés dans le cceur adulte. Les stimuli
participants a la reprogrammation génétique du cardiomyocyte au cours de I'lC
incluent la contrainte mécanique, les systémes neuro-hormonaux comme I'AT2 et la
NA, les cytokines de l'inflammation comme le TNF et I'lL-6, certains peptides et
facteurs de croissance comme I'ET, et les espéces réactives de I'oxygéne (ERO).
Ces stimuli s’exercent au niveau local, au sein du myocarde, par un mécanisme

autocrine/paracrine et au niveau systémique, par un mécanisme endocrine [13].

La réexpression du programme génétigue foetal permet la synthése
coordonnée des protéines nécessaires a l'augmentation de la taille des

cardiomyocytes et a l'ajustement de la demande énergétique en réponse a
I’hypertrophie qu’elle induit [19].

La réexpression du programme génétique foetal contribuerait également a la
dysfonction contractile des cardiomyocytes au cours de I'lC en modifiant I'activité des
ATPases impliguées dans le fonctionnement de I'appareil contractile. Ainsi, le
remplacement de l'isoforme adulte a de la myosin heavy chain (MHC) ayant une
forte activité ATPase par son isoforme fcetale B a faible activité ATPase participerait
a la dysfonction contractiie du myocyte [13]. Parallelement, [laltération de
'expression et/ou de l'activité des protéines régulatrices de I'appareil contractile
participerait au déclin des fonctions contracties du myocyte au cours de
I'insuffisance cardiaque. Ainsi, les changements d’isoformes de la myosin light chain,
de la troponine-l et de la troponine-T seraient a l'origine d’'une diminution de la
tension active maximale des myofilaments et d’'une altération de la réponse a la

surcharge du ventricule dans les stades évolués de I'lC [39].

I.C.3.c Modifications de I'architecture du cardiomyocyte

Le stade précoce de I'hypertrophie des cardiomyocytes se manifeste

morphologiquement par une augmentation du nombre de myofibrilles et de
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mitochondries, et par une augmentation de la taille des mitochondries et du noyau
(Figure 5A). A ce stade, le cardiomyocyte est augmenté en taille mais son
architecture intracellulaire est préservée. Au fur et a mesure de I'évolution de
I'hypertrophie, le nombre de mitochondries augmente et de nouvelles structures
contractiles viennent s’ajouter dans la cellule (Figure 5B). Progressivement apparait
une désorganisation cellulaire avec une majoration de I'augmentation de la taille des
noyaux avec le développement d'une membrane lobulée s’accompagnant d’un
déplacement des myofibrilles adjacentes et perte de l'organisation normale en
bandes Z (Figure 5C). Le stade évolué de I'hypertrophie des cardiomyocytes se
caractérise par une perte des structures contractiles (myocytolyse) a l'origine d’'une
profonde altération de l'organisation en bandes Z et de l'architecture normale en
parallele du sarcomere, et d’'une dilatation et augmentation de la tortuosité des
tubules T (Figure 5D) [13].
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Figure 5: Evolution de I'hypertrophie des cardiomyocytes au cours du remodelage
ventriculaire

A: Le premier stade de [I'hypertrophie est caractérisé morphologiqguement par une
augmentation du nombre de myofibrilles et de mitochondries, associé a un élargissement de la
mitochondrie et du noyau. Le cardiomyocyte est alors plus épais mais l'organisation cellulaire est
préservée.

B : A un stade plus avancé, l'augmentation de la taille et du nombre des organelles comme
la mitochondrie et I'addition irréguliére d’éléments contractiles a la périphérie de la cellule aboutit a
des anomalies d’organisation et de contour cellulaire.

C : Le stade suivant se caractérise par une désorganisation plus marquée de la cellule avec
'augmentation de la taille et du caractére polylobé du noyau, déplacant la myofibrilles et rompant
I'organisation physiologique en bandes en Z.

D : Au dernier stade d’hypertrophie se caractérise par une perte des éléments contractiles
du cardiomyocyte avec une perte de I'architecture en bandes en Z, une désorganisation sévere de la
disposition en paralléle des sarcoméres et une augmentation de la tortuosité des tubules T.

D’apres Ferrans, Hospital Practice, 1983 [40]
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Ces modifications cellulaires se caractérisent a I'échelle de l'organe par
'apparition d'une hypertrophie pathologique, concentrique ou excentrique, en
fonction du type de surcharge imposée au myocarde (Figure 6).
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Figure 6 : Architecture des cardiomyocytes en réponse a la surcharge hémodynamique

En cas de surcharge barométrique, 'augmentation du stress pariétal systolique aboutit & une
addition de sarcoméres en paralléle et a 'augmentation de I'épaisseur du cardiomyocyte.

En cas de surcharge volumétrique, I'augmentation du stress pariétal diastolique aboutit &
une addition de sarcomeres en série et a l'augmentation de la longueur du cardiomyocyte.

Seule [I'hypertrophie pathologique (concentrique et excentrique) s'accompagne d’une
réexpression du programme génétique foetal.

A partir de Hunter et coll., N Eng J Med, 1999 [41]

La perte de l'intégrité du cytosquelette et de ses liens avec le sarcomeére et la
MEC participe également a la dysfonction contractile du cardiomyocyte.

I.C.4 Larégulation de la matrice extracellulaire

Les fibroblastes cardiaques représentent plus de 90 % des cellules non
myocytaires dans le coeur et sont responsables de la sécrétion de la majorité des
composants de la MEC comme les fibres de collagéne de type I, Il et IV, la laminine,
et la fibronectine. En réponse a la contrainte pariétale et/ou a l'activation neuro-
hormonale, une partie des fibroblastes va réaliser une conversion phénotypique en
myofibroblaste caractérisé par I'expression de l'a-actine des muscles lisses et une

augmentation de I'activité sécrétrice. Les myofibroblastes vont migrer autour de la
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zone agressée ou ils seront responsables de la sécrétion et de I'alignement des
fibres de collagene, jouant un réle majeur dans la formation de la cicatrice du site
agressé. L'ensemble des molécules responsables de I'activation des myofibroblastes
n‘est pas connu, mais de nombreuses neuro-hormones comme [I'AT2 ou
I'aldostérone ; cytokines comme I'ET, le transforming growth factor-béta (TGF-3) ou
la cardiotrophine, exprimés dans I'IC, sont capables d’activer les myofibroblastes.
L'utilisation des IEC, des B-bloquants et des ARA2 est associée a une diminution de
la fibrose myocardique [13].

Les modifications de la MEC constituent une part essentielle des
phénomenes d’adaptation qui surviennent au cours du remodelage ventriculaire. La
MEC du myocarde est composée d'un réseau de fibres de collagéne entourant les
cardiomyocytes, de protéoglycanes et glycosaminoglycanes, et de molécules de
signalisation biologiguement actives. La majorité des fibres de collagene au niveau
du cceur sont les fibres de type | et Il avec un ratio de type | sur type Il de I'ordre de
1,3:1 a 1,9:1. L'organisation myocardique des fibres de collagene de type | et Il
assure I'intégrité structurelle des cardiomyocytes adjacents et est essentielle dans le
maintien des myofibrilles au sein du cardiomyocyte via linteraction entre le

collagene, les intégrines et le cytosquelette (Figure 7).
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Figure 7 : Relations entre fibres de collagéne de la matrice extracellulaire et cardiomyocytes

Les cardiomyocytes sont interconnectés par un réseau complexe de fibres de collagene et
de protéines de la matrice comme la fibronectine. Le cardiomyocyte adhére & la matrice via une
famille de protéines transmembranaires appelées intégrines qui participent a la signalisation
intracellulaire.

A partir de Mann, Braunwald’s Heart Disease, 8°™ édition, 2008 [13]

Au cours du remodelage ventriculaire, les modifications de la synthese, de la
dégradation et de la jonction des fibres de collagéne aboutissent a la perte du
support liant les cardiomyocytes [42]. L'IC s’accompagne d'une augmentation
progressive de la densité cardiaque en collagene (Figure 8) avec une augmentation
quantitative en collagéne de type I, Ill, IV et VI, en fibronectine, en laminine et en
vimentine avec une chute du ratio collagene de type | sur type lll. Ces modifications
quantitatives s’accompagnent d’une perte des liens de collagénes et de la connexion
entre le réseau de collagene et les cardiomyocytes résultant en une profonde
altération de la structure et de la fonction ventriculaire. L’accumulation de collagene
peut survenir autour des arteres coronaires intramurales ou des artérioles, réalisant
une fibrose périvasculaire, ou au niveau de linterstitium, réalisant une fibrose
interstitielle, indépendamment de la perte cellulaire en cardiomyocytes.

L'accumulation de fibrose peut aussi survenir sous une forme cicatricielle, en
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réponse a la perte cellulaire, réalisant une fibrose de remplacement, mécanisme
d’adaptation a la perte du parenchyme nécessaire a l'intégrité structurelle du ceeur.
Cette augmentation de la fibrose myocardique est a l'origine d’'une augmentation de
la rigidité pariétale résultant en une diminution de la contraction et de la relaxation
myocardiques. La fibrose myocardique participe également a la survenue
d’arythmies atriales et ventriculaires qui contribuent a la mort subite dans I'IC.

Figure 8 : Fibrose myocardique au cours du remodelage ventriculaire
Coupes histologiques de coeurs humains montrant la fibrose interstitielle (A) et
périvasculaire (B) au cours du remodelage ventriculaire (coloration au rouge Sirius).

Extrait de Lopez et coll., Hypertension 2001 [43]

Si la matrice de collagéne au sein du myocarde a longtemps été considérée
comme un complexe relativement statique, il est maintenant reconnu que ces
protéines structurelles peuvent avoir un renouvellement rapide. En effet, le
remodelage ventriculaire s’accompagne d'une activation de toute une famille
d'enzymes lytiques du collagéne regroupées sous le terme de matrix
metalloproteinases (MMP). Les MMP sont des protéases dépendantes du zinc qui
jouent un role important dans le remodelage ventriculaire physiologique et dans
divers processus pathologigues comme [linflammation, linvasion tumorale et
l'apparition de métastases. Les MMP sont sécrétés sous forme de zymogénes
inactifs, activés par clivage. Les MMP sont classées en sous-groupes en fonction de
leur affinité de substrat et/ou de structure incluant les collagénases comme la MMP-1
et la MMP-13, les stromelysines comme la MMP-3 et les gélatinases comme la

MMP-2 et la MMP-9. Une fois activées, les MMP sont capables de dégrader
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'ensemble des composants de la MEC. Les mécanismes d’activation des MMP
restent encore mal connu, mais laissent supposer un réle du TNF et des autres
cytokines et facteurs de croissances exprimés dans I'IC. La biologie du remodelage
de la MEC dans I'IC semble plus complexe que la simple présence ou absence de
MMP activées, faisant intervenir des glycoprotéines appelées tissue inhibitors of
matrix metalloproteinases (TIMP) capables de réguler I'activation des MMP en s’y
liant, les empéchant de dégrader la MEC. La famille des TIMP compte quatre sous-
types : TIMP-1, -2, -3, et -4, tous exprimés de facon constitutionnelle dans le coeur
par les fibroblastes et les cardiomyocytes. Au cours de I'IC, l'activité de la majorité
des MMP est augmentée, a I'exception de celle de la MMP-1. La perte de I'inhibition
médiée par les TIMP pourrait favoriser I'activation persistante des MMP, favorisant la
protéolyse de la MEC et la dilatation ventriculaire [44].

I.C.5 Le stress oxydant

Les ERO sont le produit final normal du métabolisme aérobie. Au niveau
cardiaque, les sources d’ERO comprennent la mitochondrie, la xanthine oxydase, la
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase et les monoamines
oxydases (MAO). Les ERO peuvent moduler I'activité de toute une variété de
protéines intracellulaires et de voies de signalisation, incluant les principales
protéines impliquées dans le couple excitation — contraction myocardique et les voies
de signalisation de la croissance cellulaire. Le « stress oxydant » survient lorsque la
production d’ERO dépasse la capacité tampon des systémes de défense
antioxydants, aboutissant a un excés d’ERO au sein de la cellule. Au niveau
cardiaque, la manganése superoxide dismutase, la gluthation peroxidase et la
catalase semblent étre les plus puissants systemes antioxydants pour le controle des
niveaux myocardiques en superoxyde et peroxyde d’hydrogene. L'IC s’accompagne
d’'une augmentation du niveau de stress oxydant aux niveaux systémique et
myocardique. L’apparition du stress oxydant au niveau cardiague serait due a une
diminution des capacités anti-oxydantes et/ou une augmentation de la production
d’ERO, secondaire a la déformation mécanique du myocarde, la stimulation neuro-
hormonale impliquant AT2, aldostérone, agonistes adrénergiques et ET-1, et la
libération des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF et l'interleukine-1 (IL-
1) [45]. Ainsi, au niveau des cardiomyocytes, les ERO sont de puissants messagers

intracellulaires médiateurs de différentes fonctions cellulaires en fonction de leur
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concentration, telles que la prolifération, I'hypertrophie, la différenciation, I'apoptose
et la nécrose (Figure 9) [46].
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Figure 9 : Effets des espéces réactives de I'oxygéne sur le cardiomyocyte

Les espéces reactives de Il'oxygéne (ERO) peuvent induire [I'hypertrophie des
cardiomyocytes via 'activation de cascades de kinases comme les mitogen activated protein kinases
(MAPK). Les ERO peuvent altérer l'activité et I'expression des protéines couplées au ca® dont
SERCAZ2A et I'échangeur Na'/Ca’®* aboutissant a I'altération de la contractilité myocardique. Les ERO
mitochondriaux peuvent également induire I'apoptose par relargage de cytochrome c¢ a partir de la
mitochondrie, nécessaire a I'activation de la cascade des caspases.

ROS : reactive oxygen species (espéces réactives de l'oxygéne); TNF : tumor necrosis
factor ; SERCA2A : Sarco/endoplasmique réticulum calcium ATPase-2A

Extrait de Sawyer et coll., Journal of Molecular and Cellular Cardiology 2002 [47]

[.C.6 L’'inflammation

Les cytokines pro-inflammatoires comme le TNF et I'lL-1 contribuent au
remodelage progressif du myocarde au cours de I'lC. Ces molécules sont produites
au sein méme du myocarde par les cellules résidantes incluant fibroblastes et
cardiomyocytes, en réponse directe a une agression myocardique. Le rdle primaire
de ces molécules est d'initier la restauration du myocarde agressé, mais leur
libération prolongée ou a haute concentration est suffisante pour reproduire
'ensemble du phénotype observé au cours de I'lC, en provoquant les mémes effets

déléteres sur les cardiomyocytes et non-cardiomyocytes, et sur la MEC. Ce
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parallélisme d’action s’expliquerait par une interaction étroite entre cytokines pro-
inflammatoires et SRAA, avec un lien de régulation réciproque. La constatation d’une
diminution des concentrations de cytokines anti-inflammatoires comme I'IL-10 laisse
penser que la balance inflammatoire joue un réle important dans la progression du

remodelage ventriculaire au cours de I'lC [48].

I.C.7 La perte des cardiomyocytes

Au cours du remodelage ventriculaire, la perte progressive des
cardiomyocytes, par nécrose, apoptose ou autophagie contribue a la progression de
la dysfonction cardiaque et a I'entretien du remodelage ventriculaire [13].

I.C.7.a Lanécrose

La nécrose cellulaire myocardique survient au cours des agressions aigués
du cardiomyocyte, de l'ischémie, de I'exposition aux toxiques, de l'infection et de
linflammation. L’activation neuro-hormonale peut aussi aboutir a la nécrose
myocytaire. La nécrose serait sept fois supérieure a I'apoptose dans I'lC, avec une
disparité en fonction du genre [49]. La rupture membranaire de la cellule
accompagnant la nécrose est a l'origine d’'une libération du contenu intracellulaire
provoquant une intense réaction inflammatoire aboutissant a I'afflux de granulocytes,
macrophages et a la sécrétion de collagéne par les fibroblastes au sein de la zone
agressée.

I.C.7.b L’apoptose

Au cours du remodelage ventriculaire, I'apoptose pourrait étre initiée de
fagcon inappropriée, résultant en une perte accidentelle de cardiomyocytes.
L’apoptose est présente dans le coeur au cours de [linsuffisance cardiaque.
L’ensemble des mécanismes d’adaptation neuro-hormonaux initi€és au cours de I'lC
sont capables d’activer I'apoptose in vitro. Si la place de I'apoptose dans le coeur
défaillant est difficile a préciser, les données de la littérature suggérent une place
importante dans la physiopathologie de I'IC [50, 51].
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I.C.7.c L’autophagie

La perte des cardiomyocytes au cours du remodelage ventriculaire peut
également se faire par autophagie [52]. L'autophagie correspond la dégradation
d'une partie du cytoplasme de la cellule par ses propres lysosomes et regroupe
plusieurs voies de dégradation lysosomales des constituants cellulaires, essentielles

a I’'hnoméostasie cellulaire.

I.D Conclusion

bY

Issue d'un événement aigu ou chroniqgue aboutissant a la baisse des
performances du myocarde, I'IC est maintenant admise comme une pathologie
systémique autour d’'une boucle mettant en jeu le remodelage ventriculaire et les
systémes d’adaptation neuro-hormonaux. Cette boucle d’auto-entretien fait intervenir
différents systemes biologiques dont la compréhension permettra de prévenir
'aggravation progressive de la maladie, au travers de nouvelles cibles
thérapeutiques, comme I'ont démontré les IEC [53] et les B-bloquants [54-58].

L’étude des amines biogenes dans I'lC et le remodelage ventriculaire a
permis de mettre en évidence une augmentation des taux circulants en
sérotonine [59, 60]. Le réle physiologique de la sérotonine dans l'organisme et
particuliéerement au niveau du systéme cardiovasculaire laisse penser que la
sérotonine pourrait participer au remodelage ventriculaire, au méme titre que les

autres systemes d’activation neuro-hormonaux.
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I Le systeme sérotoninergique

La sérotonine est une molécule ubiquitaire, présente aussi bien dans le
regne animal que végétal. Bien qu’elle soit synthétisée par des cellules spécialisées
dans des zones anatomiques restreintes, sa présence dans la circulation sanguine,
et I'expression de ses multiples récepteurs et de son transporteur au sein de tous les
organes, font que cette monoamine influence toutes les fonctions physiologiques, de
la régulation des fonctions cardiovasculaire, respiratoire, gastro-intestinale, aux

fonctions contrblées par le SNC.

LA Le métabolisme de la sérotonine
IILA.1 Biosynthése, stockage et libération de la sérotonine

Dans le SNC ou a la périphérie, la sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT)
est synthétisée dans les cellules sérotoninergiques, exclusivement a partir de l'acide
aminé essentiel L-tryptophane (L-trp), apporté uniquement par ['alimentation.
Absorbé par lintestin, le L-trp est véhiculé par la circulation générale avant de
pénétrer dans les tissus. La sérotonine est synthétisée en deux étapes (Figure 10) :
le L-trp est hydroxylé par la tryptophane hydroxylase (TPH) en 5-hydroxytryptophane
(5-HTP), précurseur immédiat de la sérotonine. L’hydroxylation du L-tryptophane est
'étape limitante de cette biosynthése. Le 5-HTP est ensuite décarboxylé en 5-
hydroxytryptamine (5-HT) ou sérotonine par une enzyme ubiquitaire, la
décarboxylase des acides aminés aromatiques (Aromatic Amino acid Decarboxylase,
AADC), également exprimée par les neurones catécholaminergiques.
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Figure 10 : Voies de synthése et de dégradation de la sérotonine
AADC: hydroxylase des acides aminés aromatiques ; AANAT: N-acétyltransférase des
acides aminés aromatiques; MAO-A : monoamine oxydase — A ; IDO : indoleamine-2,3-dioxygénase.

D’aprés de Rang et coll., Rang & Dale’s pharmacology 2003 [61]

Le devenir de la sérotonine ainsi formée dépend ensuite de sa localisation.

Dans le SNC, la sérotonine est accumulée dans des vésicules synaptiques
de stockage des neurones sérotoninergiques par un systéme de transport antiport
proton/sérotonine commun aux monoamines, assuré par le transporteur vésiculaire
des monoamines VMAT. La 5-HT peut ensuite étre libérée par exocytose au niveau

des terminaisons sérotoninergiques, a la suite d’'une dépolarisation membranaire.

Dans la glande pinéale, glande endocrine impliquée dans les phénomeénes
d’adaptation aux changements de la photopériode, la sérotonine est convertie en

mélatonine, molécule clef de la régulation du rythme circadien.

Enfin, & la périphérie, la sérotonine est synthétisée au niveau des cellules
entérochromaffines du tube digestif ou elle est libérée dans la circulation portale
avant d'étre stockée au niveau hépatique dans les plaquettes sanguines qui

constituent son réservoir principal.

II.LA.2 L’inactivation de la sérotonine (recapture et catabolisme)

Une fois libérée, la sérotonine se fixe sur des récepteurs spécifiques,
responsables de ses effets physiologiques. Cette activité est limitée dans le temps et
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en intensité par deux processus d'inactivation qui assurent ainsi I'élimination de
lamine et permettent de réguler finement sa concentration dans I'espace
extracellulaire : un mécanisme de recapture et un mécanisme de dégradation

enzymatique.

IILA.2.a Larecapture de la sérotonine : le transporteur de la sérotonine

Le mécanisme de recapture de la sérotonine met en jeu un systéme de
transport actif assuré par une protéine membranaire spécifique, le transporteur de la
sérotonine : le 5-hydroxytryptamine transporteur (5-HTT). Sa fonction principale est
de limiter l'interaction de la sérotonine avec ses cibles, en la transférant de I'espace
extracellulaire au compartiment cytoplasmique ou elle pourra étre soit dégradée, soit
recyclée dans les vésicules de sécrétion (vésicules synaptiques des terminaisons

sérotoninergiques, granules denses de sécrétion des plaquettes sanguines).

Le 5-HTT est une protéine & 12 domaines transmembranaires appartenant a
la famille des transporteurs Na*/Cl" dépendants. Le transport de la sérotonine se fait
en méme temps que celui des ions Na* et CI" et nécessite la liaison des trois
composés au 5-HTT (Figure 11A). Le 5-HTT subit ensuite une série de changements
conformationnels qui empéche I'entrée de molécules supplémentaires et expose le
site de liaison au cytoplasme (Figure 11B). Apreés la libération des ions Na* et CI et
de la sérotonine a l'intérieur de la cellule (Figure 11C) les ions K" intracellulaires sont
capables de se lier au 5-HTT (Figure 11D). Le 5-HTT subit de nouveaux
changements de conformation qui empéchent la liaison d’ions K* supplémentaires et
exposent le site de liaison au milieu extracellulaire. La libération du K* dans le milieu

extracellulaire termine le cycle (Figure 11E).
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Figure 11 : Mécanisme du transport de la sérotonine par son transporteur 5-HTT
Ext. : milieu extracellulaire ; Int. : milieu intracellulaire

Extrait de Rudnick et coll., Journal of Membrane Biology 2007 [62]

La séquence en acides aminés de la protéine 5-HTT purifiée présente des
sites consensus de phosphorylation par les protéines kinases A et C, et par la
protéine kinase Ca?‘/calmoduline dépendante. L'activité du 5-HTT dépend de son
état de phosphorylation [62].

Dans le SNC, le 5-HTT est localisé dans la membrane plasmique des
neurones seérotoninergiques, tant au niveau des corps cellulaires situés dans les

noyaux du raphé, que de leurs fibres et leurs terminaisons [63].

A la périphérie, le 5-HTT est localisé dans la membrane plasmique des
plaguettes sanguines, permettant ainsi l'internalisation de la sérotonine dans les
granules denses de sécrétion. La sérotonine ainsi internalisée est libérée lors de
l'agrégation plaquettaire [64, 65]. Le 5-HTT est également exprimé dans de
nombreux tissus tels que les poumons, le cceur ou les intestins ainsi que dans
plusieurs types cellulaires comme les cellules épithéliales, les fibroblastes, les

neurones du systéme nerveux périphérique ou les cellules musculaires lisses.
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IILA.2.b Ladégradation enzymatique de la sérotonine : la monoamine

oxydase — A

La dégradation enzymatique de la sérotonine est effectuée par les
monoamines oxydases (MAO) qui sont de deux types, MAO-A et MAO-B. Ces deux
enzymes sont présentes au niveau de la membrane externe des mitochondries, dans
de nombreux types cellulaires a la fois dans le SNC et a la périphérie. Elles sont
responsables de la désamination oxydative des amines biogenes, dont la sérotonine,
et conduisent a la production de peroxyde d’hydrogéne, espéce réactive de
'oxygéne, et de 5-hydroxyindole acétaldéhyde, lui-méme oxydé par une aldéhyde
déshydrogénase pour former l'acide 5-hydroxyindoacétique (5-HIAA), métabolite

principal et inactif de la sérotonine excrété dans les urines.

Les MAO possedent des affinités différentes pour leurs substrats et des
inhibiteurs spécifiques. La sérotonine est préférentiellement dégradée par la MAO-A
(Km=137 + 24uM), de méme que la noradrénaline et I'adrénaline. La MAO-B, quant &
elle, désamine préférentiellement la dopamine, la p-phénylethylamine et la
benzylamine. La MAO-B ne semble intervenir dans le catabolisme de la sérotonine
gue lorsque sa concentration est élevée dans le cytoplasme des cellules (Km=1093 +
20uM) [66, 67].

Dans le SNC, les MAO participent a la régulation et au maintien des niveaux
des neurotransmetteurs monoaminergiques (noradrénaline, dopamine, sérotonine).
La localisation des MAO ne correspond pas toujours a la localisation de leurs
substrats préférentiels. Ainsi, les neurones sérotoninergiques expriment la MAO-B,
qui n'utilise normalement pas la sérotonine comme substrat, du fait de sa faible
affinité pour 'amine. Les MAO sont également présentes dans certains neurones
non-monoaminergiques [68-70]. Dans ces neurones, la sérotonine et les
catécholamines agiraient plutdt comme des facteurs trophiques pour le
développement neuronal ou seraient impliguées dans la libération ou le stockage

d'autres neurotransmetteurs.

Dans les tissus périphériques, les MAO désaminent les monoamines qui
agissent de facon endocrine ou paracrine. Elles peuvent étre co-exprimées, comme
dans le foie humain ou étre spécifiguement exprimées, comme la MAO-A dans le
placenta ou la MAO-B dans les plaquettes sanguines [71]. Elles jouent également un
réle important de détoxification dans le foie, les intestins et les poumons [72].
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II.LA.3 Les récepteurs de la sérotonine

Au moins 14 récepteurs de la sérotonine sont actuellement dénombrés. Sur
la base de leurs homologies de séquences protéiques et de structures tertiaires, 7
classes de récepteurs 5-HT ont été définies (5-HT; a 5-HT>), représentant ainsi l'une
des familles les plus complexes de récepteurs aux neurotransmetteurs [73].

A l'exception des récepteurs sérotoninergiques de classe 3 qui appartiennent
a la superfamille des récepteurs ionotropiques, les récepteurs sérotoninergiques des
six autres classes sont des récepteurs & 7 domaines transmembranaires qui
appartiennent a la famille des RCPG. Selon leur mécanisme effecteur préférentiel,
ces récepteurs sont divisés en 4 sous-types différents (Figure 12) : les récepteurs
couplés aux protéines G;, qui inhibent lI'adénylate cyclase (5-HT,) ; les récepteurs
couplés aux protéines Ggq, qui activent la phospholipase C (5-HT>) ; les récepteurs
formant des canaux ioniques (5-HT3) ; et les récepteurs couplés aux protéines Gg,
qui activent l'adénylate cyclase (5-HTy4s7). Le couplage des récepteurs 5-HTs reste
encore incertain (activateur ou inhibiteur de I'adénylate cyclase).
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Figure 12 : Classification actuelle des récepteurs a la sérotonine et principales voies de
signalisation

La fonction des récepteurs représentés sur fond bleu n'a pas encore été clairement identifiee
dans un systéme natif.

—: couplage négatif ; + : couplage positif.

Extrait de Hoyer et coll., Pharmacology Biochemistry and Behavior 2002 [73]

La diversité des récepteurs sérotoninergiques est, de plus, augmentée par
des modifications post-transcriptionnelles de certains génes, comme [I'épissage
alternatif ou I'édition [74]. Enfin, la variété des récepteurs sérotoninergigques est
encore accrue par la capacité de certains d’entre eux a former des homo- (5-HTg, 5-
HTip 5-HT,c, 5-HT,4) ou des hétéro-dimeres (5-HT1g/10) [75-79].

II.B Fonctions physiologiques et physiopathologiques
de la sérotonine

II.LB.1 Dans le systeme nerveux central

Dans le SNC, les fonctions physiologiques de la sérotonine sont nombreuses

et complexes. Cette pluralité s'explique non seulement par la trés large innervation
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de l'ensemble du SNC par les projections sérotoninergiques mais également par
I'existence d'au moins 14 récepteurs distincts de ce neuromédiateur (Figure 12). La
sérotonine est impliquée dans de nombreuses fonctions vitales comme le contréle du
cycle veille/sommeil [80], I'activité motrice [81], le stress [82], la neurogenése [83], la
thermorégulation [84], la prise alimentaire [85], la nociception [86], les régulations
endocrines [87] et neurovégétatives telles que le contréle du rythme cardiaque et de
la pression artérielle [88], ainsi que le comportement sexuel [89]. La sérotonine joue
également un réle dans la cognition [90].

Outre son réle avéré dans le contr6le de I'humeur [91], la sérotonine
intervient dans les mécanismes de régulation neurobiologigue qui sous-tendent les
émotions. Le dysfonctionnement du systéme sérotoninergique est impliqué dans
certains troubles anxieux [92]. La sérotonine est également impliquée dans les
troubles obsessionnels compulsifs [93], le comportement suicidaire [94], I'agressivité
et I'impulsivité [95] et I'alcoolisme [96].

La dépression et les déréglements de la prise alimentaire sont également
des troubles du SNC pour lesquels un dysfonctionnement du systeme
sérotoninergique a été largement décrit [97].

[1.B.2 Dans les intestins

Le bol alimentaire qui arrive dans la lumiere intestinale exerce une pression
sur la muqueuse qui entraine la sécrétion de la sérotonine par les cellules
entérochromaffines. La sérotonine entre dans la lamina propria, ou ses premieres
cibles sont les projections nerveuses des neurones primaires afférents (Figure 13).
lls sont de deux types : les neurones extrinseques, activés par les récepteurs 5-HTs,
qui transmettent les sensations de nausées et d’'inconfort intestinal au SNC, et les
neurones intrinséques, activés par les récepteurs 5-HTig et 5-HT4. Les neurones
intrinseques cholinergiques localisés dans la sous-muqueuse initient les réflexes
péristaltique et de sécrétion, tandis que les neurones intrinseques myentériques,

dont font partie les neurones sérotoninergiques, initient les contractions musculaires.
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Figure 13 : Mode d'action de la sérotonine dans l'intestin

3 : récepteur 5-HTs3 ; 4 : récepteur 5-HT, ; ACh: acétylcholine ; VIP, vasoactive intestinal
peptide ; SP: substance P ; NO: monoxyde d’azote ; PACAP : pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide.

Extrait de Talley et coll., Lancet 2001 [98]

La sérotonine sécrétée au sein du plexus myentérique par les neurones
myentériques sérotoninergiques régule la neurotransmission intestinale. La
sérotonine participe ainsi a l'initiation du réflexe péristaltique. Elle joue également un

réle dans ce réflexe, directement en tant que neurotransmetteur.

Les entérocytes, qui ne sont ni des neurones, ni des cellules
sérotoninergiques (et ne synthétisant pas la sérotonine) expriment le transporteur 5-

HTT. lls finalisent l'action de la sérotonine en permettant sa capture et son
élimination de l'espace interstitiel [99].

Un déreglement du systeme sérotoninergique, soit au niveau du taux de
sérotonine, ou encore au niveau de l'expression des principaux récepteurs
sérotoninergiques intestinaux (5-HTs, 5-HT,4) ou du 5-HTT pourrait étre impliqué dans
syndrome du colon irritable [100]. Le rble joué par la sérotonine dans la physiologie
normale des intestins laisse penser que des perturbations, mémes mineures, du

systéme sérotoninergique pourraient avoir des répercussions importantes sur la
motilité et les sécrétions intestinales.
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La libération massive de sérotonine par les tumeurs carcinoides serait a
I'origine des cardiopathies carcinoides se caractérisant par des lésions valvulaires du
cceur droit. Les tumeurs carcinoides résultent de la prolifération lente de cellules
neuroendocrines [101, 102] et sont localisées dans le systeme gastro-intestinal dans
90 % des cas. Le développement de métastases et la libération massive dans le
systéme porte de sérotonine et d'autres substances vasoactives (histamine,
tachykinines, prostaglandines) pourrait expliquer la formation de plaques de tissu
fibreux atteignant principalement les valves du coeur droit du fait de leur localisation
en amont du filtre pulmonaire, riche en MAO-A permettant la dégradation de la
sérotonine [103].

[1.B.3 Dans I’'hémostase primaire

La sérotonine synthétisée par les cellules chromaffines intestinales est
sécrétée dans la circulation portale ou elle est capturée au niveau hépatique par les
plaquettes sanguines, ou thrombocytes, qui l'internalisent dans la cellule et la
stockent dans les granules denses de sécrétion, via le 5-HTT et le VMAT,;
respectivement. Les plaquettes expriment & leur surface un seul récepteur

sérotoninergique, le récepteur 5-HT2a [104].

Les plaquettes sanguines ont pour fonction d’assurer I'hémostase, qui doit
étre rapide et localisée lors d’'une lésion vasculaire. Trois processus se mettent en
marche pour prévenir la perte sanguine : 1) 'hémostase primaire, qui comprend les
étapes de spasme vasculaire, d’'adhésion et d’activation plaquettaires, et qui ferme la
breche vasculaire par la formation d’'un clou plaquettaire ; 2) la coagulation du sang
qui consolide le premier thrombus en formant un réseau de fibrine emprisonnant des
globules rouges ; 3) la fibrinolyse qui permet la destruction des caillots ou la limitation

de leur extension.

La sérotonine intervient lors de la premiere étape d’hémostase primaire. La
paroi des vaisseaux sanguins est tapissée d'une monocouche de cellules
endothéliales qui assurent son intégrité et qui n’autorisent ni l'activation des
plaguettes, ni le processus de coagulation. Des lors qu’une breche vasculaire est
formée, les plaquettes adhérent aux protéines sous-endothéliales mises a nu par
lintermédiaire de leurs récepteurs membranaires glycoprotéigues spécifiques. Les
protéines sous-endothéliales sont le collagéne ou encore le facteur de von
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Willebrand, qui sont également trouvées dans le plasma sanguin ainsi que dans les
granules a des plaquettes. L'adhésion plaquettaire va induire leur changement de
forme. Les plaquettes, normalement discoides, deviennent sphériques et forment
des pseudopodes qui leur permettent de mieux adhérer entre elles et au substrat.
Une premiere couche monocellulaire de plaquettes se constitue. Les plaguettes
adhérentes sont activées, libérent le contenu de leurs granules et recrutent d’'autres
plaquettes circulantes. Les granules denses contiennent de I'adénosine triphosphate
(ATP), de I'adénosine diphosphate, du Ca®" et de la sérotonine. Les granules a,
guant a eux, contiennent des protéines pro-agrégantes dont le fibrinogene, ou le
facteur de von Willebrand. Les glycoprotéines de surface llb/llla subissent une
modification conformationnelle qui leur permet de fixer le fibrinogéne en présence de
calcium. L'agrégation plaquettaire se fait ainsi, grace au fibrinogéne qui établit des
ponts entre les plaquettes, créant un premier thrombus fragile (agrégation
réversible). Grace a la libération des enzymes et du contenu granulaire des
plaquettes, le caillot se solidifie (agrégation irréversible), constituant le clou
plaquettaire.

Les plaquettes « collagen and thrombin activated platelets » (COAT) sont
une sous-population de plaquettes activées par le collagéne et la thrombine, et qui
exprimaient a leur surface une forte proportion des facteurs contenus dans les
granules a avec la particularité d'étre fixés a la membrane avec une trés grande
affinité [105, 106]. Une des caractéristiques portées par toutes les protéines a -
granulaires fixées a la membrane des plaquettes COAT est d’étre des substrats des
transglutaminases (TGases). Ces derniéres catalysent la formation calcium-
dépendante de ponts peptidigues entre des résidus glutamine d'une séquence
peptidigue (donneur de groupements acyle) et des résidus lysine (donneur de
groupements amine) ou des monoamines : c’est le phénoméne de transamidation.
Le composant donneur du groupement amine pour la réaction de transamidation a la
surface des plaquettes COAT est la sérotonine, libérée en grande quantité par les
plaquettes activées (Figure 14) [107]. Les interactions multiples des protéines a -
granulaires avec les molécules de surface des plaquettes stabilisent le réseau de
protéines pro-agrégantes a la surface des plaquettes COAT et augmentent ainsi
'agrégation plaquettaire.
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Figure 14 : Role de la sérotonine dans la formation des plaquettes COAT

Les protéines pro-coagulantes se lient & leurs récepteurs traditionnels : le facteur V a la
phosphatidylsérine et le fibrinogéne aux glycoprotéines llb/llla.

Les protéines des granules a, ici le facteur V et le fibrinogene, sont liées de fagon covalente
a la surface des plaquettes COAT par I'intermédiaire d’une réaction de transglutamination initiée par la
sérotonine (fléches jaunes).

Le fibrinogéne et la thrombospondine possédent des sites de liaison qui reconnaissent la
sérotonine conjuguée. Sur cette figure, la téte de la fleche jaune est liée aux sites de liaison de la
sérotonine du fibrinogéne et de la thrombospondine.

5-HT : sérotonine ; Fbg: fibrinogéne; FV: facteur V; PS: phosphatidylsérine ; Tsp:
thrombospondine.

Extrait de Dale, Journal of Thrombolysis and Haemostasis 2005 [106]

La sérotonine intervient aussi dans I'hémostase primaire via un mécanisme
de signalisation intracellulaire responsable de [I'exocytose des granules a

plaquettaires (Figure 15) [108].
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Figure 15: Exocytose des granules a plaquettaires induite par la sérotonine durant le
processus d’agrégation plaquettaire

5-HT : sérotonine ; 5-HT2A : récepteur 5-HT,, de la sérotonine ; 5-HTT : transporteur de la
sérotonine ; GDP : Guanosine diphosphate; GTP: Guanosine triphosphate; IP3: inositol
triphosphate ; PLC : phospholipase C, RE : réticulum endoplasmique ; TGase : transglutaminase.

Extrait de Walther et coll., Cell 2003 [108]

La sérotonine activement importée dans le cytoplasme plaquettaire par son
transporteur le 5-HTT (Figure 15A), est normalement stockée dans les granules
denses de sécrétion. La stimulation du récepteur 5-HT,a couplé aux protéines Ggq
(Figure 15B) aboutit & 'augmentation de la concentration en calcium intracellulaire
(Figure 15C). Les transglutaminases sont activées par le Ca?* (Figure 15D) et
utilisent la sérotonine pour transamider les petites protéines G RhoA et Rab4 (Figure
15E), les rendant ainsi constitutivement actives car incapables d’hydrolyser le GTP
en GDP. L'activation des GTPases RhoA et Rab4 aboutit a des réarrangements du
cytosquelette et a I'exocytose des granules a. Le contenu des granules a est déversé
dans la circulation sanguine (Figure 15F) ou est lié de facon covalente aux
glycoprotéines de la membrane plasmique (Figure 15G). Ce mécanisme, appelé
« seérotonylation », fait intervenir a la fois le récepteur 5-HT,a et le transporteur 5-
HTT. Il pourrait étre initié plus largement par toutes les monoamines, comme
I’histamine ou les catécholamines, et donc correspondre a un mécanisme général de

"monoaminylation” [108].
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II.B.4 Dans le systeme cardiovasculaire

Les effets physiologiques de la sérotonine sur le systéme cardiovasculaire
sont multiples : bradycardie ou tachycardie, hypotension ou hypertension,
vasoconstriction ou vasodilatation. Ces effets multiples sont dus a la présence de
sérotonine a la fois dans le SNC et a la périphérie (Figure 16).

Synthése périphérique Synthése neuronale
de sérotonine de sérotonine
SYNTHESE DES-HT :
Contréle hormonal ‘(‘ontrole neuronal
<~ SHT -HT
honmone wotransmette
|
EFFECTEURS v /| Réactions réflexes J Coordination centrale
L
1
' /
FONCTIONS Y St /
[ g P — Fonctio r F— /
Agregation | < Tonus - - taoxdmiu ul:: ~—" | Perfusion des
| plaquetiaire |_vasculaire fréquence, débit, | vigames
contractilité

Figure 16 : Régulation du systéme cardiovasculaire par la sérotonine

La régulation cardiovasculaire comprend deux niveaux de contr6le : un contrdle hormonal
qui fait intervenir des substances vaso-actives comme la sérotonine ; et un contrble neuronal qui fait
intervenir une régulation centrale et des réactions réflexes via les systémes sympathiques et
parasympathiques.

D’aprés Cote et coll., Trends in Molecular Medicine 2004 [109]

Certains effets résultent de I'action de la sérotonine dans le SNC qui peut
alors participer a la régulation des voies réflexes sympathiques ou
parasympathiques. D’autres effets résultent de l'action locale de la sérotonine
périphérique sur les cellules musculaires lisses vasculaires, les cellules cardiaques

(cardiomyocytes et fibroblastes) ou encore sur les plaquettes sanguines.
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II.B.4.a Larégulation cardiovasculaire centrale par la sérotonine

Le contrdle des fonctions cardiovasculaires par le systeme nerveux se fait
essentiellement a partir du centre cardiovasculaire logé dans le bulbe rachidien
(Figure 17).

AFFERENCE SENSORIELLE (influx nerveux)
AU CENTRE CARDIOVASCULAIRE

Centres nerveux supérieurs — Cortex
cérébral, systéme imbique et hypothalamus

Centre cardiovasculaire > g — Vas

Figure 17 : Contrble des fonctions cardiovasculaires par le centre cardiovasculaire

Le centre cardiovasculaire recoit des afférences des régions supérieures du cerveau, des
barorécepteurs et des chimiorécepteurs. Il engendre des réponses vers les divisions sympathique et
parasympathique du systéme nerveux autonome.

D’aprés Tortora et coll., Principles of Anatomy and Physiology 1994 [110]

Le centre recoit des afférences sensorielles des régions cérébrales comme
le cortex, le systéme limbiqgue ou I'hypothalamus, et engendre des réponses
cardiovasculaires par I'intermédiaire du systéme nerveux autonome. Ce dernier, qui
comprend les divisions sympathiques et parasympathiques, ainsi que les nerfs
accélérateurs cardiagues et vasomoteurs régule l'activité des muscles lisses, du

muscle cardiagque et de certaines glandes.

Le systeme parasympathique contréle les activités qui permettent la
conservation et le rétablissement de I'énergie corporelle pendant les périodes de
repos ou de récupération. Le systéme sympathique, quant a lui, prépare le corps aux
situations d’'urgence. |l est surtout relié aux processus qui entrainent une dépense
d’énergie. Lorsque I'organisme est en homéostasie, la fonction principale du systeme
sympathique est de combattre suffisamment les effets parasympathiques pour
permettre le maintien des fonctions qui nécessitent de I'énergie. La stimulation du
coeur par le systeme sympathique augmente la fréquence cardiaque et la
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contractilité. Les influx sympathiques atteignent le cceur par I'intermédiaire des nerfs
accélérateurs cardiaques (Figure 17). La stimulation parasympathique du cceur,
transmise par le nerf vague (X), abaisse la frequence cardiaque. Ainsi, le contréle du
coeur par le systeme nerveux autonome résulte d’influences opposées, celle du
systeme sympathique, stimulatrice, et celle du systéme parasympathique, inhibitrice.
Par ailleurs, le centre cardiovasculaire envoie continuellement des influx au muscle
lisse des parois des vaisseaux sanguins par l'intermédiaire des nerfs vasomoteurs
sympathiques (Figure 17). Le contrble de la vasomotricité des vaisseaux sanguins

par le systéme nerveux autonome dépend exclusivement de la division sympathique.

Les voies sérotoninergiques centrales innervent certaines zones impliquées
dans la régulation du systeme cardiovasculaire [111]. Il apparait que les effets des
voies sérotoninergiques sont multiples, excitateurs ou inhibiteurs du systéme
sympathique. lls dépendent du site exact d’administration de la sérotonine, dans le
SNC, de l'espece animale considérée, du statut anesthésique des animaux, et
également des récepteurs sérotoninergiques mis en jeu, qui sont au nombre de

trois : les récepteurs 5-HT1a, 5-HToa €t 5-HTs3.

I1.B.4.a.i Les récepteurs 5-HT1a:

Des études pharmacologiques ont démontré que I'injection d’un agoniste des
récepteurs 5-HTia provoque une inhibition sympathique centrale et une
augmentation du tonus vagal chez la plupart des espéces étudiées. Les aires
cérébrales majeures impliquées dans cette sympatho-inhibition sont la moelle ventro-

latérale rostrale et le tegmentum latéral [111, 112].

[I.B.4.a.ii Les récepteurs 5-HToa:

L’injection centrale d’'un agoniste sélectif des récepteurs 5-HT, couplée a
linhibition périphérique des récepteurs 5-HT,n et 5-HT,c induit une profonde
sympatho-excitation et une augmentation de la pression artérielle systémique.
Comme pour les récepteurs 5-HTi1a, l'aire majeure responsable de I'excitation
sympathique aprés stimulation du récepteur 5-HT, est la moelle ventro-latérale
rostrale [111, 113, 114].
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[1.B.4.a.iii Les récepteurs 5-HT3:

lls sont impliqués dans la régulation du tonus vasculaire périphérique, et
donc de la pression artérielle. L'activation de ces récepteurs situés au niveau des
terminaisons afférentes vagales entraine une bradycardie et une diminution de la
pression artérielle [114]. Chez 'homme et chez I'animal, la stimulation des récepteurs
5-HT; des terminaisons vagales contribuerait a la sensation de douleur cardiaque
suite & une ischémie myocardique [115, 116].

I1.B.4.b Larégulation cardiovasculaire périphérique du systeme

sérotoninergique

Outre son rdle dans I'hémostase primaire, l'internalisation de la sérotonine
dans les plaquettes sanguines a également pour but de protéger I'organisme de ses
effets vaso-actifs puissants, et de sa toxicité connue. Le plasma sanguin contient
donc des taux trés faibles de sérotonine puisque sa concentration est de I'ordre de
guelgues nanomoles par litre [117], tandis que sa concentration plaguettaire est de
I'ordre de plusieurs micromoles par litre [118, 119]. Ainsi, la sérotonine qui n'est pas
internalisée dans les plaquettes est rapidement métabolisée par la MAO-A dans les
poumons et dans le foie. Aussi, différents phénomeénes pathologiques comme
linflammation, I'ischémie-reperfusion, la thrombose ou I'hypertension, vont étre a
I'origine d’'une activation plaquettaire aigué ou chronique et d'un relargage massif de

la sérotonine source de puissants effets vasculaires et cardiaques.

11.B.4.b.i La sérotonine dans la physiologie vasculaire

Les vaisseaux sanguins possedent les propriétés importantes d’élasticité et
de contractilité, indispensables a la régulation de leur tonus. La contractilité des
vaisseaux est assurée par les cellules musculaires lisses (CML) vasculaires qui sont
des cellules hautement différenciées, contractiles, quiescentes et en général
insensibles aux facteurs mitogenes. Les cellules endothéliales qui tapissent la
lumiére des vaisseaux sanguins participent également a la régulation du tonus
vasculaire car ils libérent d'importants médiateurs chimiques de la vasoconstriction et

de la vasodilatation, tels que le NO, I'ET, I'AT2, mais également la sérotonine.

La sérotonine régule le tonus vasculaire par l'intermédiaire de cing de ses
récepteurs et de son transporteur, exprimés a la fois au niveau des cellules
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endothéliales vasculaires et des CML (Figure 18) [120]. Les cellules endothéliales
vasculaires expriment les récepteurs 5-HT,g, 5-HT2g, et en moindre proportion 5-HTj,.
Les CML, quant a elles, expriment les récepteurs 5-HTig, 5-HT,a, 5-HT7, et dans
certains cas particuliers 5-HT,g. Le niveau d’expression de chacun des récepteurs
dépend tres largement de I'espéce et du tissu étudié.
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Figure 18 : Régulation du tonus vasculaire par la sérotonine
Extrait de Ullmer et coll., FEBS Letter 1995 [120]

L'activation des récepteurs sérotoninergiques présents a la surface des
cellules endothéliales induit une vasodilatation, tandis que la stimulation par la
sérotonine des CML produit une vasoconstriction (Figure 18).

Des modifications des niveaux de sérotonine circulante et/ou de I'expression
de ses récepteurs vasculaires et de son transporteur sont a l'origine d’importants
remodelages anatomiques des vaisseaux et de graves pathologies fonctionnelles
telles que I'hypertension artérielle pulmonaire ou systémique [121, 122].
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I1.B.4.b.ii La sérotonine dans la physiologie cardiague

La sérotonine jouerait un réle important dans I'embryologie cardiaque feetale
via son récepteur 5-HT,z, impliqué dans les mouvements morphogénétiques

cardiaques dés le 8°™ jour embryonnaire [123, 124].

Dans le coeur adulte, les deux actions physiologiques de la sérotonine sont la
régulation de la fréquence et de la contractilité cardiaque. Le réle de la sérotonine au
niveau cardiaque dépend des récepteurs activés. Parmi les 14 récepteurs a la
sérotonine identifiés, 4 ont été détectés au niveau du cceur (récepteurs 5-HTig, 5-
HT2a, 5-HT2s et 5-HT,4) mais deux populations (5-HT2a2s €t 5-HT,) sont exprimées au
niveau du myocarde, les récepteurs 5-HT;g étant préférentiellement localisés au

niveau des arteres pulmonaires et des artéres coronaires (Figure 19).

Pulmonary artery
(5-HT 5 & 5-HTy,)

Pulmonary veins
(5-HT,)

Pulmonary valve (5-HT,s)

Coronary artery
(5-HT,g & 5-HT,,)

Sinocatrial node (5-HT,)

Left atrium (6-HT,)
Afferent vagus (5-HT,)
Left AV valve (5-HT,g)
Aortic valve (5-HTg)

Right atrium (5-HT,)
Right AV valve (5-HT,,)

Left ventricle (5-HT,)
Right ventricle (5-HT,)

Figure 19 : Localisation des récepteurs sérotoninergiques dans le cceur humain

Extrait de Kaumann et coll., Pharmacology & Therapeutics [125]

Chez I'hnomme, les effets de la sérotonine au niveau du muscle cardiaque
font intervenir principalement la signalisation du récepteur 5-HT,4. Le récepteur 5-HT,4
est essentiellement impliqué dans le contrdle de [l'activité électrique et de la
contractilité cardiaque [126], sans véritable rble trophique sur le myocarde.
L’administration de sérotonine par voie intraveineuse provoque bradycardie [127] ou
tachycardie [128-130]. L’activation des récepteurs 5-HT, auriculaires par la

sérotonine permettrait d’augmenter la contractilité myocardique en accélérant la
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relaxation [131-133]. L’activation des récepteurs 5-HT, exprimés au niveau des
trabécules des oreillettes et au niveau du myocarde serait la cause d'effets
arythmogeénes [134, 135]. Chez les patients en fibrillation atriale chronique, l'isoforme
5-HT4 est surexprimé au niveau des oreillettes [135]. Les récepteurs 5-HT, sont
également exprimés dans les ventricules cardiaques humains [136] ou leur fonction
est plus difficile & mettre en évidence. Le récepteur 5-HT, est couplé positivement a
'adénylate cyclase via une protéine Gs ; et son activation entraine une augmentation
de la concentration intracellulaire en AMPc. Dans les ventricules, 'AMPc est
hydrolysé par les phosphodiestérases (PDE), estompant ainsi I'effet de I'activation du
récepteur ventriculaire 5-HT,4. L'utilisation d’un inhibiteur non spécifique des PDE
confirme le r6le inotrope positif de la sérotonine, associée a une accélération de la

relaxation et a une arythmie de contraction ventriculaire [137].

Le réle de la sérotonine dans I'IC et particulierement dans le remodelage
ventriculaire est abordé dans le chapitre |lI.

[1.C Conclusion

Le rble physiologique de Ila sérotonine au niveau du systeme
cardiovasculaire, et son parallélisme d’action avec les autres monoamines telle que
la NA, laissent penser que le systeme sérotoninergique pourrait participer a
'aggravation de I'IC, au méme titre que les autres systémes d’adaptation neuro-
hormonaux, en intervenant dans le remodelage ventriculaire. En effet, chez ’lhomme,
I'IC et le remodelage ventriculaire s’accompagnent d’'une augmentation des taux
circulants de sérotonine [59, 60].
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Il La sérotonine et le remodelage

ventriculaire

Les voies d’actions de la sérotonine au niveau cardiaque passent par deux
mécanismes : I'un récepteur-dépendant, l'autre récepteur-indépendant, empruntant
la voie du transporteur de la sérotonine puis de son enzyme de dégradation, la
monoamine oxydase-A [138].

llI.LA Les effets récepteur-dépendants

Le rble de la sérotonine au niveau cardiaque dépend des récepteurs activés.
Trois récepteurs a la sérotonine sont retrouvés au niveau du cceur (5-HTza, 5-HT 2 et

5-HT,). Leur expression dépend cependant de I'espéce considérée.

llILA.1 Récepteur 5-HT, et remodelage ventriculaire

Chez I'homme, les transcrits du récepteur 5-HT, retrouvés dans les
ventricules sont augmentés d'un facteur 4 dans I'IC, suggérant un rble de ce
récepteur dans le remodelage ventriculaire [137].

Chez le rat, la sérotonine exerce des effets inotrope et lusitrope positifs chez
les animaux souffrant d’'IC post-infarctus. Ces effets de la sérotonine sont médiés par
son récepteur 5-HT, et sont observés exclusivement chez les rats ayant développé
une IC, avec une ampleur similaire a celle induite par la stimulation des récepteurs
Bl-adrénergiques dans I'IC [139]. Cette similarité d’action entre les deux systémes
renforce le rdle potentiel du systéeme sérotoninergique dans le remodelage
ventriculaire et offre de nouvelles perspectives thérapeutiques.

Par ailleurs, de nombreux travaux suggerent que la sérotonine pourrait
contribuer indirectement au remodelage ventriculaire en stimulant la biosynthése
d’aldostérone [140] via son récepteur 5-HT,4 [125], confirmant la probable interaction
du systéeme sérotoninergique avec les autres systemes d’adaptation neuro-

hormonaux mis en jeu au cours de I'lC [141].
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Chez la souris, la signalisation sérotoninergique cardiaque est assez
différente de celle décrite chez I'homme ou chez le rat, en partie parce que le
récepteur 5-HT4 n'y est pas exprimé. Parmi les récepteurs sérotoninergiques murins,
les récepteurs 5-HT,z et 5-HT,a semblent particulierement impliqués dans le

remodelage ventriculaire.

llI.LA.2 Récepteur 5-HT,5 et remodelage ventriculaire

L’invalidation génétique du récepteur 5-HT,z provoque des anomalies du
développement cardiaque qui induisent une létalité embryonnaire et néonatale
partielle qui survient vers le 10°%me jour de développement [142]. Cette premiere
phase de |étalité conduit a la mort in utero de 30% des embryons. Durant la premiere
semaine de vie postnatale, une seconde phase de létalité affecte 30% des
souriceaux nouveau-nés. L'étude histologique de la couche compacte du myocarde
des embryons 5-HT,s"" & 10 jours montre une différenciation prématurée des cellules
trabéculaires qui formeront le myocarde, affectant ainsi I'organisation des
sarcomeres. La différenciation précoce s’accompagne d’'un défaut de prolifération et
de migration des cellules trabéculaires, conduisant a I'hypoplasie des ventricules
dont les parois se trouvent trés amincies. La rupture de ces parois est sans doute la

cause de cette létalité.

La sérotonine, en stimulant le récepteur 5-HT,g, est impliguée dans la
structure et la fonction des cardiomyocytes adultes. En effet, les souris 5-HTg” qui
survivent présentent a Il'dge adulte des caractéristiques morphologiques,
moléculaires et biochimiques similaires a celles de patients souffrant de
cardiomyopathie dilatée (CMD) [143].

Les animaux mutants présentent a I'age de 6 semaines une CMD qui se
caractérise par une réduction de 24% de la masse ventriculaire cardiaque, une
dilatation ventriculaire gauche accompagnée d'un amincissement des parois
ventriculaires (Figure 20). Ces anomalies morphologiques, d’abord identifiées par
une analyse histologique ont été confirmées par échocardiographie chez des souris
agées de 19 semaines.

84



Introduction générale

Figure 20 : Cardiomyopathie dilatée développée par les souris 5-HT,s"

+/+

Coupes sagittales représentatives du coeur adulte d’'un souris 5-HT,g" vs. 5-HT25"'.
VD : ventricule droit ; VG : ventricule gauche. Barre d’échelle : 200uM.

D’aprés Nebigil et coll., Circulation 2001 [144]

La fraction de raccourcissement du ventricule gauche, reflet de la fonction
systolique du ventricule gauche, est significativement diminué chez les males 5-HTg"
" démontrant ainsi un défaut de contractilité [143, 145]. Ce défaut est lié & la
diminution significative des N-cadhérines, molécules d’adhésion, et a la présence de
disques intercalaires anormaux entre les cardiomyocytes de ces souris. Par ailleurs,
I'analyse biochimique de marqueurs de souffrance cardiaque couramment utilisés en
pathologie humaine tels que la creatin kinase muscle brain (CK-MB) ou la troponine |
cardio-spécifique, a montré une augmentation du taux de ces marqueurs dans le

sérum des souris 5-HT,s”" par rapport aux souris sauvages.

Pourtant, la CMD induite par la délétion du géne du récepteur 5-HT,z n'est
pas compensée par un phénomeéne de type hypertrophique, comme observé au
cours du remodelage ventriculaire. Aussi, les souris 5-HT25"" ne réexpriment pas le

programme génétique feetal, stigmate habituel du mécanisme hypertrophique [143].

En revanche, la surexpression du récepteur 5-HTg spécifiquement dans les
cardiomyocytes entraine le développement d’'une cardiomyopathie hypertrophique
(CMH) chez les souris transgéniques [144]. Les parois ventriculaires gauches sont
alors épaissies, sans gue les parameétres hémodynamiques (contractilité cardiaque,
pression artérielle et fréquence cardiague) ne soient altérés. Les caractéristiques
morphologiques de la CMH sont confirmées par la réexpression du programme
génétique fecetal. Enfin, le cceur des souris transgéniques présente un nombre
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anormalement élevé de mitochondries ainsi qu’'une augmentation de [lactivité
enzymatique de la succinate déshydrogénase et de la cytochrome c oxydase,
enzymes associées au meétabolisme mitochondrial [144].

Le réle du récepteur 5-HT,z dans le remodelage ventriculaire semble
intervenir préférentiellement au niveau des fibroblastes cardiaques. En effet,
linvalidation génétique ou pharmacologique du récepteur 5-HT,g chez la souris
empéche en partie le développement de I'hypertrophie cardiaque provoquée par
perfusion chronique d’isoprénaline (agoniste B -adrénergique). L’augmentation
attendue du taux plasmatique de certaines cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-
1B et le TNF-a, normalement sécrétées par les fibroblastes cardiaques dans ce
modéle de remodelage ventriculaire, n’est pas retrouvée chez les souris invalidées
génétiqguement ou pharmacologiqguement pour ce récepteur. Par son action sur la
libération des médiateurs de linflammation par les fibroblastes cardiaques, le
récepteur 5-HT,g est indispensable au développement du remodelage ventriculaire
induit par la stimulation § adrénergique [141].

l1I.LA.3 Récepteur 5-HT,, et remodelage ventriculaire

Les travaux réalisés chez le rat sur un modeéle d’IC chronique apreés infarctus
du myocarde (IDM) retrouvent une augmentation de la transcription du récepteur 5-
HT.a de la sérotonine dans les muscles papillaires des rats en IC. Pourtant, cette
surexpression du récepteur 5-HT,a ne participe pas a l'augmentation des réponses
inotrope et lusitrope positives induites par la sérotonine qui seraient médiées par le
récepteur 5-HT,4, laissant supposer un rble potentiel dans le remodelage
ventriculaire, indépendant des effets sur la contraction et la relaxation [139]. En
revanche, dans un modeéle d’IC aigué apres IDM, la réponse inotrope a la sérotonine
serait médiée a parts égales par ses deux récepteurs 5-HT, et 5-HT,a. Dans ce
modéle, I'effet inotrope positif médié par le récepteur 5-HT, emprunterait une voie
AMPc-dépendante, par couplage a la protéine Gs, comme cela est observé pour les
récepteurs adrénergiques (B1 et 2). L’effet inotrope positif médié par le récepteur 5-
HT.a emprunterait une voie AMPc-indépendante, par couplage a la protéine Gq, de
maniére identique aux récepteurs al-adrénergiques [146]. Des travaux plus récents
ont montrés dans un modéle de surcharge barométrique que la réponse inotrope
positive induite par la sérotonine était proportionnelle a I'hypertrophie myocardique et

augmentée avec l'apparition d'une dysfonction systoliqgue. Cette réponse inotrope
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positive a la sérotonine serait médiée par son récepteur 5-HT,a en phase
hypertrophique et par son récepteur 5-HT, en phase d'IC[147]. Ces résultats
démontrent la plasticité d’adaptation du systéme sérotoninergigue au cours des
différentes phases du remodelage ventriculaire qui accompagnent I'lC.

Pourtant, peu de données sont disponibles sur le role du récepteur 5-HTa
dans le remodelage ventriculaire et I'insuffisance cardiaque, indépendamment de ses

effets inotropes.

l1l.B Les effets récepteurs-indépendants
[1I.B.1 Transporteur de la sérotonine et remodelage ventriculaire

Le réle physiologique du 5-HTT est d’extraire la sérotonine du milieu circulant
pour en limiter les effets récepteurs-dépendants sur la cellule. Ainsi, au niveau du
ceeur, le 5-HTT prédomine au niveau des cellules endothéliales vasculaires et
endocardiques ou il permet, en internalisant la sérotonine dans la cellule, de limiter
I'exposition des cellules résidantes cardiaques. Aussi, les souris déficientes pour le
5-HTT développent une cardiopathie dilatée hypokinétique caractérisée par la
présence d’'une fibrose myocardique périvasculaire et valvulaire [148].

Les précédents travaux du laboratoire ont montré qu’en internalisant la
sérotonine et en lI'exposant a son enzyme de dégradation, la MAO-A, le 5-HTT
participait a une voie d’action récepteur-indépendante ayant un effet trophique sur le
myocarde.

[11.B.2 Monoamine oxydase-A et remodelage ventriculaire

La MAO-A, isoforme des MAO prédominant au niveau des ventricules,
représente une importante source d’ERO au niveau cardiaque [149]. L'IC et
I'hypertrophie myocardique s’accompagnent d’'une augmentation de I'expression
génique de la MAO-A [150].

Les précédents travaux du laboratoire ont montré que la MAO-A pouvait
médier I'hypertrophie induite par la sérotonine sur les cardiomyocytes de rat [151].

Les données récentes suggerent que la concentration de sérotonine serait I'un des
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facteurs influencant le passage d’'un effet récepteur-dépendant a un effet récepteur-
indépendant [138].

ll.B.2.a MAO-A et hypertrophie

In vitro, la MAO-A participe au développement d'une hypertrophie des
cardiomyocytes par de faibles doses de sérotonine (1 — 5 pyM) [151]. La sérotonine,
internalisée dans le cardiomyocyte de rat, est dégradée par la MAO-A, source d'ERO
activant les kinases ERK hypertrophiantes (Figure 21).

5-HT
/ﬂ,jm“poneurs
“ des mines

5-HT

5-HT
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OH-

ROS
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HYPERTROPHIE

Figure 21 : Mécanismes d'action de la sérotonine menant a [I'hypertrophie des
cardiomyocytes

La sérotonine, internalisée dans le cardiomyocyte par un transporteur spécifique des
monoamines, est dégradée par la monoamine oxydase-A mitochondriale. La déamination produit de
I'H,O, dont la transformation en espece réactive de I'oxygéne active les kinases hypertrophiantes
ERK. Par ailleurs, la sérotonine a également un rdle hypertrophiant par lintermédiaire de ses
récepteurs exprimés par les cardiomyocytes, dont le récepteur 5-HTa.

5-HT : sérotonine ; ERO : espeéce réactive de 'oxygéne ; MAO-A : monoamine oxydase-A.

Extrait de Bianchi et coll., Faseb J. 2005 [152]

Dans cette étude, l'inhibition des récepteurs 5-HT,a et 5-HT,g diminuait la

réponse hypertrophique de 30 %. Ces résultats supportent I'hnypothése selon laquelle
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I'hypertrophie des cardiomyocytes induite par la sérotonine impliquerait un double
mécanisme mettant en jeu les récepteurs et la MAO-A, tous deux nécessaires a une
réponse maximale. Des travaux antérieurs réalisés sur les CML des vaisseaux
pulmonaires ont montrés l'activation conjointe des deux voies d’action convergeant
vers l'activation des kinases ERK1/2. Ainsi, la voie récepteur-dépendante induirait la
phosphorylation des kinases ERK et les ERO générées par la MAO-A permettraient
leur translocation dans le noyau [153]. Dans le domaine de I'hypertension artérielle
pulmonaire, plusieurs travaux ont montré que la présence conjointe des récepteurs
et du transporteur de la sérotonine était nécessaire a I'apparition de la maladie [154-
156].

Par ailleurs, les ERO ont été impliqués dans I'expression et la signalisation
de certains RCPG au niveau du cceur, comme les récepteurs a la dopamine [157],
les récepteurs R-adrénergiques [158] et les récepteurs AT1 [159].

1.B.2.b MAO-A et apoptose

Les précédents travaux du laboratoire ont montré que les effets apoptotiques
de fortes doses de sérotonine (10 pM) sur le cardiomyocyte de rat étaient
entierement médiés par la MAO-A, a l'origine d’une cascade apoptotique impliquant
le cytochrome C, 'augmentation de la protéine pro-apoptotique Bax et la diminution
de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 [152]. La protection des cardiomyocytes de
'apoptose par le récepteur 5-HT,g, en prévenant du clivage des pro-caspases,
expliquerait les effets opposés des voies récepteurs-dépendantes et récepteurs-
indépendantes [160]. L'augmentation des taux circulants de sérotonine pourrait étre
a l'origine d'une désensibilisation et d'une diminution des récepteurs de la
sérotonine, expliquant leur faible implication dans la réponse aux fortes doses de

sérotonine.

In vivo, l'activation plaquettaire secondaire aux mécanismes d’ischémie-
reperfusion expliquerait les fortes doses de sérotonine retrouvée dans l'espace
interstitiel et contribuant a I'extension de la lésion [161]. Les travaux du laboratoire
ont montré que la MAO-A, via la production d’'ERO en réponse a l'internalisation
cellulaire de la sérotonine, intervenait de facon centrale dans la taille de la zone

infarcie aprés ischémie-reperfusion [152].
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[11.C Conclusion

Les mécanismes d’action de la sérotonine dans le contréle de la croissance
et la mort des cardiomyocytes impliqguent une double voie: l'une classique
dépendante des récepteurs de la sérotonine ; l'autre, atypique, dépendante de
internalisation cellulaire de la sérotonine par son transporteur puis de sa
dégradation par la MAO-A. Ces deux voies d’action agiraient de facon synergique
dans la signalisation de la croissance et la survie des cardiomyocytes, en fonction
des concentrations en sérotonine. Ainsi, de faibles concentrations en sérotonine
favoriseraient une signalisation récepteur-dépendante pro-hypertrophiante, alors que
de fortes concentrations favoriseraient une signalisation récepteur-indépendante pro-

apoptotique, centrée sur I'activation de la MAO-A (Figure 22) [138].
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Figure 22 : Effets hypothétiques des concentrations de sérotonine sur le passage d’'une voie
de signalisation récepteur-dépendante a une voie dépendante de la monoamine oxydase
5-HTR : récepteurs a la sérotonine, MAO : monoamine oxydase

D’aprés Mialet-Perez et coll., Journal of Neuronal Transmission 2007 [138]

Pourtant, si la participation des deux voies de signalisation dans la
croissance et la survie des cardiomyocytes semble bien établie, leur réle dans le
remodelage ventriculaire et les cellules médiatrices de leurs effets sont encore mal

définis.
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IV Objectifs de la these

L'objectif de nos travaux a été de préciser le role de la MAO-A et de son
substrat principal, la sérotonine, dans le remodelage ventriculaire par une approche

in vivo.

Dans une premiére étude de recherche fondamentale, nous avons étudié
linfluence de la MAO-A sur le myocarde en conditions physiologiques et
pathologiques. Pour ce travail, nous avons caractérisé le phénotype cardiaque de
souris déficientes pour la MAO-A en conditions physiologiques et en conditions de

surcharge barométrique induite par une sténose aortique.

Dans une deuxieme étude de recherche fondamentale, issue des résultats
de la premiére, nous nous sommes intéressés au réle du récepteur 5-HT,a de la
sérotonine dans le remodelage ventriculaire. Pour ce travail, nous avons étudiés
I'effet d’un antagoniste sélectif du récepteur 5-HTa sur la réponse hypertrophique et
la transition vers la dysfonction systolique du ventricule secondaire a la surcharge

barométrique induite par une sténose aortique chez la souris.

Dans une troisieme étude s’appuyant sur les résultats de nos précédents
travaux, nous avons mis en place un protocole clinique afin d’étudier le rble de la
sérotonine dans la réponse ventriculaire au rétrécissement aortique chez I’'homme.
Ce travail de recherche clinique, consiste a doser les concentrations en sérotonine
sanguine et plasmatique, ainsi que celle de son métabolite et a quantifier I'activation
plaguettaire dans trois groupes de patients porteurs de rétrécissement aortique avec
différents niveaux de réponse ventriculaire, et un groupe contrble. Ce projet de
recherche clinique a eu l'accord du Comité de Protection des Personnes et a été
financé par la région Midi-Pyrénées.

91



92



Premiére étude

Travaux de recherche

fondamentale : Premiere étude
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GENETIC DELETION OF MAO-A PROMOTES SEROTONIN-
DEPENDENT VENTRICULAR HYPERTROPHY BY PRESSURE

OVERLOAD

Olivier Lairez, Denis Calise, Pascale Bianchi, Catherine Ordener, Odile
Spreux-Varoquaux, Céline Guilbeau-Frugier, Ghislaine Escourrou, Isabelle Seif,
Jérdome Roncalli, Nathalie Pizzinat, Michel Galinier, Angelo Parini, et Jeanne Mialet-
Perez

Journal of Molecular and Cellular Cardiology, avril 2009 [162]
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Avant-propos

L’objectif de ce travail a été de préciser l'influence de la MAO-A sur le cceur
in vivo en conditions basales et en conditions de charge. Cette étude a été réalisée a
partir de souris génétiguement déficientes en MAO-A (TG8) que posseéde le
laboratoire, jusqu’alors utilisées pour I'étude de l'influence de la MAO-A sur le
comportement [163]. Jusqu'a présent, le réle in vivo de la MAO-A dans le
remodelage ventriculaire n'avait jamais été exploré. La place centrale de la MAO-A,
tant dans la régulation des taux de sérotonine que dans la signalisation redox induite
par son métabolite, le péroxyde d’hydrogene, laisse pourtant supposer qu’elle puisse
jouer un réle important dans la régulation du systéme sérotoninergique au cours du

remodelage ventriculaire.

Notre travail a donc consisté a réaliser le phénotypage cardiaque fonctionnel
et histomorphologique des souris TG8 en conditions basales et sur cceur soumis a

une surcharge barométrique par sténose aortique.

Introduction

Serotonin (5-HT) is a neurohormone participating in a wide range of
physiological functions. The role and mechanisms of action of 5-HT have been
extensively investigated in the central nervous system. However, its role in
cardiovascular regulation is still not well understood. In periphery, 5-HT is
synthesized by enterochromaffin cells of the intestine. It is secreted into the blood
and taken up by platelets, which constitute the richest reservoir of 5-HT in the
periphery. Following platelets activation, 5-HT is released into the blood to activate
specific serotonin receptors expressed in target tissues.

The potential role of 5-HT in cardiac function, as well as its involvement in
cardiovascular disorders has generated considerable interest in recent years. In
particular, the need for balanced levels of 5-HT to maintain normal cardiovascular
activities has been highlighted in different experimental models and clinical studies.
In humans, an important raise in blood 5-HT occurs in carcinoid syndromes, which is

responsible for valvular heart disease and cardiac failure [164]. Moreover, increase in
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plasma 5-HT following infusion in the rat, or by genetic deletion of 5-HT transporter in
mice, is responsible for valvular fibrosis and ventricular dysfunction [103, 148].
Altogether, these studies indicate that deregulation in peripheral 5-HT levels
provokes adverse effects on the heart. However, no direct evidence has been made
concerning the consequences of increased 5-HT levels on the onset and progression
of cardiac hypertrophy in response to excessive hemodynamic load.

The mechanism of action of 5-HT in the heart is complex and may involve
different subtypes of receptors. In particular, 5-HT,a and 5-HT,g receptors present in
the myocardium have been described as potential targets for 5-HT induced
hypertrophy, along with 5-HT, receptors, which are re-expressed in some
experimental models of heart failure [139, 144, 147, 165].

One of the key points controlling 5-HT concentrations in individuals is the
serotonin-degrading enzyme monoamine oxidase A (MAO-A). MAOs are
mitochondrial enzymes subdivided into two major forms, A and B, based on substrate
specificity, genetic criteria and inhibition by synthetic compounds [166]. MAO-A
preferentially degrades 5-HT whereas MAO-B has a higher affinity for
phenylethylamine (PEA). Neurochemical phenotype of MAO-A deficient patients
demonstrated significant increase in circulating levels of 5-HT with no modifications in
plasma levels of noradrenaline and adrenaline [167]. This is not surprising since
catecholamines can be oxidized both by MAO-A and MAO-B, as well as additional
pathways such as catechol-o-methyltransferase (COMT) [167]. MAO-A activity is
present in cardiac tissues from rats, mice and humans [149, 168, 169]. Interestingly,
cardiac MAO-A expression increases with ageing, a situation frequently associated
with cardiac failure. In addition, gene expression profiling by micro-array revealed
that MAO-A was upregulated in multiple forms of hypertrophy induced by high salt-
diet, myocardial infarction and aortic banding [149, 150, 170].

To our knowledge, it is unknown whether MAO-A plays a protective role
against deleterious effects of 5-HT in the heart. Thus, the current study was
undertaken to ascertain the potential effects of MAO-A inactivation on peripheral 5-
HT, and to explore its phenotypic consequences in the model of pressure overload
induced by aortic banding.
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Materials and methods

Materials

Ketanserin, Inactin, Isoflurane, Clorgyline, Deprenyl and other chemicals
were purchased from Sigma-Aldrich (L'isle d’Abeau Chesnes, France), unless
indicated. M100907 [R-(+)-a-(2,3-dimethoxyphenyl)-1-[2-(4-fluorophenyl)ethyl-4-
piperidinemethanol] was a generous gift from Sanofi-Aventis (Paris, France).
Radiochemicals ([**C]serotonin and b[**C]phenylethylamine) were from Perkin Elmer
(Courtaboeuf, France).

Experimental Animals

Mice were housed in a pathogen-free facility and handled in accordance with
the procedures outlined in Council Directive 86/609/EEC. The investigation conforms
with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by the US
National Institute of Health (NIH publication N°. 85-23, revised 1996). We used males
of the Tg8 strain of MAO-A knock-out (KO) mice and their WT C3H/HeOuJ controls.
An insertional deletion in the MAO-A locus occurred following DNA injection into a 1-
cell embryo of the C3H/HeOuJ inbred strain [163]. Tg8 MAO-A KO breeders were
obtained from the CDTA-CNRS animal facilities (Orléans, France) and C3H/HeOuJ
breeders were purchased from Charles River labs, L’Arbresle, France.

Ascendant aortic banding.

10-week-old male mice were anesthetized with isoflurane (4%), ventilated,
and the left thorax was opened at the second intercostal space. Aortic constriction
was performed by ligating the ascending aorta using a 7-0 Prolene suture under a
dissecting microscope. For this purpose, two knots of a 1.5 mm distance (26-gauge
needle circumference) were made on the thread which was carefully introduced
around the ascendant aorta. Both knots were tight together to perform aortic
constriction. Age-matched animals underwent identical surgical procedure except for
ligation of the aorta (sham-operated mice). Mice were treated for 4 weeks with the 5-
HT,a receptor antagonist ketanserin (1 mg/kg/day in 10% DMSO), M100907 (0.1
mg/kg/day, dissolved in a minimum volume of 0.01 N hydrochloric acid, further diluted
to its final concentration using 0.9% saline, and adjusted to pH 7.5) or vehicle (10%
DMSO), administered with 0.2-ml Alzet mini-osmotic pumps (Charles River labs,
L’Arbresle, France) placed intraperitoneally.
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Echocardiography

Animals were anesthetized with 2% isoflurane and examined with non
invasive echocardiography (echocardiograph Vivid 7 ultrasound, GE) four weeks
after surgery. Cardiac ventricular dimensions were measured on M-mode images at

least 5 times for the number of animals indicated.

Histomorphology

Ventricles were incubated in Carnoy’s fixative solution (Ethanol 60%,
chloroform 30%, acetic acid 10%), embedded in paraffin and transversally sectioned.
Interstitial fibrosis was evaluated by picric acid Sirius red staining for total
collagens [171]. The positively stained (red) fibrotic area was measured and
expressed as percent of total area using the Explora Nova Software (La Rochelle,
France) as described [172]. Cardiomyocytes cross-sectional area was evaluated
using image analysis software (SigmaScan Pro, SSI) after coloration with eosin-
hematoxillin (= 150 cells counted per heart).

Mean arterial Pressure

Mice were anesthetized with Inactin. Arterial pressure was measured during
15 min with a Gould pressure transducer joined to a polyethylene catheter (PE 50)
inserted into left femoral artery.

Real-time quantitative PCR

Extraction of RNA from cardiac ventricles was performed using column
affinity purification (Qiagen, Courtaboeuf, France). First-strand cDNA was
synthesized using the superscript Il RT-PCR system (Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France) with random hexamers. Negative controls without reverse transcriptase were
made to verify the absence of genomic DNA contamination. Real-time PCR was
performed in an ABI prism 7000 system (Applied Biosystem, Courtaboeuf, France) in
96-well plates. A 1/10 dilution of cDNA (5 ml) from RT reaction was mixed with
specific primers (Tableau 3) and SYBR green mix (Eurogentec, Angers, France).
Among 16 housekeeping genes, HPRT gene was chosen for normalization by the
2DCT method based on its stability in the model of aortic banding (GeNorm tool).
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Name Identification PRIMERS
ANF Nppa 5'-AGAGTGGGCAGAGACAGCAAA-3'
5'-AAGGCCAAGACGAGGAAGAAG-3'
a-MHC Myh6 5'-CCACTTCTCCTTGGTCCACTATG-3'
5'-ACAAACCCACCACCGTCTCA-3!
B-MHC Myh7 5'-AGGTGGCICCGAGAAAGGAA-3'
5'-TGAGCCTTGGATTCTCAAACGT-3'
«o-SK-actin Actal 5'-TACCACCGGCATCGTGITG-3'
5'-CCAGGTCCAGACGCATGAT-3'
Collagen lll Col3al 5'-ACGTAGATGAATTGGGATGCAG-3'
5'-GGGTTGGGCAGTCTAGIG-3'
5-HT2a Htr2a 5'-CTGGACCGCTACGTGGCTAT-3'
5'-TATGGTCCACACCGCAATGA-3'
5-HT2g Htr2b 5'-CTCCCACTGGCCCTGTGT-3'
5'-ATAGCGGTCCAGGGAAATGG-3'
5-HT4 Htr4 5'-GGCCATCTTGGGCAACCT-3'
5'-AAGGCCAGAGACACAATGAAATAGT-3'
HPRT Hprt1 5'-TCAGTCAACGGGGGACATAAA-3'

5-'GGGGCTGTACTGCITAACCAG-3'

Tableau 3 : Primer séquences

Assays of 5-HT

Assays for 5-HT were performed with specific and sensitive high pressure
liquid chromatography (HPLC) methods with coulometric detection.

Ventricular tissues were dissected, rinsed in saline (NaCl 0.9 %),
transversally cut, wiped on absorbing paper to remove excessive blood and snhap
frozen in liquid nitrogen. For analysis, tissues were homogeneously grinded in HCIO4
(0.1 M) with ascorbic acid (0.3 mM) and centrifuged at 12000 g for 5 min. Supernatant
(50 ml) was injected into the chromatographic system, as previously described [173].
The minimum quantifiable level was 0.025 ng/mg tissue for 5-HT.

Whole-blood samples were obtained on orbital sinus from anesthetized mice
(Isoflurane 4%). Samples were mixed with serum albumine 4% and N-methyl-5-HT
as an internal standard. Then, 0.5 ml of 0.6 M sodium carbonate-sodium bicarbonate
buffer and 8 ml of an organic phase containing dichloro-methane and N-butanol
(75:25 v/v) were added. The mixture was homogenized and the organic layer was
transferred into a tube containing KH,PO4 0.1 M (pH 2.3). After centrifugation, 50 ml
of the aqueous solution was injected into the chromatographic system, as
described [174].
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Assays of MAO activity

Mice ventricular tissues were homogenized in sodium phosphate buffer (50
mM, pH 7.5) supplemented with protease inhibitors. Crude extracts of proteins (80
mg) were incubated at 37°C for 20 min, in the presence of 400 mM of [**C]serotonin
or 100 mM of b[*C]phenylethylamine to measure MAO-A and MAO-B activities,
respectively [149]. To define non specific activities, MAO-A inhibitor clorgyline and
MAO-B inhibitor deprenyl were used (0.1 mM). The reaction was ended by the
addition of 0.1 mL of HCI, 4N at 4°C. The reaction product was extracted (efficiency
92%) with 1 mL of ethyl acetate/toluene (v/v), and the radioactivity contained in the

organic phase was counted in a liquid scintillation spectrometer.

Western blot

Ventricular homogenates in RIPA Buffer (25 mM Tris pH 7.6, 150 mM Nacl,
1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS) were electrophoresed through 10%
Tris/glycine gels and transferred to PVDF. Membranes were blocked in 5% nonfat
dried milk in 0.1% Tween 20 in TBS (0.05 M Tris Base, 0.9% NaCl, pH 8.4) for 1 hour
at room temperature. 5-HT, receptor expression was monitored with monoclonal
antibody, clone G186-1117 (BD Biosciences, France). Tubulin expression was
analyzed with monoclonal anti-b-tubulin antibody (Millipore, Molsheim, France). The
proteins were visualized using a horseradish peroxidase-linked secondary antibody
and ECL detection (Covalab, Lyon, France). Protein concentrations were determined
by the copper bicinchoninic acid method (Perbio Science, Brebieres, France).

Statistical Analysis

Results are expressed as mean = SEM. Statistical comparison of the data
was performed using the t-test for comparison between two groups or one-way
analysis of variance and the post hoc Tukey test for comparison of more than two
groups. A value of P < 0.05 was considered significant.

Results

Characterization of cardiac MAO activities, cardiac 5-HT receptors and
whole-blood 5-HT in MAO-A KO mice

MAO activities were determined in cardiac tissues using **C-5-HT and *C-

bPEA as selective substrates for MAO-A and MAO-B, respectively. Consistent with
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previous studies [168, 175], we found that both isoforms are present in the murine
heart with a greater expression for MAO-B than MAO-A (Figure 23A, B). As
expected, MAO-A activity was undetectable in the hearts from MAO-A KO animals.
Moreover, as previously demonstrated in the brain, no compensatory up-regulation of
MAO-B activity was observed in the heart [176]. To evaluate the consequence of
MAO-A invalidation on the accumulation of its selective substrate, we measured
whole-blood 5-HT concentrations using HPLC (Figure 23C). MAO-A KO mice
displayed a significant increase in whole-blood 5-HT compared to WT mice.
Modifications in serotonin receptor mRNAs were evaluated by real-time PCR in
ventricular tissues. 5-HT,a MRNA expression was increased in KO mice whereas 5-
HT2s mMRNA levels remained unchanged (Figure 23D, E). 5-HT, receptor mRNA was
not detectable in ventricle tissues from WT and MAO-A KO mice (data not shown). In
order to confirm the modifications in 5-HT,s expression at the protein level, we
performed immunoblot experiments on ventricular samples (Figure 23F, G).
Densitometric analysis demonstrated significant increase in 5-HT,a receptors in
ventricles from MAO-A KO mice. In conclusion, mice with deletion of MAO-A display
increased levels of peripheral 5-HT and overexpression of 5-HT,a receptors in the
heart.
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Figure 23 : Characteristics of MAO-A KO mice

(A, B) MAO-A activity was determined using 400 mM C-5-HT as a specific substrate and
MAO-B activity using 100 mM “C-bPEA. Restults are expressed as difference between total and non-
specific activities, the latter being defined in the presence of selective inhibitors clorgyline (10'7 M) and
deprenyl (10'7 M) for MAO-A and MAO-B, respectively.

(C) Determination of whole-blood 5-HT in WT and MAO-A KO mice by HPLC (N=5-7).

(D, E) mRNA expression of 5-HT,5 and 5-HT,g receptors in the ventricles from WT and KO
mice by real-time PCR. Results are expressed as fold over WT (N=5).

(F) Western-blot on ventricular samples from WT and KO mice with anti-5-HT,5 (upper
panel) or anti-b-tubulin (lower panel) antibodies. Brain homogenate serves as a positive control.
Densitometric analysis is shown in

(G) (N=4). p, t-test between WT and KO mice. N.D.: Not Detectable.
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Increased hypertrophic response to aortic banding in MAO-A KO mice

To assess the consequences of peripheral increase in 5-HT on pressure-
overload hypertrophy, we used a model of ascendant aortic banding in mice.

Cardiac function and morphology were analyzed by non-invasive
echocardiography (Tableau 4). At baseline, we observed left ventricular dilatation in
MAO-A KO mice without modifications in fractional shortening (FS) compared to age-
matched WT. In addition, heart rate was lower in MAO-A KO mice. To assess the
possible modifications in arterial pressure due to MAO invalidation, we realized
invasive catheter measures of arterial pressure. No change was evident in KO mice

compared to WT mice (Tableau 4).

Following 4 weeks of aortic banding, a significant increase in interventricular
septum thickness (IVST) and posterior wall thickness (PWT) was observed in both
WT and KO animals, which is a consequence of pressure-overload hypertrophy
(Tableau 4). Interestinlgy, increases in IVST and PWT were more pronounced in KO
animals compared to WT animals (IVST, 1.03+0.02 vs 0.91+0.02 mm, p=0.0002;
PWT, 1.01+0.03 vs 0.93+0.02 mm, p=0.02, in banded KO vs banded WT,
respectively). No statistical differences in terms of fractional shortening (FS) were
observed (Tableau 4).

WT MAO-A KO

Sham Banded Sham Banded
No. of animals 7 9 7 7
IVST (mm) 0.71+0.02 0.91+0.02* 0.69+0.01 1.03+0.02*8
DPWT (mm) 0.75+0.02 0.93+0.02* 0.71+003 1.01+003*8
LVEDD (mm) 3.84+0.08 3.80+0.07 412+008* 4.00+0.13
LVESD (mm) 2.84+0.07 2.72+0.06 3.13+0.08* 2.88+0.11
FS (%) 26.1+12 28.7+0.7* 23.1+14 28.3+1.5*
Rate bpm 4282+129  408.5+20.2 368.0+18.5" 353.9+13.0
Mean arterial 825+36 ND 835+32 ND

pressure (mm Hg)

Tableau 4 : Echocardiographic and Mean Arterial Pressure measurements in WT and KO mice after
aortic banding

IVST: Interventricular septum thickness; PWT: posterior wall thickness; LVEDD and LVESD: left-
ventricular end-diastolic and end-systolic dimensions, respectively; FS: fractional shortening.

*. p<0.05 banded versus sham-operated mice; #: p<0.05 sham KO versus sham WT mice; §:

p<0.05 banded KO versus banded WT mice; ND: Non Determined.
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Morphometric analysis in post-mortem animals demonstrated that heart/body
weight (HW/BW) ratios were significantly higher in KO-banded animals than WT-
banded animals (5.7£0.2 vs 4.8+0.2 mg/g, respectively, p=0.004) (Tableau 5).
Similarly, ventricle/body weight (VW/BW) ratios were also higher in KO-banded
animals than WT-banded animals (4.5+0.1 vs 3.9+£0.2 mg/g, respectively, p=0.006).
We did not observe significant changes in body weight when comparing WT
(35.2+0.7 g) and KO (33.1+1.5 g) mice. Next, we performed specific measurements
of cardiomyocyte cross-sectional areas on transverse sections of the hearts (Figure
24A, B). Again, we found a greater increase in cardiomyocytes size in KO-banded
animals compared to WT-banded animals (455 + 34 vs 369 + 13 mm?).

Wild-type KO MAO-A

Sham Banded Sham Banded
No. of animals 8 8 6 8
Body weight, g 36.1+13 35.2+0.7 33.2+15 33115
Heart weight, mg 144+7 170+ 5* 143+2 187 £+ 8*
Ventricles weight, mg 11514 138+4* 12043 149+ 7*
Lung weight, mg 174+18 179+ 12 146410 185+ 11*
Heart wt/body wt, mg/g 40+0.1 48+0.1* 43+0.2 5.7+0.2*%
Ventricles wt/body wt, mg/g 3.2+0.1 3.9+0.2% 3.7+0.1 45+0.1%8
Lung wt/body wt, mg/g 48+0.4 5.1+03 4.5+0.5 5.7+0.5

Tableau 5 : Morphometric analysis in WT and KO mice

*: p<0.05 banded versus sham-operated mice; §: p<0.05 banded KO versus banded WT mice.

Modification of genes involved in cardiac remodeling was evaluated by real-
time RT-PCR (Figure 24C). At baseline, MAO-A KO mice underwent some cardiac
remodeling with increased expression of ANF, bMHC, and a tendency for decreased
expression of aMHC. In banded animals, deletion of MAO-A resulted in greater
expression of ANF, aSK-actin and b-MHC compared to WT banded animals.
Expression of a-MHC was not statistically different. This feature is typical of a foetal
gene program activated during cardiac remodeling in rodents. Taken together, these
data show that MAO-A deletion produces exacerbation of pressure-overload-induced
cardiac hypertrophy in mice.
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Figure 24 : Measurements of cardiac hypertrophy induced by aortic banding in WT and

MAO-A KO mice

(A, B) Cardiomyocytes cross-section areas determined on hematoxylin-eosin stained

sections (N=5) using SigmaScan Pro (~150 cells/heart) with representative image on the left panel

(x400 magnitude).

(C) Real-time PCR in ventricles from KO and WT mice (N=5). Expression of the gene of

interest is normalized to HPRT by the method of 2DCT, and results are expressed as fold over WT

mice. p, one-way analysis with post hoc Tukey test.
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Increased fibrosis in response to aortic banding in MAO-A KO mice.

To analyze the impact of 5-HT accumulation on ventricular fibrosis, whole
heart collagen was stained with Sirius red and expressed in percent of myocardial
area (Figure 25A, B). At baseline, whole heart collagen staining with Sirius red was
significantly elevated in KO (3.9 + 0.8% of myocardial area) compared to WT animals
(1.4 £ 0.3%) (p < 0.05) (Figure 25B) whereas collagen 1l mRNA remained
unchanged (Figure 25C). After aortic banding, MAO-A KO mice displayed enhanced
fibrosis compared to WT mice as demonstrated by Sirius red staining (Figure 26A, B)
and collagen 1l expression by real-time PCR (Figure 26C).
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Figure 25 : Myocardial fibrosis in WT and MAO-A KO mice

(A, B) Collagen contents on paraffin sections from WT and MAO-A KO mice stained with
Sirius-red. Images were obtained with 200X magnification scale. Collagen content was analyzed with
Explora Nova Mosaic Software and expressed as percent of myocardial area. Mean data + s.e.m. from
5 hearts is shown in (B). Representative image is shown in (A).

(C) Collagen Il mRNA expression by real-time PCR expressed as fold over WT sham mice

(N=5). p, one-way analysis with post hoc Tukey test.
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Based on previous experimental models that demonstrated valvular fibrosis
associated with 5-HT administration in the rat [103], we performed histological
examination of the valves in KO mice. Analysis of aortic valves with Masson’s
trichrome did not reveal any changes in the morphology or collagen content (data not

shown).

Effect of pressure overload on cardiac serotonin levels and serotonin
receptors expression

We evaluated changes in 5-HT concentrations in banded WT and KO hearts
by HPLC. Six weeks after aortic banding, cardiac 5-HT concentrations were
unchanged in WT mice whilst they were significantly increased in MAO-A KO mice
(0.49+0.01 vs 0.39£0.03 ng/mg tissue in banded and sham KO hearts, respectively, p
= 0.01) (Figure 26A). Interestingly, at baseline, we observed a 1.9 fold increase in
cardiac 5-HT in MAO-A KO mice, which is very close to the difference observed in
whole-blood 5-HT (Figure 23C). Serotonin receptor mRNAs were measured in aortic-
banded and sham-operated mice. As depicted in figure 4B, 5-HT,o mMRNA expression
remained elevated in MAO-A KO mice after aortic banding, and was higher than that
of WT mice. No significant differences in any of the four groups were observed for 5-
HT.,s mMRNA expression (Figure 26B).
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Figure 26 : Cardiac 5-HT levels and 5-HT,a, 5-HT,z mMRNA expression after aortic banding
in WT and KO mice

(A) Cardiac 5-HT concentrations measured by HPLC in ventricles from WT and MAO-A KO
mice, after aortic banding or sham-operation.

(B) 5-HT,4 and 5-HT,g mRNA expression by real-time PCR expressed as fold over WT sham
mice (N=5).

p, one-way analysis with post hoc Tukey test.

Role of serotonin receptor antagonists in pressure overload-hypertrophy

RT-PCR experiments indicated that 5-HT,a but not 5-HT,z receptors were
upregulated in cardiac tissues from MAO-A KO mice at baseline and after aortic
banding (Figure 26B). In order to better understand the role of these receptors and to

demonstrate the importance of 5-HT in cardiac hypertrophy, we administrated the 5-
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HT2a receptor antagonists ketanserin or M100907 by osmotic pumps during 4 weeks
in sham and aortic banded animals. The reference compound ketanserin displays
about ~100-fold selectivity toward 5-HT,a receptor compared to 5-HT,g subtype, but
presents weak al-adrenergic receptor antagonist properties [177]. On the other
hand, M100907 is described as one of the most selective 5-HT,a receptor antagonist
both in vitro and in vivo [177-179]. In sham-operated mice, antagonist administration
did not modify cardiac parameters measured by morphological and
echocardiographic approaches (Tableau 6).

WT MAO-A KO
Sham Aortic banding Sham Aortic banding
IVST (mm) Vehicle 0.63+0.01 0.91+0.02 0.62+0.01 1.01+0.01
Ketanserin 0.63+0.02 0.81+0.02* 0.64+0.02 0.83+0.02*
M100907 0.69+0.01 0.73+0.01% 0.66+£0.02 0.77+0.02%
PWT (mm) Vehicle 0.73+0.03 0.93+0.02 0.63+£0.01 1.04£0.05
Ketanserin 0.64+0.02 0.82+0.02 067+0.01 0.85+0.02*
M100907 0.74+0.01 0.79+0.01° 0.63+0.01 0.78+0.02°
HW/BW (mg/g) Vehicle 4.52+0.31 5.63+0.34 4.66+0.18 6.63+£0.33
Ketanserin 439+0.13 5.69+0.16 4.85+0.44 5.60+0.34*
M100907 4.01+£0.20 5.53+0.31 4.76+0.03 5.53+0.15%

Tableau 6 : Morphometric measurements in WT and KO mice after administration of Vehicle or 5-
HT,a antagonists ketanserin or M100907 by osmotic pumps

IVST: Interventricular Septum Thickness; PWT: Posterior Wall Thickness; HW/BW: Heart Weight to
Body Weight Ratio.

#: p<0.05 Ketanserin vs vehicle; § : p<0.05 M100907 vs vehicle

In contrast, after aortic banding, both ketanserin and M100907 significantly
decreased IVST and PWT as measured by echocardiography (Figure 27A, B).
Interestingly, the effects of 5-HT,a antagonists were more pronounced in KO mice, in
which IVST, PWT and HW/BW ratios decreased to the values found in WT mice after
aortic banding (Figure 27, Tableau 6). These data show that the exacerbation of
ventricular hypertrophy in the absence of MAO-A is related to accumulation of 5-HT

and stimulation of 5-HTa receptors.
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Figure 27 : Effect of Ketanserin and M100907 on cardiac hypertrophy induced by aortic
banding

Echocardiographs measurements 4-weeks after surgery in banded-WT and banded-KO
mice treated with vehicle (DMSO 10% in NaCl 0.9 %), Ketanserin (1 mg/kg/day) or M100907 (0.1
mg/kg/day) (N=7).

IVST: Intraventricular septum thickness; PWT: Posterior wall thickness, expressed in mm.

p: one-way analysis with post hoc Tukey test.
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Discussion

The present study provides evidence for a role of MAO-A in cardiac
remodeling during normal and pressure-overload conditions through the regulation of
peripheral 5-HT levels.

We found that MAO-A deletion was associated with about 2-fold increase in
whole-blood 5-HT. Since 99 % of whole-blood 5-HT is stored in platelets, our data
indicate that the absence of peripheral MAO-A in various tissues, especially liver and
lung which possess high 5-HT degrading activity, leads to an enhancement of
peripheral 5-HT, which is absorbed and stored in platelets. Our data are consistent
with increased platelet 5-HT content in patients with MAO-A deficiency [167] and in
mice treated with moclobemide, a MAO-A inhibitor [174].

A relationship between circulating levels of 5-HT and cardiac dysfunction has
been suggested by previous studies [103, 148, 180]. One of these studies concerns
the consequences of inactivation of the plasma membrane 5-HT transporter, 5-HTT.
Internalization into the cells is a preliminary step toward 5-HT degradation by the
mitochondrial enzyme MAO-A. Interestingly, the phenotype of MAO-A KO mice at
baseline displays some features of 5-HTT-deficient mice [148]. 5-HTT deficiency led
to the development of ventricular dilatation and dysfunction, together with interstitial
and valvular fibrosis. However, unlike 5-HTT-deficient mice, we did not observe
valvular fibrosis in MAO-A KO mice. Such disparity may be related to the availability
in peripheral 5-HT concentrations. Indeed, it has been shown that valvular fibrosis
occurs at high 5-HT concentrations [103, 164, 181, 182]. In MAO-A KO mice, we only
found a 1.6-fold increase in whole-blood 5-HT, a difference which may be insufficient
to produce valvular damage.

When exposed to pressure overload, MAO-A KO mice displayed enhanced
accumulation of 5-HT in the heart and exaggerated ventricular remodeling compared
to WT mice, as assessed by echocardiography, gross morphology, size of
cardiomyocytes and fibrosis. Regarding the origin of 5-HT in the heart and its
regulation during aortic constriction, several sources, including the heart itself and
platelets, need to be considered since cardiac 5-HT does not appear to be
associated with serotoninergic nerve endings [118, 183]. Recent data demonstrated
that aortic banding in rats produced an increase in whole-blood 5-HT

concentrations [184]. In addition, platelet activation was detected in patients with
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hypertrophic cardiomyopathy due to left ventricular outflow tract obstruction [185]. In
agreement with this, we found that myocardial 5-HT content was augmented in MAO-
A KO mice following ventricular pressure overload. Interestingly, such modifications
were not observed in WT animals, indicating that normal expression of MAO-A plays
a critical role in the clearance of 5-HT in cardiac tissue.

To investigate the mechanism of action of 5-HT in cardiac hypertrophy during
pressure overload, we administrated two different 5-HT,a receptor antagonists in
mice. 5-HT,a receptor emerged as a good candidate because it was overexpressed
in the myocardium of MAO-A KO mice and in different models of cardiac
hypertrophy [147]. Moreover, in human, 5-HT,a receptors have already been
demonstrated to be upregulated in heart failure [147] and 5-HTa receptor antagonist
ketanserin reduces left ventricular hypertrophy during hypertension [186]. In our
study, we found that, in WT mice, administration of 5-HT,a receptor antagonists only
partially reduced the deleterious effects of aortic banding on ventricular morphology.
In contrast, those compounds strongly prevented exacerbation of cardiac
hypertrophy observed in MAO-A KO mice. These results indicate that, in situations in
which 5-HT accumulates into the heart, 5-HT,a receptors become a privileged target
mediating ventricular hypertrophy during pressure overload. Our data are consistent
with a recent study which identified 5-HT,a receptors as potential regulators of
cardiomyocytes hypertrophy [165].

Our results show that inactivation of MAO-A is associated with increased
MRNA and protein expression of 5-HT,a receptors. Interestingly, such
overexpression is not observed with 5-HT,g receptor. Overexpression of 5-HTja
receptors in MAO-A KO mice is intriguing since G-protein-coupled receptors are
generally down-regulated in the presence of excessive substrate. However, 5-HT2a
receptors have shown atypical regulation properties in different cell-types, and have
already been demonstrated to be up-regulated by 5-HT or by synthetic agonists in
vitro [187]. Therefore, further studies will be necessary to determine whether 5-HTza
overexpression in the heart depends on the increase in peripheral 5-HT, or on
alternative mechanism present in MAO-A KO mice.

Interestingly, MAO-A was recently identified as a relevant source of hydrogen
peroxide (H20,) in the heart, which is generated during 5-HT metabolism [149]. In
addition, H,O, was demonstrated to act as a signalling intermediate in cardiomyocyte
hypertrophy in vitro [46, 149, 152]. However, based on our study, MAO-A/H,0,
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pathway does not play a major role in this model of cardiac hypertrophy. This
signaling pathway may become predominant in situations where large amounts of 5-
HT are released, like in platelet activation following ischemia-reperfusion [151]. In
addition, MAO-A/H,0, pathway could play an important role in particular situations
with enhanced MAO-A expression such as cardiac ageing [149].

In conclusion, our experiments demonstrate a role for MAO-A in the
regulation of peripheral 5-HT and ventricular remodeling. These results supply new
insights on the function of 5-HT and MAO-A in the heart and underline their
importance in cardiac pathology.

Conclusion

Nos travaux démontrent que les effets de la MAO-A dans I'apparition de
I’hypertrophie au cours du remodelage ne sont pas médiés par les ERO mais par la
régulation de son substrat, la sérotonine, via son récepteur 5-HT,a. Ces résultats ont
été réecemment confirmés par Kaludercic et coll. qui démontrent que I'inhibition de la
MAO-A ne prévient pas I'apparition de hypertrophie concentrique en réponse a la
sténose aortique mais prévient [l'apparition d'une dysfonction systolique
ventriculaire [188]. Nos résultats et les données de Kaludercic et coll. suggérent que
la MAO-A module la réponse hypertrophique induite par la surcharge barométrique
en régulant les taux de sérotonine qui agirait sur le myocarde via son récepteur 5-
HT,a. Dans les travaux de Kaludercic et coll., le stress oxydant induit par la MAO-A
interviendrait dans I'apparition d’'une dysfonction systolique ventriculaire, marquant le

tournant entre hypertrophie adaptative et hypertrophie maladaptative [188].

Nos travaux démontrent que la voie sérotonine — récepteur 5-HT,a participe
au remodelage ventriculaire en permettant [I'apparition d'une hypertrophie
concentrique et d'une fibrose interstitielle en réponse a la surcharge barométrique.
Ces résultats ont été confirmés par des études in vitro montrant que le récepteur 5-
HT.a est impliqué dans I'hypertrophie des cardiomyocytes [189, 190] et I'activation
des fibrosblastes cardiaques [191]. Pourtant, le réle du récepteur 5-HT,n dans
I'apparition d’'une dysfonction systolique ventriculaire et de I'IC n’est pas connu. En
effet, si son role dans l'apparition de I'hypertrophie ventriculaire est maintenant bien
établi, ses effets fonctionnels sur le myocarde en réponse a la surcharge

barométriqgue ne sont toujours pas préecises.
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The potential role of serotonin (5-HT) in cardiac function has generated much interest in recent years. In
particular, the need for a tight regulation of 5-HT to maintain normal cardiovascular activity has been
demonstrated in different experimental models. However, it remains unclear how increased levels of 5-HT
could contribute to the development of cardiac hypertrophy. Availability of 5-HT depends on the
mitochondrial enzyme monoamine oxidase A (MAO-A). Therefore, we investigated the consequences of

gfmord& MAO-A deletion on ventricular remodeling in the model of aortic banding in mice. At baseline, MAO-A
MAO-A deletion was associated with an increase in whole blood 5-HT (39.4£ 1.9 uM vs. 24.0£ 0.9 uM in KO and WT
Hypertrophy mice, respectively). Cardiac 5-HT3, but not 5-HT,g receptors were overexpressed in MAO-A KO mice, as
Fibrosis demonstrated by real-time PCR and Westem-blot experiments. After aortic banding, MAO-A KO mice
Remodeling demonstrated greater increase in heart wall thickness, heart to body weight ratios, cardiomyocyte cross-
5-HTza section areas, and myocardial fibrosis compared to WT. Exacerbation of hypertrophy in KO mice was

associated with increased amounts of 5-HT in the heart. In order to determine the role of 5-HT and 5-HT,,
receptors in ventricular remodeling in MAO-A KO mice, we administered the 5-HT,, receptor antagonists
ketanserin (1 mg/kg/day) or M100907 (0.1 mg/kg/day) during 4 weeks of aortic banding. Chronic
administration of these antagonists strongly prevented exacerbation of ventricular hypertrophy in MAO-A
KO mice. These results show for the first time that regulation of peripheral 5-HT by MAO-A plays a role in
ventricular remodeling via activation of 5-HT24 receptors.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Serotonin (5-HT) is a neurohormone participating in a wide range of
physiological functions. The role and mechanisms of action of 5-HT have
been extensively investigated in the central nervous system. However,
its role in cardiovascular regulation is still not well understood. In the
periphery, 5-HT is mainly synthesized by enterochromaffin cells of the
intestine, It is secreted into the blood and taken up by platelets, which
constitute the richest reservoir of 5-HT in the periphery. Following
platelet activation, 5-HT is released into the blood to activate specific
serotonin receptors expressed in target tissues.

The potential role of 5-HT in cardiac function, as well as its
involvement in cardiovascular disorders has generated considerable

* Corresponding author. INSERM U858, BP 84225, 31432 Toulouse Cedex 4, France.
Tel.: +33 562 17 29 53; fax: +33 561 32 56 22.
E-mail address: jeanne.perez@inserm.fr (J. Mialet-Perez).

0022-2828/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.yjmcc.2008.12.017

interest in recent years. In particular, the need for balanced levels of 5-
HT to maintain normal cardiovascular activities has been highlighted
in different experimental models and clinical studies. In humans, an
important raise in blood 5-HT occurs in carcinoid syndromes, which is
responsible for valvular heart disease and cardiac failure [1]. More-
over, increase in plasma 5-HT following infusion in the rat, or by
genetic deletion of the 5-HT transporter in mice, is responsible for
valvular fibrosis and ventricular dysfunction [2,3]. Altogether, these
studies indicate that deregulation in peripheral 5-HT levels provokes
adverse effects on the heart. However, no direct evidence has been
made concerning the consequences of increased 5-HT levels on the
onset and progression of cardiac hypertrophy in response to excessive
hemodynamic load.

The mechanism of action of 5-HT in the heart is complex and may
involve different subtypes of receptors. In particular, 5-HT,4 and 5-
HT,p receptors present in the myocardium have been described as
potential targets for 5-HT induced hypertrophy, along with 5-HT,
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Travaux de recherche

fondamentale : Deuxieme étude
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Avant-propos

Cette premiere étude confirme le réle de la sérotonine et de son récepteur 5-
HT.a dans le remodelage ventriculaire tant en conditions de bases qu’en conditions
de charge. Pourtant, dans ces conditions expérimentales, méme si les souris
déficientes en MAO-A développent les stigmates biologiques du remodelage
ventriculaire, aucune n’atteint le stade de [I'IC avec dysfonction systolique
(hypertrophie excentrique).

L’objectif de cette deuxieme étude a été d’étudier le rdle de la sérotonine au
travers de son récepteur 5-HT,5 dans I'hypertrophie ventriculaire et la transition de
I'hypertrophie concentrique vers [I'hypertrophie excentrique avec dysfonction
systolique qui caractérise I'évolution naturelle de I'IC.

Introduction

L’IC est maintenant admise comme une pathologie circulatoire dans laquelle
la mise en jeu des systémes d'adaptation neuro-hormonaux entretient la
vasoconstriction  périphérigue et le remodelage ventriculaire. Aussi, la
compréhension des effets des systemes d’adaptation neuro-hormonaux sur le
remodelage ventriculaire est d’'un intérét majeur dans le développement de nouvelles

thérapeutiques visant a stopper la progression de I'lC.

La physiopathologie de I'IC fait du remodelage ventriculaire I'aboutissement
d'une surcharge cardiague, quelle soit barométrique (post-charge) ou volumétrique
(pré-charge). Il est maintenant admis qu’il existe deux voies d’hypertrophie
cardiaque : l'une physiologique, en réponse a l'exercice ou la grossesse, l'autre
pathologique, en réponse a la surcharge cardiaque, toutes deux répondant a des
voies de signalisation indépendantes [32, 192]. Aussi, dans [I'hypertrophie
physiologique, le maintien du ratio paroi/rayon du ventricule explique I'absence de
dysfonction myocardique par la normalisation de la contrainte pariétale, suivant la loi
de Laplace. Au niveau histologique, I'hypertrophie physiologique se caractérise par
une hypertrophie harmonieuse des cardiomyocytes mais ne développe pas les

autres modifications qui accompagnent le remodelage ventriculaire comme

118



Deuxieéme étude

'augmentation de la fibrose interstitielle [24]. Au contraire, dans I'lC, 'augmentation
pathologique de la charge, en dilatant les ventricules, fait chuter le ratio paroi/rayon
du ventricule, a l'origine d'une augmentation de la contrainte pariétale et de
I'activation du remodelage ventriculaire qui caractérise I'hypertrophie pathologique.
L’hypertrophie cardiaque a alors pour objectif de normaliser la contrainte pariétale en
augmentant I'épaisseur de la paroi. Au niveau histologique, [I'hypertrophie
pathologique se caractérise par un allongement des cardiomyocytes et des

modifications de la MEC a I'origine de la fibrose interstitielle [24].

Dans des conditions de surcharge barométrique, comme I'HTA ou le
rétrécissement aortique, I'hypertrophie cardiagque va évoluer en deux phases: une
phase d’hypertrophie concentrique dite « adaptative » ou « compensatrice » puis une
phase d’hypertrophie excentrique dite « maladaptative » qui mene a la dysfonction
systolique. Les places respectives de I'hypertrophie adaptative et de I'hypertrophie
maladaptative dans la progression de I'lC restent mal définies. Des travaux
démontrent que [linhibition de la voie de signalisation hypertrophique de la
calcineurine-NFAT en réponse a la sténose aortique aboutit a une diminution de la
fonction systolique du myocarde et a I'apparition d’'une insuffisance cardiaque, pour
une méme contrainte pariétale [193]. Ces travaux suggérent que cette voie de
signalisation hypertrophique en réponse a la surcharge barométrique serait
bénéfique en prévenant la transition vers I'lC. D’'autres travaux démontrent au
contraire que la prévention de I'hypertrophie compensatrice en réponse a la sténose
aortique par I'administration d’'un antagoniste de l'aldostérone prévient I'apparition
d’'une hypertrophie excentrique et de la dysfonction systolique qui 'accompagne, et
améliore la survie [194]. Ces données suggerent qu'il puisse exister différentes voies
de signalisation indépendantes qui dirigent hypertrophie adaptative et hypertrophie
maladaptative, cette derniere conduisant a I'lC. La phase initiale d’hypertrophie
compensatrice (hypertrophie concentrique) serait bénéfigue en permettant la
normalisation de contrainte pariétale, alors que la phase d’hypertrophie
maladaptative (hypertrophie excentrique) serait délétére, conduisant a la dysfonction
systolique et aux signes cliniques de I'lIC. Si les données de la littérature s’accordent
sur le rble de la perte des cardiomyocytes dans cette transition [50, 51, 195], peu de

travaux éclairent sur les systemes qui amorcent cette transition.

Nos précédents travaux ont montré que le systéeme sérotoninergique jouait

un role dans le remodelage ventriculaire [162]. Dans un modeéle de souris déficientes
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en MAO-A, l'augmentation du taux sanguin en sérotonine s’accompagnait de
lapparition d'un remodelage ventriculaire associant hypertrophie des
cardiomyocytes, fibrose interstitielle et dilatation ventriculaire. Apres sténose
aortique, les souris déficientes en MAO-A développaient une réponse hypertrophique
exacerbée, prévenue par I'administration d’un antagoniste sélectif du récepteur 5-
HT.a. Cette réponse hypertrophique s’accompagnait des modifications histologiques
pathologiques qui accompagnent habituellement le remodelage ventriculaire.
Pourtant, aucune souris n’atteignait le stade de remodelage excentrique et de
dysfonction systoligue qui marque lhistoire naturelle de I'IC [162]. Ces résultats
forcent a s’interroger sur le réle du récepteur 5-HT,o dans la transition entre
hypertrophie adaptative et hypertrophie maladaptative. En prévenant la réponse
hypertrophique a la sténose aortique, I'administration d’'un antagoniste sélectif du
récepteur 5-HT,a prévient-elle de I'apparition d’une hypertrophie excentrique et de
rc?

Les travaux récents du laboratoire démontrent qu’in vitro, les faibles doses
de sérotonine sont responsables d’'une réponse hypertrophique du cardiomyocyte via
I'activation du récepteur 5-HT;a et la voie de signalisation calcineurine — NFAT [189].
Cet effet n'est pas retrouvé avec le récepteur 5-HT,g dont la signalisation
hypertrophique serait médiée par les fibroblastes cardiaques, et non le
cardiomyocyte, via le relargage de cytokines pro-hypertrophiques [196]. Le rGle du
récepteur 5-HT,an semble donc central dans les effets de la sérotonine sur les

cardiomyocytes au cours du remodelage ventriculaire.

L'objectif de ce travail a été d’étudier le réle du récepteur 5-HT,5 de la
sérotonine dans la phase de transition de [I'hypertrophie concentrique vers
I'hypertrophie excentrique avec dysfonction systolique par l'administration d'un
antagoniste sélectif du récepteur 5-HT,a, le M100907 (Sanofi-Aventis, France) chez

des souris soumises a une sténose aortique.
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Matériels et méthodes

Matériels

L'isoflurane a été fourni par Sigma-Aldrich (L’isle d’Abeau Chesnes, France).
Le M100907 [R-(+)-a-(2,3-dimethoxyphenyl)-1-[2-(4-fluorophenyl)ethyl-4-
piperidinemethanol] a été généreusement offert par Sanofi-Aventis (Paris, France).

Animaux

Les souris C57BI6, agées de 8 a 10 semaines, (Charles River, L'Arbresle,
France) ont été placées dans des cages standard dans un environnement controlé
pour la température (20°C), I'humidité (45%) et la photopériode (12h jour/12h nuit).
Les animaux ont regu une alimentation standard et de I'eau de boisson ad libitum. Le
protocole expérimental a débuté 8 jours apres réception des animaux de facon a
éviter tout effet de stress lié au changement de stabulation.

Sténose aortique

La sténose aortique a été réalisée sous anesthésie générale gazeuse
(Isoflurane, 4% a linduction puis entretien a 2%), chez 20 souris intubées et
ventilées, maintenues a une température corporelle constante de 38+0,1°C. La
procédure microchirurgicale débute par une thoracotomie gauche en regard du 4°™®
espace intercostal et consiste a réduire la lumiere aortique par ligature de sa portion
ascendante (Prolene® non résorbalble 8.0) & un calibre de 26 gauges. L'ensemble
de la procédure a été réalisé sous microscope opératoire dans des conditions
d’asepsie rigoureuse et aprés acceptation du protocole (N°03-858-6-10). Vingt souris
du méme age ont subi la méme procédure chirurgicale sans ligature de l'aorte

(animaux shams).

Les animaux ont été traités pendant 8 semaines soit par un antagoniste
sélectif du récepteur 5-HT,a de la sérotonine, le M100907 (0,1 mg/kg/jour dilué dans
un volume minimum de 0,01 d'acide chlorhydrique puis dilué dans du sérum
physiologique pour atteindre sa concentration finale et ajusté a un PH 7,5), soit par
un placebo (DMSO 10%) administré par une pompe mini-osmotique Alzet (Charles
River, L'Arbresle, France) placée dans la cavité péritonéale.
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Echocardiographies

Les échocardiographies ont été réalisées 4 et 8 semaines apres la chirurgie,
sous anesthésie générale gazeuse par Isoflurane (1,5% sans induction), sur des

souris préalablement rasées sur la partie médiane du thorax.

L’acquisition des images a été réalisées par voie transthoracique a l'aide
d’un appareil Vivid 7 (General Electric Medical System) équipé d’'une sonde 13 MHz.
Les dimensions pariétales et cavitaire en fin de diastole (télédiastole) et en fin de
systole (télésystole) ont été mesurées en mode Temps-Mouvement et la fraction de
raccourcissement a été calculée a partir de ces mesures. Cing acquisitions
successives ont été réalisées pour étre moyennées. La fréquence cardiaque a été

mesurée en mode Temps-Mouvement.

Histologie

Les moitiés de cceur conservées dans une solution de Carnoy ont été
incluses dans la Paraffine et des coupes histologiques de 6 um ont été effectuées au

microtome.

Pour réaliser les différentes colorations, les coupes ont été déparaffinées (3
bains de toluéne, 5 min.), puis réhydratées par 3 bains successifs d'éthanol (100°,
95° et 50°, 5 min.) et un bain d’eau (5 min.).

Coloration au Rouge Sirius

Les coupes ont été mises a incuber 30 minutes dans une solution de Rouge

Sirius (F3B 0,1% saturé en acide picrique) avant d’étre rincées 5 minutes a I'eau.

Les lames ont été observées au microscope optique (Eclipse E400, Nikon) a
un grossissement x2. Les photographies (Microfire, Optronics) ont été analysées a
'aide du logiciel MorphoExpert 3.0 pour permettre la quantification de la fibrose
évaluée par la surface de collagéne rapportée a la surface totale de tissu.

Coloration éosine-hématoxyline

Les coupes ont été mises a incuber 10 minutes dans une solution d’éosine
1% avant d'étre rincées a I'eau (5min.). Elles ont ensuite été colorées avec de

I’hématoxyline (1 min.) puis ont été rincées a I'eau (5 min.).
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Les lames ont été observées au microscope optique a un grossissement x40,
3 champs ont été photographiés aléatoirement pour chaque lame. La surface des
cardiomyocytes a été moyennée a partir de 50 mesures par lame, réalisées a l'aide
du logiciel MorphoExpert 3.0.

Statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Les différences statistiques
entre les groupes ont été mesurées en utilisant le test de Student. Le seuil de
significativité a été fixé a p < 0,05.

Résultats

Phase d’hypertrophie concentrique

L’administration de M100907, antagoniste sélectif du récepteur 5-HTza,
durant les 4 semaines qui suivent la sténose aortique prévient partiellement
'apparition d'une hypertrophie concentrique (Figure 28A-B) mais s’accompagne
d’'une augmentation du diamétre télédiastolique du ventricule gauche (DTDVG;
Figure 28C). L’'augmentation de I'épaisseur pariétale et du diametre télédiastolique
du ventricule se traduisent par un maintien de I'index de remodelage ventriculaire
épaisseur/rayon (E/R) qui augmente chez les animaux soumis a une sténose
aortigue mais n'ayant pas recu de M100907 et développant une hypertrophie
concentrique (Tableau 7).

Shams Sténose aortique
Contréle M100907 Contréle M100907
0,38 0,36 0,41 0,34 * 8

Tableau 7 : Index de remodelage ventriculaire épaisseur/rayon 4 semaines aprés chirurgie avec ou
sans sténose aortique, avec ou sans administration de M100907

* . p = non significatif sténose aortique/shams ; 5. p < 0,005 contr6le/M100907

D’un point de vue histologique, I'administration de M100907 durant les 4
semaines qui suivent la sténose, prévient partiellement 'augmentation de la taille des
cardiomyocytes induite par la sténose (Figure 29A-B) mais ne prévient pas
'apparition de la fibrose interstitielle qui accompagne le remodelage ventriculaire
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(densité de fibrose interstitielle NaCl contre M100907 : 2,46 % contre 2,38 %, p =
0,9).

A ce stade, il n’'existe pas de différence en terme de fraction de
raccourcissement entre les groupes (Figure 28D) bien que les animaux avec sténose
aortique ayant recu du M100907 montrent une tendance a la diminution de la fraction
de raccourcissement (sténose aortique : M100907 contre contrdle, p = 0,07).

A Epaisseur du SIV en diastole (mm) c DTDVG (mm)
ns * %
0'9 * * 4‘5 ﬁ
0,8 4
0,7 35 T I
06 3
0,5 25
0,4 2
03 15
02 1
0,1 0,5
0 0
Contréle M100907 Controle M100907 Contrdle M100907 Contréle M100907

[ | Shams Bl Sténose aortique

B Epaisseur de la PP en diastole (mm) D FR (%)
1 ns 60 ns
* **
09 % l ns
08
T

0,7 40
0,6
0,5 30
04
03 20
0,2 10
0,1

0 0

Controle M100907 Controle M100907 Controle M100907 Contrdle M100907

Figure 28: Evolution des paramétres morphologiques échocardiographiques aprés 4
semaines de chirurgie avec ou sans sténose aortique, avec ou sans administration de M100907

DTDVG : diametre télédiastolique du ventricule gauche ; FR : fraction de raccourcissement ;
PP : paroi postérieure ; SIV : septum interventriculaire

*:p<0,05;*:p<0,005;ns:p = non significatif

124



Deuxieéme étude

Sténose
aortique

12000 P <001
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Sham + NaCl Sham + M100907 Sténose + NACL  Sténose + M100907

Figure 29 : Taille des cardiomyocytes (u m2) aprés 4 semaines de chirurgie avec ou sans
sténose aortique, avec ou sans administration de M100907

A : coupes transverses du ventricule gauche, coloration éosine-hématoxyline, grossissement
400.

B : surface des cardiomyocytes en pm?

NS : non significatif
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Phase d’hypertrophie excentrique

Au terme des 8 semaines qui suivent la sténose aortique, I'ensemble des
souris développe une hypertrophie myocardigue qui se manifeste par une
augmentation des épaisseurs pariétales du ventricule (Figure 30A-B).
L'administration de M100907 au cours de cette période s’accompagne d'une
augmentation du DTDVG (Figure 30C) et d'une diminution de la fraction de
raccourcissement (Figure 30D).

A Epaisseur du SIV en diastole (mm) c DTDVG (mm)
e
1 4,5 ns N
-k ns
09 4
I I
08 3,5
0,7 3
0,6
2,5
0,5
2
04
03 15
0,2 1
0,1 0,5
0 0
Controle M100907 Contrdle M100907 Contrdle M100907 Controle M100907
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Figure 30: Evolution des paramétres morphologiques échocardiographiques aprés 8
semaines de chirurgie avec ou sans sténose aortique, avec ou sans administration de M100907

DTDVG : diametre télédiastolique du ventricule gauche ; FR : fraction de raccourcissement ;
PP : paroi postérieure ; SIV : septum interventriculaire

*:p<0,05;*:p<0,005;**:p<0,0005;ns:p = non significatif
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A ce stade, l'index E/R est augmenté de facon similaire chez les animaux
traités par M100907 et chez les animaux non traités (Tableau 8).

Shams Sténose aortique
Contréle M100907 Controle M100907
0,31 0,30 0,45 * 0,44 * %

Tableau 8 : Index de remodelage ventriculaire épaisseur/rayon 8 semaines aprés chirurgie avec ou

sans sténose aortique, avec ou sans administration de M100907

*: p < 0,005 sténose aortique/shams ; S p = non significatif contr6le/M100907

Discussion

Cette étude préliminaire démontre que l'inhibition du récepteur 5-HT,a de la
sérotonine par un antagoniste sélectif, le M100907, aboutirait & I'apparition d’'une
hypertrophie excentrique avec dysfonction systolique ventriculaire, sans phase
d’hypertrophie concentrique habituellement observée en réponse a la surcharge
barométrique. Des résultats similaires ont été retrouvés chez les souris déficientes
en récepteurs al-adrénergiques et en récepteurs a I'ET-1 qui développent un
hypertrophie excentrique avec dysfonction systolique en réponse a la sténose
aortique [197, 198]. Les récepteurs al-adrénergiques sont, au méme titre que les
récepteurs 5-HT,, des récepteurs coulpés a la protéine G4, ce qui suggére que le
mécanisme d’action du récepteur 5-HT, aprés sténose aortique puisse passer par la

méme voie que celui des récepteurs al-adrénergiques.

Les précédents travaux du laboratoire réalisés in vitro démontrent que
'administration de faibles doses de sérotonine (conditions physiologiques) induit
I'hypertrophie des cardiomyocytes via le récepteur 5-HT,s activant la voie de
signalisation pro-hypertrophique calcineurine — NFAT [189]. Molkentin et coll. ont
démontré que la surexpression de la voie de signalisation calcineurine — NFAT était
a lorigine de l'apparition d'une hypertrophie concentrique, en dehors de toute
modification de charge, hypertrophie qui était prévenue par l'inhibition de la voie
calcineurine — NFAT [27]. Ces travaux démontraient également que la voie
calcineurine — NFAT médiait les effets de I'AT2 et la phenyléphrine, hormones se
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liant également a un récepteur couplé a la protéine G4. Nos travaux démontrent qu’in
vivo, linhibition du récepteur 5-HT,a prévient a court terme de l'apparition d’'une
hypertrophie concentrigue, mais s’accompagne a long terme d’une hypertrophie
excentrique avec dégradation de la fonction systolique ventriculaire gauche, sous la
forme d’'une augmentation du DTDVG et d’'une diminution de la FR, contemporaines
d’'une augmentation de I'épaisseur pariétale ventriculaire. Ces résultats s’accordent
avec les données de la littérature qui démontrent que l'inhibition de la voie de
signalisation hypertrophique de la calcineurine — NFAT en réponse a la sténose
aortique aboutit & une hypertrophie excentrigue avec dysfonction systolique
ventriculaire aboutissant a I'apparition d’'une IC [193, 199]. Ces résultats suggérent
gue le récepteur 5-HT,a suivrait un voie de signalisation commune des récepteurs
couplés a la protéine Gq, activant la voie de signalisation hypertrophique calcineurine
— NFAT permettant le développement d'une hypertrophie concentrique
compensatrice, qui serait un phénoméne adaptatif bénéfigue au cours de la
surcharge barométrique. D’autres travaux démontrent que l'inhibition des récepteurs
de I'aldostérone, qui sont des récepteurs nucléaires, améliore la survie chez la souris
soumise a une sténose aortique en prévenant I'apparition d’'une hypertrophie
excentrigue et la dysfonction systolique ventriculaires gauches via la diminution du
stress oxydant source d’apoptose et de modifications de la MEC [194]. Ces travaux
expliqueraient les effets bénéfiques des antagonistes des récepteurs de I'aldostérone
observés dans les essais cliniques [200, 201]. Ces données, et les résultats de nos
travaux, confirment que I'hypertrophie concentrique observée initialement au cours
de la surcharge barométrique est un phénomene adaptatif bénéfique qui
emprunterait une voie de signalisation autonome de I'hypertrophie maladaptative
d’apparition tardive s’accompagnant des modifications de la MEC et de la perte
cellulaire en cardiomyocytes a I'origine de la dysfonction systolique ventriculaire.

L’hypertrophie des cardiomyocytes, a lorigine dune hypertrophie
ventriculaire, ne serait donc pas nécessairement un phénomeéne délétére mais
pourrait se révéler nécessaire a lI'adaptation du myocarde a certaines conditions
physiologiques ou pathologiques. Ainsi, I'hnypertrophie physiologique induite par
I'exercice dépendrait de la voie PI3K — AKT [32, 36]. Dans leurs travaux, McMullen et
coll. démontrent que linhibition de la voie PI3K — AKT prévient I'apparition de
I'hypertrophie physiologique induite par I'exercice mais s’accompagne d'une
hypertrophie excentrique avec dysfonction systolique en réponse a la sténose
aortique, sans passer par la phase d’hypertrophie concentrique retrouvée chez les
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animaux contrdle soumis a sténose aortique. A l'inverse, la surexpression de la voie
PI3K — AKT augmente la réponse hypertrophique et la fonction systolique
ventriculaire gauche des souris soumises a une sténose aortigue et améliore la
survie des souris porteuses de cardiomyopathie dilatée [202]. Dans nos précédents
travaux, nous avons démontré que l'augmentation des concentrations en sérotonine
circulante était a l'origine d’'une augmentation de la réponse hypertrophique a la
sténose aortigue, et que cette réponse exacerbée était prévenue par I'administration
d'un antagoniste sélectif du récepteur 5-HT,a [162]. Les derniers travaux du
laboratoire démontrent que la sérotonine est capable de phosphoryler AKT via son
récepteur 5-HT,a [203]. Ces données suggérent que la sérotonine participerait a
I'hypertrophie concentrique compensatrice initialement induite par la sténose

aortique via son récepteur 5-HTa.

Pourtant, dans nos travaux, la réponse hypertrophique a la sténose aortique,
exacerbée par lI'augmentation des taux circulants de sérotonine, s’accompagnait
d’'une augmentation de la fibrose interstitielle myocardique, stigmate du remodelage
ventriculaire, prévenue par I'administration d’'un antagoniste sélectif du récepteur 5-
HT,a. Ces résultats corroborent les récents travaux du laboratoires qui démontrent in
vitro que la sérotonine relarguée par les plaquettes active les fibroblastes cardiaques
via son récepteur 5-HT,a, aboutissant a leur migration et a la sécrétion de MMP pro-
fibrosantes [191]. Le récepteur 5-HT,a aurait donc un effet paradoxal au niveau du
myocarde : effet bénéfique sur le cardiomyocyte en permettant une hypertrophie
compensatrice nécessaire au maintien de la fonction contractile dans des conditions
de surcharge barométrique, et effet délétére au niveau du fibroblaste en permettant
son activation aboutissant au remodelage de la MEC. Ces résultats laissent penser
gue I'hypertrophie ventriculaire induite par la sérotonine, bien que bénéfiqgue en
retardant I'apparition d’'une dysfonction ventriculaire, reléverait d’'un phénomeéne
pathologique se traduisant par [l'apparition d'une fibrose intramyocardique,
habituellement non retrouvée dans I'hypertrophie physiologique induite par I'exercice.

pY

Les mécanismes qui participent a la transition entre hypertrophie
concentrique et hypertrophie excentrique avec dysfonction systolique ventriculaire
restent encore méconnus. Les données des précédents travaux laissent penser que
l'apparition d’'une hypertrophie excentrique puisse étre meédiée par le stress
oxydant [194]. Les travaux de Grieve et coll. démontrent que la NADPH, impliquée

dans une grande partie des effets de I'angiotensine 2, participe a I'apparition d’'une
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fibrose intramyocardique et d'une dysfonction ventriculaire, mais n’'a pas d'effet sur
I'hypertrophie concentrique initiale provoquée par a la sténose aortique [204]. Les
précédents travaux du laboratoires ont démontrés in vitro qu’a haute concentration,
la sérotonine avait un effet pro-apoptotique via le stress oxydant induit lors de sa
dégradation de la MAO-A [151]. Gustafsson et coll. ont montrés que I'administration
de sérotonine provoquait I'apparition d’'une fibrose valvulaire [103]. L’ensemble de
ces données suggere que les effets de la sérotonine dépendent de sa concentration
plasmatique. Ainsi, a concentration physiologique, la sérotonine aurait un effet pro-
hypertrophique bénéfique mais contemporain d’un effet pro-fibrosant potentialisé par
I'élévation des taux de sérotonine plasmatique a l'origine d’'une augmentation du

stress oxydant et s’accompagnant d’apoptose.

En conclusion, nos travaux démontrent que la sérotonine via son récepteur
5-HT,a permet I'apparition d’'une hypertrophie compensatrice bénéfique au cours de
la surcharge barométriqgue, prévenant l'apparition d'une dysfonction systolique

ventriculaire.
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Travaux de recherche clinique :
Etude SERAOPI
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Avant-propos

Nos précédents travaux nous ont amenés a nous interroger sur le role de
l'activation plaquettaire et de la MAO-A dans la régulation des taux circulants de
sérotonine plasmatique et de ses effets sur le myocarde au cours du remodelage
ventriculaire. Dans cette étude réalisée chez 'homme, nous étudieront I'activation
plaguettaire et les taux sanguins et plasmatiques de sérotonine et de son métabolite,
le 5-HIAA, en fonction de la réponse ventriculaire au rétrécissement aortique (RAO0)

serré.

Nous supposons que la turbulence de flux induite par la sténose aortique est
a lorigine dune activation plaguettaire aboutissant au relargage massif de
sérotonine a I'ostium des artéres coronaires et influence la réponse myocardique a la

sténose.

Cette recherche a regu lavis favorable du Comité de Protection des
Personnes (CPP) Sud-Ouest et Outre-Mer le 5 février 2010 et l'autorisation de
'Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé (AFSSAPS) le 25
janvier 2010.

Justification scientifiqgue et description géneérale

Le rétrécissement aortique serré

Le rétrécissement aortique (RA0) est la valvulopathie de l'adulte la plus
fréquente en Europe et en Amérique du Nord. La forme calcifiée dégénérative du
sujet agé est I'étiologie la plus fréquente, atteignant 2 a 7% de la population de plus
de 65 ans [205-207]. Sa prévalence va donc en augmentant du fait du vieillissement
de la population, alors que les étiologies rhumatismales et congénitales deviennent
plus rares [208].

L'échocardiographie est I'examen de référence dans le diagnostic de RAo
[209]. Elle permet le diagnostic de RAo en quantifiant la sténose aortique et en

évaluant le degré de calcifications valvulaires et la réponse myocardique a la
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sténose, sources d’'informations pronostiques importantes [210]. La surface moyenne
d’une valve aortique normale est de 2,5 a 3,5 cm?. Au grés de la dégénérescence
valvulaire et de l'apparition d’'une sclérose valvulaire aortique, un gradient de
pression entre ventricule et aorte apparait progressivement lorsque la surface
valvulaire aortique devient est inférieure & 1,5 cm?. Le flux aortique est alors propulsé
a haute vélocité provoquant I'apparition de turbulences de flux autour d’un jet central
laminaire. S'il est difficile d’établir une limite de sténose serrée tant elle dépend des
gradients de pressions transvalvulaires et de la fonction myocardique, la plupart des
recommandations s'accordent sur une surface absolue inférieure & 1 cm? ou une
surface indexée a la surface corporelle inférieure & 0,6 cm?m? pour définir le seuil de
RAo serré [209].

Le RAo calcifié est une maladie d’évolution progressive. Durant une longue
période latente, les patients demeurent asymptomatiques. Cependant, la durée de la
période asymptomatique varie largement suivant les patients [211-213]. Les signes
fonctionnels apparaissent généralement lorsque RAo devient serré. La mort subite
est une cause fréquente de décés chez les patients symptomatiques, mais reste rare
chez les sujets asymptomatiques [211-213]. Aussi, la survie moyenne aprés
l'apparition des symptébmes va de 20 a 50%, faisant des symptébmes l'un des
principaux facteurs pronostics [211-215]. Bien que I'age, la coexistence de lésions
coronaires et I'importance des calcifications valvulaires aient été identifiées, entre
autres, comme facteurs prédictifs d’évolutivité, il n'est pas possible de prévoir
I'évolution chez un patient donné [206, 207]. L'apparition des symptébmes dépend
essentiellement de la réponse du myocarde a la surcharge barométrique induite par
la sténose aortigue. Le ventricule développe une hypertrophie initialement
concentrique, sans dilatation cavitaire et sans dysfonction systolique, puis, en
'absence d’intervention, une hypertrophie excentrigue source de dysfonction
systolique. C’est au fur et a mesure de I'évolution de cette réponse ventriculaire
gu’'apparaissent la dyspnée d’effort, secondaire a 'augmentation des pressions de
remplissage, puis la syncope d’effort, secondaire a l'incapacité du myocarde a
adapter son débit au cours de l'effort. La diminution contemporaine du débit des
artéres coronaires malgré l'augmentation de leur calibre est a la source d'une
insuffisance coronarienne fonctionnelle expliquant I'apparition possible d’'un cedéme

aigu pulmonaire.

133



Etude SERAOPI

Il n'existe actuellement aucun traitement médical au RAo serré. Seul le
remplacement valvulaire aortique, qu’il soit chirurgical ou percutané, permet de lever
le gradient de pression transvalvulaire et d'éviter I'évolution vers linsuffisance
cardiaque et le déces. La prévention de I'évolution naturelle de la maladie aprés
I'apparition des symptdmes se fait au pris d’'une mortalité opératoire de 3 a 5% avant
70 ans et 5 a 15% chez les patients plus agés [209]. Le développement de nouvelles
thérapeutiques visant a prévenir la progression du remodelage ventriculaire est donc

un enjeu majeur dans la prise en charge de cette pathologie.

Hypothéses de larecherche et résultats attendus

Les travaux de recherche des dix derniéres années ont confirmés le réle du
systéme serotoninergique dans le remodelage ventriculaire. Les précédents travaux
du laboratoire ont démontrés que la sérotonine participait a I'apparition du
remodelage ventriculaire dans un modeéle de surcharge ventriculaire par sténose
aortique [162]. Dans cette étude, I'apparition de I'’hypertrophie aprés sténose aortique
était prévenue par I'administration d’'un antagoniste sélectif du récepteur 5-HT,a. Des
travaux récents du laboratoire réalisés in vitro démontrent que la sérotonine stimule
la sécrétion d’'IL pro-inflammatoires par les cardiomyofibrobalstes, via son récepteur
5-HT>,a, expliquant son réle potentiel dans l'apparition de la fiborose myocardique et
de la dysfonction cardiaque [191].

Comme cela a été démontré dans le modéele dischémie-reperfusion, la
sérotonine, internalisée dans les granules denses des plaquettes, est libérée
massivement lors de l'activation plaquettaire. Le RAo serré et les cardiomyopathies
hypertrophiques obstructives, de part les turbulences de flux sanguin qu’ils induisent,
sont a l'origine d'une activation plus modérée, mais chronique, de [I'activation
plaquettaire, et de libération de sérotonine [65, 185]. Ceci expligue que les
marqueurs d’activation plaquettaire, comme la P-sélectine soluble, soient augmentés
dans les valvulopathies aortiques [216]. L'IC est également source d'activation
plaquettaire chronique, expliquant probablement 'augmentation des taux sanguins
de sérotonine. Ainsi, dans le RAo, la turbulence de flux induite par la sténose
aortique pourrait étre a l'origine d’'une activation plaquettaire en sortie de valve,
libérant la sérotonine, acteur du remodelage, a I'ostium des arteres coronaires. Ce
mode d’action de la sérotonine dans le remodelage ventriculaire au cours de la
sténose aortique conforterait I'nypothése d’'un effet dépendant de la concentration de
la sérotonine sur la signalisation hypertrophique du myocarde. Les précédents
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travaux du laboratoire ont montré que les faibles concentrations de sérotonine
avaient un effet pro-hypertrophique via ses récepteurs, alors que les fortes
concentrations avaient un effet pro-apoptotique. L’hypothese d’une concentration de
sérotonine modulée par le degré d’activation plaquettaire lui-méme corréler au degré
de sténose de la valve et au degré d’évolution de la maladie expliquerait I'apparition
d’'une hypertrophie excentrique et d’'une dysfonction systolique au cours I'histoire
naturelle du RAo serré. La sérotonine aurait donc une place centrale dans le déclin
des performances du myocarde et I'apparition des symptomes. Pourtant, le role de la
sérotonine dans la physiopathologie du RAo n’a jamais été étudiée chez ’lhomme.

Par ailleurs, si le RAo calcifié a été considéré jusqu’a ces derniéres années
comme d’origine dégénérative et donc irrémédiable, des travaux récents sont en
faveur d’'un processus actif qui présente des similitudes de type inflammatoire avec le
développement de la plague d’athérome [217, 218] et qui aboutit a I'apparition de
calcifications sur la valve aortique s’étendant au trigone aorto-mitral et au septum
inter ventriculaire [219]. Les données de la littératures ont démontrées que la
sérotonine avait un effet sur les structures valvulaires et favorisant I'apparition d’une
fibrose [103], comme dans le syndrome carcinoide [220-222] ou lors de
'administration d’anorexigénes agonistes des récepteurs de la sérotonine [223].

Basée sur les précédents résultats du laboratoire, notre hypothése de
recherche est que la sérotonine pourrait participer a I'’évolution du RAo en participant
au remodelage du ventricule et a la fibrose de la valve, contribuant ainsi a I'apparition
des symptbmes et a I'aggravation du pronostic. La démonstration de I'implication du
systéme sérotoninergique dans I'aggravation du RA0 serré ouvrirait la perspective a

de nouvelles thérapeutiques visant a ralentir I'évolution de la maladie.

Dans cette étude, nous étudierons les taux de sérotonine sanguine et
plasmatique en fonction de la réponse hypertrophique du myocarde au RAo. Du fait
de son caractére ubiquitaire, la demi vie de la sérotonine est faible. L'étude de la
sérotonine seule ne serait donc pas un bon reflet ni de son relargage par les
plaquettes, ni de son activitt au niveau local car elle est métabolisée trop
rapidement. Pour ces raisons, les dosages de sérotonine seront complétés par des
dosages de I'activation plaguettaire et de son métabolite, le 5-HIAA.

Nous supposons qu'il existe une relation « dose-effet » entre la sévérité du

RAO, les taux de sérotonine et I'hypertrophie ventriculaire :
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La sérotonine plasmatique libre serait augmentée parallélement a

'aggravation du RAo et de I'hypertrophie ventriculaire gauche.

La sérotonine plaquettaire stockée serait diminuée (plaquettes vidées)

parallélement a I'aggravation du RAo et a I'hypertrophie ventriculaire gauche.

Les marqueurs d’activation plaquettaires seraient plus exprimés a la surface

des plaquettes avec I'aggravation du RA0 et de I'hypertrophie ventriculaire gauche.

Ce schéma d'action permet de comprendre les différents éléments de la
littérature en reliant RAo, hypertrophie ventriculaire, sérotonine et activation
plaquettaire. A ce jour, aucune étude n’a décrit la place du systéme sérotoninergigue
en fonction du degré d’évolution des RAoO serreés.

Cette étude pilote constituera un élément de compréhension de la
physiopathologie du RAO0 et pourra étre une base de travail vers la mise au point de
nouveaux marqueurs biologiques pronostics du RAo et éclairer la voie de nouvelles

thérapeutiques.

Rapport bénéfice / risque

Cette étude ne comporte pas de bénéfice individuel ni pour les patients ni
pour les sujets sains. Il existe cependant un bénéfice collectif. En effet une meilleure
connaissance de la maladie permet d’obtenir une prise en charge thérapeutique et

chirurgicale plus éclairée, améliorant les critéres de morbi-mortalité.

Les risques, inhérents au prélévement sanguin artériel, sont modestes et

sont décrits au paragraphe « Effet indésirable ».

Ce prélevement étant réalisé de fagon systématique chez les sujets porteurs
de RAO serré, il n'existe pas de risque surajouté chez ces patients en cas de
participation a cette étude.

Retombées attendues
Cette étude pilote, a court terme, pourrait constituer les pré-requis pour des
études plus larges visant a :

Préciser le mécanisme physiopathologique de I'évolution du RAo serré

Identifier si la sérotonine est prédictive de I'évolution myocardique en terme
de morbi-mortalité par un suivi des patients.
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A moyen terme, cette étude pourrait constituer une base de travail pour

évaluer par des études de cohorte si la sérotonine est un facteur pronostic du RAo.

A plus long terme, une application thérapeutique en rapport avec la

sérotonine pourrait étre déclinée.

Objectifs de larecherche

Objectif principal

Décrire la moyenne et la variabilité de la sérotonine plasmatique a différents
stades de sévérité du rétrécissement aortique et de I’hypertrophie ventriculaire.

Objectifs secondaires

Décrire la variabilité de 5-HIAA, de [lactivation plaquettaire, et de la
sérotonine plaquettaire en fonction de la sévérité du rétrécissement aortique et de la

sévérité de I'hypertrophie ventriculaire.

Pour les patients porteurs d’'un cathéter, détermination du facteur de dilution
pour la sérotonine, constitué par I'arbre artériel (entre la sortie du ventricule gauche
au niveau des valves aortiques ou se passent les phénomenes locaux et l'artére
radiale, lieu du prélevement sanguin). L'étude sera réalisée sur des prélevements de
sérotonine plasmatique réalisés sur I'artériel radiale et sur sonde de coronarographie,
réalisée systématiquement au cours du bilan préopératoire chez les patients éligibles

au remplacement valvulaire aortique.

Schéma de larecherche

Cette étude est une étude physiopathologique pilote descriptive,

monocentrique.

Le dosage des échantillons est réalisé en aveugle de la sévérité de la
pathologie.
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Criteres d’eligibilite
L'évaluation du RAO0 et de ses conséquences musculaires cardiagues se fera
par échocardiographie.

La mesure du RAo se fait par équation de continuité : connaissant le
diameétre de la chambre de chasse du ventricule gauche (CCVG), connaissant la
vitesse dans la CCVG et connaissant la vitesse a travers la valve aortique, cette
éguation s'écrit :

Surface aortique x Vitesse aortique = Surface CCVG x Vitesse CCVG
D'ou :
Surface aortique = (Surface CCVG x Vitesse CCVG)/Vitesse aortique

La mesure de la masse myocardique se fait par la méthode de Devreux
(approche échographique « temps-mouvement » de la masse ventriculaire gauche)

qui suppose une géométrie ventriculaire ellipsoide.

Les groupes de sévérité du RAo serré en fonction de la réponse
hypertrophique myocardique seront déterminés par [lutilisation de lindex de
remodelage ventriculaire recommandé par la Société Européenne de Cardiologie
(ratio paroi du ventricule sur rayon du ventricule) [224].

Criteres d’inclusion

Pour tous les groupes :

Age 2 a 50 ans
Signature du consentement éclairé

Affiliation & un régime de sécurité sociale

Pour le groupe 1 (contrble)

Absence de RAo serré (surface>0,6cm?/m?)

Absence d’hypertrophie ventriculaire (masse ventriculaire gauche < 125 g/m?

chez les Hommes et < 110 g/m? chez les Femmes)
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Ratio paroi du ventricule sur rayon du ventricule < 0,42

Pour le groupe 2 (groupe remodelage ventriculaire concentrique)

RAo serré (surface < 0,6cm?/m?)

Absence d’hypertrophie ventriculaire (masse ventriculaire gauche < 125 g/m?
chez les Hommes et < 110 g/m? chez les Femmes)

Ratio paroi du ventricule sur rayon du ventricule = 0,42

Pour le groupe 3 (groupe hypertrophie concentrique)

RAo serré (surface < 0,6cm?/m?)

Hypertrophie ventriculaire (masse ventriculaire gauche = 125 g/m? chez les
Hommes et = 110 g/m? chez les Femmes)

Ratio paroi du ventricule sur rayon du ventricule = 0,42

Pour le groupe 4 (groupe hypertrophie excentrigue)

RAo serré (surface < 0,6cm?/m?)

Hypertrophie ventriculaire (masse ventriculaire gauche = 125 g/m? chez les
Hommes et = 110 g/m? chez les Femmes)

Ratio paroi du ventricule sur rayon du ventricule < 0,42

D’'un point de vue physiopathologique la distinction de ces 4 groupes
correspond a une augmentation de la gravité du RAo en terme de réponse
ventriculaire gauche, principal facteur pronostic de la maladie. En pratique clinique, il
existe une continuité dans la diminution de la surface valvulaire aortique du groupe 1

au groupe 4.

Criteres de non inclusion

Pour tous les groupes

Age <50 ans
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Traitement présent dans la liste positive en annexe
Thrombopathie, thrombopénie et thrombocytose

Tumeur carcinoide

Femme enceinte ou susceptible de I'étre

Sujet sous sauvegarde de justice, sous tutelle ou sous curatelle

Pathologie dépressive

Pour le groupe 1

Antécédent de pathologie cardiaque

Pour les groupes 2, 3 et4

Antécédent d'IDM

Sténoses aortiqgues supra et sous valvulaires (sténoses aortique
congeénitales).

Modalités de recrutement

Pour le groupe 1 (15 volontaires sains)

Le recrutement débutera au Centre d’Investigation Clinique (CIC) de
Toulouse, par une consultation des bases de données des volontaires sains. Les
sujets éligibles seront contactés par courrier dans un premier temps ; s'ils sont
intéresses, ils seront vus en consultation dans le service de Cardiologie de Rangueil
pour une visite de pré-inclusion puis 24h apres pour la visite d’inclusion et les

examens cliniques et biologiques nécessaire a la recherche biomédicale.

Pour les groupes 2, 3 et 4 (15 patients par goupe)

Le recrutement se fera de facon monocentrique dans la Fédération de

Services de Cardiologie du CHU Rangueil a Toulouse.
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En moyenne, quatre patients par semaine sont adressés dans la Fédération
des Services de Cardiologie a I'hdpital Rangueil pour prise en charge de RAo serré.
Nous considérons le nombre de perte de sujets a 50 %, nous souhaitons former 3
groupes de malades atteints de RAo avec des niveaux de réponse ventriculaire
différents chacun composé de 15 patients. En incluant le groupe témoin, 60 sujets

seront nécessaires a I'étude. La durée de recrutement est estimée a un an.

Le recrutement se fera de maniere consécutive : les patients pouvant étre
inclus dans I'un des groupes seront invités consécutivement a participer et chaque

groupe sera complété jusqu’a I'effectif maximal prévu.

En résumé, les sujets sains du groupe 1 seront recrutés de maniére
encadrée, au sein du Centre d’'Investigation Clinique (CIC) de Toulouse qui possede
des listes de volontaires sains.

Les patients atteints de RAo0 serrés des groupes 2, 3 et 4, adressés au CHU
Rangueil pour la prise en charge de leur RAo serré, seront recrutés au sein de la
Fédération des Services de Cardiologie.

Traitements et procédures associé(e)s autorise(e)s

Traitements autorisés

p-Bloquant

Inhibiteurs Calciques

Inhibiteur de I'enzyme de conversion
Antagoniste des récepteurs de I'angiotensine 2
Diurétiques

Statine

Amiodarone

Digoxine

Anti-Vitamine K
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Anti-agrégant plaquettaire
Dérivés nitrés
Anti-diabétiques oraux
Insuline

L'état d'activation des plaguettes étudié résulte d’'une activation précoce
aboutissant a I'expression a la surface des plaquettes d'un certain nombre de
marqueurs qui seront explorés par cytométrie de flux. Les traitements tels que les
anti-vitamines K et les antiagrégants plaquettaires actifs sur les phénomeénes
d’hémostase secondaire et non sur les phénomeénes d’activation plaquettaire

précoce n’influent pas sur I'expression de ces marqueurs.

Procédures autorisées

Echocardiographies transthoraciques

L’échocardiographie est un examen non invasif, indolore, d’'une durée de 15

a 20 minutes.

Les échocardiographies seront réalisées au laboratoire
d'échocardiographiede I'h6pital Rangueil, sur un échographe IE33 Philips permettant
le stockage d'images numérisées.

L’'examen sera réalisé sur un lit, chez un patient en décubitus latéral gauche,

torse nu.

Aucun risque supplémentaire n’est encouru par les patients ou volontaires

sains se prétant a I'examen.

Prélévements sanguins artériels radiaux

Le prélevement artériel sera réalisé par le médecin investigateur par une

ponction radiale droite ou gauche au choix du patient.

La ponction artérielle sera réalisée 20 minutes aprés la mise en place du

patch adhésif d’'un anesthésique local Emla® fourni par la pharmacie de I'hépital.
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La ponction de l'artére sera réalisée par un repérage au pouls, au niveau de

la face avant du poignet, a I'aide d’'une aiguille de 23 gauges (0,4 mm).

A lissue du prélévement, une compression manuelle de 5 minutes sera
réalisée en regard du point de ponction, suivie de la mise en place d'un pansement

compressif & conserver 30 minutes de fagcon a diminuer le risque d’hématome.

Le prélevement artériel radial sera réalisé chez les sujets atteints de RAo a
la suite du prélevement artériel destiné a I'exploration des gaz du sang compris dans
le bilan pré-opératoire (motif d’hospitalisation). Dans les groupes 2, 3 et 4, la
recherche biomédicale est le principe du « tube en plus ».

La sécurité des volontaires sains sera assurée par la présence a proximité
de la salle de prélevement du matériel nécessaire a la prise en charge des

volontaires sains en cas d’évenements indésirables.

Prélevement sanguin artériel supra-valvulaire sur sonde-cathéter

d’angiocoronarographie (groupes 2 a 4).

L’angiocoronarographie est une technique d'imagerie médicale utilisée en
cardiologie pour visualiser I'état de la circulation artérielle coronaire avant toute
intervention chirurgicale. Cet examen utilise la technique des rayons X et I'injection
d’un produit de contraste iodé Xenetix® (300mg d’iode/ml) actuellement en marché
au CHU de Toulouse. Une sonde-cathéter est introduit via I'artére radiale jusqu’a
'ostium des artéres coronaires, en sortie de valve aortique, lieu de prélévement du

sang artériel.

Le prélevement de sang ne rajoute pas de risque supplémentaire aux

patients volontaires des groupes 2, 3 ou 4 subissant cet examen.

Prélevement sanguin veineux

Le prélevement sanguin veineux concerne uniquement les volontaires du
groupe 1 pour la réalisation d'une numération-formule sanguine et des sérologies
virales. Ce prélevement sera réalisé dans le pli du coude. Les résultats de la
numération-formule sanguine des volontaires des groupes 2,3 et 4 seront récupérés

dans le dossiers du patients.

143



Etude SERAOPI

Traitements interdits :

Les traitements interdits sont listés dans I'annexe 1A. Ces traitements sont
interdits s’ils sont pris par le patient actuellement ou bien arrétés depuis moins de 30

jours.

L'’ensemble des médicaments pouvant interférer avec les taux de sérotonine
(inhibiteurs des MAO, inhibiteurs de la recapture de la sérotonine) seront exclus. Par
mesure de précaution lI'ensemble des neuroleptigues seront également exclus
(Annexe 1A).

Il n'y a pas de procédure interdite pendant cette étude.

Criteres de jugement

Critere de jugement principal

Concentration artérielle de la sérotonine plasmatique (ng/ml). Distribution de
la variable « concentration de la sérotonine » considérée comme quantitative et

continue.

Outil d’évaluation

La sérotonine sera dosée par techniqgue HPLC avec une double détection
coulométrique (ampérométrie). Le principe de séparation sur la colonne de
chromatographie se matérialise par des temps de rétention spécifiques a chaque
sous type chimique a doser. Le principe du dosage est basé sur une méthode
électrochimique, plus spécifiguement coulométrique et se matérialise par des
mesures de courants. La méthode utilisée permet de doser la sérotonine
plasmatique et plaquettaire, et son métabolite HIAA, de maniere simultanée
conformément a l'analyse et dosage des monoamines sur des homogénats de
cerveau de souris [173]. Il s’agit de la méme méthode d’extraction et de purification
pour chaque échantillon sanguin, des mémes réactifs, de la méme ligne HPLC et du
méme détecteur entre les séries. La technique de purification avant dosage est
protégée par un brevet appartenant au laboratoire de Biochimie qui réalisera les
dosages (Laboratoire de Biochimie Pharmacologique, Hopital André Mignot, Le
Chesnay). Le détail de la technique est présenté en annexe 1B.

144



Etude SERAOPI

Le protocole de recueillement et de traitement des échantillons avant
stockage dans des cryotubes a moins 80°C (congélateur présent dans la fédération
des Services de Cardiologie de I'hépital Rangueil Rangueil) est détaillé en annexe
1C.

Des séries de 30 dosages seront regroupés avant envoi sécurisé dans de la
carboglace par un organisme privé « Nuit et jour » en contrat avec 'INSERM I2MR
de Toulouse.

La technigue HPLC sera réalisée dans le laboratoire de Biochimie
Pharmacologique de I'H6pital André Mignot a Le Chesnay, ayant I'expertise et le
personnel qualifié pour le traitement des échantillons humains et avec qui notre
équipe collabore dans le cadre d'activités de recherche fondamentale chez le

rongeur.

Les prélevements de cette étude seront réalisés sur du sang artériel au
niveau de l'artére radiale permettant d’obtenir un meilleur reflet du relargage
plaguettaire de la sérotonine en sortie de valve aortique, avant la dispersion de
lamine dans le lit artériolaire et le réseau veineux ou la MAO-A dégrade la

sérotonine circulante.

Critéres de jugement secondaires

1) Concentration artérielle du 5-HIAA en ng/ml (variable quantitative

continue)

Outil d’évaluation

La méme technique de dosage par HPLC que pour la sérotonine
plasmatique sera utilisée. Seul le traitement de I'échantillon avant congélation differe
et est détaillé en annexe 1C.

2) Concentration artérielle de la sérotonine plaquettaire en ng/ml (variable

guantitative continue)
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Outil d’évaluation

La méme technique de dosage par HPLC que pour la sérotonine
plasmatique sera utilisée. Seul le traitement de I'’échantillon avant congélation differe
et est détaillé en annexe 1C.

3) Densité d’expression des marqueurs de surface des plaguettes activées

Outil d’évaluation

La technique de dosage repose sur la cytométrie de flux (CMF) : le principe
de cette évaluation est la séparation de différents types cellulaires en fonction de
I'expression de marqueurs différents a la surface de la membrane plasmatique. En
faisant défiler les plaquettes a grande vitesse dans le faisceau d’un laser, la lumiére
réémise permet un triage en fonction de I'expression de certains marqueurs. Ce
procédé d’analyse individuelle permet d’obtenir des résultats statistiques sous forme
de distribution en histogramme. Le matériel utilisé (CMF Beckman Coulter FC500)
est localisé au laboratoire d’Hémostase du CHU Purpan & Toulouse.

Le préléevement destiné a cette exploration sera prélevé sur tube citrate et
réalisé sur sang total. Le délai maximum entre le préléevement et la réalisation du
dosage est de 4 h, période durant laquelle le prélevement devra rester a température

ambiante comme détaillé en annexe 1C.

4) Facteur de dilution constitué par I'arbre artériel

L’hypothese physiopathologique de I'implication de la sérotonine dans le Rao
serré suppose une concentration de I'amine importante en sortie du valve du fait du
relargage plaquettaire, a I'origine d’'un impact myocardique local avant sa dilution de
long de l'arbre artériel.

Outil d’évaluation

La dilution des concentrations de sérotonine le long de I'arbre artériel se fera

par comparaison de deux dosages de sérotonine plasmatique par HPLC par
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individu : le premier réalisé au niveau de [lartere radiale, comme décrit
précédemment, 'autre réalisé en sortie de valve, au niveau des ostia coronaires, lors
du bilan angiocoronarographique réalisé systématiguement dans le cadre du bilan
pré-opératoire chez les sujets des groupes 2 a 4 redevables d'un remplacement

valvulaire aortique.

Le facteur de dilution de la sérotonine le long de l'arbre artériel se fera par
comparaison entre la moyenne des concentrations au niveau de I'artére radiale et la
moyenne des concentrations en sortie de valve par test de Student dans chacun des
groupes étudiés.

Déroulement de larecherche

Calendrier de larecherche

Début des inclusions : juin 2010
Durée de la période d’'inclusion : 2 ans

Durée de patrticipation de chaque sujet du groupe 1 : deux fois 1 heure. Le
premier jour, une consultation d’'une heure sera réalisée pour informer le sujet témoin
du déroulement et des objectifs de la recherche. Aprés vingt-quatre heures de
réflexion, le sujet témoin signera le consentement pour la réalisation des examens

dans le cadre de la recherche.

Durée de participation de chaque sujet des groupes 2 a 4 : 1 heure. Au cours
de I'hospitalisation pour la prise en charge du Rao serré, une consultation d'une
heure sera réalisée pour informer le patient du déroulement et des objectifs de la
recherche. Aprés vingt-quatre heures de réflexion, le patient signera le consentement
pour la réalisation des examens dans le cadre de la recherche. Pour les sujets des
groupes 2 a 4, il n'y a pas de temps supplémentaire en cas de participation a
'étude : cette recherche est basée sur le principe du « tube en plus » s’intégrant
dans le cadre de la prise en charge des patients (bilan pré-opératoire de RAo serré).

Durée totale de la recherche : 2 ans.

147



Etude SERAOPI

Tableau récapitulatif du suivi patient

Groupe 1

Preé-inclusion Inclusion
J-1 JO

Information & consentement éclairé v

Examen clinique’

Bilan biologique (1)

Bilan biologique (2)°

Examens paracliniques’

ANANA YA

Tableau 9 : Récapitulatif du calendrier de la recherche pour les sujets du groupe 1

! Examen clinique : examen clinique cardiovasculaire standard comprenant
auscultation cardiaque, vasculaire périphérique et pulmonaire et recherche de signes
d’insuffisance cardiaque

2 Bilan biologique (1) : prélévement sanguin veineux pour la réalisation de la

numération formule sanguine et plaquettes, des sérologies (VIH, HVC et HVB).

® Bilan biologique (2) : prélévement sanguin artériel radial pour dosage de la
sérotonine plasmatique et plaquettaire, du 5HIAA plasmatique et de I'activation
plaquettaire

* Examens para-cliniques : échocardiographie transthoracique
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Groupe 2 a4
Pré-inclusion Inclusion
J-1 JO
Information et consentement éclairé v
Examen clinique’ v
Bilan biologique (2)* v
Examens paracliniques® v

Tableau 10 : Récapitulatif du calendrier de la recherche pour les sujets des groupes 2 a 4

! Examen clinique : examen clinique cardiovasculaire standard comprenant
auscultation cardiaque, vasculaire périphérique et pulmonaire et recherche de signes
d’insuffisance cardiaque

2 Bilan biologique (2) : prélévement sanguin artériel radial pour dosage de la
sérotonine plasmatique et plaquettaire, du 5HIAA plasmatique et de I'activation
plaquettaire

® Examens para-cliniques du bilan pré-opératoire dans la prise en charge du
patient avant toute chirurgie de RAo : échocardiographie transthoracique et
angiocoronarographie.

Visite de pré-inclusion

La visite de pré-inclusion sera assurée par le médecin investigateur
Cardiologue et aura lieu avant la visite d’'inclusion. Avant tout examen lié a la
recherche, linvestigateur informera le volontaire sain ou le patient. Aprés cette
séance d'information, le volontaire proposé a la recherche dispose d'un délai
minimum de réflexion de vingt-quatre heures. Le médecin précisera également les
droits du volontaire dans le cadre d'une recherche biomédicale et vérifiera les
criteres d’éligibilité lors de la visite d’inclusion. Un exemplaire de la note d’information
et du formulaire de consentement sera alors remis au volontaire par le médecin

investigateur pour réflexion.
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Visite d’'inclusion

Recueil du consentement

Lors de la visite d’inclusion, le médecin investigateur informera de nouveau
le volontaire si nécessaire et répondra a toutes ses questions concernant I'objectif, la
nature des contraintes, les risques prévisibles et les bénéfices attendus de la
recherche. Il précisera également les droits du sujet dans le cadre d’'une recherche
biomédicale et vérifiera les criteres d’éligibilité.

Le formulaire de consentement devra étre signé avant la réalisation de tout
examen clinigue ou paraclinique nécessaire a la recherche. Si le volontaire donne
son accord de participation, ce dernier et I'investigateur inscriront leurs noms et

prénoms en clair, dateront et signeront le formulaire de consentement.

Les différents exemplaires de la note d’information et du formulaire de

consentement seront alors repartis comme suit :

Un exemplaire de la note d'information et du consentement signé sera remis

au volontaire.

L’exemplaire original sera conservé par le médecin investigateur (méme en
cas de déménagement du volontaire pendant la durée de la recherche) dans un lieu
sOr inaccessible a des tiers, pour une durée de 30 ans apreés la fin de la recherche.

A la fin des inclusions ou au plus tard a la fin de la recherche, un exemplaire
de chaque formulaire de consentement sera transmis au promoteur ou a son

représentant selon des modalités communigquées en temps utile aux investigateurs.

Tout amendement qui modifie la prise en charge des volontaires ou les
bénéfices, risques et contraintes de la recherche fera I'objet d’'une nouvelle note
d’'information et d’'un nouveau formulaire de consentement dont le recueil suit la

méme procédure que celle précitée.
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Déroulement de la recherche

Pour tous les groupes, la visite d’inclusion comprend un examen clinique
cardiovasculaire standard incluant une auscultation cardiaque, vasculaire et

pulmonaire, ainsi que la recherche de signes d’insuffisance cardiaque.

Groupe 1

Les sujets volontaires du groupe 1 inscrit dans la base de données du CIC
de Toulouse seront convoqués pour la visite d’inclusion en secteur de consultation,
en ambulatoire, vingt-quatre heures minimum apreés la visite de pré-inclusion et apres

le recueil du consentement du volontaire.

A lissue de I'examen clinique, une infirmiére dipldémée d’Etat, réalisera le
prélevement sanguin veineux destiné a la réalisation de la numération formule
plaquette, des sérologies (VIH, VHC et VHB).

Un patch adhésif anesthésique sera positionné sur la face avant du poignet
ou sera réalisée la ponction artérielle radiale (au choix du sujet).

L’échocardiographie sera réalisée par voie transthoracique.

Aprés I'échocardiographie (15 a 20 minutes), l'anesthésie locale étant
efficace au niveau de lartere radiale, le médecin investigateur réalisera le
préléevement artériel par ponction radiale (5 tubes). Le préléevement servira aux
dosages de la sérotonine plasmatique (1 tube de 5ml) et plaquettaire (1 tube de 5ml),
du 5-HIAA plasmatique (1 tube de 5ml) et de l'activation plaquettaire (2 tubes de
2,7ml).

Groupe 2, 3o0u 4

La visite d’inclusion sera réalisée en secteur d’hospitalisation de Cardiologie
chez des patients hospitalisés pour bilan préopératoire d’'un Rao serré, vingt-quatre
heures aprés la visite de pré-inclusion et aprés avoir recueilli le consentement du

patient.

L’échocardiographie transthoracique sera réalisée de fagon systématique au
titre du bilan pré-opératoire de RAO0 serré.
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Les résultats de la numération-formule sanguine (NFS) sur sang veineux,
réalisée systématiquement dans le cadre du bilan pré-opératoire, seront récupérés
dans le dossier clinique du patient. Aucun prélévement veineux supplémentaire ne
sera réalisé dans le cadre de la recherche biomédicale chez les patients des groupes
2a4.

Pour le prélevement artériel, cinqg tubes de sang sont prélevés en plus au
cours de la ponction artérielle réalisée a titre systématique au cours de I'exploration
fonctionnelle respiratoire (gaz du sang) dans le cadre du bilan pré-opératoire. Le
prélevement servira aux dosages de la sérotonine plasmatique (1 tube de 5ml) et
plaquettaire (1 tube de 5ml), du 5-HIAA plasmatique (1 tube de 5ml) et de I'activation
plaquettaire (2 tubes de 2,7 ml).

Un tube de 5 ml sera prélevé en plus au cours de l'angiocoronarographie
réalisée a titre systématique dans le cadre du bilan pré-opératoire de RA0 serré. Le
prélévement sera réalisé au moment ou la sonde de cathétérisme est située au
dessus de la valve aortique. Un tel prélevement ne rallonge pas I'examen et ne
rajoute aucun risque a la procédure. Le prélévement servira aux dosages de la
sérotonine plasmatique (1 tube de 5ml) de facon a rechercher un éventuel gradient
entre le culot de I'aorte et I'artére radiale (objectif secondaire : mesure du facteur de
dilution constitué par I'arbre artériel).

Gestion des préléevements artériels pour dosage par HPLC : sérotonine et
5-HIAA

Chaque prélevement sera numéroté de facon incrémentielle avant d’étre
centrifugés (annexe 1C) immédiatement dans le service de Cardiologie pour un
conditionnement en cryotube. Les prélévements sont ensuite stockés dans un
congélateur sécurisé a -80°C au sein du service de Cardiologie pour étre
secondairement envoyés par série dans le laboratoire de Biochimie
Pharmacologique de I'H6pital André Mignot pour analyse.

L'incrémentation des volontaires inclus S’effectuera dans [I'ordre
chronologique d’arrivée des volontaires aprés vérification des critéres d’inclusion et

conduira a l'inclusion du nombre de sujets nécessaires dans chaque groupe.
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Un cahier sera tenu a jour dans le service de Cardiologie. A chaque
inclusion, ce cahier sera rempli avec un numéro de sujet, la date et I'heure

d’inclusion ainsi que le badge hospitalier du volontaire.
La codification des tubes sera organisée comme suit :
Les prélévements artériels seront notés « artériel ».

Les deux premiéres lettres correspondront aux initiales des nom et prénom

de l'investigateur.

Le premier chiffre correspondra au numéro du patient (ordre chronologique)

suivi de son groupe :
G1 pour groupel
G2 pour groupe 2
G3 pour groupe 3
G4 pour groupe 4

Le deuxieme chiffre correspondra au type de prélevement : (1) prélévement
sérotonine plasmatique, (2): prélevement 5-HIAA, (3): prélevement sérotonine

plaquettaire.

Les cryotubes seront stockés dans un congélateur - 80°C, sous clef, prévu a
cet effet dans le service de Cardiologie.

Les analyses de chromatographie se dérouleront par série de 20 a 30

échantillons, une série représentant environ 7 & 8 sujets prélevés.

Les analyses de chromatographie se dérouleront dans le laboratoire de
Biochimie Pharmacologique de I'H6pital André Mignot a Le Chesnay. Les dosages

seront réalisés en aveugle : a chaque envoi, les tubes seront numérotés :
« A » pour I'ensemble des dosages de sérotonine plasmatique
« B » pour I'ensemble des dosages de sérotonine plaquettaire
« C » pour I'ensemble des dosages du 5-HIAA

bY

Cette lettre sera suivie d'un chiffre attribué a chaque cryotube, dont la

correspondance restera sous clef a Toulouse.
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Gestion des prélévements pour hémostase : activation plaguettaire

La codification des tubes sera organisée comme suit :
Les prélévements artériels seront notés « artériel ».

Les deux premiéres lettres correspondront aux initiales des nom et prénom

de l'investigateur.

Le premier chiffre correspondra au numéro du patient (ordre chronologique)

suivi de son groupe :
G1 pour groupel
G2 pour groupe 2
G3 pour groupe 3
G4 pour groupe 4

Le code « PQ 1 » correspondra au préléevement destiné a I'analyse pour
CMF et le code « PQ2 » au prélevement dédié a la sérothéque.

by

Les prélevements (2 tubes de 2,7 ml) destinés a explorer I'activation
plaguettaire seront acheminés dans les quatre heures qui suivent dans des
conditions nécessaires pour le maintien de leur qualité, a température ambiante, par
un coursier d'une entreprise de transport privé jusqu’au laboratoire d’hémostase de
I’hopital Purpan.

Gestion du prélévement veineux pour numération-formule sanquine :

groupe 1

Le prélevement veineux des sujets du groupe 1 sera noté « veineux NFS»

Les deux premiéres lettres correspondront aux initiales des nom et prénom

de l'investigateur.

Le premier chiffre correspondra au numéro du patient (ordre chronologique)

suivi de son groupe :

G1 pour groupel
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Ce prélevement sera envoyé pour numération en méme temps que les tubes
pour analyse de l'activation plaquettaire au laboratoire d’hémostase de I'hopital
Purpan.

Les résultats de la numération-formule sanguine (NFS) sur sang veineux
pour les volontaires des groupes 2 a 4 seront récupérés dans le dossier clinique du
patient et stockés dans un classeur sous clef, avant retranscription dans le cahier
d’observation. Aucun préléevement veineux supplémentaire ne sera réalisé dans le

cadre de la recherche biomédicale chez les patients des groupes 2 a 4.

Contraintes liées a larecherche et indemnisation des sujets

Les volontaires pourront participer simultanément & une autre recherche si
cette derniere ne met pas en jeu un traitement inconnu ou un traitement présent

dans la liste interdite pour I'étude.

La contrainte pour les sujets sains est due au temps investit dans la
réalisation des examens, a la géne et au risque d’hématome occasionné par la

ponction artérielle radiale.

Le montant des indemnisations, en rapport avec ces contraintes a été évalué

a 40 euros pour chacun des patients du groupe 1.

Quel que soit leur stade de gravité du groupe 2 a 4, il n'existe aucune
contrainte ou risque surajouté pour les patients porteurs d’un RAo serré qui seront
hospitalisés dans le cadre d’'un bilan pré-opératoire de RAo. En effet la participation
des sujets malades a cette étude pilote rentre dans le cadre des études « tubes en

plus ».

Les sujets du groupe 1 seront inscrits dans le fichier national des personnes
qui se prétent a des recherches biomédicales.

Regles d’arrét de larecherche

Cette étude ne modifie rien quant a la prise en charge du patient porteur de
RAO serré qui restera inchangée méme s'il vient a quitter I'étude. La seule différence
avec un patient ne participant pas a I'étude est le prélevement d’'un tube de sang
artériel en plus au cours de la gazométrie et de I'angiocoronarographie réalisées
dans le cadre du bilan pré-opératoire de son RAO serré.

Le patient peut cependant a tout moment s'il le désir sortir de I'étude.
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Collection d’échantillons biologiques

La recherche comportera une collection d’échantillons biologiques.

Objectifs

Collection de sérum des patients pour analyse dans un second temps des
marqueurs solubles de I'activation plaquettaire par technique ELISA.

Nombre de collections

Quatre groupes de 15 sujets, soit un total de 60 sujets.

Nature des échantillons biologigues

Sérum.

Les modalités de prélevement

Prélevement artériel.

Nombre de tubes de sang prélevés

Un tube par patient.

Quantité de sang dans chaque tube

Cing millilitres.

Technigue de préparation et d’identification des tubes

Anonymat identique au codage des tubes et patients

Conditions de conservation des échantillons prélevés

Congélateur a - 80°C,
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Nom et adresse des lieux de conservation

Service d’hémostase, Inserm U563, Hbpital Purpan, Toulouse

But

Approfondir et affiner le niveau d’activation des plaquettes.

Devenir envisagé a la fin de la recherche

Utilisation des échantillons puis destruction dans le circuit des déchets

d’activité de soin : durée de conservation 5 ans au maximum.

Gestion des événements indésirables et des faits

nouveaux
Définitions

Evénement indésirable (article R.1123-39 du code de la santé publique)

Toute manifestation nocive survenant chez une personne qui se préte a une
recherche biomédicale, que cette manifestation soit liée ou non & la recherche ou au

produit sur lequel porte cette recherche.

Evénement indésirable grave (article R.1123-39 du code de la santé

publique)

Tout événement indésirable qui :

Entraine la mort,

Met en danger la vie de la personne qui se préte a la recherche,
Nécessite une hospitalisation ou la prolongation de I'hospitalisation,
Provoque une incapacité ou un handicap importants ou durables,
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Ou bien se traduit par une anomalie ou une malformation congénitale,

Et s'agissant du médicament, quelle que soit la dose administrée.

Effet indésirable inattendu (article R.1123-39 du code de la santé publigue)

Tout effet indésirable du produit dont la nature, la sévérité ou I'évolution ne
concorde pas avec les informations figurant dans les dossiers de demande d’avis au
Comité de Protection des Personnes et de demande d’autorisation a Il'autorité
compétente.

Fait nouveau (arrété du 24 mai 2006)

Nouvelle donnée de sécurité, pouvant conduire a une réévaluation du rapport
des bénéfices et des risques de la recherche, ou qui pourrait étre suffisant pour
envisager des modifications des documents relatifs a la recherche, de la conduite de
la recherche ainsi que, le cas échéant, dans l'utilisation du produit.

Description des événements indésirables

Effets secondaires graves attendus

Il Ny a pas d’événements indésirables graves attendus dans le cadre du
protocole :

Ni liés au traitement,
Ni liés a la recherche,
Ni liés aux techniques de recherche.

Cependant I'évolution de la maladie et I'acte chirurgical de remplacement

des valves peuvent comporter des événements indésirables graves :
Déces,
Epanchement péricardique compressif,

Désinsertion de la valve prothétique,
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Troubles conductifs de haut grade,
Accident vasculaire cérébral,
Fibrillation auriculaire,

Sternite et mediastinite.

Tout événement indésirable grave ne figurant pas dans la liste des

événements attendus est qualifié d’inattendu.

Les effets secondaires non graves attendus

lls pourraient faire suite au prélevement artériel :
Douleur au point de ponction
Hématome au point de ponction

Toutes les mesures sont prises pour éviter ces évenements mineurs (pose

d’un patch adhésif anesthésiant local 30 min avant le prélevement artériel).

Conduite a tenir en cas d’évenement indésirable ou de fait nouveau

L’investigateur doit notifier au promoteur, sans délai a partir du jour ou il en a

connaissance, tout événement indésirable grave ou tout fait nouveau, s'’il survient :
A partir de la date de signature du consentement,
Pendant toute la durée de suivi du patient prévue par la recherche,

Jusqu’a 10 jours apres la fin du suivi du participant prévue par la recherche,

lorsqu’il est susceptible d’étre d( a la recherche.
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Type Délai de notification au
d’événement Modalités de notification promoteur
El non grave Dans le cahier d'observation Pas de notification immédiate

Formulaire de déclaration d’El garve initiale +| Notification immédiate au

EIG attendu rapport écrit si nécessaire promoteur
Formulaire de déclaration d’El grave initiale +| Notification immédiate au

EIG inattendu rapport écrit si nécessaire promoteur
Formulaire de déclaration + rapport écrit si Notification immédiate au

Fait nouveau nécessaire promoteur

Dés confirmation de la
Grossesse Formulaire de déclaration d’'une grossesse grossesse

Tableau 11: Récapitulatif des notifications des événements indésirables dans le cadre de la
recherche biomédicale

El : événement indésirable

Tous ces événements devront étre suivis jusqu’a la compléte résolution. Un
complément d’information (fiche de déclaration complémentaire) concernant
I'évolution de I'événement, si elle n'est pas mentionnée dans le premier rapport, sera

envoyée au promoteur par l'investigateur.

La survenue d’'une grossesse dans la période ou au décours immédiat d'une
recherche, ne constitue pas un événement indésirable grave. Cependant, une
grossesse doit étre notifiée selon les mémes modalités qu’'un événement indésirable
grave car elle fera I'objet d'un suivi particulier jusqu'a son issue. Toute anomalie
constatée sur le feetus ou I'enfant sera alors notifiée. Toute interruption volontaire de
grossesse, interruption médicale de grossesse ou fausse couche doit faire I'objet
d’'une notification de grossesse, et si elle a nécessité une hospitalisation, elle doit

étre transmise selon les mémes modalités qu’'un événement indésirable grave.

Déclaration et enregistrement des événements indésirables graves
inattendus et des faits nouveaux

Le promoteur déclare sans délai les événements indésirables graves

inattendus et les faits nouveaux survenus au cours de la recherche :
A 'AFSSAPS,

Au Comité de Protection des Personnes compétent. Le comité s’assure, Si
nécessaire, que les sujets participant a la recherche ont été informés des effets

indésirables et qu’ils confirment leur consentement.
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Aspects statistiques

Calcul de la taille d’étude

Dans cette étude pilote, I'objectif est de décrire la moyenne et la variabilité de
la sérotonine plasmatique a différents stades d'évolution de [I'hypertrophie
ventriculaire en réponse au RAo serré. L'effectif habituel de 30 patients
habituellement retenu pour les études pilotes a été majoré a 60 patients (15 patients
dans 4 sous groupes de d’évolution croissante) afin de :

Pouvoir constituer quatre sous groupes définis par une réponse

hypertrophique ventriculaire d’évolution croissante ;

Limiter la perte de précision des estimations dans chaque sous groupe.

Méthodes statistiques employées

Analyse des données

La cohérence des données sera vérifiée par des controles logiques. En cas
d’erreurs, les données seront corrigées lorsque cela sera possible avant de geler la
base de données.

Les variables mesurées seront décrites pour 'ensemble de la population par
leur moyenne et écart type pour les variables quantitatives et leur effectif et
pourcentage pour les variables qualitatives.

Pour répondre a l'objectif principal de I'étude, quatre sous groupes de
d’évolution croissante de la réponse ventriculaire au RAo serré seront définis selon
les quartiles de la distribution du RAo et de I'épaisseur ventriculaire. Les criteres de
jugement principaux et secondaires seront décrits par leur moyenne, leur écart type
et l'intervalle de confiance de la moyenne dans ces sous groupes. Des graphiques
de type « box plot » seront également réalisés.

En complément, une premiére estimation de la corrélation entre le taux de

sérotonine et la surface du RAo ou de I'hypertrophie ventriculaire sera réalisée.

L’'analyse sera réalisée sur le logiciel Stata 9.2 SE, par un ingénieur
biostatisticien sous la responsabilité du méthodologiste.

161



Etude SERAOPI

Au sujet du facteur de dilution constitué par I'arbre artériel :

La comparaison sera faite entre la moyenne des concentrations au niveau de
l'artere radiale et la moyenne des concentrations en sortie de valve aortique. Cette
comparaison sera réalisée par un test apparié dans chacun des sous groupes (test
de Student).

Droits d’acces aux données et documents source

Acceés aux données

Le promoteur est chargé d'obtenir I'accord de I'ensemble des parties
impliquées dans la recherche afin de garantir I'acces direct a tous les lieux de
déroulement de la recherche, aux données source, aux documents source et aux

rapports dans un but de contrble de qualité et d’audit par le promoteur.

Les investigateurs mettront a disposition les documents et données
individuelles strictement nécessaires au suivi, au contrdle de qualité et a I'audit de la
recherche biomédicale, a la disposition des personnes ayant un accés a ces
documents conformément aux dispositions |égislatives et réglementaires en vigueur

(articles L.1121-3 et R.5121-13 du code de la santé publique).

Données source

Tout document ou objet original permettant de prouver l'existence ou
I'exactitude d'une donnée ou d'un fait enregistrés au cours de la recherche est défini
comme document source (Dossier médical, compte rendu échographique, cahier

d’observation, ensemble du bilan pré-opératoire).

Confidentialité des données

Conformément aux dispositions |égislatives en vigueur (articles L.1121-3 et
R.5121-13 du code de la santé publique), les personnes ayant un acces direct aux
données source prendront toutes les précautions nécessaires en vue d'assurer la
confidentialité des informations relatives aux médicaments expérimentaux, aux
recherches, aux personnes qui s'y prétent et notamment en ce qui concerne leur
identité ainsi qu'aux résultats obtenus. Ces personnes, au méme titre que les

investigateurs eux-mémes, sont soumises au secret professionnel.
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Pendant la recherche biomédicale ou a son issue, les données recueillies sur
les personnes qui s’y prétent et transmises au promoteur par les investigateurs (ou
tous autres intervenants spécialisés) seront rendues anonymes. Elles ne doivent en
aucun cas faire apparaitre en clair les noms des personnes concernées ni leur

adresse.

Le promoteur s’assurera que chaque personne qui se préte a la recherche a
donné son accord par écrit pour I'accés aux données individuelles la concernant et

strictement nécessaires au contrdle de qualité de la recherche.

Controle et assurance qualité

Consignes pour le recueil des données

Toutes les informations requises par le protocole doivent étre consignées sur
les cahiers d’observation et une explication doit étre apportée pour chaque donnée
manquante. Les données devront étre recueillies au fur et a mesure qu'elles sont

obtenues, et transcrites dans ces cahiers de fagon nette et lisible.

Les données erronées relevées sur les cahiers d'observation seront
clairement barrées et les nouvelles données seront copiées, a c6té de l'information
barrée, accompagnées des initiales, de la date et éventuellement d’'une justification

par I'investigateur ou la personne autorisée qui aura fait la correction.

Les données seront recueillies sur un cahier d’observation papier et
informatique. L'ensemble des données du cahier d’observation sera considéré

comme des données source.

Suivi de larecherche

Le suivi de la recherche sera assuré par un technicien de recherche clinique
et les coordonnateurs de I'étude. lls seront charge, auprés de I'investigateur principal
de:

La logistique et la surveillance de la recherche,

L'établissement des rapports concernant son état d’avancement,
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La vérification de la mise a jour du cahier d’observation (demande

d’'informations complémentaires, corrections,...),
L’envoi des prélévements,
La transmission des événements indésirables graves au promoteur.

Il travaillera conformément aux procédures opératoires standardisées, en

collaboration avec I'attaché de recherche clinique délégué par le promoteur.

Contrdle de Qualité

Un attaché de recherche clinique mandaté par le promoteur visitera de fagon
réguliere le centre investigateur, lors de la mise en place de la recherche, une ou
plusieurs fois en cours de recherche selon le rythme des inclusions et en fin de

recherche. Lors de ces visites, les éléments suivants seront revus :
Consentement éclairé,
Respect du protocole de la recherche et des procédures qui y sont définies,

Qualité des données recueillies dans le cahier d'observation : exactitude,
données manquantes, cohérence des données avec les documents source (dossiers

médicaux, carnets de rendez-vous, originaux des résultats de laboratoire, etc,...),
Gestion des produits éventuels.

Toute visite fera I'objet d’un rapport de monitorage par compte-rendu écrit.

Audit et inspection

Un audit peut étre réalisé a tout moment par des personnes mandatées par
le promoteur et indépendantes des responsables de la recherche. Il a pour objectif
de s'assurer de la qualité de la recherche, de la validité de ses résultats et du respect

de la loi et des réglementations en vigueur.

Les investigateurs acceptent de se conformer aux exigences du promoteur et
a lautorité compétente en ce qui concerne un audit ou une inspection de la

recherche.

L’'audit pourra s’appliquer a tous les stades de la recherche, du
développement du protocole a la publication des résultats et au classement des
données utilisées ou produites dans le cadre de la recherche.
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Considérations éthiques

Le promoteur et les investigateurs s’engagent a ce que cette recherche soit
réalisée en conformité avec la loi n°2004-806 du 9 ao(t 2004, ainsi qu’'en accord
avec les Bonnes Pratiques Cliniques (décision du 24 novembre 2006) et la
déclaration d’Helsinki (Principes éthiques applicables aux recherches médicales sur

des sujets humains, Tokyo 2004).

La recherche est conduite conformément au présent protocole. Hormis dans
les situations d’urgence nécessitant la mise en place d’actes thérapeutiques précis,
les investigateurs s’engagent a respecter le protocole en tous points en particulier en
ce qui concerne le recueil du consentement et la notification et le suivi des

événements indésirables graves.

Cette recherche a regu lavis favorable du Comité de Protection des
Personnes (CPP) Sud-Ouest et Outre-Mer le 05/02/2010 et l'autorisation de
'AFSSAPS le 25/01/2010.

Le CHU de Toulouse, promoteur de cette recherche, a souscrit un contrat
d’assurance en responsabilité civile aupres de la société GERLING conformément
aux dispositions de l'article L1121-10 du code de la santé publique.

Les données enregistrées a lI'occasion de cette recherche font I'objet d’'un
traitement informatisé dans le respect de la loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a
linformatique, aux fichiers et aux libertés modifiée par la loi 2004-801 du 6 aodt
2004.

Cette recherche entre dans le cadre de la « Méthodologie de référence »
(MR-001) en application des dispositions de l'article 54 alinéa 5 de la loi du 6 janvier
1978 modifiée relative a l'information, aux fichiers et aux libertés. Ce changement a
été homologué par décision du 5 janvier 2006. Le CHU de Toulouse a signé un
engagement de conformité a cette « Méthodologie de référence ».

La collection d’échantillons biologiques réalisée dans le cadre de cette
recherche a été déclarée a I'AFSSAPS en méme temps que la demande
d’autorisation de la recherche. Apres la recherche, la conservation de la collection

d’échantillons biologiques sera déclarée au ministre chargé de la recherche et au
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directeur de I'Agence Reégionale d’Hospitalisation (et soumise au Comité de
Protection des Personnes pour avis si changement de finalité de recherche).

Amendement au protocole

Toute modification substantielle, c’est-a-dire toute modification de nature a
avoir un impact significatif sur la protection des personnes, sur les conditions de
validité et sur les résultats de la recherche, sur linterprétation des documents
scientifiques qui viennent appuyer le déroulement de la recherche ou sur les
modalités de conduite de celle-ci, fait I'objet d'un amendement écrit qui est soumis au

promoteur ; celui-ci doit obtenir, préalablement a sa mise en oceuvre, un avis

favorable du Comité de Protection des Personnes et une autorisation de 'AFSSAPS.

Les modifications non substantielles, sans impact significatif sur quelque
aspect de la recherche que ce soit, sont communiquées au CPP a titre d’'information.

Tous les amendements au protocole doivent étre portés a la connaissance
de tous les investigateurs qui participent a la recherche. Les investigateurs

s'engagent & en respecter le contenu.

Traitement des données et conservation des

documents et des données relatives a larecherche

Traitement des données

Les données sont saisies en simple saisie par l'attaché de recherche

clinique.

La saisie est réalisée sur un tableur informatique Microsoft Excel, au sein du

centre recruteur (Toulouse).

Les données sont validées conformément au plan de data management
défini conjointement entre l'investigateur coordinateur et le Centre de Méthodologie
et de Gestion des données (méthodologiste, data manager et statisticien).

Le processus de gel/dégel des données est réalisé conformément a la
procédure mise en place dans le Centre de Méthodologie et de Gestion des
données. L'ensemble des données est sauvegardé chaque soir.
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Conservation des documents relatifs a la recherche

Les documents suivants relatifs a cette recherche sont archivés

conformément aux Bonnes Pratiques Cliniques :
Par les médecins investigateurs :
Pour une durée de 15 ans suivant la fin de la recherche
Le protocole et les amendements éventuels au protocole
Les cahiers d’observation
Les dossiers source des participants ayant signé un consentement
Tous les autres documents et courriers relatifs a la recherche
Pour une durée de 30 ans suivant la fin de la recherche
L’exemplaire original des consentements éclairés signés des participants

Tous ces documents sont sous la responsabilité de I'investigateur pendant la
durée réglementaire d’archivage.

Par le promoteur :

Pour une durée de 15 ans suivant la fin de la recherche

Le protocole et les amendements éventuels au protocole

L'original des cahiers d’observation

Tous les autres documents et courriers relatifs a la recherche

Pour une durée de 30 ans suivant la fin de la recherche

Un exemplaire des consentements éclairés signés des participants

Tous ces documents sont sous la responsabilité du promoteur pendant la
durée réglementaire d’archivage.

Aucun déplacement ou destruction ne pourra étre effectué sans I'accord du
promoteur. Au terme de la durée réglementaire d’archivage, le promoteur sera
consulté pour destruction. Toutes les données, tous les documents et rapports

pourront faire I'objet d’audit ou d’inspection.
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Regles relatives a la publication

Communications scientifiques

L'analyse des données fournies par les centres investigateurs est réalisée
par CHU de Toulouse et 'INSERM. Cette analyse donne lieu a un rapport écrit qui

est soumis au promoteur, qui transmettra au CPP et a l'autorité compétente.

Toute communication écrite ou orale des résultats de la recherche doit
recevoir I'accord préalable de linvestigateur principal et, le cas échéant, de tout

comité constitué pour la recherche.

La publication des résultats principaux mentionne le nom du promoteur, de
tous les investigateurs ayant inclus ou suivi des patients dans la recherche, des
méthodologistes, biostatisticiens et data managers ayant participé a la recherche,
des membres du(des) comité(s) constitué(s) pour la recherche, la source de
financement. Il sera tenu compte des regles internationales d’écriture et de

publication (Convention de Vancouver, février 2006).

Communication des résultats aux patients

Conformément a la loi n°2002-303 du 4 mars 2002, les patients sont
informés, a leur demande, des résultats globaux de la recherche.

Cession des données

Le recueil et la gestion des données sont assurés par le CHU de Toulouse.
Les conditions de cession de tout ou partie de la base de données de la recherche
sont décidées par le promoteur de la recherche et font I'objet d’'un contrat écrit.

Conclusion

L’étude SERAOPI nous permettra de mieux comprendre les effets des taux
de sérotonine circulante sur la réponse hypertrophique du myocarde a la surcharge
barométriqgue. L'étude de [lactivation plaquettaire au cours du rétrécissement
aortique nous permettra de préciser son réle dans la régulation des taux circulants

de sérotonine.
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Les résultats de nos travaux, réalisés sur un modele murin, démontrent
l'influence de la sérotonine dans le remodelage ventriculaire qui accompagne la

surcharge barométrique et méne a I'lC.
Nos travaux démontrent que, chez la souris :

1/ L’augmentation des taux circulants de sérotonine s’accompagne d’'une

augmentation de la réponse hypertrophique a la surcharge barométrique.

2/ Cette augmentation de la réponse hypertrophique ventriculaire induite par
la sérotonine en réponse a la surcharge barométrique présente les stigmates
histologiques et moléculaires du remodelage ventriculaire, sous la forme d'une
augmentation de la fibrose interstitielle et d'une réexpression du programme

génétique faetal, mais ne s’accompagne pas de dysfonction systolique ventriculaire.

3/ Cette augmentation de la réponse hypertrophique ventriculaire induite par
la sérotonine en réponse a la surcharge barométriqgue est médiée par son récepteur
5-HTza.

4/ En conditions de surcharge barométrique, I'inhibition du récepteur 5-HTa
en prévenant I'apparition d’'une hypertrophie concentrique favorise le développement
d’'une hypertrophie excentrique avec dysfonction systolique ventriculaire.

Si le réle de la sérotonine dans le remodelage ventriculaire au cours de I'IC
est maintenant prouvé, ses effets, bénéfiques ou délétéres, restent encore incertains.
Nos travaux démontrent le réle central du récepteur 5-HT,a dans I'apparition d’'une
hypertrophie concentrique adaptative au cours de la surcharge barométrique en
ralentissant I'évolution vers la dysfonction systolique ventriculaire. Pourtant, les
précédents travaux du laboratoire ont démontrés le réle du récepteur 5-HT,a dans
I'activation des fibroblastes cardiaques [191] qui jouent un role central au cours du
remodelage ventriculaire. L’ensemble de ces résultats suggére que les médiateurs
de I'hypertrophie ventriculaire et de la dysfonction systolique qui accompagnent le
remodelage ventriculaire empruntent deux voies de signalisation différentes. De
récents travaux confirment la dualité des voies de signalisations qui menent & une
hypertrophie adaptative ou maladaptative [225]. Ainsi, au cours de la surcharge
barométrique, le récepteur 5-HT,s favoriserait l'apparition d'une hypertrophie
concentrique adaptative, riche en fibrose, bénéfique en permettant la normalisation

de la contrainte pariétale, indépendamment de [Iapparition d’'une dysfonction
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systoliqgue ventriculaire qui emprunterait une voie de signalisation autonome. Les
données de la littérature suggérent que la voie de signalisation aboutissant a
lapparition d’'une hypertrophie excentrigue maladaptative avec dysfonction
systolique puisse emprunter la voie de la MAO-A et du stress oxydant [188]. Ainsi,
ces données, en accord avec les précédents résultats du laboratoire, impliqueraient
un effet dose-dépendant de la sérotonine sur le remodelage ventriculaire [138, 189] :
a faible dose, la sérotonine aurait un effet bénéfique en favorisant une hypertrophie
concentrique adaptative médiée par son récepteur 5-HT;a ; a forte dose, elle aurait
un effet délétere en participant au développement d’'une hypertrophie excentrique
maladaptative avec dysfonction systolique ventriculaire, via le stress oxydant
secondaire a sa dégradation par la MAO-A. Cette hypothése est renforcée par les
récents travaux du laboratoire qui démontrent que la surexpression de la MAO-A
aboutit a I'apparition d’une dilatation ventriculaire avec dysfonction systolique médiée
par le stress oxydant [226]. Cette deuxieme voie de signalisation deviendrait effective
dans des conditions d’augmentation importante des concentrations de sérotonine,
modulées par I'activation plaquettaire, source principale de sérotonine, et impliquant
les voies de I'apoptose [152] et de la nécrose [226] a l'origine de la transition d’'une
hypertrophie adaptative vers une hypertrophie maladaptative [50, 51]. Ainsi,
'augmentation linéaire des concentrations de sérotonine au cours de la progression
de I'IC participerait a la progression du remodelage ventriculaire et a I'auto-entretien
de la maladie.

hY

De facon a mieux préciser la place du récepteur 5-HT,x dans les effets
récepteurs-dépendants de la sérotonine au cours du remodelage ventriculaire induit
par la surcharge barométrique, nos travaux actuels se concentrent sur I'étude de
I'évolution de paramétres histologiques (hypertrophie des cardiomyocytes, fibrose
interstitielle, apoptose et nécrose) et moléculaires (réexpression du programme
génétique feetal) a long terme apres inhibition du récepteur 5-HTa et en fonction des
taux circulants de sérotonine. En effet, suivant I'hnypothese d’'un effet dose dépendant
de la sérotonine et d'une dualité des voies de signalisation contrdlant hypertrophie
adaptative via le récepteur 5-HT,» et maladaptative via le stress oxydant, nous
souhaitons préciser la place du récepteur 5-HT,a dans la prévention de I'évolution
vers I'IC au cours de la surcharge barométrique. Si les effets bénéfiques du
récepteur 5-HT,a sur le phénotype cardiaque semblent maintenant prouvés, les voies
de signalisation empruntées restent encore méconnues. Certains travaux suggéerent
gue l'effet bénéfique de I'hypertrophie médiée par le récepteur 5-HT,a au cours du
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remodelage ventriculaire puisse passer par un effet inotrope positif [146, 147].
D’autres travaux plus récents démontrent que le récepteur 5-HT,n est capable
d’'induire une réponse de survie cellulaire en améliorant les performances
mitochondriales [227], et laissent penser qu’il pourrait ralentir la destruction cellulaire
gui accompagne la transition vers I'IC. Nos prochains travaux s’attacheront a
compléter ces données en utilisant un modéle déja existant de souris inactivées pour
le récepteur 5-HT,a [228] et en développant un modele de souris surexprimant le
récepteur 5-HT,a de fagcon a étudier leur phénotype cardiaque en conditions basales
et aprés surcharge barométrique.

Comme l'ont démontré les précédents travaux du laboratoire, les effets du
récepteur 5-HT,a au niveau cardiaque peuvent étre médiés par des cellules non
myocytaires comme les cardiofibroblastes. Nos futurs travaux s'attacheront a
développer un modéle de souris inactivées pour le récepteur 5-HT,5 de facon
sélective au niveau des cardiomyocytes pour en étudier les effets sur le remodelage

ventriculaire.

Enfin, nos travaux et les données de la littérature suggerent que I'activation
du systeme sérotoninergique pourrait avoir des effets bénéfiques jusqu’alors
méconnus. La description et la compréhension des effets récepteurs-dépendants et
récepteurs-indépendants de la sérotonine sur le remodelage ventriculaire devrait
permettre d’isoler de nouvelles cibles thérapeutiques adaptées aux concentrations
plasmatiques en sérotonine, reflet du degré d'évolution de I'IC. Les sources de
sérotonine au cours de linsuffisance cardiaque restent a préciser. Les données
physiopathologiques de la littérature laissent penser que I'activation plaquettaire
puisse avoir un réle majeur dans la régulation des taux circulants de sérotonine.
Pourtant, aucune donnée, a notre connaissance, ne permet d’exclure la possibilité
d'une synthése locale intra-cardiague de sérotonine. L'étude SERAOPI devrait
permettre d’améliorer la compréhension du réle de l'activation plaquettaire dans la
régulation des taux de sérotonine plasmatique et sur ses effets sur le myocarde.
Ainsi, la prise en charge pharmacologique de I'IC devrait s’orienter dans I'avenir vers
le développement de thérapeutiques ciblées adaptées au degré d’activation des
systémes d’adaptation neuro-hormonaux et au stade d’évolution de la maladie.
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Annexe 1A : Tableau récapitulatif des traitements interdits au cours de

I’étude SERAOPI

Nom commercial DCI
Abilify Aripiprazole
Almogran Almotriptan
Anafranil Clomipramine
Anzemet Dolasetron
Athymil Minaserine
Avonex Interferon 3
Betferon Interferon 3
Defanyl Amoxapine
Deroxat Paroxetine
Desernil Methysergide
Diergospray Dihydroergotamine
Effexor Venlaxatine
Elavil Amitriptyline
Floxyfral Fluvoxamine
Gynergéne Caféine Ergotamine

Ikaran Dihydroergotamine
Imigrane Sumatriptine
Infergen Interferon a
Intron A Interferon a
Ixel Milnacipram
Kytril Granisetron
Leponex Clozapine
Ludiomil Maprotinil
Marsilid Iproniazide
Migwell Ergotamine
Moclamine Moclobemide
Naramig Naratriptan
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Navoban Tropisetron
Nocertone Oxétoron
Norset Mirtazapine
Pegasys Interferon a
Pertofran Despiramine
Prothiadem Dosulépine
Prozac Fluoxétine
Quitaxon Doxépine
Rebif Interferon 3
Relpax Eletriptan
Risperdal Risperidone
Roferon-A Interferon a
Sanmigran Pizotifene
Séglor Dihydroergotamine
Séropram Citalopram
Sibélium Flunarizine
Stablon Tianeptine
Surmontil Trimipramine
Tamik Dihydroergotamine
Tofranil Imipramine
Vidora Indoramine
Viraferon Interferon a

Viraferon PEG

Interferon a

Vivalan Viloxazine
Zoloft Sertraline
Zomig Zolmitriptan
Zomigoro Zolmitriptan
Zophren Ondansétron
Zyprexa Olanzapine
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Annexe 1B : Technique de dosage HPLC dans I'étude SERAOPI

Dosage de sérotonine (5-HT) sanquine ou plaguettaire

La mesure des concentrations de sérotonine sanguine (correspondant a 99%
de sérotonine plaquettaire et 1% de sérotonine plasmatique) est réalisée en aveugle
par une méthode de HPLC avec détection coulométrique [229].

Elle s’effectue a partir d’'un échantillon de 250 pyL de sang total apres une
étape de lyse des éléments figurés du sang par congélation/décongélation. Apres
ajout d'un étalon interne (N-méthyl-50H tryptamine), 0,5 mL d’acide ascorbique et
d’'un tampon basique, une premiere extraction liquide/liquide est réalisée avec 8 mL
de milieu organique. Aprés centrifugation (3000g, 5 minutes) une ré-extraction
liquide/liquide du milieu organique est réalisée par 0,5 mL de tampon acide.

Le systeme comprend une colonne (Symmetry, Cig 25 cm x 4,6 mm) et un
détecteur électrochimique coulométrique ESA (Eurosep) équipé d'une cellule
analytique duale (5011) appliquant deux potentiels d’oxydation. La phase mobile est
un mélange d’'un tampon acide composé de KH,PO, — acide citrique et d’acétonitrile
et est utilisée a un débit de 1.0 mL/min.

La méthode de détection consiste a appliquer un double potentiel d’oxydation
afin de travailler sur une fenétre de potentiels ce qui accroit la sélectivité de la
détection. Ceci permet d’éliminer au maximum les interférences dues a toutes les
molécules présentes dans le milieu sanguin. Ving uL d’échantillon sont injectés dans
le systeme chromatographique. Les courbes de calibration sont préparées avec 250
ML de sang humain reconstitué a partir de concentrés d’érythrocytes (périmeés,
fournis par I'établissement Francgais du sang) aux quels est ajouté du plasma filtré
dépourvu de plaquettes. Les courbes de calibration sont effectuées en utilisant le
rapport hauteur du pic de sérotonine / hauteur du pic d’étalon interne. Il existe une
relation linéaire entre les rapports des hauteurs de pic et les concentrations de
sérotonine (la gamme utilise des concentrations de 20 a 400 ng/mL (r= 0.999).Toutes
les concentrations sont exprimées en pmol/mL ou nmol/L et ng/mL. Les valeurs
usuelles de sérotonine sanguine sont de 250 a 1400 pmol/mL ou nM (ou 45 & 250
ng/mL). Le taux de sérotonine peut étre rapporté par 10° plaquettes.

Les coefficients de variation intra-essai de la mesure de la sérotonine

sanguine sont de 2,6%, 1,4 % et 0,8 % pour 7,8 ng/mL, 113 ng/mL et 250 ng/mL (44,
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640 et 1420 nM), (n = 6) respectivement. Les coefficients de variation inter-essai de
la mesure de la sérotonine sanguine sont de 1,9 %, 3,9 % et 5,5 % pour 142, 640 et
1420 nM (n = 6) respectivement.

Le coefficient d’extraction pour la sérotonine sanguine est de 84 % et celui
de I'étalon interne de 87 %. Un contrdle de qualité interne est testé lors de chaque
série de dosage.

Le taux minimum quantifiable est de 2,5 ng/mL (concentration théorique)
donnant une concentration mesurée de 2,32 + 0,16 ng/mL (n=6) avec un coefficient
de variation intra-essai de 6,9 %. La précision des concentrations mesurées des
points de calibration est indiquée par des coefficients de variation de 2,5 %, 1.5 %,
1,7 %, 0,5 %, 2 %, et 1,6 % pour 20 ng/mL (n=5), 40 ng/mL (n=7), 100 ng/mL (n=7),
200 ng/mL (n=7), 300 ng/mL (n=7) et 400 ng/mL (n=5) respectivement.

Les temps de rétention sont de 8,0 min pour la sérotonine et de 9,6 min pour

I’étalon interne.

Dosage de la sérotonine libre plasmatigue

Le préléevement est laissé a température ambiante depuis le prélevement
jusqu'a la centrifugation. Deux centrifugations sont nécessaires a température
ambiante, la premiére a 3000 rpm pendant 5 minutes, la deuxiéme a 10 000 rotations
par minute (rpm) pendant 10 minutes. Le plasma récupéré est stocké & —80° C.

Le dosage de la sérotonine plasmatique libre s’effectue dans les mémes
conditions que le dosage de la sérotonine sanguine (plaquettaire) excepté le volume
d’échantillon qui est de 1mL de plasma et I'étalon interne. La gamme s’effectue a
partir d’1 mL de tampon phosphate buffered saline ; elle se situe de 0,1 a 10 ng/mL.
La phase mobile est utilisée a un débit de 1,1 mL/min.

Les valeurs fréquentes (normales) du laboratoire pour la sérotonine

plasmatique sont de 0,3 & 3 ng/mL (2 & 20 nM).

Les coefficients de variation intra-essai de la mesure de la sérotonine
plasmatique sont de 2,6% et de 2 % pour 1,3 ng/mL (n = 6) et 5,8 ng/mL (n=6) ou 7,4
et 33 nM respectivement. Les coefficients de variation inter-essai de la mesure de la
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sérotonine plasmatique sont de 12,5 % et 9,6 % pour 1,3 ng/mL (n = 6) et 5,8 ng/mL
(n=6) ou 7,4 et 33 nM respectivement.

Les coefficients d’extraction pour la sérotonine plasmatique sont de 95,4 %
et de 98,9 % pour I'étalon interne. Un contrdle de qualité interne est testé lors de
chaque série de dosage.

Le taux minimum quantifiable est de 0,1 ng/mL (concentration théorique)
donnant une concentration mesurée de 0,11 + 0,01 ng/mL (n=6) avec un coefficient
de variation intra-essai de 6,7 %. La précision des standards de calibration est
indiquée par des coefficients de variation de 8,1 %, 2.6 %, 5,4 %, 2,1 %, 1,5% et 1
%, pour 0,2 ng/mL (n=7), 0,5 ng/mL (n=7), 1 ng/mL (n=7), 2 ng/mL (n=7), 5,0 ng/mL
(n=7) et 10 ng/mL (n=7) respectivement.

Les temps de rétention sont de 7,0 minutes pour la sérotonine plasmatique et

de 12,0 minutes pour I'étalon interne.

Dosage de 5-HIAA plasmatigue

Les dosages de 5-HIAA et d' acide homovaniligue (HVA) s’effectuent

simultanément.

La mesure des concentrations de 5-HIAA et d’'HVA plasmatiques a été
réalisée en aveugle par une méthode de chromatographie liquide haute performance
avec détection coulométrique [230]. Elle est réalisée a partir d'un échantillon
plasmatique de 500 pL aprés ajout d'un étalon interne par une extraction
liquide/liquide en milieu acide avec de l'ether. Aprés évaporation de la phase
organique (éther), I'extrait est repris dans un tampon acide.

Le systeme comprend une colonne Hypersil BDS Cig, (150 x 4,6, 5 pm;
phase stationnaire) et un détecteur électrochimique coulométrique ESA (Eurosep)
équipé d’'une cellule analytique duale (5011), appliquant deux potentiels d’oxydation
'un pour la détection du 5-HIAA et l'autre pour la détection de I'HVA. La phase
mobile est un mélange d’'un tampon acide composé de KH,PO, et d’acide citrique et
d'une phase organigue composée d'un mélange de méthanol et d’acétonitrile,
utilisée a un débit de 1.2 mL/min.
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La méthode de détection consiste a appliquer un double potentiel d’oxydation
afin de travailler sur une fenétre de potentiels ce qui accroit la sélectivité de la
détection. Ceci permet d’éliminer au maximum les interférences dues a toutes les

molécules présentent dans le plasma sanguin.

Trente yL d’échantillon sont injectés dans le systéme chromatographique.
Les courbes de calibration sont effectuées en utilisant le rapport hauteur du pic du
paramétre a doser / hauteur du pic détalon interne. La gamme utilise des
concentrations de 21 a 158 pmol/mL pour le 5-HIAA (r= 0.999). Toutes les
concentrations sont exprimées en pmol/mL. Un contréle de qualité interne est testé

lors de chaque série de dosage.

Les coefficients de variation inter-essai de la mesure du 5-HIAA plasmatique
sont de 14 % et 11,2 % pour des concentrations de 30 pmol/mL et 105 pmol/mL (n =
10) respectivement.

Le taux minimum quantifiable est de 1 ng/mL ou 5 pmol/mL.

Les valeurs fréquentes (normales) sont de 4 a 15 ng/mL ou 20 a 80 pmol/mL
pour le 5-HIAA plasmatique.

Le temps de rétention est de 11,0 min pour le 5-HIAA, 12,0 min pour 'étalon

interne.
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Annexe 1C : Protocole de traitement, de congélation et de stockage des
prélevements dans I'étude SERAOPI

JOrdre IEtape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4 IEtape 5 Ilftape 6
Type de IARTERIEL JARTERIEL JARTERIEL ARTERIEL ARTERIEL VEINEUX
fprélévement CATHETER
1 tube EDTA sec |1 tube EDTA 1 tube citrate de 2 tubes citrate de J1 tube EDTA sec |1 tube EDTA
|1(bouchon parme sodium (bouchon sodium (bouchon J(bouchon parme
ranslucide) fbleu ciel) fbleu ciel) translucide)
[bouchon parme) (bouchon parme
[Parametres Férotonine 5 HIAA Férotonine Activation Sérotonine |m3§
concerné plaquettaire plasmatique Iplaquettaire plaquettaire
sur cathéter Sérologie
pendant
I'angiocoronarogr
apie
[Vode opératoirerNe pas traiter Centri?ugation a [Centrifugation NG pas traiter, Ne pas traiter INe pas traiter
|3000g pendant 10fimmédiate a 3000g
min pendant Smin a
[Température
lambiante
Sang total Récupération Ne pas mettre au JSang total Sang total
délicate des 2/3 frigo,
supérieurs du
surnageant (sans
plaquettes sinon
recentrifuger)
ransfert du INe pas congeler,
plasma dans un
cone Ependorf de
1,5ml pour
Recentrifugation a
3000g pendant 5 min|
a température
lambiante
Récupération Laisser a
délicate de la partie |température
supérieure sans lambiante
culot (laisser qgq ml)
Codification Jdate date date date date Date
NP=Nom et Artériel NP [Artériel NP IArtériel NP Artériel NP Artériel cathéter JVeineux NP
Prénom NP
investigateur
IG1,2,30u4 IG1,2,30u4 G1,2,30u4 G1,2,30u4 G2, 30u4d G1
n°sujet : n°sujet : In“sujet : In°sujet: n°sujet : In°sujet
3 2 1 «PQT 1 » et « CATH » « NFS »
«PQT2 »
Fube de F’as de transfert  |Cryotube ICryotube IF’as de transfert F’as de transfert FDas de transfert
ransfert
Stockage -80°C -80°C -80°C Température -80°C Température
lambiante ambiante
congélateur congélateur congélateur service congélateur
service service service
rLaboratoire Toxicologie (Le oxicologie (Le l-Toxicologie (Le Hémostase Toxicologie (Le  JHémostase
destinataire Chesnay) Chesnay) Chesnay) Purpan TLSE Chesnay) Purpan TLSE
Délai max 4h Délai max 4h
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ABSTRACT

Recent studies showed that mesenchymal stem cells MMP2 plays a preponderant role in preventing
(MSCs) transplantation significantly decreased collagen accumulation wupon incubation with
cardiac fibrosis. However, the mechanisms involved conditioned-medium from MSCs. Interestingly, we
in these effects are still poorly understood. In this found that MSC-conditioned medium also decreased
work, we investigated whether the antifibrotic the expression of TIMP2 in cardiac fibroblasts. In
properties of MSCs involve the regulation of matrix vivo studies showed that intracardiac injection of
metalloproteinases (MMPs) and matrix MSCs in a rat model of post-ischemic heart failure
metalloproteinase endogenous inhibitor (TIMPs) induced a significant decrease in ventricular fibrosis.
production by cardiac fibroblasts. This effect was associated with the improvement of

morphological and functional cardiac parameters.

In vitro experiments showed that -conditioned
medium from MSCs decreased viability, alpha-SMA In conclusion, we showed that MSCs modulate the

expression and collagen secretion of cardiac phenotype of cardiac fibroblasts and their ability to
fibroblasts. These effects were concomitant to the degrade extracellular matrix. These properties of
stimulation of MMP-2/MMP-9 activities and MT1- MSCs open new perspective for understanding of the
MMP expression. Experiments performed with mechanisms of action of MSCs and anticipate their

fibroblasts from MMP2-/- mice demonstrated that potential therapeutic or side effects.

INTRODUCTION cardiovascular morbidity and mortality in
developed countries. Myocardial infarction
Despite progresses in pharmacological and results in a significant loss of cardiomyocytes

surgical approaches, post-infarction heart replaf:ed by a fibrotic and akinetic tissue
failure remains the major cause of  forming a permanent scar. Structural changes
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ABSTRACT

Adipose tissue secretes a variety of bioactive factors, which can regulate cardiomyocyte hypertrophy
via reactive oxygen species (ROS). In the present study we investigated whether apelin affects ROS-
dependent cardiac hypertrophy. In cardiomyocytes apelin inhibited the hypertrophic response to 5-
HT and oxidative stress induced by 5-HT- or H,0; in a dose-dependent manner. These effects were
concomitant to the increase in mRNA expression and activity of catalase. Chronic treatment of mice
with apelin at dp overload-induced left ventricular hypertrophy. The prevention of
hypertrophy by apelin was associated with increased myocardial catalase activity and decreased
plasma lipid hydroperoxide, as an index of oxidative stress. These results show that apelin behaves

Oxidative stress
Hypertrophy
Apelin
Cardiomyocyte
Pressure overload
Catalase

as a catalase activator and prevents cardiac ROS-dependent hypertrophy.
© 2010 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Cardiac hypertrophy represents a typical feature of various car-
diomyopathies including ischemic heart disease and hypertension.
Cardiomyocyte hypertrophy is induced by a variety of factors such
as mechanical load [1-3] and neurohumoral factors [4-6]. Among
humoral factors, adipocyte-derived angiotensin Il and leptin have
recently attracted great attention, because of its role in the develop-
ment and progression of left ventricular hypertrophy [7-10]. We
have described a novel adipokine, produced and secreted by human
and mouse adipocytes, apelin [11]. This bioactive peptide is the
endogenous ligand of the orphan G protein-coupled receptor, APJ,
affecting many biological functions in the neuroendocrine, cardio-
vascular, and immune systems [12-14]. Apelinergic signalling

Abbreviations: 5-HT, serotonin; ROS, reactive oxygen species; H,0,, hydrogen
peroxide; MAO, monoamine oxidase; DCF-DA, 2',7'-dichlorofluorescin diacetate;
AB, aortic banding; GPx, glutathione peroxidase; LPO, lipid hydroperoxide; FCS,
fetal calf serum; ANP, atrial natriuretic peptide; BNP, brain natriuretic peptide; a-
and p-MHC, o and B-myosin heavy chain; o-SK-actin, a-skeletal actin; PBS,
phosphate buffered saline; IVST, interventricular septal wall thickness; LVPWT, left
ventricular posterior wall thickness; HW, heart weight; BW, body weight

* Corresponding author at: Institut National de la Santé et de la Recherche
Médicale (INSERM), U858, Toulouse, Cedex 4, France.
E-mail address: OxanaKoundouzova@inserm.fr (0. Kunduzova).

pathway is widely represented in the heart and vasculature, and
is emerging as an important regulator of cardiac function [15]. In
skeletal muscle apelin has been shown to stimulate endothelial
nitric oxide synthase [16]. In preclinical models, apelin causes nitric
oxide-dependent vasodilatation and increases cardiac contractility
inrats with normal and failing hearts [17-19]. Apelin/AP] signalling
also attenuates ischemic myocardial injury and maintains cardiac
performance in aging pressure overload [20-22]. Downregulation
of apelin and APJ expression coincides with declining cardiac per-
formance raising the possibility that diminished apelin/AP] activity
may have pathophysiologic implications [23]. Although studies in
animal models and humans suggest that cardiac failure results in
an altered balance of apelin and APJ expression, the regulatory
mechanisms for apelinergic system in failing heart are not fully
investigated.

Reactive oxygen species (ROS) have emerged as key mediators
of hypertrophic remodeling and cardiac dysfunction. In cardiomyo-
cytes, excessive ROS generation has been shown to mediate the
hypertrophic response to stretch [24] or other hypertrophic stim-
uli, such as endothelin-1 [25], angiotensin Il [26], tumor necrosis
factor-o (TNF-at) [27] and leptin [28]. We have previously demon-
strated that serotonin (5-HT) induces hypertrophic growth in
cardiomyocytes via an intracellular signalling pathway involving
monoamine oxidase (MAO) A-dependent hydrogen peroxide

0014-5793/$36.00 @ 2010 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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