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Résumé

Introduction : Il a précédemment été démontré qu’il y avait présence d’apoptose chez
les patients souffrant de fibrillation auriculaire (FA), mais I’évolution de I’incidence de
I’apoptose au cours du temps dans les modeles de FA n’a pas ét¢ mesurée. Cette étude
vise a évaluer l'apoptose et les phénomeénes reliés a l'apoptose dans un modele
expérimental de FA induite par insuffisance cardiaque (IC).

Méthodes et résultats : Des chiens étaient soumis a différentes périodes de tachycardie
ventriculaire (TV) allant jusqu’a 5 semaines. Un niveau significatif d’apoptose (DNA
laddering, TUNEL) a été¢ mesuré apres 24 heures et persistait jusqu’a 1 semaine de TV.
L apoptose était précédée d’un accroissement tissulaire (mais pas plasmatique)
d’angiotensine II, d’une activation des « mitogen-activated protein kinases » (MAPKs)
p38, JNK et ERK, qui commengait apres 6 heures et d'une augmentation du ratio
Bax/Bcl-2 apres 12 heures de TV. Une augmentation significative de mort cellulaire,
d’infiltration de leucocytes et d’activité de la caspase-3 a été observée au temps ou
I’apoptose était maximale. L’apoptose €tait suivie d’une hypertrophie cellulaire, qui
atteignait un maximum apres 1 semaine de TV et d’une fibrose interstitielle, qui atteignait
un maximum apres 5 semaines de TV et qui correlait avec la durée des FA.
Conclusions : La TV entraine une augmentation significative, mais transitoire de
I’apoptose auriculaire, qui €tait précédée par une augmentation tissulaire d’angiotensine
IT et une activation de MAPK et était suivit par un remodelage structurel progressif.
L’apoptose pourrait jouer un rdle centrale dans le remodelage structurel auriculaire
arythmogénique induit par IC et pourrait constituer une nouvelle cible thérapeutique pour

prévenir le développement d’un substrat pour la FA.

Mots clés : Fibrillation auriculaire, insuffisance cardiaque, remodelage structurel,

apoptose, fibrose, MAPK, angiotensine II.




Summary

Background: There is evidence for atrial apoptosis in patients with atrial fibrillation
(AF), but the occurrence and time-course of apoptosis in experimental AF models have
not been demonstrated. This study evaluated apoptosis and related phenomena in an
experimental model of congestive heart failure (CHF)-related AF.

Methods and Results: Dogs were subjected to ventricular tachypacing (VTP) for
varying periods up to 5 weeks. Significant apoptosis (DNA fragmentation, TUNEL)
developed 24 hours after VTP onset and persisted for 1 week. Apoptosis was preceded by
significant increases in tissue (but not plasma) angiotensin-II concentration and activation
of the mitogen-activated protein kinases (MAPKs) p38, JNK and ERK, which began 6
hours after VTP onset, and a significant increase in the Bax/Bcl-2 ratio at 12 hours.
Substantial increases in cell death, leukocyte infiltration and caspase-3 activity were
noted at the time of peak apoptosis. Apoptosis was followed by cell hypertrophy, which
reached maximum after 1 week of VTP, and by interstitial fibrosis, which peaked at 5
weeks and correlated with AF duration.

Conclusions- VTP causes substantial but transient atrial apoptosis, which is preceded by
tissue angiotensin-II accumulation and mitogen-activated protein kinase stimulation and
1s followed by progressive structural remodeling. Apoptosis may play a central role in
CHF-induced arrhythmogenic atrial structural remodeling and may be an interesting new

target for therapies designed to prevent the development of the AF substrate.

Key words: Atrial fibrillation, heart failure, structural remodeling, apoptosis, fibrosis,

MAPK, angiotensine II.
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1. Introduction

1.1 Fibrillation auriculaire

1.1.1 Epidémiologie

La fibrillation auriculaire est I’arythmie la plus anciennement
connue et la plus fréquente rencontrée en milieu clinique, affectant
chaque année de 2 a 3 nouveaux cas par 1000 personnes agées de 55 a 64
ans et 35 nouveaux cas par 1000 personnes de 85 & 94 ans '. La
fibrillation auriculaire survenant en absence de cardiomyopathie est
qualifiée d’isolée et son incidence est d’environ 3%. Chez les patients
agés de moins de 60 ans, le pronostic reli¢ a la fibrillation auriculaire
isolée est bénin. Cependant, chez les patients agés de plus de 61 ans, la
fibrillation auriculaire isolée est associée a une augmentation de la
mortalité. Des études cliniques telles que AFFIRM (Atrial Fibrillation
Follow-up Investigation of Rhythm Management) sont présentement en
cours afin de déterminer si les traitements actuels pour ce type

d’arythmie réduisent la mortalité liée a la fibrillation auriculaire *.

1.1.2 Nosologie

La fibrillation auriculaire consiste en un trouble du rythme supra-
ventriculaire caractéris€ par une absence d’activité auriculaire organisée,
donc d’ondes P clairement individualisées et leur remplacement par des
oscillations rapides (400 a 700 battements par minute) appelées ondes
«f»°, (Figure 1). Ces ondes irréguliéres varient par le temps qui les

sépare, par leur morphologie et par leur amplitude, en fonction du
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nombre et de la longueur d’onde des circuits de réentrée. Alors que
normalement, la contraction des oreillettes compléte le remplissage de la
diastole ventriculaire et assure la fermeture présystolique des valves
auriculo-ventriculaires, la fibrillation auriculaire entraine une disparition
instantanée de toute contraction atriale menant a une baisse de la pression
systolique et & une hausse de la pression diastolique. A long terme, il y
aura une augmentation de la pression auriculaire accompagnée d’une
dilatation et d’une altération de la structure des oreillettes. La fibrillation
auriculaire peut aussi entrainer une forte irrégularité du rythme
ventriculaire et a long terme, lorsque ce dernier est mal contrdlé, résulter
en une série de changements structuraux qui causeront une dysfonction

ventriculaire.

1.1.3 Etiologie

La fibrillation auriculaire peut étre transitoire (ou paroxysmale)
lorsque sa cause est aigué, auquel cas le traitement de la cause entraine
généralement la disparition de D’arythmie *. Elle est cependant
fréquemment persistante, liée dans 80% des cas a une cardiomyopathie
telle qu’une valvulopathie, une maladie coronarienne, une
cardiomyopathie dilatée ou une cardiomyopathie hypertrophique. Les
symptomes fréquemment observés chez les patients souffrant de
fibrillation auriculaire sont la présence de palpitations ainsi que de
péricordialgies. A long terme, les complications envisageables de cette
pathologie sont les risques de syncope, la perte d’un ajustement précis du
rythme ventriculaire aux besoins métaboliques, les thrombo-embolies

(souvent cérébrales, parfois rénales, mésentériques ou cardiaques) et le

développement d’insuffisance cardiaque.
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1.1.4 Mécanismes

1.1.4.1 Notions de base. Les mécanismes qui engendrent les
arythmies peuvent étre liés a la genése de I'influx, par un automatisme
anormal ou une activité déclenchée par des post-dépolarisations précoces
ou tardives °. Par exemple, la présence d’un foyer de stimulation
ectopique, fréquemment situé a proximité des veines pulmonaires (94%
des cas), a été observé chez certains patients par Haissaguerre ° (Figure
2A). Les arythmies peuvent aussi étre liées a la propagation de I’'influx,
via des phénomenes de rentrée attribuables a des obstacles anatomiques
ou fonctionnels. Dans le cas de la fibrillation auriculaire, I’arythmie est
fréquemment attribuable a la formation de multiples circuits de micro-
rentrée > (Figure 2C). La propagation de I’arythmie implique alors la
présence de nombreux circuits de réentrée, indépendants, autour
d’obstacles anatomiques ou certains circuits se forment alors que d’autres
se terminent. Il arrive aussi occasionnellement que la fibrillation
auriculaire soit liée a un phénomeéne de macro-réentrée (Figure 2B). Ce
type de réentrée implique la formation d’un circuit-mere autour d’un
obstacle anatomique, tel que la veine cave ou les veines pulmonaires. De
ce dernier seraient générés d’autres circuits qui exciteraient les tissus

: o
environnants, propageant le courant de facon excentrique .

Les troubles de conduction intra-auriculaire ainsi que les anomalies
de périodes réfractaires constituent deux facteurs importants de risque
d’arythmie auriculaire > (Figure 3). En fait, le risque de formation de
circuit de réentrée augmente de fagon inversement proportionnelle au

produit de la vitesse de conduction et de la durée des périodes réfractaires
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qui représente la longueur d’onde (A). En effet, plus la durée des périodes
réfractaires sera courte, moins le risque que le front d’un circuit de
rentrée soit arrété par la présence de tissu non excitable (en période
réfractaire) en aval du front est grand. De méme, plus la vitesse de
conduction est lente, plus la probabilité que le tissu revienne a un état
excitable avant d’étre rejoint par le front du circuit est grande. Ainsi, la
longueur d’onde détermine la taille minimale que peut avoir un circuit de
réentrée pour se perpétuer. Dans un cceur sain, la longueur d’onde des
circuits de réentrée tend a étre suffisamment longue pour ne pas
permettre le maintien de multiples circuits de réentrée. Le remodelage
électrique qui survient suite a différentes pathologies tend a raccourcir la
longueur d’onde et donc la taille des circuits, favorisant le maintien de
multiples circuits de réentrée ® L’utilisation de drogues anti-arythmiques
vise donc a prolonger la longueur d’onde en affectant la durée des
périodes réfractaires ou la conduction électrique, de maniére a augmenter
la taille minimale d’un circuit de réentrée et a ne plus permettre le

maintien de plusieurs circuits de réentrée (Figure 4).

1.1.4.2 Remodelage induit par tachycardie auriculaire. Bien que
connue depuis plus d’un siécle, la fibrillation auriculaire a fait I’objet de
nombreux travaux depuis les dernieres décennies. Un développement
récent dans la compréhension des mécanismes de fibrillation auriculaire a
ét¢ la démonstration par Wijffels que cette derniere induit des
changements électrophysiologiques qui favorisent son propre maintient .
Ceci fut démontré dans un modele de FA maintenue électriquement chez
la chévre. Les changements électrophysiologiques qu’il a observés .

comprenaient le raccourcissement des périodes réfractaires ainsi que de
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la longueur d’onde des FA. Plusieurs études ont alors été dirigées sur les
changements des différents canaux ioniques impliqués dans la genése du
potentiel d’action auriculaire. Un exemple de potentiel d’action ® est
illustré a la figure 5. Les courants entrants, ou dépolarisants, sont illustrés
par des fleches pointant vers le bas et les courants sortants, ou
repolarisants, sont illustrés par des fleches pointant vers le haut. La phase
0 du potentiel d’action est caractérisée par une dépolarisation rapide du
potentiel de membrane, due a une forte augmentation du courant sodique
(Ina) qui fait monter le potentiel de la cellule de =70mV a +40mV. La
phase 1 consiste en une repolarisation rapide et partielle due a une sortie
de potassium par les canaux potassiques transitoires sortants, I,
(transient outward current). Ceci est suivi de la phase 2, appelée
fréquemment plateau, qui est caractérisée par un courant entrant de Ca’"
par les canaux calciques de type L (Ic,). La phase 3, ou phase de
repolarisation, implique ’activation d’une série de courants potassiques
sortants (Ix) qui sont temps-dépendants (appelés delayed-rectifier). Chez
’humain, trois types de courants potassiques existent au niveau des
oreillettes : Ik, (ultra-rapid), Ix, (rapid), et Ixs (slow). Chez les cellules
pacemaker, la dépolarisation automatique de la phase 4 est liée a un
courant K" entrant (Iy). La pompe Na”/Ca™ (NCX) qui échange 3 Na
pour un Ca”™" produit aussi un courant entrant vers la fin de la phase 3 et

pendant la phase 4.

L’équilibre entre les courants entrants et les courants sortants
détermine la durée des potentiels d’action. En effet, une augmentation
des courants entrants prolonge la durée du potentiel d’action et une

augmentation des courants sortants raccourcit la durée du potentiel
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d’action. Le changement de différents courants a été observé au cours du
processus du remodelage électrique auriculaire. Par exemple,
I’augmentation de 5 a 10 fois du rythme auriculaire lors de fibrillation
auriculaire entrainerait une accumulation de Ca’™ intracellulaire . Pour
maintenir son homéostasie, la cellule tendrait alors a réduire les courants
Ic, en inactivant les canaux calciques et a long terme, elle réduirait la
synthése d’ARNm encodant pour la sous-unité responsable de la
formation du pore des canaux, la sous-unité a. Le courant Iy, serait aussi
réduit lors du remodelage électrique, ce qui pourrait contribuer au
ralentissement de la conduction électrique et favoriser le maintien des

. . . . 11 . .
fibrillations auriculaires . Quant aux courants potassiques, il semble que

12.13 12.14

I,, serait réduit et que Ik, serait aussi affecté . Une altération de

I’expression de la connexine 40, impliquée dans la formation des
p pliq

jonctions Gap et responsable de la communication inter-cellulaire, a aussi

., .15
été observée .

En plus des altérations au niveau des propriétés
électrophysiologiques, la tachycardie auriculaire cause des changements
ultrastructuraux tels que le gonflement des mitochondries, I’hypertrophie,
la dégénération du réticulum sarcoplasmique, la dégradation de
myofibrilles et I’accumulation de glycogéne '°. D’autre changements tels
que ’augmentation de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine, de la
kinase ERK (extracellular signal-related kinase) et du récepteur AT2 de
I’angiotensine et la diminution du récepteur AT1 de ’angiotensine ont
été observés . Finalement, une augmentation de ’activité de la caspase-

3 et du nombre de cellules marquées positivement au test de TUNEL a .




été observée '°, mais il n’est pas clair si ceux-ci sont dus a la FA ou 4 la

maladie cardiaque sous-jascente.

1.1.4.3 Remodelage induit par insuffisance cardiaque. Des études
effectuées sur des modeles d’insuffisance cardiaque ont montré que cette
pathologie peut mener a [’avénement de fibrillation auriculaire en
induisant un remodelage auriculaire. Au niveau électrophysiologique, les
courants ICalg, LOZO et IKSZI seraient réduits alors que le courant entrant di

2
* La somme des changements des

a la pompe NCX serait augmenté
différents courants n’entraine pas de diminution de la durée du potentiel
d’action et ne favorise pas le maintien de circuit de réentrée. Au point de
vue structurel, 1’augmentation de tissu conjonctif pourrait affecter la
conduction électrique et favoriser ainsi I’induction de FA *. Li et al **
ont observé que cette augmentation serait précédée de 1’augmentation du
niveau d’angiotensine tissulaire et ’activation de différentes MAPK
(P38, JNK et ERK), alors que le traitement a [’enalapril préviendrait

I’activation de ERK, diminuerait 1’accumulation de tissu conjonctif et

réduirait la durée des FA.

[.1.5 Traitements

Les traitements actuels pour la fibrillation auriculaire visent un
contrdle de la fréquence cardiaque et du risque thrombo-embolique et si
possible un retour au rythme sinusal et un maintien de ce dernier.
L’interruption des FA peut se faire par trois types d’approches, soit
électrique, soit chirurgicale, soit pharmacologique. La cardioversion
¢lectrique externe est une méthode utilisée depuis des années pour

terminer les tachycardies liées a un mécanisme réentrant et son efficacité




23 . ’, - ror ’ .
~. Plusieurs théories ont été émises quant au

est d’environ 90%
mécanisme exact par lequel la cardioversion électrique termine les
arythmies. Il a été suggéré notamment qu’elle pourrait agir par la
dépolarisation d’une masse excitable suffisamment importante pour que
soient interrompus les différents circuits existants dans le cceur au
moment du choc. La délivrance d’un choc intra-auriculaire droit via un
cathéter d’électrophysiologie, ou cardioversion interne, peut étre
envisagée en cas de résistance a la cardioversion par choc électrique
externe . Cependant, bien que chez la majorité¢ des patients, la
cardioversion électrique parvienne a restaurer le rythme sinusal, le taux
de récurrence de fibrillation auriculaire demeure €levé lorsque aucune
thérapie pharmacologique n’est utilisée pour maintenir le rythme
cardiaque. L’implantation d’un défibrillateur peut aussi étre envisagée,
dans les cas d’arythmie paroxysmale notamment, ou le défibrillateur peut
agir au niveau auriculaire et au niveau ventriculaire, lorsqu’une
tachycardie est induite par la FA '. L’appareil peut étre déclenché
volontairement par le patient lors d’épisodes d’arythmie ne causant pas

suffisamment de désordre hémodynamique pour déclencher Ile

défibrillateur

Au point de vue chirurgical, la procédure de Maze consiste en une
série d’incisions qui forment un chemin complexe de tissu auriculaire, de
telle sorte qu’aucun segment n’ait une aire suffisamment importante pour

. . . . ’ e | 4 :
soutenir de multiples circuits de réentrée . Cette procédure est toutefois
limitée par la gravité de ’intervention, qui requiert une circulation extra-
corporelle. Elle n’est donc utilisée que lorsqu’une autre intervention

chirurgicale, telle qu’une chirurgie au niveau de la valve mitrale, est
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nécessaire. Dans le cas de fibrillation auriculaire causée par la présence
d’un foyer de stimulation ectopique, 1’ablation focale peut étre suffisante
pour abolir I’arythmie '. Lorsque I’arythmie n’est pas controlée par les
traitements pharmacologiques et qu’elle affecte la fonction ventriculaire,
une ablation par radio-fréquence du nceud auriculo-ventriculaire (nceud
responsable de la conduction de I'influx électrique des oreillettes aux
ventricules) additionnée a I’implantation d’un pacemaker qui régulera le

. . ~ . 1
rythme ventriculaire peut €tre envisagée .

Les risques thrombo-emboliques peuvent étre controlés de fagon
pharmacologique *°. Il existe trois classes de ~médicaments anti-
thrombotiques, soit les anti-agrégants plaquettaires, les héparines et
’anti-vitamine K. Cependant, les anti-agrégants plaquettaires ne sont pas
appropriés car ils agissent essentiellement en limitant les thrombi initiés
par une exposition des couches sous-endothéliales, alors que [’utilisation
des héparines est limitée par le mode d’administration (intra-veineux), ce
qui favorise [utilisation d’anti-vitamine K (ex.: Wafarine) comme
traitement a long terme contre la coagulation induite par fibrillation

auriculaire.

Des traitements pharmacologiques peuvent étre utilisés lors de
fibrillation auriculaire pour ralentir la fréquence ventriculaire, entrainer la
conversion de I’arythmie et maintenir le rythme sinusal. Quatre classes
d’anti-arythmiques, établies par Vaughan Williams et basées sur leurs
principaux effets sur le myocarde existent actuellement >’. Les anti-
arythmiques de classe I agissent principalement sur les canaux sodiques,

inhibant Dl’influx rapide de sodium dans la phase 0, la phase de
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dépolarisation, du potentiel d’action des cardiomyocytes auriculaires et
ventriculaires et des cellules du tissu His-Purkinje. Les agents de cette
classe ont été sous-classifiés selon qu’ils avaient un effet faible (IB, ex. :
lidocaine, mexiletine, tocainide, ethmozine), moyen (IA, ex. : quinidine,
disopyramide, procainamide) ou important (IC, ex.: encainide,
flecainide, propafénone) sur la phase 0 du potentiel d’action. Les anti-
arythmiques de classe II représentent la famille des béta-bloquants. La
stimulation sympathique survenant dans les cas de niveaux élevés de
catécholamines circulantes induit une augmentation de la vélocité de
conduction, le raccourcissement des périodes réfractaires efficaces et une
augmentation de I’excitabilit¢ des cellules. Les  béta-bloquants
préviennent ces changements tissulaires. Les anti-arythmiques de classe
I (ex. : bretylium, N-acetyl-procainamide, sotalol, amiodarone) agissent
sur la phase de repolarisation du potentiel d’action. En prolongeant la
durée du potentiel d’actiom, ces agents prolongent la durée des périodes
réfractaires et réduisent 1’excitabilité des cardiomyocytes. Finalement, la
classe IV comprend les bloqueurs de canaux calciques (ex. : verapamil).
En inhibant les courants calciques, ces agents ralentissent les potentiels
d’action dont la phase de dépolarisation repose sur I’influx de calcium,

comme c’est le cas notamment au niveau des nceuds sinusal et auriculo-

ventriculaire.

Les agents de classe 1A, 1C et III sont les plus efficaces pour la
conversion et la prévention des fibrillations auriculaires *’. La quinidine
est fréquemment utilisée comme premiere drogue pour la conversion de
FA et comme traitement préventif a long-terme contre les arythmies.

Elle agit sur tous les tissus cardiaques en ralentissant la vitesse de
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conduction électrique. Généralement administrée par voie orale, cette
drogue de classe IA agit aussi au point de vue hémodynamique
(vasodilatation) et posséde d’importants effets secondaires (nausée,
vomissements, inconfort abdominal, diarrhée, aggravation de
I’insuffisance cardiaque et torsades de pointes). L’encainide, le flecainide
et le propafenone, trois agents de classe IC, agissent en réduisant la
conduction électrique dans les tissus cardiaques. Leurs effets sur les
tissus auriculaires et le nceud auriculo-ventriculaire leur conférent la
possibilité de convertir et de prévenir les FA ainsi que de ralentir la
réponse  ventriculaire  lors  d’arythmies  supra-ventriculaires.
L’amiodarone, bien que définie comme agent de classe III, posséde aussi
des effets de classe I, I et IV. Cependant, son effet principal est « anti-
fibrillatoire », résultant de la prolongation de la durée du potentiel
d’action ou du temps de repolarisation. Par son effet sur les canaux
sodiques, ’amiodarone cause aussi une stabilisation de la membrane de
fagon semblable aux agents de classe 1. L’ibutilide, un autre agent de
classe III, est administré par voie intra-veineuse pour la conversion
rapide de fibrillations auriculaires en rythme sinusal lorsque les patients
présentent des symptomes graves de désordre hémodynamique et

nécessitent une intervention rapide.

Les agents de classe II et IV ainsi que la digoxine sont
principalement utilisés pour contrdler le rythme ventriculaire, di a leur
effet sur le nceud auriculo-ventriculaire (AV) *’. L effet principale de la
digoxine est d’augmenter le tonus vagal , ralentissant ainsi le rythme
sinusal , la conduction au nceud AV et prolongeant la durée de la période

réfractaire au niveau du nceud AV. Pour ce qui est du maintien du rythme
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sinusal, les B-bloquants ne se sont pas avérés trés efficaces lorsqu’ils
étaient utilis€s seuls. Cependant, lorsqu’ils sont utilisés dans une
thérapie combinée, tel qu’avec un anti-arythmique de classe I, ils peuvent
s’avérer efficaces en inhibant D’effet des catécholamines qui tend a
contrer |’effet de ralentissement de la vitesse de conduction des anti-
arythmiques de classe I *. L’administration de verapamil, un bloqueur de
canaux calciques, par voie intra-veineuse a été étudiée chez des patients
en fibrillation auriculaire . Le verapamil a permis la diminution du
rythme ventriculaire, mais n’a pas permis le rétablissement du rythme
sinusal **. Dans un modéle canin de tachycardie auriculaire, le verapamil

ne s’est pas non plus montré efficace pour rétablir le rythme sinusal *.

En plus des drogues reconnues pour leurs effets sur les propriétés
électrophysiologiques, des études effectuées sur le remodelage
auriculaire suggerent que d’autres traitements pharmacologiques
pourraient avoir des effets bénéfiques en prévenant les altérations
structurelles qui facilitent la FA. C’est le cas notamment de 1’étude de Li
et al **, qui ont mesuré la durée des fibrillations auriculaires induites
suite 2 un traitement chronique a 1’enalapril de chiens souffrant
d’insuffisance cardiaque induite par entrainement électrique rapide et
I’ont comparée avec celle des animaux avec insuffisance cardiaque non-
traités a 1’enalapril. Ils ont observé une baisse significative de la durée

des fibrillations auriculaires induites et du taux de fibrose auriculaire, un

soustrat pour les FA.
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1.2 L'insuffisance cardiaque

1.2.1 Définition

Le coeur est une pompe dont le role est de faire circuler le sang a
travers le systéme vasculaire, afin de procurer les nutriments et I’oxygéne
et de vidanger les déchets et le dioxyde de carbone de ’ensemble des
organes. Lorsqu’une pathologie affecte le fonctionnement du coeur, deux
problémes peuvent survenir. Il se peut, d’une part, que le coeur ne
parvienne plus a exercer la force nécessaire pour maintenir une fraction
d’éjection assez importante pour fournir un débit sanguin suffisant dans
’aorte et les artéres pulmonaires. Il se peut, d’autre part, que le coeur ne
parvienne plus a se vider, favorisant I’accumulation de sang dans les
réservoirs veineux *’. L’insuffisance cardiaque peut étre définie comme
un syndrome clinique débutant par des anomalies fonctionnelles et
structurales du cceur qui entrainent progressivement une série de
changements tels que I’hypertrophie, 1’élargissement des chambres et une
baisse de la fraction d’éjection et qui ménent a la manifestation de signes
cliniques tels que la dyspnée, la fatigue et I’intolérance a ’exercice *'. La
« New York Heart Association» a classifié les niveaux de gravité
d’insuffisance en quatre grandes classes. La classe I comprend les
patients souffrant d’une maladie cardiaque, mais qui n’ont pas de
limitation dans leur activité physique. La classe II comprend les patients
souffrant d’une maladie cardiaque qui ne leur cause pas d’inconfort au
repos, mais, qui lors d’exercice, entraine de la fatigue, des palpitations,

de la dyspnée ou de I’angine. La classe III inclue les patients souffrant de

maladie cardiaque qui ne cause pas d’inconfort au repos, mais qui cause
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d’importants inconforts lors d’activités physiques ordinaires. La classe
IV comprend les patients souffrant de maladie cardiaque qui peuvent
causer des inconforts méme au repos et qui causent un inconfort
important & la moindre activité physique °'. L’insuffisance cardiaque
congestive est, quant a elle, définie comme une insuffisance cardiaque
accompagnée de symptomes cliniques tels que la dyspnée, la
cardiomégalie, et I’cedeme périphérique. Elle consiste en une congestion
circulatoire et survient en réponse a I’insuffisance cardiaque et aux autres
changements de la circulation périphérique, accompagnée de [’activation

du systéme nerveux sympathique et du systéme rénine-angiotensine °'.

1.2.2 Mécanismes

1.2.2.1 Altérations hémodynamiques. Lors de pathologies telles
que les cardiomyopathies dilatées, les myocardites virales ou toxiques et
les infarctus du myocarde, la capacité du coeur a éjecter son contenu est
altérée *°. L’altération de la contractilité cardiaque, ou inotropie, est la
résultante d’une série de changements biochimiques et biophysiques et
est donc complexe a quantifier. La loi de Starling montre que
’augmentation du volume de remplissage entraine une augmentation de
la force contractile, di a un étirement des sarcoméres. Pour un niveau
donné de calcium intracellulaire, il y a une augmentation de la formation
de ponts actine-myosine et une augmentation de la sensibilité des
myofilaments au calcium avec I’étirement des sarcomeéres. Lors du
développement de I’insuffisance cardiaque, la courbe de Starling est
déplacée vers la droite, reflétant une diminution de la contractilité
cardiaque. Ceci est causé par une diminution du raccourcissement des

sarcomeres en réponse a un étirement donné. Le probléme central dans
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Iinsuffisance cardiaque demeure la perte de la performance cardiaque.
Une systole insuffisante meéne a [’augmentation du volume télé-
diastolique. Alors qu’en condition normale, ceci entrainerait une
augmentation du volume d’éjection lors de la contraction subséquente,
en insuffisance cardiaque, une telle adaptation n’est pas possible. La
fraction d’éjection, définie comme le quotient du volume éjecté lors de la
systole sur le volume télé-diastolique, est donc réduite en insuffisance
cardiaque. Lors de pathologies telles que la tachycardie, 1’hypertension
ou la cardiomyopathie hypertrophique, c’est la capacité du coeur a se
relacher afin de permettre le remplissage, ou lusitropie, qui est affectée.
Cette dysfonction diastolique résulte en une augmentation de la pression

de remplissage et éventuellement en cedéme pulmonaire *°.

Le développement de I’insuffisance cardiaque débute généralement
par une phase de compensation . Durant cette période, le débit
cardiaque et la fonction cardiaque peuvent étre maintenus malgré la
dysfonction myocardique, par des mécanismes compensatoires tels que
I’hypertrophie, [’activation de systémes neuroendocriniens, la
vasoconstriction, la rétention de fluide par les reins et la dilatation
cardiaque. Ainsi, bien que la fraction d’éjection tende a chuter, le débit
cardiaque et la pression artérielle peuvent étre maintenus par différents
mécanismes d’adaptation. Au niveau rénal, il y a rétention de sel et d’eau
afin d’augmenter le débit cardiaque. Le systéme sympathique est activé
par les barorécepteurs et il induit, par la sécrétion d’adrénaline et de
noradrénaline, une augmentation du rythme et de la contraction cardiaque

et une vasoconstriction périphérique. Le systéme rénine-angiotensine-

aldostérone est activé, pour induire a la fois une rétention d’eau et une
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vasoconstriction périphérique. D’autres hormones sont sécrétées en
réponse au déséquilibre hémodynamique, telles que la vasopressine et
’endothéline. La vasopressine est une hormone anti-diurétique libérée
par I’hypothalamus lors d’augmentations de 1’osmolalité du plasma, qui
entraine alors un sentiment de soif, une vasoconstriction et une rétention
d’eau par les reins. L’expression de I’endothéline est stimulée par la
présence d’autres facteurs dont 1’angiotensine, les catécholamines et la
vasopressine qui induisent la relache du précurseur, la préproendothéline,
qui sera ensuite clivée en proendothéline puis en endothéline.
L’endothéline induit alors une vasoconstriction périphérique. A long
terme, tous ces changements deviennent décompensatoires et aggravent
I’état de la maladie *". En effet, I’augmentation de la rétention de sel et
d’eau ainsi que la vasoconstriction périphérique, en augmentant la
pression, augmentent le travail du cceur. De plus, a long terme, cela méne
a la formation d’oedéme et de congestion pulmonaire. L’ activité accrue
du systeme sympathique entraine quant a elle une régulation négative des

récepteurs B-adrénergiques en plus d’accroitre les risques d’arythmie.

1.2.2.2 Hypertrophie. L’hypertrophie des cardiomyocytes vise a
répondre a la demande d’augmentation de la force mécanique *°. Dans le
cas d’ischémie par exemple, la mort de nombreux cardiomyocytes a
réduit la quantité¢ de tissu contractile fonctionnel. L’hypertrophie est
initialement bénéfique car elle permet de réduire la charge par cellule et
d’augmenter le nombre d’éléments contractiles (les sarcoméres). Lorsque
I’insuffisance est liée a une pression surélevée, comme dans le cas
d’hypertension, [’hypertrophie développée est de type concentrique,

caractérisée par un épaississement des parois et une baisse du volume des
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chambres Les myocytes croissent alors en diametre. Lorsque

I'insuffisance est liée a un volume surélevé, comme dans le cas de
myocardites, [’hypertrophie développée est de type excentrique,
caractérisée par un élargissement des chambres. Les myocytes croissent
alors en longueur, di a I’addition de nouveaux sarcoméres en série. Dans
les stades avancés d’insuffisance cardiaque, les cellules sont trés

allongées, créant un ventricule large, dilaté et dysfonctionel.

1.2.2.3 Inflammation. La réponse inflammatoire est connue comme
un €élément du mécanisme de défense du systéme en réponse a I’attaque
d’organismes étrangers, potentiellement dangereux. Cependant, il a été
montré expérimentalement qu’une réaction inflammatoire locale pouvait
survenir en réponse a un stress hémodynamique, par I’induction d’une
augmentation de cytokines telles que TNF-o *°. La sécrétion de TNF-a
pourrait étre induite afin de protéger le cceur contre différents stress, en
activant par exemple des enzymes qui détruisent les radicaux libres. Les
cytokines exprimées dans les cceurs ischémiques ou hypoxiques inhibent
le dommage en augmentant 1’expression des protéines HSP (heat shock
proteins), qui empéchent la dénaturation et stabilisent les cellules
soumises a un stress. Les derniers stades d’insuffisance cardiaque sont
aussi associés a une réaction inflammatoire systémique, causée par une
importante élévation des cytokines telles que I’interleukine-18 (IL-18) *,
Iinterleukine-8 ainsi que I’interleukine-10 7", La synthése de IL-18
induirait la reldche dans le myocarde de facteurs chémotactiques
responsables du recrutement des monocytes *, alors que les interleukines

8 et 10 induiraient ’activation des neutrophiles et des lymphocytes T et

faciliteraient leur infiltration dans le myocarde.




1.2.2.4 Implication du systeme rénine-angiotensine. Comme
mentionné plus tot, les changements hémodynamiques induits par le
développement de l’insuffisance cardiaque menent a [’activation de
différents systémes tels que le systtme rénine-angiotensine °°
L’angiotensine II joue un réle important dans la régulation de la pression
sanguine et ce en agissant a la fois sur le volume sanguin et sur le
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diametre des vaisseaux ~°. Les tissus cibles de I’angiotensine II sont
nombreux et incluent les reins, les glandes surrénales, I’hypophyse, les
cellules musculaires lisses, le systéme nerveux sympathique et le cceur.
Le systeme inclue deux enzymes principales : la rénine (une enzyme
synthétisé€e par les reins) et I’enzyme de conversion de 1’angiotensine ou
ECA (présente dans différents organes mais principalement dans le
ceeur). Lorsque la rénine est relachée dans la circulation sanguine, elle
clive la pré-pro-hormone angiotensinogéne pour former la pro-hormone
angiotensine I, un décapeptide. Alors, le décapeptide est a son tour clivé
par ’ECA en un octapeptide qui est ’hormone sous sa forme active,
I’angiotensine II. L angiotensine II posséde 4 types de récepteurs : ATI,
AT2, AT3 et AT4. Le récepteur AT1 est le récepteur principalement
responsable des effets physiologiques connus au niveau cardiovasculaire,
rénal, neuronal, endocrine, hépatique, etc.’” Le récepteur AT fait parti
de la grande famille des récepteurs a 7 domaines transmembranaires,
couplés aux protéines G. Sa signalisation se fait principalement par la
protéine G insensible a la toxine pertussique et par I’activation de la
phospholipase C, mais aussi d’autres enzymes telles que la
phospholipase D, la phospholipase A2, I’adénylate cyclase et différents

canaux ioniques (ex. : canaux calciques type L et type T). Le récepteur
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AT?2 possede un rdle encore mal défini, bien qu’il ait été décrit comme
ayant des effets hypotenseurs et qu’il inhibe la croissance et induise la
différentiation cellulaire. De plus, AT2 entrainerait I’ouverture de canaux
potassiques temps-dépendants au niveau hypothalamique et la fermeture
de canaux calciques de type T. La voie de signalisation de AT2 est aussi
mal définie. Il a été montré que AT2 n’affectait pas le calcium cystolique
ou ’AMP cyclique, qui sont des indicateurs de [’activation de la
phospholipase CB via Gq et de ’adénylate cyclase via Gs et Gi,
respectivement. Les protéines Gi,, et Gju3 seraient les médiatrices de
AT2. Hormis son rdle dans la régulation hémodynamique, il a été
suggéré que I’angiotensine II était impliquée dans différents mécanismes
tels que I’hypertrophie, la croissance des fibroblastes, la fibrose et
I’apoptose **. Quant aux récepteurs AT3 et AT4, leurs structures, leurs
roles physiologiques ainsi que leurs propriétés pharmacologiques

demeurent mal définis *°.

Parmi les voies de signalisation de 1’angiotensine II, il existe une
vole qui a fait ’objet de diverses recherches, la voie des MAPKs. Les
MAPKSs, ou « mitogen-activated protein kinases », sont une grande
famille de sérine/thréonine kinases dont I’activation est induite suite a
une stimulation extracellulaire telle que I’inflammation, 1’ischémie, la
présence d’endotoxine ou un stress génotoxique . Lorsque activées, ces
protéines kinases phosphorylent différents substrats, dont des facteurs de
transcription qui contrdlent I’induction de différents génes. Parmi la
grande famille des MAPKs se trouvent trois différents membres
importants : ERK1/2, SAPK et p38. La kinase SAPK (stress-activated

protein kinase) est aussi appelée p54, ce qui correspond a son poids
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moléculaire de 54 kDa, ou JNK (c-Jun N-terminal kinase) d’aprés le nom
d’un de ses substrats, c-Jun. Les kinases ERK1/2 (extracellular signal-
regulated protein kinase) sont aussi appelées p44/p42, qui correspond a
leur poids moléculaire (44kDa et 42 kDa) respectif. Les MAPKs sont
activées principalement par des facteurs de croissance et d’autres agents
mutagenes. Ces kinases sont activées dans la derniére partie d’une
cascade d’activation enzymatique (figure 6). Elles sont activées par
d’autres kinases appelées MEK ou MAPK kinases. Ces derniéres sont
elles-méme activées par des MAPK kinase kinase ou MEKK. Les MEKK
sont activées par différentes enzymes. La protéine GCK par exemple,
active spécifiquement la MEKK de la cascade d’activation de JNK alors
que la protéine Rak-1 peut activer a la fois la cascade d’activation de p38
et de INK . En amont de ces cascades se trouvent deux membres de la
famille de Rho, Rac et Cdc42Hs. Lorsque Rac et Cdc42Hs se lient a
GTP, ils vont ensuite former un complexe avec Rak-1 et déclenchent la
cascade d’activation enzymatique. Alors, Rak-1 s’autophosphoryle,
s’active et va activer une MEKK "¢, Certains stimuli activent a la fois
JNK et p38 alors que d’autres stimuli activent spécifiquement p38 ou
JNK. JNK possede différents substrats, tels que c-Jun, ATF-2 et EIK-1 2
Ces différents facteurs de transcription peuvent mener a une variété
d’effets. La protéine c-Jun, un membre de la famille des « basic leucine
zipper », agit généralement par une hétérodimérisation avec c-Fos ou
ATF-2 (un membre de la famille des CREBs). Suite a la dimérisation, le
complexe formé agit au niveau de promoteurs de différents genes, tels
que celui encodant pour la collagénase. La kinase p38 phosphoryle et
active la MAPKAP kinase-2, une kinase qui agit entre autre sur les

HSP25 et 27. 11 a été démontré que les MAPKs étaient impliquées dans
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différentes pathologies cardiovasculaires. Par exemple, Pombo et al ©

ont démontré que le stress important entrain€ par une reperfusion suivant
une ischémie constituait un facteur pouvant induire ’activation de JNK
et a un niveau moins €levé, I’activation de ERK1/2. Dans I’inflammation,
il a été¢ montré récemment que I’inhibition de p38 par des CSAIDs
bloquait la traduction d’ARNm encodant pour différentes cytokines dont
TNF-o. ®. On a aussi montré que la kinase SAPK était activée dans
différentes situations telles que lors de stress physique, lors de
changements d’osmolarité ou lors de stress d’étirement °”%°. Certains
récepteurs a 7 domaines transmembranaires, couplés principalement aux
protéines Gotjr , Gouys et Gq peuvent aussi activer les MAPKSs 32, Ainsi,
I’angiotensine II, via son récepteur ATI, peut entrainer ’activation de
MAPK par une voie calcium-dépendante, mais phospho-kinase C
indépendante. Chez I’humain, une augmentation de ERK1/2 a été

observée chez des patients souffrant de fibrillation auriculaire '’.

1.2.2.5 La fibrose. Le développement de I’insuffisance cardiaque
induit un remodelage cellulaire et un changement architectural des
cellules et des chambres qui comprennent plusieurs composantes autres
que Dhypertrophie . La fibrose du myocarde est un processus de
synthése de matrice interstitielle, mais aussi une modification de son
contenu. Le changement du collagéne III au collagene I par exemple,
augmente la rigidité et diminue la compliance des ventricules en phase
avancée d’insuffisance cardiaque. Plusieurs facteurs peuvent induire la
fibrose interstitielle, dont la présence de facteurs de croissance,
I’angiotensine II, la présence de cellules inflammatoires (qui stimulent

les fibroblastes) et la nécrose (qui induit une réaction inflammatoire et
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une vive réaction fibrotique). Le réle de la fibrose demeure obscur,
puisqu’elle est pathogénique et contribue au remodelage maladaptif.
Néanmoins, dans le cas de présence de nécrose, il a été suggéré que la

fibrose pourrait agir comme tissu de remplacement.

1.2.2.6 La mort cellulaire. Une autre composante du remodelage
induit par I’insuffisance cardiaque est la mort de cardiomyocytes *". La
mort cellulaire par nécrose, qualifiée de mort accidentelle, peut étre
induite par divers événements. Par exemple, I’'inflammation induite par
I’élévation des cytokines entraine une relache importante d’oxyde
nitrique et de radicaux libres qui peuvent créer des dommages importants ,
aux membranes cellulaires et induire la nécrose. La surcharge de travail
infligée au cceur entraine une carence en énergie et peut aussi entrainer
une accumulation de calcium due au mauvais fonctionnement des
pompes et des canaux loniques, deux phénomeénes qui peuvent causer la
mort des cellules. En plus de la mort par nécrose, il a été récemment
démontré que la mort par apoptose pouvait étre impliquée dans
différentes pathologies cardiaques. L’apoptose est décrite plus en détails

dans la section suivante.

1.2.3 Modeles expérimentaux

L’insuffisance cardiaque fait I’objet de nombreuses recherches. A
cette fin, différents modeles expérimentaux ont été développés *.
L’insuffisance cardiaque peut survenir subséquemment a un infarctus du
myocarde **. Ainsi, une des approches utilisée consiste a effectuer la
ligature d’une artére coronaire principale, fréquemment la descendante

antérieure gauche ou la circonflexe, qui entrainera une ischémie
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ventriculaire importante et a plus long terme, le développement d’une
insuffisance cardiaque . En plus de la ligature, d’autres méthodes peuvent
étre employées pour induire un infarctus du myocarde, dont
’embolisation coronarienne avec un cathéter et la microembolisation par
injection de microsphéres **. L’insuffisance cardiaque peut aussi étre
induite par une surcharge de pression, en effectuant une constriction de
I’artere pulmonaire ou de 1’aorte d’un animal, en induisant une sténose de
la valve pulmonaire ou aortique ou en induisant une hypertension par
constriction des arteres rénales. Il est aussi possible de provoquer une
surcharge volumique, par exemple en induisant une insuffisance de la
valve aortique ou un défaut du septum interventriculaire. Une autre
approche utilisée est ’entrainement électrique rapide des ventricules a
I’aide d’un pacemaker implanté. Chez le chien par exemple, la
tachycardie induite par un entrainement de cing semaines a un rythme de
200 a 240 battements par minutes entrainera une surcharge de travail et
induira un développement progressif d’une insuffisance cardiaque
congestive *. L’administration de drogues telles que 1’adriamycine et la
streptozocine, l’induction d’une déficience en vitamine E ou d’une
cardiomyopathie virale sont d’autres approches utilisées pour entrainer le
développement d’une cardiomyopathie **. Finalement, un large spectre de
souris transgéniques touchant une variété de génes reliés soit au systeme
contractile, aux neurohormones ou a différentes molécules de

signalisation cellulaire ont ét¢ développées pour étudier le phénoméne

complexe de développement de I’insuffisance cardiaque.




1.3 L’apoptose
1.3.1 Définition

L’apoptose est un mécanisme intrinséque de régulation de la mort
cellulaire présent chez tous les organismes multicellulaires, qui fut
originellement étudié chez le nématode Caenorhabditis elegans . Le
terme "apoptose” est d’origine grecque et dérive des mots apo (ailleurs)
et ptosis (chute), qui réfeére a la chute des feuilles a ’automne ou a la
chute des pétales de fleurs. Ceci faisait alors allusion aux observations
morphologiques qui décrivaient [’apoptose comme un événement
cellulaire unique, par opposition a la nécrose qui survient sur un groupe
de cellules **. Aujourd’hui, un grand nombre de points distinguent
’apoptose de la nécrose. L’apoptose est caractérisée par une
condensation des cellules et de leur chromatine, la formation de corps
apoptotiques et leur phagocytose par les cellules environnantes . Quant a
la nécrose, elle entraine généralement une perte d’intégrité de la
membrane cytoplasmique, une dégradation désorganisée des éléments
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cellulaires et entraine une réaction inflammatoire .

1.3.2 Mécanisme

Au cours du développement et du maintien de ’homéostasie des
organismes multicellulaires, la prolifération tout comme la mort
cellulaire se sont révélés étre deux processus essentiels. Le nématode C.
elegans s’est avéré un organisme de choix pour effectuer I’étude du
processus de mort cellulaire par apoptose ». En effet, chez cette espéce,
la mort individuelle des cellules peut étre observée facilement dans

I’animal vivant, qui est transparent. Ainsi, I’utilisation de techniques
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avancées d’analyse moléculaire et génétique permet 1’étude de génes
impliqués dans les différents aspects de la mort cellulaire par apoptose.
L’observation de I’animal vivant a permis de déterminer que 1090
cellules somatiques se formaient au cours de son développement et de sa
vie adulte, alors que 131 de ces cellules subissaient le processus de mort
cellulaire programmé a un moment précis de la vie du vers. Lorsqu’une
cellule entreprend ce mécanisme, sa chromatine se condense, son
cytoplasme se contracte, la membrane nucléaire se désagrége et la cellule
forme des vacuoles qui sont phagocytées par les cellules environnantes.
Deux genes principaux ont été identifiés comme étant nécessaires au
déroulement du processus apoptotique : ced-3 et ced-4. Ces génes codant
pour des protéines cytotoxiques ou qui entrainent une activité
cytotoxique sont régulés par le gene ced-9. Chez C. elegans, il a été
suggéreé que plusieurs cellules aient été prédéterminées génétiquement a
mourir a un moment précis. Par exemple, les génes ces-I et ces-2
régulent la mort de neurones spécifiques du pharynx tandis que leur
mutation prévient la mort de ces cellules. La phagocytose des corps
apoptotiques est elle aussi régulée par différents génes, puisque la
mutation de ced-2, ced-5 ou ced-10 additionnée a la mutation de ced-/,
ced-6, ced-7 ou ced-8 prévient cette phagocytose. Finalement, différents
genes tels que nuc-/ contrélent la dégradation par des endonucleases des

corps apoptotiques .

Au niveau des mammiféres, le processus de I’apoptose a été
subdivisé en trois phases : la phase d’initiation, la phase d’exécution et la
phase de dégradation. La phase d’initiation dépend des stimuli. Il existe

de nombreux ligands des « death receptors », tels que TNFa, LTa., FasL,
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Apo3 et TRAIL. Les ligands se lient a leur récepteur qui vont alors
former des homotrimeéres. L’agrégation de récepteurs permet alors
’association des domaines appelés « cystolic death domain », qui
contiennent des molécules adaptatrices. Ces complexes formés sont des
« death inducing signaling complexes » ou DISCs. Cinq types de
protéines interagissent dans la formation de DISCs: les DDs (death
domains), FADD et TRADD (des protéines adaptatrices), DED ( death
effector domains ) et CARD (caspase recruitement domain). Le principal
effet de I’association de FADD au « death receptor » est la liaison au
large prodomaine des caspases initiatrices FLICE et procaspase-8. Cette
association entrainera I’activation des caspases initiatrices par le clivage
de leur prodomaine, qui par leur action protéolytique entraineront a leur
tour ’activation d’autres caspases. La trimérisation des « death receptor »
et la formation du DISC peuvent étre activées sans la liaison de ligands
sur les récepteurs, par d’autres stimuli tels que !’irradiation. D’autres
types de stimuli peuvent induire ’apoptose sans activer la voie des
« death receptors». Un déséquilibre de I’homéostasie calcique, la
privation de facteurs de croissances, la présence de radicaux oxygénés,
I’altération de I’ADN par irradiation ou [’activation de I’enzyme P53 en

sont quelques exemples *°.

La phase d’exécution est régulée principalement par des
homologues de la protéine CED-9 (Caenorhabditis elegans death
protein-9), les protéines de la famille de Bcl-2 *’. Cette famille comporte
des protéines pro-apoptotique (Bcl-Xs, Bak, Bax, Bad, Bid, etc.) et des
protéines anti-apoptotiques  (Bcl-2, Bcel-X;, Mcl-1, Bfl-1,etc.). Les

protéines Bcl-2 et Bel-X; sont normalement localisées dans la membrane
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externe des mitochondries. Leur localisation permet d’inhiber le
processus de I’apoptose. A 1’état normal, les protéines telles que Bax et
Bak se trouvent dans le cytosol. Suite a un stimulus apoptotique, Bax
transfere au niveau des mitochondries pour s’insérer dans la membrane
externe mitochondriale et influence alors le mécanisme mitochondrial
impliqué dans ’apoptose. D’autres protéines telles que Bid et Bad
exercent leur effet pro-apoptotique par une autre voie. Suite a I’activation
des « death receptor », Bid est clivé par la caspase-8 et transfére alors a la
mitochondrie pour induire 1’apoptose. Quant a Bad, il est phosphorylé et
séquestré par la protéine 14-3-3 en condition normale. Lorsque les
niveaux de facteurs de croissance chutent, Bad-est déphosphorylé,
relaché par la protéine 14-3-3 et il transfére du cytosol a la membrane

mitochondriale pour se lier a Bel-2 et induire 1’apoptose °’.

Au niveau de la membrane mitochondriale se trouvent des pores
qui controlent la perméabilité des mitochondries par leur ouverture ou
leur fermeture et par leur changement de conductance. Ces pores, appelés
PT-pore (permeability transition-pore), permettent de réguler le pH des
mitochondries et participent a la régulation de ’homéostasie du Ca™ .
Lorsque le pH des mitochondries est bas, les pores sont a 1’état fermé,
alors que I’élévation du pH entraine 1’ouverture des pores et la sortie de
Ca"™ et de K. En condition normale, les PT-pores ont une faible
conductance et ne permettent la sortie que de petits ions tels que K’
et Ca™". Il y a alors formation d’un potentiel membranaire et présence
de fortes charges négatives dans les mitochondries, permettant la
formation d’un important gradient de protons qui est essentiel a la

synthése d’ATP 7.




Un stimulus apoptotique entrainera [’ouverture des pores
mitochondriaux, ’augmentation de leur conductance et la relache de
dATP et de protéines qui ménent a I’apoptose : AIF (apoptosis inducing
factor) et cytochrome-c. Le cytochrome-c est une protéine présente dans
’espace intermembranaire des mitochondries et participe a la synthése
d’ATP. Lorsqu’il est libéré, le cytochrome-c se lie a dATP, AIF et un
homologue de CED-4, APAF-1 (apoptosis protease activating factor-1).
Le complexe alors formé, appelé apoptosome, induit ’activation de la
caspase-9. Cette derniére peut a son tour cliver la procaspase-3 en sa
forme active, la caspase-3, entrainant [’activation” de la cascade des
caspases et le clivage de différents substrats. Les protéines Bcl-2 et Bel-
XL inhibent I’apoptose en bloquant I’ouverture de PT-pore et la relache
de facteurs d’induction de 1’apoptose. Les protéines pro-apoptotiques
telles que Bax lient Bcl-2 et le PT-pore et induisent I’ouverture des pores,

un changement de potentiel membranaire et la relaiche de AIF, dATP et
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cytochrome-c ”'.

Les caspases, des homologues de CED-3, sont les principaux
effecteurs de la phase d’exécution. Jusqu’a maintenant, 14 caspases ont
été 1dentifiées et numérotées de 1 a 14, dans ’ordre de leur découverte et
non dans ’ordre de leur implication chronologique dans la cascade de
I’apoptose. En condition normale, les caspases sont présentes sous la
forme de précurseurs inactifs. Leur pro-domaine situé en N-terminal
varie fortement d’une caspase a ['autre et est un déterminant pour leur
localisation cellulaire et leur activation. La pro-forme des caspases

contient un motif de reconnaissance et un site de clivage qui leur permet




de s’activer par un processus auto-catalytique ou par d’autres caspases.
Leur nom, caspase, provient de leur fonction: cystéine-containing
aspartic acid protéase et signifie que leur action catalytique est fait entre

. ‘e ;. . . 3
un résidu cystéine et un résidu acide aspartique **.

La cascade d’activation des caspases est encore mal définie et
dépend du stimulus apoptotique. Lorsqu’un stimulus entraine une
réponse des mitochondries, la cascade des caspases implique [’activation
par I’apoptosome de la caspase-9, qui active a son tour la caspase-3, qui a
son tour active les caspases-6 et —7. Par contre, lorsqu’un stimulus
apoptotique entraine la formation de DISCs,” la caspase-8 est
généralement impliquée, mais [’activation mitochondriale n’est pas
toujours impliquée. La caspase-8 peut alors activer les caspases-3,-4, -7
et/ou =9 pour induire le processus de I’apoptose **.

L’activité des caspases dans le programme de [’apoptose peut
résulter en 1) la destruction ou I’inactivation de substrats (ex. : lamin,
translocases), 2) ’activation de substrats (ex.: gelsolin, CAD) ou 3)
I’inactivation d'inhibiteurs de D’apoptose (ex.: Bcl-2, PARP): 1) Le
clivage de la lamin par exemple, facilitera le désassemblage de
I’enveloppe nucléaire et la désintégration du noyau. L’inactivation de
ICE-like protéases telles que les translocases, dont le role est le maintien
de  D’asymétrie = membranaire, entraine [’externalisation  des
phosphatidylsérines, qui agissent comme marqueurs pour la phagocytose
de ces cellules. 2) Le clivage de la gelsolin résultera en la formation
d’une protéine active qui entrainera la dépolymeérisation de 1’actine et la

formation de corps apoptotiques. A 1’état normal, la protéine CAD




(capase-activated DNAse), ou DFF chez I’homme, est séquestrée dans le
cytosol sous sa forme inactive, liée a un inhibiteur de CAD nommé
ICAD. L’activation de la caspase-3 divise le complexe CAD/ICAD et
permet alors a la DNAse de pénétrer dans le noyau et de dégrader
I’ADN. 3) Le clivage de Bcl-2 transformera un inhibiteur en un
promoteur de l’apoptose, Bcl-2AN. Finalement, ’enzyme poly(ADP-
ribose) polymérase appelée PARP, dont le role est la réparation de
I’ADN, est inhibée par la caspase-3 lors du processus de I’apoptose. Suite
a l'activation des caspases, a ’activation de certaines enzymes et en
I'inactivation d’autres, la cellule est fragmentée et forme des corps
38

apoptotiques qui seront phagocytés par les cellules environnantes

(Figure 7).
1.3.3 Implication dans les pathologies cardiovasculaires

Ce n’est que récemment qu’'on a démontré que [’apoptose était
impliquée dans les pathologies cardiaques. Anversa et al *” et Itoh et al *°
ont observé ’implication du processus de I’apoptose lors d’infarctus du
myocarde et d’ischémie-reperfusion chez I’humain. Yue et a/ *' ont
observé la présence d’apoptose chez les lapins et Li ef al ** chez le rat,
lorsqu’ils étaient soumis a des épisodes d’ischémie-reperfusion. Une
autre pathologie ou la présence d’apoptose a ¢été mesurée est
I’insuffisance cardiaque. Dans cette pathologie, de nombreux systémes,
dont le systéeme immunitaire, sont affectés. L’augmentation de cytokines

telles que TNF-a,, Fas et IL-6 peut induire I’apoptose de cardiomyocytes.

D’autres changements tels que 1’augmentation du niveau de
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neurohormones pourraient entrainer la mort de cardiomyocytes. Des
changements de Bax/Bcl-2 ainsi que de ’activité de la caspase-3 ont été
observés par Latif er a/ * au niveau ventriculaire, chez des patients
souffrant d’insuffisance cardiaque. La présence de cellules apoptotiques a
aussi été observée chez des patients souffrant de myocardite et de

dysplasie congénitale arythmogénique **.

Un certain nombre de stress présents dans les pathologies
cardiaques et pouvant entrainer ’apoptose ont été décrits ** : 1) le stress
oxydatif et la présence de radicaux oxygénés, qu’on rencontre lors
d’ischémie ; 2) La présence d’un taux élevé de cytokines, tel que dans la
phase avancée d’insuffisance cardiaque; 3) L’oxyde nitrique (NO), aussi
trés €levé en insuffisance cardiaque; 4) Différentes neurohormones telles
que l’angiotensine II; 5) Le stress mécanique lié a la surcharge de
volume, décrite dans la cardiomyopathie dilatée. L importance de la mort
cellulaire dans les pathologies cardiaques et les effets relatifs a la perte de
myocytes résultante sont mal définis. On a suggéré que la perte de
cardiomyocytes pouvait entrainer une réduction de la masse musculaire,
réduisant la puissance de la pompe cardiaque. Adams et al *° ont observé
le développement d’une insuffisante cardiaque fulminante suite a la mort
d’un grand nombre de cardiomyocytes, chez des souris transgéniques
surexprimant la protéine Gog. Les nombreuses études effectuées sur
I’apoptose dans les pathologies cardiaques ouvrent la voie au
développement de nouvelles approches thérapeutiques. Une grande
variété de cibles pourraient étre envisagées. Que ce soit par la modulation
de régulateurs de ’apoptose, tels que les membres de la famille de Bcel-2,

par D’inhibition des effecteurs de I’apoptose (les caspases) ou méme la




prévention de [I’induction du processus apoptotique a [’aide
d’antagonistes des récepteurs de la mort cellulaire, les cibles ne
manquent pas. L’apoptose semble une cible d’avenir pour la prévention
et le traitement des pathologies cardiaques. Cependant, il demeure
impensable d’utiliser directement des inhibiteurs apoptotiques comme
traitement chez [’humain, puisque [’apoptose en soi posséde de
nombreux réles physiologiques essentiels. Il importe par conséquent de
déterminer les mécanismes qui entrainent 1’apoptose lors de pathologies
afin de prévenir ’avénement de processus apoptotiques néfastes par des

traitements qui agiraient sur ces mécanismes.

2.Questions soulevées et hypothése de travail

L’insuffisance cardiaque constitue avec les valvulopathies, les
maladies coronarienne et les cardiomyopathies hypertrophiques 1’une des
plus grandes causes de fibrillation auriculaire *. Il a été précédemment
démontré dans des modeles expérimentaux que I’insuffisance cardiaque

entrainait un remodelage structurel alors qu’un traitement
pharmacologique permettant de réduire ce remodelage réduisait
I’incidence des FAs. Cependant, bien que I’étude de Li er al ** suggére
I’implication de I’angiotensine II et de MAP kinases dans le processus de
remodelage, les mécanismes par lesquels [’insuffisance cardiaque
entraine le développement de fibrose sont encore mal définis. De plus, les
mécanismes par lesquels I’insuffisance cardiaque entrainent la fibrillation
auriculaire n’ont pas été définis jusqu’a présent. La présence d’apoptose

a été précédemment mesurée chez les patients souffrant de FA, mais n’a
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pas é€té démontrée jusqu’a maintenant dans les modeles animaux. Les
différentes observations décrites dans la littérature nous ont amené a nous
poser les questions suivantes: 1) Est-ce que la mort cellulaire est
impliquée dans I’induction de FAs reliées a I'insuffisance cardiaque ? 2)
Comment sont affectées les protéines pro-apoptotiques et anti-
apoptotiques dans la FA? 3) Qu’arrive-t-il aux protéines effectrices telles
que la caspase-3 ? 4) Quelle relation existe-t-il entre les différents
événements, incluant les changements biochimiques et histologiques, de
méme qu’entre la fibrose et I’incidence des FA ? 5) Qu’est-ce que I’étude
temporelle peut nous apporter quant a la compréhension des mécanismes
de signalisation et d’induction de fibrillation auriculaire ? Le travail

décrit dans cet ouvrage visait a répondre a ’ensemble de ces questions.

Notre hypothése de travail était que le remodelage structurel
auriculaire arythmogene provoqué par la défaillance cardiaque est da a
une série d’événements qui impliquent le systéme rénine-angiotensine,
les MAP kinases et la mort cellulaire par apoptose. Afin d’aborder cette
hypothése, nous avons effectué une étude temporelle des changements
structuraux auriculaires survenant au cours du développement de
I’insuffisance cardiaque induite par tachycardie ventriculaire. Chez 7
groupes de 12 chiens soumis a des périodes de 0, 6, 12 et 24 heures et 1,
2 et 5 semaines d’entrainement électrique rapide, nous avons mesuré
quelle était I'incidence des fibrillations auriculaires. Pour chacun de ces
groupes, nous avons mesuré les niveaux d’angiotensine II tissulaire par
ELISA et les niveaux d'angiotensine II plasmatique par RIA
(radioimmunoassay). L’expression des formes phosphorylées (actives)

des MAP kinases P38, JNK et ERK1/2 a été évaluée par Western Blot.
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Relativement a ’apoptose, nous avons mesuré les niveaux d’expression
de protéines régulatrices de 1’apoptose, Bax et Bcl-2, par Western Blot.
Nous avons aussi mesuré [’activité de la caspase-3 par un essai
enzymatique, ainsi que la présence d’ADN fragmenté par DNA laddering
et par TUNEL. Des coupes histologiques ont été utilisées pour quantifier
la fibrose (coloration trichrome de Masson), la présence de cellules
inflammatoires (coloration HPS) et la mort cellulaire totale survenue
(coloration HPS), incluant les cellules nécrotiques et apoptotiques.
Finalement, I’hypertrophie a été quantifiée par la mesure du diamétre et
de la longueur de cellules marquées par un anticorps anti-cadhérine, qui
permettait de distinguer clairement les disques intercalaires. L article qui
suit décrit ’ensemble des résultats obtenus et sera soumis sous peu a la

revue Circulation.
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Background- There is evidence for atrial apoptosis in patients with atrial fibrillation
(AF), but the occurrence and time-course of apoptosis in experimental AF models have
not been demonstrated. This study evaluated apoptosis and related phenomena in an
experimental model of congestive heart failure (CHF)-related AF.

Methods and Results- Dogs were subjected to ventricular tachypacing (VTP) for
varying periods up to 5 weeks. Significant apoptosis (DNA fragmentation, TUNEL)
developed 24 hours after VTP onset and persisted for 1 week. Apoptosis was preceded by
significant increases in tissue (but not plasma) angiotensin-II concentration and activation
of the mitogen-activated protein kinases (MAPKs) p38. INK and ERK. which began 6
hours after VTP onset, and a significant increase in the Bax/Bcl-2 fatio at 12 hours.
Substantial increases in cell death. leukocyte infiltration and caspase-3 activity were
noted at the time of peak apoptosis. Apoptosis was followed by cell hypertrophy. which
reached maximum after 1 week of VTP, and by interstitial fibrosis, which peaked at 3
weeks and correlated with AF duration.

Conclusions- VTP causes substantial but transient atrial apoptosis, which is preceded by
tissue angiotensin-II accumulation and mitogen-activated protein kinase stimulation and
is followed by progressive structural remodeling. Apoptosis may play a central role in
CHF-induced arrhythmogenic atrial structural remodeling and may be an interesting new

target for therapies designed to prevent the development of the AF substrate.




44

Condensed Abstract

Apoptosis has been reported in atrial tissue samples from AF patients, but its role is
poorly defined. We found that substantial but transient atrial apoptosis occurred in the
course of ventricular-tachypacing induced CHF in dogs. Apoptosis was preceded by atrial
angiotensin-II accumulation. activation of MAP-kinases and increase in the relative
quantity of the pro-apoptotic protein Bax. Fibrosis followed apoptosis, suggesting that it
may have been a consequence, and correlated with AF promotion. These results are

consistent with a central role for apoptotic cell death in arrhythmogenic atrial structural

remodeling.




Introduction

Apoptosis (programmed cell death) plays a crucial role in the normal development
and embryogenesis of multicellular organisms. "2 In terminally-differentiated cells like
cardiomyocytes. the maintenance of functional integrity requires a very low cell death
rate. Apoptosis causes cell loss in CHF and may be a significant determinant of the
prognosis.”™ Ongoing apoptosis occurs in atrial tissues of AF patients. along with
decreased expression of the anti-apoptotic protein Bcl-2 and increased expression of the
pro-apoptotic protein caspase-3.>

Although apoptosis is a natural candidate to underlie AF-prglnoting pathology.’
atria from goats kept in AF for 19-23 weeks show no evidence of apoptosis.” VTP-
induced CHF produces interstitial fibrosis in dogs comparable to atrial pathology in
clinical AF, and strongly promotes AF maintenance.*” We speculated that apoptosis may
play a role in the structural remodeling leading to the AF substrate in experimental CHF.
There are no data in the literature regarding the time-course of atrial apoptosis and related
changes in experimental CHF. We therefore designed the present study to evaluate time-
dependent atrial changes during the development of VTP-induced CHF for: 1) tissue
apoptosis; 2) tissue and plasma angiotensin-II concentration; 3) expression of the
apoptotic determinants Bax, Bcl-2 and caspase-3; 4) total and phosphorylated (activated)

MAPK expression; 5) tissue histopathology; and 6) the AF substrate as estimated by the

duration of AF induced by atrial burst pacing.
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Materials and methods

General
Seven groups of mongrel dogs (N=12/group) weighing 24-37 kg were subjected to VTP
for: 0 hours (controls), 6. 12 and 24 hours, 1, 2 and 5 weeks. Under sterile technique. a
unipolar tined pacing lead (Medtronic) was inserted into the right ventricular apex via the
Jugular vein in halothane (1.5%)-anesthetized dogs. A pacemaker implanted in the neck
was programmed to capture the ventricles at 240 bpm beginning the day after the surgical
procedure, with the rate decreased to 220 bpm after 3 weeks to limit mortality. CHF was
confirmed by clinical signs (lethargy, oedema. dyspnea. loss of appetite). On the study
day. an ECG was recorded to confirm continued ventricular captur;e and the pacemaker
was deactivated. Dogs were then anaesthetized (morphine, 2 mg/kg s.c.: a-chloralose.
120 mg/kg 1.v. load, 29.25 mg/kg/h) and ventilated. Femoral veins and arteries were
cannulated and body temperature was maintained at 37°C with a heating pad. A median
sternotomy was performed and Teflon-coated stainless-steel electrodes were hooked into
both left and right atrial appendages for AF induction. AF was induced with 4-times
threshold-intensity burst pacing (10 Hz, 5-10 seconds) to measure mean AF duration
(DAF) in each dog. For DAF<5 minutes, 15 measurements were performed; for DAF 5-
10 minutes, 10 measurements were performed; for DAF 10-20 minutes, 5 measurements:
and for DAF>20 minutes, 3 measurements.

Dogs were sacrificed by a-chloralose overdose and hearts removed for
subsequent analysis. For terminal-dUTP nick-end labelling (TUNEL) and
histopathological studies, hearts were excised, rinsed with Tyrode’s solution and

immersed into 10%-neutral-buffered formalin. Tissues were later embedded in paraffin




47

for histopathological sectioning and staining. For other measurements, hearts were

rapidly frozen in liquid nitrogen and kept at -80°C.

Apoptosis measurements
DNA laddering

DNA was extracted from pulverized tissues, submitted to proteinase-K and
RNAse-A degradation followed by 3 passing cycles into a chloroform:isoamyl
(24:1)/phenol solution and by 2 washing cycles with ethanol (70%). DNA was marked
with [*?P]-dCTP via recombinant terminal deoxynucleotidylexotrax-lsferase (rTdt) and
then subjected to electrophoresis on a 1,5%-agarose gel. The gel content was transterrred
to a Hybond-N" membrane with a Vacugene apparatus, radioactovity detected and

imaged with a Phospholmager.

TUNEL

Paraffin-embedded sections were deparatfinized, rehydrated, saponified and marked
with Biotin-dUTP via rTdt. Slides were then incubated sequentially with 1:50
ExtrAvidin—fluorescein isothiocyanate (FITC), 1:40 a-sarcomeric actin antibody, 1:100
FITC-coupled anti-mouse 1gG and propidium-iodide. Each step was separated by 3 3-
minute washes in phosphate-buffered saline (PBS). Cell counting was performed with a

fluorescence microscope equipped with green and red filters.
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Caspase-3 activity

Proteins were extracted from pulverized tissues submitted to 3 freeze/thaw cycles into a
lysis buffer (TritonX100, 1%; sucrose, 0.32-mol/L: Tris-HCI, 10-mol/L; EDTA. 3-
mmol/L; DTT 2-mmol/L: PMSF 1-mmol/L; leupeptine, 10-pg/ml; Pepstatin-A 10-pg/ml:
aprotinine, 10-pug/ml), followed by 10 minutes of 10000-rpm centrifugation. The
supernatant was kept and protein concentration quantified by Bradford method. The
enzymatic reaction was performed in 390 ul of buffer (Tris-HCI, pH 7.0, 50-mmol/L;
MgCl,. 5-mmol/L; EGTA 1-mmol/L; CHAPS, 0.1%; DTT 1-mmol/L) to which was
added 0.8-mmol/L N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-CHO (Ac-DEVD-CHO), 10-mmol/L N-
acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-methylcoumarin (AC-DEVD-;XMC) and 50 pg of
extracted proteins. Non-specific activity was evaluated by omission of Ac-DEVD-AMC.
All reactions were performed at 37°C for 3 hours. Fluorescence was measured by

spectrofluorometer at 365-nm excitation and 465-nm emission.

Histopathology and immunohistochemistry

Histopathological analyses were performed on 5 hearts from control dogs and 4 hearts
from each VTP group. Samples were obtained from Bachmann’s bundle, right (RA) and
left atrial (LA) appendages, LA posterior and inferior walls, crista terminalis and RA free

wall. Tissue blocks were collected following longitudinal and transverse planes for eacyh

region and 5-um sections cut at room temperature.

Microscopic images of Masson’s trichrome-stained sections at 400x magnification

were digitized (Scion Image Software) and analysed with Sigmascan 4.0 (Jandel).
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Connective tissue was quantified as a percentage of surface area consisting, excluding
blood vessels. To analyze cell death. sections were stained with hematoxylin-phloxin-
’safran (HPS). Dead and viable cells were counted in 5-10 transverse-section fields at
400x. HPS-stained longitudinal sections were used to quantify white-cell infiltration at
high magnification (1000x). Mononuclear and polymorphonuclear cells per field were
counted for 12 fields of each slide. To evaluate cellular hypertrophy, tissue sections were
deparatfinized and rehydrated, followed by antigen-retrieval (20 minutes. 90°C. 0.01-
mol/L citrate buffer. Non-specific antigens were blocked by incubation at 37°C in 5%
non-fat milk in PBS. Slides were incubated with 1:50 anti-pan cadherin primary antibody
followed by incubation with the secondary antibody (anti-mouse IéG(Fab)—TRITC \
1:200). Cell-length measurements were performed on 5 cells per animal, on longitudinal

sections, with confocal microscopy.

Western blots

Protein extracts (200-pg) were denatured and electrophoresed on 15%-SDS-

polyacrylamide gels. Proteins were transferred to nitrocellulose membranes (0.45-um),
blocked 90 minutes with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered saline (TBS) and
incubated overnight in primary-antibody solutions. After 3 washes in 0.1% Tween 80-
TBS (TTBS), membranes were reblocked in 1% non-fat dry milk in TTBS for 10
minutes. and then incubated with horseradish peroxidase-conjugated primary antibodies
in 5% non-fat dry milk in TTBS for 60 minutes, followed by 4 additional washes in

TTBS. Antibody detection was performed with Western blot chemiluminescence reagent-
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plus. Band densities were quantify by densitometry (Quantity One software). Each set of
gels contained 1 control sample and samples each VTP group.

The tollowing primary antibodies were used for immunodetection: rabbit anti-
P44/42 polyclonal 1gG (phosphorylated and total ERK), rabbit anti-P38 polyclonal IgG
(phosphorylated and total P38). rabbit anti-JNK polyclonal IgG (phosphorylated and total
JNK). mouse anti-Bcl-2 monoclonal IgG and rabbit anti-Bax polyclonal IgG. The anti-
phosphorylated MAPK antibodies only detect kinases catalytically activated by threonine

or tyrosine phosphorylation.

Tissue and plasma angiotensin I1

Tissue angiotensin-II concentration was measured in 500-ug protein samples by ELISA
(Peninsula Laboratories). Blood for angiotensin-II assay was obtained in EDTA-
containing tubes containing 100-ul of bestatin solution (angiotensinase inhibitor). Plasma
was then removed and frozen at -70°C Plasma angiotensin-II concentration was measured
in protein extracts by radioimmunoassay (ALPCO-RIA kits), with concentrations

calculated from a standard curve generated for each experiment.

Statistics
Group variance homogeneity was tested and means were compared by ANOVA. Schetté
or Mann-Whitney U tests were performed when the variance was homocedatic or

heterocedatic respectively. Results are expressed as meantSEM, and 2-tailed p<0.05 was

considered statistically significant.
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Results

Evidence of apoptosis
Figure 1 (top) shows propidium iodide (for nuclei) and FITC (oé;sarcomeric actin)-stained
tissue sections (left). corresponding sections with TRITC-staining for TUNEL-positive
nuclei (middle) and superimposed images (right). Under control conditions (I). TUNEL-
positive nuclei were rare (panel I). After 24-hour VTP, TUNEL-positive nuclei (panel IT)
became much more common. The time-course of VTP-induced changes in TUNEL-
positivity is at the bottom. The percentage of TUNEL-positive cells rose to a maximum
~8 times control values at 24 hours. The value decreased but remained greater than
control at 1 week, after which values were no longer significantly different from control.
Figure 2 (top) shows DNA fragmentation detected with 4 progressively-
increasing quantities of DNA per lane from hearts obtained from a control dog, and 24-
hour, 1-week and 5-week VTP dogs. DNA-laddering clearly increased with VTP. A
quantitative analysis is shown at the bottom. As for TUNEL analysis, no change occurred
before 24-hour VTP. when a substantial increase in DNA-laddering was noted. The value
decreased but remained significantly greater than control at one week, returning to values
not significantly different from control subsequently. Figure 3 shows the activity of
caspase-3, a cysteine protease involved in the process of apoptosis. The activity of the
enzyme was by 6- and 12-hour VTP, but strongly increased at 24 hours and returned to

values not significantly different from control subsequently.
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Figure 4 (top) shows the expression of the apoptotic regulators Bax and Bel-2,
detected by Western blot. Bax expression increased significantly after 12 hours of VTP,
and remained higher than control thereafter. Bcl-2 expression increased after 6 hours,
returned towards control at 12 and 24 hours and then increased again. Since Bax
promotes apoptosis and Bel-2 prevents it, the Bax/Bcl-2 ratio (bottom) is an index of pro-
apoptotic protein expression. The Bax/Bcl-2 ratio increased significantly after 12 hours,

remained elevated for 1 week and then returned to control values.

Angiotensin II and MAPK expression

Atrial angiotensin-II concentrations increased significantly within 6 hours of VTP onset.
reached a maximum at 24 hours and remained elevated thereafter (Figure 5A). In contrast
to atrial angiotensin-II, plasma angiotensin-II concentrations failed to increase
significantly until after 1 week of VTP. Figure 6 shows the expression of phosphorylated
and total ERK1/2 (top). p38 (middle) and JNK (bottom). Phosphorylated-ERK1/2
increased 7-fold within 6 hours and remained elevated thereafter. Phosphorylated-p38
almost doubled within the first 6 hours and remained elevated. Phosphorylated-JNK
increased after 6 hours. peaked at 24 hours and returned towards control values

thereafter. Changes in expression of total ERK1/2, P38 and JNK were slight and not

statistically significant in any group.

Histopathological studies
In control dogs, the number of white cells in atrial tissue was very low and consisted

mainly of polymorphonuclear cells. After 24 hours of tachypacing, substantial transmural
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white-cell infiltration occurred, with a significant increase in the number of both
mononuclear and polymorphonuclear cells (Figure 7A), along with important epicardial
and myocardial oedema. The white cell count returned to normal within 1 week. The
percentage of non-viable (acidophilic) cells increased 10-fold after 24 hours of VTP,
coinciding with maximal TUNEL-positivity (Figure 7B). Cell death rate returned to
control values within 1 week. In control dogs, atrial cell length averaged 54+11 pm,
while after 1-week VTP, the length increased to 11016 wm and remained elevated

thereatter (Figure 7C). Cell diameter averaged 21+1 um under control conditions and was

not affected by VTP (e.g., mean 201 um after 5 weeks).

Changes in DAF and fibrous tissue content.

DAF increased significantly after 2 weeks of VTP and continued increased further at 3-
week VTP (Figure 8A). VTP increased fibrous tissue content ~3-fold after 1 week. and
larger increases were seen after 2- and 5-week VTP (Figure 8B). There was a strong

correlation between fibrous tissue content and DAF (Figure 8C).

Discussion

In this study. we found that transient but substantial apoptotic changes preceded
arrhythmogenic atrial structural remodeling associated with experimental CHF. Cell
death and apoptosis were preceded by increases in tissue angiotensin-II concentrations,

activation of p38, JNK and ERK1/2 MAPKSs and an increased Bax/Bcl2 ratio.
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Relationship to previous findings regarding structural remodeling and AF

Atrial biopsies trom AF patients demonstrated a high incidence of patchy fibrosis."'
Aimé-Sampé et al reported that atrial samples from patients with chronic AF showed
interstitial fibrosis, a high proportion (~29%) of TUNEL-positive cells. increased
caspase-3 expression and an increased Bax/Bcl-2 ratio.” Goette et al observed increased
expression of tyrosine-phosphorylated forms of ERK and angiotensin-converting enzyme
in atrial tissues of AF patients.'? Everett et al observed atrial size increases. along with
increased space surrounding myofibrils, disruption of sarcoplasmic reticulum, increased
number and size of mitochondria in dogs with AF induced in the setting of mitral
insufficiency and atrial tachycardia.'

In the present study, we observed a progressive series of events in the atria of
dogs subjected to VTP-induced CHF. The earliest changes were increases in tissue
angiotensin-II concentration and MAPK expression. These changes preceded an increase
in the Bax/Bcl-2 ratio, which was followed by caspase-3 activation and apoptosis.
Angiotensin-IT is known to activate MAPKs, particularly INK,'* which is known to be a
strong pro-apoptotic factor.'> Evidence for apoptosis coincided temporally with cell death
and evidence of inflammation (white cell infiltration and edema). Angiotensin-II
stimulates both inflammatory and fibrotic processes.'® Thus, it is quite likely that
angiotensin-II acts as a key initiator of a sequence of processes, including MAPK
activation, induction of apoptosis and inflammation, that lead to atrial fibrosis and a
substrate for AF. Interestingly, tissue angiotensin-II concentrations increased rapidly and
were among the first changes noted, whereas significant increases in plasma angiotensin-

IT concentration were first noted after 1 week of VTP, well after the peak of apoptosis.
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This finding suggests that local elaboration of angiotensin-II may play a particularly-

important role in CHF-related atrial structural remodelling.

Ventricular structural remodeling

Heinke et al demonstrated apoptosis in the hearts of dogs with fully-developed VTP-
induced heart failure.'” They noted a decrease in tissue Bcl-2 and no change in Bax
expression. leading to an increase in the Bax/Bcl-2 ratio. Cesselli et al noted progressive
increases in ventricular apoptosis, cell death and caspase-3 and -9 activation over weeks
1-4 of VTP-induced CHF in dogs.'® Our results resemble theirs in that we also noted
apoptosis. cell death and caspase-3 activation in a similar model; however. the time
course of changes was quite different in our study. The different time course is likely due

to the fact that we studied atrial remodelling, whereas their observations were at the

ventricular level.

Novel aspects and potential significance

Ours 1s the first study of which we are aware to observe apoptosis and to characterize its
time course, as well as that of related phenomena. in a defined experimental model of AF.
Our observations are relevant to the understanding of the signalling events involved in
atrial structural remodeling, a process of great importance in creating the substrate for AF
in man. Apoptosis is observed in atria of patients with AF.” Apoptosis could be related to
the causes of AF or could be a consequence of the arrhythmia. Taken together with

previous findings suggesting that apoptosis is absent in goats with electrical/remodeling-




maintained AF.” our results suggests that apoptosis is more likely associated with the
pathophysiological mechanisms leading to the AF substrate rather than with AF per se.

Current AF therapy is far from optimal. A better understanding of the processes
leading to the AF substrate might allow for the development of new strategies for AF
prevention. The present study extends previous findings from our laboratory suggesting a
role for angiotensin-IT and MAPKs in CHF-related structural remodeling.'” In the latter
work, we showed that atrial angiotensin-II concentration and MAPK expression
increased after 24 hours of VTP, and that converting enzyme inhibition attenuated
increases in angiotensin-II and ERK. along with atrial fibrosis. We now show that atrial
angiotensin-II increases and MAPK activation are detectable withiﬁ 6 hours of VTP
onset, and precede changes in Bax/Bcl-2, caspase-3 and apoptosis. The present
observations are compatible with a role of angiotensin-II-mediated MAPK activation in
promoting apoptotic cell death and subsequent atrial structural remodeling. There is good
evidence for a pro-apotoptic role of activated JNK and p38 MAPKs, with INK appearing
to be a particularly important pro-apoptotic stimulus.'>'’ On the other hand, ERK
activation is anti-apoptotic but promotes cardiac hypertrophy and fibrosis.”"*' It is
possible that the progressive increase in ERK over 1-5 weeks of VTP, at a time when
JNK returns towards control values and p38 is stable, may be responsible for the transient
nature of the atrial apoptosis we saw, along with the development of cellular hypertrophy
and interstitial fibrosis over weeks 1-5.

Several important changes, including atrial apoptosis, cell death and inflammation
occurred very early following the onset of VTP and were quite tleeting. This observation

suggests that early events may be important in atrial structural remodeling, and that early
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intervention may be necessary for effective prevention of the development of the AF

substrate.

Potential limitations
The present study demonstrates the occurrence of apoptotic cell death in a well-defined
experimental model of atrial structural remodeling and establishes its time-course along
with that of a variety of related phenomena; however, it does not permit conclusions
about the mechanistic role of apoptosis in structural remodeling. The total percentage of
dead cells at 24-hour VTP was much greater than the percentage of TUNEL-positive
nuclei. This observation is consistent with a significant amount of cell death by pathways
(presumably necrotic) other than apoptosis. However, dead-cell clearance may require
much longer periods than the duration of TUNEL-positivity; therefore, it cannot be
excluded that all the cell death observed was due to apoptosis. Further studies in
transgenic models with deletions of specific components of potential signalling pathways
would be very useful in defining causal relations in atrial structural remodeling.
TUNEL-positivity and DNA fragmentation are not completely specific to
apoptosis. Necrotic death or DNA repair can also lead to TUNEL-positive staining. The
diffuse bands we saw in DNA laddering studies suggest the presence of both specific and
non-specific cleaved DNA. associated with apoptosis and necrosis respectively. We
observed necrotic contraction bands on HPS-stained slides, also supporting the
involvement of necrosis in atrial remodeling. It would certainly be of great interest to
verify whether inhibition of apoptosis could decrease atrial remodeling and prevent atrial

fibrillation promotion by experimental CHF.
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Figure legends

Figure 1. Top: Examples of atrial tissue from control (I) and 24-hour VTP (II) dogs.
Column a represents FITC and propidium iodide staining, column B shows TRITC
staining of fragmented DNA and column C superimposed images. Bottom: Percentage of

TUNEL-positive atrial cardiomyocytes as function of VTP duration (mean+SEM, n=6 for

control, CTL. and n=4 for other groups). *P<0.05.**P<0.01 versus CTLI.

Figure 2. Top: Representative examples of DNA gels containing 0.1, 0.2, 0.4 and 0.8 pg
of DNA from one dog in each group shown. Bottom: Mean + SEM fragmented DNA

(n=4 for CTL, VTP groups) as function of VTP duration. *P<0.05,**P<0.01 versus CTL.

Figure 3. MeantSEM caspase-3 activity as function of VTP duration (n=5 for CTL. VTP

groups). *P<0.05,#*P<0.01 versus CTL.

Figure 4. Top: Atrial expression of Bax and Bcl-2 (mean+SEM, n=5.4 for CTL, VTP
groups). Bottom: Bax/Bcl-2 ratio as a function of VTP duration. *P<0.05.**P<0.01

versus CTL.

Figure 5. A. Atrial and B. plasma angiotensin-1I concentration (meantSEM, n=5 per

group). *P<0.05,**P<0.01 versus CTL.




Figure 6. Atrial expression of phosphorylated and total ERK1/2 (A). P38 (B) and JNK

(C. meantSEM. n=5.4 for CTL, VTP groups). *P<0.05,**P<0.01 versus CTL.

Figure 7. A. Mononuclear (MN), polymorphonuclear (PMN) and total white cells per
field (1000x). B. Percentage of non-viable (acidophilic) and TUNEL-positive
cardiomyocytes. C. Atrial myocyte length (meantSEM; n=5.4 for CTL. VTP groups).

*P<0.05.#*P<0.01 versus Ctl).

Figure 8. A. DAF as function of VTP duration. (mean+SEM, n=12/group). B. Percentage
of atrial cross-sectional area comprised of fibrous tissue. (n=5,4 for CTL, VTP groups).

C. Relationship between DAF and fibrous tissue content in each group of dogs.
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Figure 5

*
- —

(Swy/3d) 1] Sue anssi,

2w 5w

Tw

12h 24 nh

6 h

CTL

* p—_
* ]
oy —
]
{
Tﬁ
mwwwo

(Ju/3d) 11 Sue ewsey

6 h 24 h Tw 2w Sw

CTL

VTP Duration



69

¢/l M¥3

porelfioydsoyd ged pajejAtoydsoyd MNr pajejfioydsoyd
T 8 R 2o 2 2 L, o 2 2 0 o
w n

o

< 5

w.. o~ N M

o

N
3 : : :
6 h
© ¢ 5 < * 3
S — - -
R S < ~
= O . S ) -
: : = :
© (o]
5 5 5
B R 2 S 23 g¢ee” ggggeeo’

¢/l Y3 [ejo) g¢d |ejo) MNT [e}o}

< m @)

VTP Duration



>

Cells/field

Percentage of cells

Cell length (1m)

. Figure 7

7 %k

6 I o MN

y o s PMN
. Total

3 I 4

2

1 o+t

o8 - & - & g & &

CTL 6h 12h 24h 1w 2w 5w

6
* %
5
—e— non-viable

4 o TUNEL +

3

2

1

* %
0 (= 2 = N o sk . a

70

CTL 6 12h 24h 1w 2w 5w

150

VTP Duration

%k %k
%k ok
100
50
CTL 24 h 1w 2w 5w




Figure 8

800
— 600 * % L
[7]

E 400
(1
< 200 #

0 1 2 3 4 )
VTP Duration (W)

-
N

* K

—_
o

%k k

O N b OO @
*

Fibrous tissue content (%)

0 1 2 3 4 5
VTP Duration (w)

600 *
500 i

200 * R2=0.9305
& P <0.01

0 2 4 6 8 10
Fibrous tissue content (%)

12

71




72

4. Discussion

4.1 Nouveaux éléments

Notre €tude fut la premiere dans la littérature a regarder la séquence
d’évenements physiopathologiques dans un modéle de remodelage structurel
auriculaire. De plus, elle est la premiére étude expérimentale a mettre en
€vidence une apoptose réliée au développement d’un soustrat pour la FA et a
définir ’échéancier de ’apoptose en relation avec d’autres changements
cellulaires. Dans cette étude, nous avons observé une série de changements
tout au long du développement de I’insuffisance cardiaque. Dans un premier
temps, nous avons observé que le niveau d’angiotensine II présente dans les
oreillettes augmentait significativement aprés 6 heures, pour demeurer élevé
par la suite. Contrairement a nos attentes, les niveaux d’angiotensine II
plasmatique n’étaient augmentés qu’aprés 1 semaine. Ceci suggére
’implication du systéme local rénine-angiotensine dans les premiéres étapes
du remodelage auriculaire. Nous avons aussi observé une augmentation des
niveaux d’expression de la forme phosphorylée, ou active, de trois
MAPKSs (P38, JNK et ERK1/2) aprés 6 heures d’entrainement électrique
rapide. Le ratio Bax/Bcl-2 était augmenté aprés 12 heures et ’activité de la
caspase-3 et la présence d’ADN fragmenté (TUNEL et DNA laddering)
apres 24 heures d’entralnement électrique rapide. Nos observations se
révelent importantes pour la compréhension des mécanismes entrainant le
remodelage auriculaire et la formation d’un substrat qui facilite I’incidence

et le maintien de la fibrillation auriculaire.




4.2 Comparaison des résultats avec la littérature

Il est maintenant établi que la fibrillation auriculaire est associée a une
altération électrophysiologique et structurelle des tissus auriculaires. Des
biopsies auriculaires effectuées chez des patients souffrant de FA ont
démontré une forte incidence de fibrose interstitielle *’. Aimé-Sampé et al '*
ont observé qu’en présence de fibrillation auriculaire survenait fréquemment
un élargissement des oreillettes, une altération du matériel contractile, une
augmentation de I’expression de la caspase-3 et une baisse du ratio Bcl-
2/Bax. Or, le pourcentage de cellules TUNEL-positives (29%) qu’ils ont
observé était grandement supérieur au taux que nous avons obtenu.
Cependant, ceux-ci obtenaient un pourcentage inférieur a 29% lorsqu’ils
calculaient le nombre de cellules ayant a la fois été marquées positivement
au TUNEL et présentant un noyau condensé . De plus ils n’ont pu détecter
aucune fragmentation d’ADN par le test de DNA laddering. Ceci suggére
que le niveau total de cellules apoptotiques impliquées dans le remodelage
doit étre en réalité beaucoup moindre que celui rapporté dans leur étude. Par
ailleurs, notons que notre modele d’étude démontrait un remodelage
auriculaire lié au développement de I’insuffisance cardiaque, chez des chiens
ou la FA induite était prolongée, mais non chronique. Il se peut que le
remodelage auriculaire 1ié a I'insuffisance cardiaque différe du remodelage
auriculaire survenant lors de FA chronique observé chez les patients. Goette
et al 7 ont observé un accroissement du niveau d’ARNm encodant pour
ERK2 et les formes actives, tyrosine-phosphorylées, des protéines ERKI,
ERK2 et ECA chez les patients souffrant de fibrillation auriculaire.
Cependant, ces études cliniques ne nous permettent pas de déterminer si les

altérations des tissus sont la cause ou la conséquence des FAs.
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Boyden et Hoffman ** ont développé un modéle de régurgitation de la
valve tricuspide ou il y avait élargissement de [’oreillette droite et ils ont
alors observé un accroissement de I’incidence des FAs. Everett er al ** ont
observé un accroissement de la taille des oreillettes, accompagné d’une
altération des myofibrilles et du réticulum sarcoplasmique et d’une hausse
du nombre et de la taille des mitochondries chez des chiens souffrant de
fibrillation auriculaire induite par tachycardie auriculaire. Dans un modéle
de FA chronique chez la cheévre, une variété d’altérations ultrastructurales
ont été décrites '®. Ces changements ont été interprétés comme des
altérations du phénotype reliés a une dédifférentiation cellulaire. Une étude
effectuée par Li er al » suggérait que I’insuffisance cardiaque induite par
tachycardie ventriculaire entrainerait le développement d’une fibrose dans
les tissus auriculaires, qui pourrait favoriser la formation de micro-circuits
de réentrée en affectant la conduction électrique. Dans une étude
subséquente >, ils ont démontré que la tachycardie ventriculaire entrainerait
une augmentation de I’angiotensine II tissulaire et une activation de ERK1/2
alors qu’un traitement a ’énalapril atténuait ces changements et réduisait la

fibrose interstitielle ainsi que I’incidence des FAs.

Notre étude suggere que la mort cellulaire surviendrait rapidement
apres le début de ’entrainement électrique rapide et que ’apoptose jouerait
un role important. Le développement de la fibrose interstitielle surviendrait
plus tardivement dans le processus de remodelage auriculaire, en paralléle

avec ’augmentation de la durée des FAs.

L’accumulation de collagéne dans la matrice extracellulaire des

ventricules a été observée dans une variété de conditions pathologiques,
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incluant I’hypertension et I'infarctus du myocarde. Il a été suggéré que
I’angiotensine II pouvait constituer un facteur important de cette
accumulation. En effet, la surexpression du récepteur AT1 chez un modele
de souris transgénique a entrainé le développement de fibrose interstitielle *°.
Un traitement au captopril de rats, chez qui un infarctus du myocarde avait
été induit, prévient [’accumulation de collagene 1 Plus récemment, Prescott
et al 7 ont démontré une le systéme cardiaque intrinséque rénine-
angiotensine pouvait controler le niveau local d’angiotensine II et induire
une fibrose interstitielle cardiaque, indépendamment de la pression

systémique et du systéme rénine-angiotensine circulant.

Nos résultats montrent un effet trés temporaire de la tachycardie
ventriculaire sur la survie des cardiomyocytes auriculaires, qui différe des
observations effectuées par Cesselli et al > sur le méme modéle
expérimental. IIs ont observé tne augmentation progressive de I’altération
de la survie des cardiomyocytes ventriculaires, ou le niveau de
fragmentation de I’ADN, ’activité des caspase-3 et —9, I’activation de p53 et
la relache de cytochrome c étaient augmentés en fonction du temps,
atteignant des valeurs maximales aprés quatre semaines de tachycardie
ventriculaire. La différence entre nos résultats et ceux de Cesselli peut étre
attribuable aux différences qui existent entre le role et la structure des
;8

oreillettes et des wventricules. Latif et a ont aussi observé une

augmentation de protéines pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2, en plus
d’une hausse du nombre de cellules marquées positivement par le test de
TUNEL chez des patients atteints de maladies cardiaques ischémiques ou de

cardiomyopathies dilatées, comparativement a des patients sains.
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4.3 Mécanismes suggerés

Nicholson er al >* ont montré que CCP32 (caspase-3) était responsable
de la dégradation de PARP, un phénomeéne impliqué dans ’apoptose chez
les mammiferes. Chez Ceanorhabditis elegans, le géne ced-3 est régulé
négativement par le géne ced-9 »°. On a démontré que chez les mammiféres,
les homologues de ced-9, les membres de la famille de Bcl-2, avaient des
effets pro-apoptotiques ou anti-apoptotiques >. Dans notre étude, nous avons
observé que ’augmentation du ratio Bax/Bcl-2 (apres 12 heures) précédait
I’augmentation de I’activité de la caspase-3 et 1’augmentation du niveau
d’ADN fragmenté (24 heures). Ceci est compatible avec le réle de régulation
des membres de la famille de Bcl-2 dans les premiéres étapes de la cascade

apoptotique.

L’implication des trois MAP kinases mesurées (P38, INK, ERK1/2)
dans le remodelage a fait 1’objet de nombreuses études et leur effet
spécifique semble fortement sensible aux conditions expérimentales. En
effet, chez les rats néonataux, 1’activation de JNK sans altération de P38
entrainerait une hypertrophie . Par contre, la co-activation de JNK et P38
induirait des altérations phénotypiques associées a [’apoptose, sans
hypertrophie *’. Une étude effectuée chez des lapins soumis a des épisodes
d’ischémie-reperfusion a montré que ’administration de SB 203580 (un
inhibiteur de P38) avant I’épisode d’ischémie entrainait une réduction de
I’apoptose *°. Notre étude montre une augmentation simultanée de 1’activité
de P38 et JNK, qui pourrait induire ’augmentation du ratio Bax/Bcl-2.
Apres une semaine d’entrainement électrique, le niveau d’activité de la
caspase-3 et de JNK-phosphorylé retourne au méme niveau que chez les

animaux controles, alors que la kinase P38-phosphorylée demeure élevée,




77

suggérant que ’activité de la JNK pourrait étre importante pour qu’il y ait
induction d’apoptose. Nous avons montré que la MAP kinase ERK était
impliquée dans le processus de I’hypertrophie cardiaque > ainsi que dans le
mécanisme conduisant a l’activation de la synthése de collagéne par
I’angiotensine . Nos résultats montrent un accroissement de I’activité de
ERK avec le temps, qui atteint une valeur maximale aprés deux semaines
d’entrainement électrique. Ceci suggere que ’activation de ERK1/2 pourrait
induire le développement de I’hypertrophie et de la fibrose interstitielle. Le
traitement a ’enalapril de chiens soumis a un entrainement électrique rapide
n’a pas induit de changements de I’activité de P38 et de JNK, mais a réduit
’activation de ERK et de la fibrose interstitielle **, ce qui supporte
I'implication de I’angiotensine et de ERK dans le développement de la

fibrose auriculaire.

L’activation du systéme rénine-angiotensine est habituellement un
mécanisme d’adaptation essentiel en réponse a un déséquilibre
hémodynamique qui permet de maintenir [’homéostasie. Cependant, en
conditions pathologiques telles que l’insuffisance cardiaque, le systéme
rénine-angiotensine agit comme mécanisme de défense contre un désordre
hémodynamique, mais entraine de mauvaises conséquences a long terme °'.
Dans notre étude, nous avons observé une augmentation du niveau
plasmatique d’angiotensine II aprés une semaine d’entrainement électrique
rapide. Cependant nous avons observé qu’une augmentation de
I’angiotensine II tissulaire survenait beaucoup plus rapidement. Jusqu’a
récemment, les effets du systéme rénine-angiotensine étaient reliés
principalement au systéme rénine-angiotensine circulant. Au cours des

derniéres années, il a été démontré que le systéme rénine-angiotensine
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tissulaire était  impliqué  dans des conditions physiologiques et
pathologiques ®. Une étude a démontré une activation de ce systeme chez
des cardiomyocytes soumis & un étirement . Nos résultats suggerent que la
production locale d’angiotensine II augmente rapidement aprés le début de
la tachycardie ventriculaire et qu’elle pourrait avoir un rdle important dans le

mécanisme de remodelage auriculaire.

4.4 Impacts futurs

Cette étude est la premiére a évaluer 1’évolution et la nature des
changements structuraux survenant au niveau auriculaire au cours du
développement de I’insuffisance cardiaque. Nos résultats suggérent que
’apoptose est un phénomene temporaire et précoce qui précéderait le
remodelage structurel et qui pourrait méme en étre la cause. L’apoptose est
précédée par un accroissement local du niveau d’angiotensine et de
I’activation de MAP kinases, suivi d’'un changement de Bcl-2 qui favorise
Pinduction de 1’apoptose. La mort cellulaire est suivie d’une fibrose
interstitielle, qui s’accroit parallélement a 1’augmentation de la durée des
FAs. Ces observations peuvent favoriser le développement de nouvelles
approches thérapeutiques pour prévenir le remodelage auriculaire et réduire
I’incidence de fibrillation auriculaire. De plus, nos travaux montrent que des
changements substantiels surviennent rapidement aprés le début de la
tachycardie ventriculaire, soulignant I’'importance d’une intervention rapide
pour la prévention de la formation d’un substrat pour la fibrillation

auriculaire.
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4.5 Directions futures

Lors de travaux ultérieurs, il serait de grand intérét de définir plus
précisément les mécanismes qui entrainent la mort cellulaire par apoptose.
Nous avons suggéré que 1’angiotensine II, en activant les MAPKSs, pourrait
induire 1’apoptose. Cependant, Cesselli ef al > ont attribué la mort cellulaire
ventriculaire au stress oxydatif. Or, d’aprés Nickenig et Harrison ',
I’angiotensine pourrait, via son récepteur ATI1, induire la production de
radicaux oxygénés. Il se pourrait aussi, puisque nous avons observé de
I’inflammation importante aprés 24 heures de stimulation rapide, que les
cellules inflammatoires liberent des radicaux libres qui pourraient induire la
mort cellulaire. Finalement, il se pourrait & I’opposé, que comme mentionné
dans D’introduction, les leucocytes viennent agir comme vidangeurs de
radicaux libres. Alors, leur présence préviendrait en fait une mort cellulaire
plus massive, di au stress oxydatif qui serait plus élevé en leur absence. Il
serait donc certainement intéressant de vérifier si dans notre modéle canin,

un stress oxydatif survient suite a 1’augmentation du niveau d’angiotensine

II tissulaire ou du nombre de cellules inflammatoires.

Une étude effectuée sur des moutons a montré que I’entrainement
électrique rapide induit une augmentation considérable de la pression intra-
auriculaire aprés seulement 30 minutes ®*. Cette surcharge de volume
sanguin au niveau auriculaire semble aussi existante dans notre modéle de
chien puisque une hypertrophie importante (allongement des cellules)
survient apres une semaine de tachycardie ventriculaire. Or, 1’étirement,
appelé généralement stretch, peut induire une surcharge de calcium
intracellulaire suffisamment élevée pour entrainer la mort cellulaire. Par

. \ , « . 70 ,
ailleurs, dans un mod¢le de sténose aortique, Teiger et a/ = ont observé un
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accroissement important de I’apoptose de cardiomyocytes dans les 7 jours
succédant I’induction de la sténose. Afin de déterminer lequel, s’il en est un,
de ces mécanismes est responsable de la mort cellulaire, le traitement de
chiens avec des drogues telles que [’enalapril (un inhibiteur de I’ECA),
I’ibuproféne (un anti-inflammatoire), la vitamine C (un anti-oxydant) et le
verapamil (un bloqueur de canaux calciques) qui seraient soumis a 24 heures
d’entrainement électrique rapide pourrait permettre de mieux définir le
mécanisme. En mesurant sur ces chiens traités a différents médicaments
quels sont les niveaux de mort cellulaire, il serait possible de connaitre d’une
part I'importance de I’accroissement du niveau d’angiotensine tissulaire et
de son role dans la survie cellulaire. Nous pourrions d’autre part déterminer
st I'infiltration des leucocytes constitue une cause ou une conséquence de la
mort cellulaire et si sa prévention s’avere bénéfique ou néfaste pour la
prévention de la mort cellulaire. Quant au stress oxydatif, nous ne
connaissons pas son implication et son importance, mais il serait intéressant
de déterminer s’il est présent au niveau auriculaire afin de comparer les
mécanismes impliqués dans le remodelage auriculaire et ceux impliqués
dans le remodelage ventriculaire présentés par Cesselli er al >°. Nous
pourrions finalement connaitre ’implication du stretch, un phénoméne
complexe a démontrer in vivo , mais que 1’on peut facilement soupgonner
d’étre présent lors d’un changement du rythme cardiaque aussi drastique que

celui induit dans notre modeéle animal.

Notons que bien que le test de TUNEL nous ait permis de déterminer
le taux de cardiomyocytes apoptotiques, les autres tests effectués (DNA
laddering, activité de la caspase-3 et ratio Bax/Bcl-2) concernant 1’apoptose

ne permettaient pas de distinguer dans quels types cellulaires survenaient ces
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changements. Il serait envisageable que d’autres cellules que les myocytes
(fibroblastes, cellules endothéliales, leucocytes) soient impliquées dans les
changements des différents parametres étudiés. L implication des différents
types cellulaires dans le phénoméne de remodelage auriculaire est mal
connue, mais pourrait s’avérer de grande importance dans notre

compréhension de ce mécanisme complexe.

L’apoptose est un sujet d’intérét et fait I’objet de nombreux travaux de
recherche. Cependant, il semble que dans notre modéle, la nécrose soit aussi
impliquée, potentiellement méme d’avantage que 1’apoptose, dans le
remodelage tissulaire auriculaire. Ce mécanisme apparemment désordonné,
qui entraine la libération du contenu cellulaire pourrait étre a 1’origine de
I’infiltration des leucocytes, qui s’avérent indispensables pour effectuer la
digestion des résidus de cellules mortes par nécrose. De plus, il est connu
que la nécrose entraine la formation d’une fibrose de remplacement. Par
conséquent, la nécrose pourrait s’avérer étre un élément clé dans le
processus de remodelage et une meilleure compréhension des mécanismes
qui entrainent la nécrose pourrait mener au développement de nouvelles

cibles thérapeutiques.

Un autre sujet d’intérét est la détermination du mécanisme
responsable de la fibrose interstitielle, qui a été fortement associée a
I’incidence des FAs. Plusieurs études ont montré que 1’angiotensine II
pouvait induire le développement de fibrose interstitielle, mais le mécanisme
exact entrainant le développement de fibrose demeure mal défini. La fibrose
agit-elle comme un tissu de remplacement suite a la mort de cardiomyocytes

ou s’agit-il d’un processus indépendant ? Une détermination des mécanismes
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induisant la fibrose pourrait permettre le développement de nouvelles
approches thérapeutiques pour la prévention de la fibrillation auriculaire. Il
serait par exemple intéressant de déterminer si les 24 premieres heures de
tachycardie ventriculaire constituent un stimulus suffisant pour entrainer les
réactions subséquentes. Ceci pourrait se vérifier en observant les altérations
tissulaires présentes apres 5 semaines chez des animaux ou la tachycardie
n’aurait été induite que durant 24 heures, pour étre ensuite interrompue. De
méme, ['utilisation d’un traitement pharmacologique uniquement durant les
24 premieres heures de tachycardie chez des animaux soumis a 5 semaines
de tachycardie ventriculaire pourrait nous permettre d’étudier I’'importance
des premiéres 24 heures dans le phénoméne de remodelage auriculaire ainsi

que leur implication dans la formation du soustrat soutenant les fibrillations

auriculaires.

Bien que nous ayons mesuré différents éléments impliqués dans le
mécanisme de remodelage auriculaire, ['insuffisance cardiaque s’est avéré
altérer une grande diversité de systémes, impliqués dans une variété de
fonctions. L’approche que nous avons utilisée pour notre étude ne nous
permettrait pas de définir tous les éléments impliqués dans le remodelage
auriculaire ni les interactions existantes entre ces éléments. L utilisation de
technologies de pointe pour I’étude de la génomique et de la protéinomique
pourrait s’avérer d’une grande utilité. En effet, en utilisant des techniques a
large spectre, il est devenu possible d’observer ’effet d’une pathologie sur
un grand nombre de génes ou de protéines  la fois. A 1’aide de la technique
de genechip par exemple, il est possible de comparer 1’expression génique
de 36 000 genes humains dans des tissus malades et des tissus sains. Cette

technique de grande envergure permet donc d’observer la panoplie de génes




dont I’expression est altérée pour une pathologie aussi complexe que

I’insuffisance cardiaque.

Une autre approche intéressante a envisager est 1’utilisation de souris
modifiées génétiquement pour différents éléments du mécanisme que nous
suggerons étre responsables du remodelage auriculaire. Par exemple,
puisque nous avons suggéré que 1’apoptose pourrait entrainer une fibrose de
remplacement, I’utilisation d’une souris knock-out pour le géne encodant
pour la caspase-3 (nous avons démontré qu’elle était impliqué dans le
processus de [’apoptose survenant au cours du remodelage auriculaire)
pourrait nous permettre de vérifier si la fibrose est directément liée a la mort
cellulaire par apoptose. Comme il a été mentionné plus tot, I’apoptose est
nécessaire au développement embryologique et au maintien de
’homéostasie. Pour démontrer I’importance de [’apoptose dans le
remodelage auriculaire spécifiquement, sans affecter le développement
embryonnaire ni 1’homéostasie des différents systémes, il serait donc
préférable que la mutation soit inductible et spécifique au niveau cardiaque.
Ainsi, lorsque D’expression du géne est inhibée, I’induction d’une
insuffisance cardiaque ne devrait pas induire de fibrose auriculaire, si notre
hypothese s’avérait exacte. Dans le cas contraire, nous saurions que d’autres
causes que l’apoptose induisent la fibrose interstitielle et a long terme
augmentent I’incidence de fibrillation auriculaire. De méme, [’utilisation de
souris modifiées génétiquement pour les MAP kinases ou l’enzyme de
conversion de l’angiotensine locale cardiaque pourraient nous permettre
d’évaluer I'importance de ces différents éléments dans le processus de
remodelage auriculaire. Un avantage des souris trangéniques est que 1’on

peut déterminer le role d’une protéine en assumant son inhibition, plus
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facilement qu’avec I'utilisation d’antagonistes qui sont généralement moins
spécifiques et qui n’inhibent pas toujours totalement un récepteur. Par
contre, il arrive que des souris modifiées génétiquement développent une
pathologie sans que I’on ne [’ait induite. Par exemple, la souris transgénique
surexprimant le récepteur AT1, décrite par Paradis er al »°, développait une
insuffisance cardiaque reliée a cette mutation. Alors, il est possible de
suggérer que l’angiotensine puisse induire une insuffisance cardiaque par
’activation de son récepteur AT1, mais cela ne permet pas d’affirmer que
I’angiotensine soit généralement impliquée dans le processus de
développement de I’insuffisance cardiaque. La déficience induite par une
mutation génétique peut entrainer une pathologie par un processus
particulier a la mutation et différent du mécanisme habituel. Les souris
transgéniques peuvent donc servir d’outil pour décortiquer des mécanismes
particuliers impliqués dans une pathologie, mais le mécanisme par lequel
elles développent leur condition pathologique ne sera pas nécessairement
représentatif de celui rencontré chez les patients. De plus, les études
effectuées sur des souris génétiquement modifiées par une mutation non-
inductible devraient toujours étre considérées avec un certain recul, caril y a
des risques d’altérations du développement embryonnaire, ce qui limite les

possibilités d’utilisation du modéle.

Etant donné que nos résultats différent de ceux obtenus par Cesselli et
al >, il est possible que le remodelage auriculaire soit un processus différent
du remodelage ventriculaire induit lors du développement de 1’insuffisance
cardiaque. Nous avons effectué une étude préliminaire comparative entre
I’évolution de la fibrose auriculaire et celle de la fibrose ventriculaire. La

différence qui existait entre les deux était notable, puisque méme apres cing
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semaines d’entrainement électrique rapide, les ventricules montraient un
taux de fibrose trés faible. Dans une étude ultérieure, il serait intéressant de
faire une étude parallele, comparative, de I’évolution ainsi que des causes
des changements structuraux survenant aux niveaux auriculaire et

ventriculaire au cours du développement de I’insuffisance cardiaque.

En conclusion, nous avons observé que I’insuffisance cardiaque
induite par entrainement ¢électrique rapide ventriculaire induisait un
accroissement rapide de [’angiotensine tissulaire, une activation des MAP
kinases P38, JNK et ERK1/2 et une augmentation temporaire de I’apoptose.
Subséquemment, une augmentation de fibrose corrélant avec 1’augmentation
de I'incidence de la fibrillation auriculaire est survenue. Nos résultats
suggerent que d’importants changements surviennent dans les premiéres
heures suivant I'initiation de la tachycardie ventriculaire et pourraient étre
induits suite a I’activation des MAP kinases. Cette étude est la premiére a
décrire ’évolution temporelle des changements structuraux induits par
entrainement é€lectrique rapide. Elle souligne [I'importance d’une
intervention hative pour la prévention du remodelage auriculaire et dirige les
furturs travaux de recherche vers la compréhension du réle du systéme local
rénine-angiotensine, des MAP kinases et de 1’apoptose dans le mécanisme

de remodelage auriculaire.
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