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Résumé

La fibrillation auriculaire (FA) est I'arythmie cardiaque la plus répandue. Les maladies du coeur
droit (MCD), caractérisées par une hypertrophie et une inflammation myocardique augmentent
le risque de FA. La relation tri-factorielle unissant les MCD, I'inflammation et la FA demeure peu
décrite. L’hypothése était qu’une constriction du tronc pulmonaire entrainerait une MCD

induisant une inflammation auriculaire et une augmentation du risque de FA.

Une ligature du tronc pulmonaire (LTP) fut réalisée chirurgicalement sur des rats Wistar males
pour mimer une augmentation chronique de la post-charge du ventricule droit. Des rats Sham
ont eu une chirurgie sans ligature. Tous les rats ont eu une échocardiographie puis une étude
électrophysiologique pour évaluer leur vulnérabilité a la FA avant d’étre sacrifiés aux jours 0, 7,
14 et 21 post-chirurgie. Leurs tissus auriculaires ont servi pour la cartographie optique de leur
oreillette droite (OD), I'histologie, mais aussi pour la RPCq et I'immunobuvardage de type
Western afin de quantifier des marqueurs inflammatoires/fibrotiques/sénescents et des canaux

ioniques.

Une hypertrophie et dilatation du coeur droit des rats LTP furent observées. Dés le 7¢ jour, les rats
LTP avaient une vitesse de conduction électrique réduite dans leur OD et étaient vulnérables a la
FA. De la fibrose s’était accumulée dans I’OD, coincidant avec une élévation de I'expression de
génes pro-inflammatoires (Nlrp3) et pro-fibrotiques (Tgf61) ainsi qu’une diminution de la

protéine SERCA2a.

Cette étude a démontré qu’une MCD provoque une augmentation de I'inflammation et de la

fibrose auriculaire droite associée a une croissance du risque de FA.

Mots-clés : Fibrillation auriculaire, Inflammation, Fibrose, Maladie du cceur droit,

Electrophysiologie



Abstract

Atrial fibrillation (AF) is the most common cardiac arrhythmia. Right heart diseases (RHD), which
are characterized by hypertrophy and myocardial inflammation can also increase the risk of AF.
The tri-factorial relationship that exists between RHD, inflammation and AF remains poorly
described. We hypothesized that a permanent constriction of the pulmonary trunk would

provoke a severe RHD associated with atrial inflammation and an enhanced AF vulnerability.

A pulmonary artery trunk banding (PAB) was surgically performed on male Wistar rats to mimic a
chronic increase in right ventricular afterload. Sham rats had surgery without ligation. All rats
underwent echocardiography and electrophysiological studies to measure their AF vulnerability
before being euthanized on days 0, 7, 14 and 21 post-surgery. Their atrial tissues were used for
the optical mapping of their right atrium, histology, but also qPCR and Western immunoblotting

in order to quantify inflammatory/fibrotic/senescent markers and ionic channels.

PAB provoked the hypertrophy and dilation of the right heart. Starting at day 7, conduction
velocity was significantly reduced in PAB rats compared to Sham. The right atrium (RA) dimension,
RA fibrosis and AF vulnerability were significantly increased in PAB rats compared to Sham. The
expression of pro-inflammatory (N/rp3) and pro-fibrotic (Tgf61) genes was increased, and the

levels of the SERCA2a protein were decreased in PAB rats compared to Sham.

Our study demonstrated that a RHD in rats can induce an increase in RA inflammation and fibrosis,

which are associated with an increased risk of AF.

Keywords: Atrial fibrillation, Inflammation, Fibrosis, Right heart disease, Electrophysiology
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Chapitre 1 - Introduction

1.1 Contexte

1.1.1 La fibrillation auriculaire
Parmi les diverses formes d’arythmies cardiaques documentées, la fibrillation auriculaire, ou FA,
est celle qui est la plus fréqguemment diagnostiquée en clinique (Calvo et al.,, 2018). La FA
représente un enjeu majeur de santé publique ayant un impact sur la qualité de vie d’une
multitude de patients et engendre également d’importants colts que doivent assumer les

systemes de santé (Okutucu & Gorenek, 2022).

En termes de statistiques, les derniéres données obtenues par la Canadian Cardiovascular Society
ainsi que la Canadian Heart Rhythm Society en 2020 indiquent que de 1 a 2% de la population
canadienne (pres de 800 000 personnes) est concernée par la FA (Andrade et al., 2020). L’age est
un facteur de risque majeur puisque le taux de patients affectés par cette condition peut
augmenter au-dela de 4% parmi ceux étant agés de plus de 65 ans (Andrade et al., 2020). Pour

les octogénaires, cette proportion peut méme dépasser le seuil des 10% (Sagris et al., 2021).

Dans une population canadienne de plus en plus vieillissante, le nombre de chirurgies de natures
cardiovasculaires, d’hospitalisations (d’'urgence ou non), de déces, ainsi que les co(ts reliés a la
FA de maniere générale augmenteront sans aucun doute de maniére exponentielle au courant de
la prochaine décennie (Andrade et al., 2020). A un tel rythme, les dépenses annuelles se
compteront bientot en milliards de dollars canadiens. En 2020, ils étaient déja estimés a 956
millions de dollars (Andrade et al., 2020). A I’échelle mondiale, 'incidence de FA se chiffrait a
environ 0,4% (33 millions d’individus) en 2020. Durant cette méme année, on comptait également

plus de 3 millions d’Américains atteints (Chung et al., 2020).

En ce qui a trait aux différences intersexuelles au sein d’une population, on sait que les risques de
complications létales associées ainsi que les réactions aux différents traitements existants
(médicaments antiarythmiques/anticoagulants, ablation des veines pulmonaires, etc.) peuvent

varier significativement entre les hommes et les femmes (Westerman & Wenger, 2019). Dans le



cadre de l'étude ARIC (Atherosclerosis Risk In Communities) regroupant plus de 15 000
participants, agés de 45 a 64 ans, suivis pendant 21 ans et sans FA au départ, les femmes ont
présenté un risque inférieur aux hommes (36 vs 30%) de développer de la FA, mais un risque
d’accident vasculaire cérébral (AVC) supérieur lorsque la FA est traitée a la warfarine, un
anticoagulant. (Mou et al.,, 2018; Westerman & Wenger, 2019). Une relation similaire fut
observée en comparant la fréquence des hommes et des femmes Afro-américains avec celle
mesurée des Caucasiens-américains (Westerman & Wenger, 2019). Les données recueillies
durant I'ARIC suggérent donc que la FA atteindrait différemment plusieurs strates des sociétés,
particulierement occidentales, en fonction notamment du sexe et de la race, en plus de I'dge et

des habitudes de vie néfastes qui favorisent également son apparition.

1.1.2 En quoi consiste laFA ?

La FA est une forme d’arythmie cardiaque qu’on qualifie de supraventriculaire en raison de sa
localisation au niveau des oreillettes du cceur (DeSimone et al., 2018). Lorsqu’elle se manifeste,
les contractions normalement synchronisées des cardiomyocytes (CM) auriculaires sont
désormais totalement désorganisées et ne permettent plus d’éjecter le sang dans le ventricule
de maniére efficace (L. Thomas, 2003). Sur un électrocardiogramme (ECG) conventionnel, ce
phénoméne se traduit principalement par une disparition de I'onde P associée a la dépolarisation
des oreillettes en plus d’un rythme cardiaque irrégulier et ultra-rapide. Ce sont des modifications
de réseaux électriques déja en place dans le tissu auriculaire cardiaque telles que la formation de
bloc de conduction, d’un foyer ectopique ou de circuits de réentrée qui sont a l'origine de la
fibrillation observée (Gutierrez & Blanchard, 2016). L'apparition de FA peut dépendre d’une
multitude de facteurs, mais la fibrose découlant de divers processus inflammatoires a un role
primordial dans le développement des arythmies auriculaires (Sohns & Marrouche, 2020). Des
expériences de « pacing » menées sur des oreillettes de chiens ainsi que sur des CM ont d’ailleurs
permises d’observer une hausse du taux de divers marqueurs inflammatoires tels qu’IL-6 et
NLRP3, respectivement, supposant que le déclenchement de I'inflammation pourrait découler de

la FA (Ihara & Sasano, 2022). Ces résultats suggérent donc que le déclenchement d’inflammation
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peut étre causé par la FA elle-méme et donc entretenir I’état de vulnérabilité aux arythmies
auriculaires (Beyer et al., 2021; Ihara & Sasano, 2022). L’hypothese du cercle vicieux
inflammation-FA demeure cependant peu décrite dans la littérature actuelle. En plus de
I'inflammation, des données récentes obtenues via angiographie par tomodensitométrie sur des
patients ayant une FA d’origine non-valvulaire supportent I'idée selon laquelle le remodelage

structurel d’une oreillette peut augmenter la vulnérabilité aux épisodes de FA (Beyer et al., 2021).

Cette forme d’arythmie est a I'origine de diverses complications pouvant potentiellement étre
létales (Alonso & Norby, 2016). Parmi celles-ci, la FA est notamment associée a la formation de
caillots sanguins dans les oreillettes en raison des perturbations hémodynamiques et de la
stagnation de sang du fait des anomalies de contractilité accompagnant la coagulation sanguine
(Kapton-Cieslicka et al., 2019). Une fois libérés dans la circulation, les caillots sanguins peuvent
occasionner des accidents vasculaires cérébraux (AVC), I'obstruction de vaisseaux coronariens
causant ainsi un infarctus du myocarde (IM), ou méme la mort subite (Migdady et al., 2021;
Palasubramaniam et al., 2019; Richardson et al., 2021). C’est pour cette raison que |'utilisation
d’anticoagulants est régulierement prescrite chez les patients souffrant de FA (Jame & Barnes,
2020). Une autre conséquence possible est I'insuffisance cardiaque (IC). La désorganisation des
signaux électriques lors des épisodes de FA en plus de linflammation ou du remodelage
auriculaire structurel qui peuvent I'accompagner vont exercer un effet inotrope négatif sur le

cceur et donc diminuer sa faculté a répondre aux besoins de I'organisme (Carlisle et al., 2019).

Plusieurs conditions pathologiques ou habitudes de vie néfastes peuvent prédisposer un individu
a développer de la FA durant sa vie (Chung et al.,, 2020; Kornej et al., 2020). En plus du
vieillissement mentionné précédemment, on retrouve notamment la sédentarité (Skielboe et al.,
2017), le tabagisme (l. Watanabe, 2018), le stress (Severino et al., 2019), I'obésité (Middeldorp et
al., 2023), le diabéete (A. Wang et al., 2019), I’hypertension systémique (Seccia et al., 2019) ou
pulmonaire (Wanamaker et al., 2018), 'apnée du sommeil (Linz et al., 2021) ainsi que la
prédisposition génétique. Par exemple, une revue épidémiologique portant sur la FA mentionne
39 différents polymorphismes associés avec I'IMC ainsi que des variants génétiques impliqués
dans la synthése de canaux ioniques et de sarcomeres (Zhang et al.,, 2021). Certaines

complications cardiovasculaires comme la myocardite ou l'infarctus peuvent aussi étre des
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éléments déclencheurs de la FA. Cependant, il est a noter que la plupart de ces facteurs
n’affectent généralement que le coté gauche du cceur (oreillette et ventricule). De ce fait, de
nombreuses études se sont intéressées a la FA dans un contexte de remodelage cardiaque
gauche, négligeant ainsi les particularités pathophysiologiques qui peuvent exister au niveau du

coté droit dans la formation de substrat arythmogéne auriculaire.

1.1.3 Les maladies du ccoeur droit

On qualifie de maladie du coeur droit, ou MCD, toute condition pathologique cardiovasculaire
affectant principalement I'oreillette droite (OD) ainsi que le ventricule droits (VD) et causant un
remodelage aux niveaux morphologiques et électriques de ces cavités (Gunturiz-Beltran et al.,
2022; Lucia Agoston-Coldea et al., 2015; Tadic et al., 2018). L'inflammation engendrée par la MCD
va également favoriser la formation de fibrose dans le tissu cardiaque et donc provoquer une
situation d’IC. Ces remodelages structurels et fonctionnels prédisposent les oreillettes a la FA
(Hiram et al., 2019; Korantzopoulos et al., 2018). Cela peut s’accompagner de modifications
hémodynamiques néfastes dans la circulation pulmonaire qui est directement connectée au cceur
droit (ex : augmentation de la résistance lors de I’éjection du sang par le VD) (Pinsky, 2016). Parmi
les causes de MCD les plus souvent rencontrées dans un cadre clinique, on compte la maladie
pulmonaire chronique obstructive (MPQOC), la sténose pulmonaire (SP), la tétralogie de Fallot (TF)

ainsi que I'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP).

La MPOC, en plus d’étre une des principales causes de décés a I'échelle mondiale ainsi que la
maladie pulmonaire la plus répandue, elle affecte de plus en plus d’individus, d’années en années
(Goudis, 2017). Egalement, chez prés du quart des patients ayant déja une forme de FA, une
MPOC est aussi présente (Simons et al., 2021). Les patients souffrant de MPOC présentent
généralement un remodelage du cceur droit via I'augmentation de la pression sanguine
pulmonaire (Simons et al., 2021). La tétralogie de Fallot, quant a elle, est une maladie congénitale
se caractérisant par une malformation cardiaque majeure créant une communication entre les
ventricules gauche et droit ainsi qu’un resserrement au niveau du passage du sang dans le tronc

artériel pulmonaire (Boengler et al., 2021). La pression du sang ventriculaire étant moins bien
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régulée d’un c6té a l'autre, elle se retrouve supérieure aux valeurs physiologiques et génére
I’hypertrophie du VD (Boengler et al., 2021). Ces différences morphologiques ont pour effet de

générer une cyanose chez les patients (Van Der Ven et al., 2019).

Parmi les cardiopathies congénitales actuellement recensées, un peu plus de 6% des enfants dans
le monde qui en ont une a la naissance, auront une tétralogie de Fallot (Balzer, 2019). Une autre
cardiopathie congénitale causant un remodelage morphologique du c6té droit du cceur est la SP.
Elle se caractérise par une ouverture réduite au niveau de la valve pulmonaire, ouverture par
laquelle le sang du ventricule droit est normalement expédié vers les poumons (Marchini et al.,
2023). Davantage d’enfants ayant des malformations cardiaques naissent en présentant cette
condition (8%) que la tétralogie de Fallot, mais elles peuvent parfois se développer de maniére

concomitante (Marchini et al., 2023).

Globalement, ce type d’anomalies de naissance touche prés de cinquante millions de personnes
d’age adulte dans le monde (Mutluer & Celiker, 2018). Au Québec, c’est environ 1,3% des enfants
qui naissent avec une cardiopathie congénitale (Mackie et al., 2019). Selon des données
canadiennes datant de 2010, la majorité des cardiopathies congénitales recensées concernent
des adultes, ce qui permet de constater les progres réalisés en termes de chirurgies cardiaques
(Marelli et al., 2022). Enfin, 'HTAP, une condition cardiovasculaire pouvant étre mortelle, est
particulierement répandue chez les gens agés de plus de 65 ans ou étant atteints d’insuffisance
cardiaque (Mandras et al., 2020). Cette pathologie contraint le cceur droit a I’hypertrophie afin

de compenser la diminution de sa capacité d’éjection (Asosingh & Erzurum, 2018).

Tel que mentionné précédemment, d’autres facteurs de risque liés aux habitudes de vie ou a
certains problémes n’étant pas nécessairement de nature cardiaque, comme l'obésité, par
exemple, peuvent affecter les deux c6tés du coeur sur différents parameétres (Alpert et al., 2016).
Un remodelage cardiagque conséquent peut résulter des multiples variations hémodynamiques
ou métaboliques qu’expérimentera un individu obese (Alpert et al., 2016). Un autre exemple,
I'apnée du sommeil chronique, pouvant notamment découler de I'obésité, est associée a une

détérioration de la respiration qui favorise I’'HTAP (Alpert et al., 2016).
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1.1.4 Impacts sur l'oreillette droite lors de MCD

En cas de MCD, au méme titre que le VD, I’OD peut souvent étre directement affectée au niveau
de sa morphologie ou de ses fonctions principales (Waligéra et al., 2018). Le groupe de cellules
formant le noeud sinusal, ou sino-auriculaire, (NS) se trouvant dans la portion supérieure de I'OD
(Choudhury et al., 2015), il est possible que des dérangements électrophysiologiques surviennent
lorsqu’une pathologie provoque I'augmentation de la dimension de la chambre et/ou I'apparition
de fibrose, par exemple (Hopman et al.,, 2023). En contexte d’hypertension pulmonaire, une
dilatation de la cavité auriculaire ou une augmentation de la quantité de tissu fibrotique peuvent
étre observées, provoquant une conduction anormale du courant électrique issu du NS a travers
le tissu auriculaire, vers le nceud atrio-ventriculaire (NAV) (Hopman et al., 2023; Mercurio et al.,
2018; Temple, 2017). Ces anomalies de conduction favorisent ainsi le déclenchement d’arythmies

auriculaires (Waligora et al., 2018).

Une autre conséquence caractéristique d’'un changement majeur de la dimension de I'OD est
I’apparition de fuites sanguines au niveau de la valve tricuspide située a la jonction avec le VD
(Guta et al., 2021). Les fuites tricuspidiennes résultent d’un étirement de I'anneau tricuspide
causé par la dilatation du VD qui annule I'étanchéité de la valve, permettant alors un écoulement
sanguin entre I’OD et le VD aux moments ou les feuillets de la valve devraient étre complétement
fermés (Guta et al., 2021; Prihadi et al., 2019). Ce phénoméne est fréquent chez les patients

souffrant aussi de HTAP ou de FA (Guta et al., 2021).

1.1.5 Les MCD et les arythmies auriculaires
Des articles rapportant des cas cliniques de patients souffrant de diverses conditions cardiaques
entrainant des MCD ont décrit de potentiels liens entre celles-ci et la prévalence de FA
(Drakopoulou et al., 2018; Egbe et al., 2019; Olsson et al., 2013; Simons et al., 2021). Notamment,
dans une étude rapportée par Olsson et al. (2013) ayant pour but de mesurer I'incidence de FA
ou de FIA chez des participants atteints d’hypertension artérielle pulmonaire ou d’hypertension
pulmonaire thromboembolique chronique inopérable, il a été observé que prés de 20% des

patients étaient susceptibles aux déclenchements d’arythmies supraventriculaires (Olsson et al.,
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2013). Une autre étude s’intéressant aux arythmies auriculaires en contexte d’hypertension
artérielle pulmonaire idiopathique ou associée a sclérose systémique a également démontré une
potentielle association entre les phénomeénes arythmiques et une élévation du taux de mortalité.
De plus, 42 des 317 (13.2%) patients recrutés pour cette expérience ont développé des arythmies

auriculaires durant leur suivi et la majorité étaient des épisodes de FA (Mercurio et al., 2018).

La tétralogie de Fallot, bien qu’étant une condition congénitale extrémement problématique,
peut étre corrigée chirurgicalement afin de permettre aux individus d’avoir une vie plus normale
(Van Der Ven et al.,, 2019). Cependant, méme aprés une réparation, certaines complications
électrophysiologiques peuvent persister dans le temps des deux cotés du coeur (Egbe et al., 2019).
A ce propos, une étude regroupant un peu plus de 400 patients adultes ayant eu cette chirurgie
par le passé a démontré que prés du quart de ceux-ci souffraient de FA (Egbe et al., 2019). De
plus, une proportion de ces patients (16 %) avait un historique de plusieurs hospitalisations en
lien avec une insuffisance cardiaque droite plus important que les patients n’ayant pas de FA
documentée (Egbe et al.,, 2019). Le remodelage généré par la tétralogie de Fallot, comme la
dilatation de I’OD et/ou les fuites tricuspidiennes par exemple, prédisposerait ces individus au
développement de troubles du rythme et d’anomalies de contractilité du myocarde (Krieger et

al., 2022).

Des maladies ou conditions physiques non pulmonaires peuvent aussi avoir des effets négatifs
sur le ceeur et provoquer une hypertrophie ainsi qu’une dilatation des cavités du c6té droit
notamment (Conti et al., 2021; Gupta et al., 2022; Takagi et al., 2020). A titre d’exemple, I'obésité
est associée a une augmentation de la pression et du volume au niveau des deux ventricules,
créant un substrat pour le déclenchement de FA (Gupta et al., 2022). L’élévation de I'expression
génique de composantes du systeme RAA (Rénine-Angiotensine-Aldostérone), en particulier de
I'aldostérone, observée chez des patients obéses atteint d’insuffisance cardiaque avec réduction
de la fraction d’éjection (ICrFE) participe également au remodelage structurel et tissulaire des
oreillettes (Gupta et al., 2022; Olivier et al.,, 2017; Reil et al., 2012). Aussi, I'inflammation,
I'insulinorésistance et I'accumulation de gras viscéral qu’implique un profil obése peuvent mener

a l'apparition d’apnée du sommeil une condition pouvant causer un remodelage cardiaque
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caractéristiqgue des MCD en diminuant les facultés respiratoires d’un individu (Romero-Corral et

al.,, 2010).

D’ailleurs, les travaux de Chatterjee et al. publiés en 2017 portant sur I’étude de I'association
entre des marqueurs génétiques associés a l'indice de masse corporelle (IMC) ainsi que la FA.
Durant les années de suivi dans le cadre de I'étude, pres de 4000 cas de FA sont survenus chez les
51 646 participants. Les résultats de leur recherche ont ultimement supporté I'hypothéese d’un
lien de causalité entre I'IMC et la FA. (Chatterjee et al., 2017). Parmi les variants analysés, le gene
Fto, ayant une influence sur I'adiposité, I'IMC, les comportements alimentaires et la dépense
énergétique, augmentait avec le risque de FA chez les individus inclus dans le projet (Chatterjee

et al., 2017; Fawcett & Barroso, 2010).

1.1.6 L'inflammation : dénominateur commun entre la MCD et la FA ?
L'inflammation est de plus en plus décrite comme l'un des principaux évenements
physiopathologiques provoquant, avec la fibrose auriculaire, le développement de la FA (Harada
& Nattel, 2021). Des maladies cardiovasculaires telles que I'infarctus du myocarde, la myocardite,
la cardiomyopathie hypertrophique ou la MCD sont associées a un profil inflammatoire qui serait
responsable de 'augmentation de I'incidence de la FA (El-Shetry et al., 2021; Goette & Lendeckel,
2021; Hiram et al., 2019; Marian & Braunwald, 2017; Sozzi et al., 2022).

Par définition, I'inflammation est un processus naturel du corps permettant de stimuler le
systeme immunitaire afin d’enclencher une réponse dans le but d’initier la réparation d’un tissu
endommagé et/ou de repousser voire d’éliminer des pathogénes (Rathinam & Chan, 2018). Cette
réponse se traduit généralement par 'intervention de diverses cellules immunitaires (Harada &

Nattel, 2021; Rathinam & Chan, 2018).

En effet, la réponse inflammatoire est orchestrée de maniére a conduire a la résolution et au
retour a ’lhoméostasie (Rathinam & Chan, 2018). Plus précisément, quand une infection ou une
condition pathologique occasionne des dommages aux niveaux tissulaire ou cellulaire (ex :

ischémie lors d’un infarctus, infection virale, forte pression exercée sur les parois des cavités
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cardiaques), la réponse immuno-inflammatoire se manifeste par I'expression de génes pro-
inflammatoire, par la production de cytokines/chimiokines ainsi que par le recrutement de
cellules immunitaires (macrophages ou lymphocytes) aux sites affectés (Suetomi et al., 2018).
Toute condition provoquant un maintien anormal de linflammation conduit a un statut
inflammatoire chronique pouvant causer des dysfonctions tissulaires et systémiques irréversibles

(Suzuki, 2019).

La chronicité du statut inflammatoire est entretenue par la perpétuation de I'activité de ces
signaux et cellules immunitaires qui stimulent la sécrétion de davantage de protéines pro-
inflammatoires (M. Li et al., 2021; Suzuki, 2019). Dans un modele murin transgénique dont le gene
CaMKIIS (Protéine kinase Ca%*/Calmoduline-dépendante delta) a été inactivé par knockout au
niveau des CM, il a été décrit que la surcharge de pression sanguine du c6té gauche du coeur
occasionnée par une chirurgie de constriction trans-aortique (CTA) provoque I'assemblage ainsi
gue l'activation du complexe protéique NOD-Like Receptor Pyrin domain containing protein 3
(NLRP3) inflammasome dans les CM via une cascade de signalisation moléculaire impliquant NFkB
Nuclear Factor-kappa B (NFkB), un acteur clé de I'inflammation (Suetomi et al., 2018). L’activité
de l'inflammasome NLRP3 est a I'origine de la synthése de cytokines telles que I'interleukine 1
béta (IL-1B) ou l'interleukine 18 (IL-18), deux marqueurs importants de I'inflammation cardiaque
(Sethwala et al., 2021) (Sethwala et al., 2021). En fait, la caspase 1, une enzyme protéase faisant
partie du complexe inflammasome NLRP3, va procéder au clivage de la forme inactive des

cytokines IL-1PB et IL-18 afin de les rendre fonctionnelles (Rathinam & Chan, 2018).

D’autres biomarqueurs pro-inflammatoires contribuent directement au statut inflammatoire
auriculaire en contexte de pathologie chronique comme l'interleukine-6 (IL-6) ainsi que le
facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a). Des corrélations entre I'expression de ces cytokines
au niveau auriculaire et I'incidence de FA ont déja été établies a partir de tissus auriculaires
obtenus chez des patients (Harada & Nattel, 2021). En se liant aux récepteurs de facteurs de
nécrose tumorale (TNFR), TNF-a va activer NFKB qui va ensuite entrer dans le noyau des CM

pour générer la transcription de génes associés entre autres aux réponses inflammatoires.
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En plus des molécules aux propriétés pro-inflammatoires, d’autres composés peuvent entrainer
une activation de NFkB. Par exemple, la thrombine, une enzyme responsable de la conversion du
fibrinogéne en fibrine dans le processus de coagulation, va indirectement stimuler NFkB par une
cascade de réactions et donc amplifier la réponse inflammatoire dans le tissu auriculaire
(Bukowska et al., 2013). Un autre cas est celui des motifs moléculaires associés aux pathogénes
(MMAP) qui, via leur détection par des récepteurs membranaires de type « Toll-like » (TLR), vont
entrainer eux aussi une mise en marche de NFkB (Kawai & Akira, 2007). Compte tenu du modéle
animal d’"HTAP étudié dans ce projet, il est intéressant de noter I'importance du systéme rénine -
angiotensine-aldostérone (SRAA) dans le déclenchement de I'inflammation au niveau auriculaire.
Des recherches précliniques ont mis en évidence une corrélation entre le développement de
I'HTAP/HTP et I'activation du SRAA, visant a contrebalancer la surcharge de pression prolongée
du VD. (Ameri et al., 2016). Une des composantes de ce systéeme, I'angiotensine Il (ANGII), peut
activer NFkB et contribuer a I'inflammation dans les oreillettes et accentuer la formation de
fibrose. Son impact sur le développement de la FA est donc concret (Patel et al., 2010) (Figure 1).
De plus, 'ANGII stimule notamment I'expression du ligand de motif C-X-C de la chimiokine-1
(CXCL1), un marqueur inflammatoire qui régule le recrutement de cellules immunitaires dans un
tissu affecté de maniéere aigue ou chronique. Son rdle dans la mise en place d’un statut fibrotique

cardiaque est d’ailleurs bien décrit dans la littérature (C.-L. Wu et al., 2021).

La résolution de lI'inflammation est un processus se déroulant généralement en paralléle des
processus inflammatoires actifs. Elle implique généralement un affaiblissement du statut pro-
inflammatoire ainsi qu’une amplification de mécanismes anti-inflammatoires et antioxydants. Par
exemple, il peut y avoir production de médiateurs lipidiques pro-résolution (ex : résolvines) a
partir d’acides gras qui vont réduire I'inflammation, notamment en empéchant un recrutement
trop important de cellules immunitaires dans un tissu donné ou en changeant le phénotype de
certains macrophages afin qu’ils soient pro-résolution. Lorsqu’un tissu est fortement
endommagé, la phagocytose de neutrophiles en état apoptotique par des macrophages contribue

aussi a freiner l'inflammation (Halade & Lee, 2022; Schuster et al., 2018). Un autre exemple de
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Figure 1 Voies de signalisation moléculaires impliquées dans I'inflammation

Note. Représentation schématique de |'activation de la protéine NF-kB (Facteur Nucléaire kappa
B), de son action sur la transcription de génes notamment impliqués dans la composition du
complexe NLRP3 inflammasome ainsi que de la production de cytokines pro-inflammatoires en
réponse a divers stimuli au niveau des cardiomyocytes. IL-1B = Interleukine 1 béta, IL-1R =
Récepteur a l'interleukine 1, TNF = Facteur de nécrose tumorale, TNFR = Récepteur aux facteurs
de nécrose tumorale, MMAP = Motifs Moléculaires Associés aux Pathogénes, TLR = Récepteur
aux protéines Toll-like, ANGII = Angiotensine Il, ATR = Récepteur a I’Angiotensine Il, PAR4 =
Récepteur activé par les protéases 4, NLRP3 = Protéine contenant un domaine pyrine du
récepteur de type NOD 3, ASC = Protéine adaptatrice apoptotique contenant un domaine de
liaison a la caspase, IL-18 = Interleukine 18, GSDMD = Gasdermine D. Figure réalisée par Charles-
Alexandre LeBlanc a partir de I'article« Inflammatory signalling in atrial cardiomyocytes : a novel

unifying principle in atrial fibrillation pathophysiology » (Dobrev et al., 2023)
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résolution est I'action de cytokines anti-inflammatoires telles que I'interleukine-10 (IL-10) qui
vient interrompre la cascade de signalisation impliquant NFkB tout en favorisant une plus

grande prolifération des lymphocytes B. (Harada et al., 2015).

1.1.7 Fibrose cardiaque : Une conséquence de I'inflammation

Lorsqu’elle apparait dans le tissu auriculaire cardiaque, l'inflammation peut entrainer la
formation de fibrose causant des troubles morphologiques et fonctionnels affectant les cellules
du myocarde dont les cardiomyocytes et les fibroblastes (Suzuki, 2019; Tan & Zimetbaum, 2010).
Résultant notamment du stress oxydatif accompagnant une perte de CM (ex : ischémie) ou une
surcharge de pression (ex: chirurgie CTA), la fibrose cardiaque peut survenir en contexte
pathologique cardiovasculaire. En milieu clinique, la fibrose au niveau du myocarde peut étre
retrouvée dans les cavités ventriculaires lors d’hypertension artérielle systémique, artérielle
pulmonaire idiopathique, pulmonaire thromboembolique chronique ou lorsqu’un patient est

atteint de diabéte, par exemple (Andersen et al., 2019; Tuleta & Frangogiannis, 2021).

La fibrose cardiaque correspond a la formation et prolifération de fibroblastes (FB) qui sont
normalement des cellules de soutien, ainsi qu’a la présence d’une quantité anormalement élevée
de matrice extracellulaire (MEC) (C. Li et al., 2020). Les fibroblastes vont venir s’insérer entre les
CM ou tenter de pallier I'absence de ces-dernieres en se différenciant en myofibroblastes a la
suite de la disparition des myocytes cardiaques (Hall et al., 2021). L'excés de dérivés réactifs de
I'oxygéne (DRO) venant avec le statut de stress oxydatif a un effet direct sur le processus de
multiplication des fibroblastes, mais aussi sur leur différenciation en myofibroblastes, des cellules
possédant a la fois des propriétés sécrétrices, de conduction électrique et de pseudo-contraction
(C.Lietal., 2020; Tan & Zimetbaum, 2010; Xintarakou et al., 2020). En temps normal, la libération
de DRO par les mitochondries dans les CM est généralement minimale, mais un déreglement
survient lorsque le cceur n’est plus en mesure de compenser en réponse aux variations
hémodynamiques liées a une MCD, comme lors d’'une HTAP, par exemple (Thandavarayan et al.,

2020). De plus, les DRO vont perturber le fonctionnement des mitochondries quand ils sont
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présents en excées, occasionnant des dégats aux protéines et a I’ acide désoxyribonucléique (ADN)

des cellules du cceur ainsi qu’une diminution des antioxydants présents (Tsutsui et al., 2011).

Cependant, en dépit des effets compensatoires que la fibrose peut avoir sur le maintien d’une
structure tissulaire, le faible potentiel membranaire des FB peut créer un ralentissement de la
conduction électrique globale a travers la région du coeur affectée (C. Li et al., 2020). La formation
de blocs de conduction complets est également possible si une zone particuliere présente une
densité de tissu fibrotique trop élevée (Campos et al., 2018). Le remodelage électrophysiologique
causé par une inflammation chronique place alors le coeur dans une situation de vulnérabilité par
rapport aux différentes formes d’arythmies (M. Li et al., 2021). Quand ce remodelage s’installe
dans les parois des oreillettes, il y a une prédisposition a la formation d’un substrat arythmogene
auriculaire (Y.-F. Hu et al., 2015). En plus de rendre un individu plus susceptible au déclenchement
d’épisodes de FA, un cercle vicieux s’installe en raison de la FA elle-méme qui va alimenter
I'inflammation déja présente et donc la formation de fibrose associée en créant des dommages

tissulaires (Y.-F. Hu et al., 2015; lhara & Sasano, 2022; Nattel et al., 2020).

Plusieurs marqueurs de la fibrose peuvent étre étudiés dans le tissu cardiaque a une échelle
génique et protéique. Parmi ceux-ci se trouve un acteur primordial de la production de fibrose
lors d’'une surcharge de pression, le facteur de croissance transformant béta (TGF-B). Il stimule la
prolifération, mais également la différenciation des fibroblastes (Lijnen et al., 2000; B. J. Thomas
et al.,, 2016). En contribuant au maintien et a I'expansion du tissu fibrotique, le TGF-B peut
occasionner un remodelage exceptionnel au sein du tissu cardiaque lorsque les lésions sont
répétées (Lijnen et al., 2000). En effet, I'expression de cette cytokine est augmentée lors
d’inflammation via la présence de cellules immunitaires qui la sécrétent (Biernacka et al., 2011;
Lijnen et al., 2000; B. J. Thomas et al., 2016; A. Wang et al., 2019). Elle est aussi normalement
présente en faible quantité dans le tissu cardiaque en raison de sa production par les CM et les
FB (Xintarakou et al., 2020). Des études passées ont d’ailleurs démontré qu’une surexpression du
géne Tgb1l pouvait étre observée dans un contexte d’hypertension sanguine ou d’hypertrophie

cardiaque chez des rats. (Lijnen et al., 2000; Villarreal, 1996).

32



En se liant a des récepteurs sérine/thréonine situés sur la membrane des cellules, le TGF-B
enclenche une cascade de signalisation impliquant notamment la phosphorylation ainsi que
I’activation des protéines SMAD (2/3 et 4) qui vont influencer I'intensité avec laquelle certains
genes pro-fibrotiques seront exprimés (Kubiczkova et al., 2012; Xintarakou et al., 2020). Au terme
de cette chaine de réaction, la synthése de collagéne et de fibronectine, des protéines composant
la MEC, sera plus importante (Biernacka et al., 2011; Kubiczkova et al., 2012; Lijnen et al., 2000;
Nattel et al., 2020). Actuellement, trois isoformes distincts de TGF-f sont documentés (TGF-B1,
TGF-B2 et TGF-B3), mais avec une composition plutét similaire (Kubiczkova et al., 2012). De plus,
ils interagissent tous avec les mémes récepteurs membranaires (Biernacka et al.,, 2011,

Kubiczkova et al., 2012).

En plus d’assurer un maintien de la cohérence tissulaire, les myofibroblastes vont sécréter
plusieurs types de protéines ayant des fonctions divergentes (inflammation, fibrose, croissance,
etc.) (Tan & Zimetbaum, 2010). Parmi ces protéines produites, il y a I’actine de muscle lisse alpha
(AML-a), mais surtout le collagene de type 1 (COL1A1) qui est majoritairement présent dans la
MEC (Frangogiannis, 2021). C’est le géne Acta2 qui est responsable de la production d’AML-a,
une protéine octroyant aux myofibroblastes présentes au sein du tissu auriculaire leurs capacités
contractiles caractéristiques. Pour COL1A1, sa plus forte présence dans un tissu cardiaque serait
directement corrélée a un profil fibrotique, une hypertrophie ainsi qu’a un étirement tissulaire
engendré par une élévation de la post-charge. De plus, une forte concentration de collagene dans
I’OD vient interférer avec la composition normale du circuit électrique et favorise I'apparition

d’arythmies (Nattel et al., 2020).

1.1.8 Sénescence cellulaire et inflammation
Le stress cellulaire qu’engendre un profil inflammatoire fait partie des principales causes du
déclenchement de I'état de sénescence cellulaire. Cet état, se caractérise typiquement par une
interruption de la mitose et donc de la prolifération des cellules d’un tissu ainsi qu’un remodelage
tissulaire via le recrutement de cellules progénitrices pouvant se différencier (Mufioz-Espin &

Serrano, 2014). En dépit des bénéfices que peut présenter la sénescence comme la réparation ou
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le remodelage tissulaire, elle implique une détérioration physiologiquement complexe (Huang et

al.,, 2022).

Généralement, ce processus associé au vieillissement s’enclenche a la suite d’un stress affectant
directement une cellule (ex : endommagement de I’ADN, stress oxydatif) (Guo et al., 2021). Les
CM n’étant naturellement pas en mesure de se diviser, leur réaction a l'instauration d’un profil
sénescent differe des autres types de cellules. Parmi les principales conséquences que la
sénescence peut avoir sur les CM, il y a I'hypertrophie, la diminution des capacités contractiles,
la sécrétion de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires et/ou une dysfonction

mitochondriale (Tang et al., 2020).

Lors de pathologies de nature cardiovasculaire, I’état sénescent peut étre déclenché et contribuer
a I'apparition d’autres problématiques dans un méme tissu. La sénescence de CM provoquée par
la sécrétion de cytokines et des déreglements calciques/sodiques dans les oreillettes de souris
diabétiques en est un exemple (Tang et al., 2020). Elle peut méme contribuer a la formation de
substrat arythmogéne via la production de DRO et de fibrose (Guo et al., 2021). Des niveaux
d’expressions de marqueurs de sénescence (p53, pl6) supérieurs a la normale ont déja été
mesurés dans des tissus auriculaires droits d’'une cohorte de patients souffrant de FA (Jesel et al.,
2019). Les résultats d’'une étude ont d’ailleurs supposé que sur des cceurs de souris agées, la
fibrose provenant du statut sénescent est plus prononcée et prédispose davantage aux arythmies
dans le VD que VG (Stein et al., 2008). A partir des données disponibles dans la littérature, il est
envisageable de supposer une relative vulnérabilité du ccoeur droit a la sénescence. En
comprenant la dynamique de cercle vicieux qui existe entre I'inflammation et la sénescence, il
apparaissait utile au propos de I'étude de les comparer chez des animaux présentant une MCD
de maniére chronique (Pezone et al., 2023). La prévalence des cellules immunitaires en situation

d’inflammation contribue a cette sénescence puisqu’elles peuvent également en étre atteintes.

Trois marqueurs prédominants de la sénescence (Cdknla, Cdkn2a, Tp53) ont été sélectionnés
puis étudiés dans le cadre de ce projet. Tout d’abord, la protéine p21 ou CDKN1A (Cyclin-
dependent kinase inhibitor 1), codée par le géne Cdknla, permet de contrdler la prolifération

cellulaire grace a sa capacité a interrompre la division des cellules et a induire I'apoptose lors de
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dommages cellulaires (Kreis et al., 2019). La protéine p16/CDKN2A (Cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A) est un autre des principaux marqueurs de sénescence. De plus, une étude clinique
de 2019 a comparé I'expression protéique de marqueurs de sénescence avec ceux d’inflammation
par immunobuvardage de type Western a partir d’échantillons tissulaires d’appendices de I'OD
provenant de 21 patients ayant de la FA ainsi que 21 autres ayant un RS soutenu collectés durant
des chirurgies thoraciques. Parmi ces marqueurs, I'immunofluorescence a permis de voir que la
protéine p16/CDKN2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) était beaucoup plus exprimée chez
les patients ayant présenté de la FA que ceux avec un RS (Jesel et al., 2019). Enfin, la protéine
p53 synthétisée a partir du géne Tp53 est aussi un marqueur de sénescence dont I'expression est
plus haute en cas de complications au niveau cardiaque telles que la FA (Guo et al., 2021). Comme
les deux marqueurs précédemment décrits, p53 interrompt le cycle cellulaire, mais elle est aussi
associée a un déclenchement précoce du statut sénescent en réponse a un stress dans les CM

(Tang et al., 2020).

1.1.9 But de I’étude

L’objectif primaire de cette étude était de caractériser le lien de causalité qui existe entre
I'inflammation et la FA en contexte de MCD. Cette relation demeure encore peu documentée
dans la littérature actuelle. Dans I'optique d’identifier les principaux acteurs pro-inflammatoires
et pro-arythmogénes impliqués lorsqu’une personne est atteinte d’une MCD, une caractérisation
détaillée de I'évolution de I'inflammation arythmogéne auriculaire dans le temps a été établie
chez un modele animal de ligature partielle du tronc pulmonaire artériel. Ce modéle a permis de
mimer |'hypertension artérielle pulmonaire et d’induire ses conséquences cardiaques

structurelles et tissulaires afin de créer une MCD.

L'aspect temporel de ces travaux, impliquant I'analyse de données obtenues durant les trois
semaines suivant la chirurgie, avait pour but de mesurer les variations d’'une multitude de
paramétres liés a l'inflammation, la fibrose et I'électrophysiologie. Ce faisant, des informations
ont pu étre recueillies quant aux moments et localisations de certains marqueurs. Ces données

pourraient servir dans I'approfondissement de ces connaissances ou dans I'élaboration d’une
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éventuelle approche thérapeutique. Ultimement, cela permettrait d’améliorer de maniére

considérable la qualité de vie de patients souffrant de FA ou de MCD.

L’hypotheése initialement émise était qu’une constriction partielle chronique du tronc pulmonaire
chez le rat entrainerait conséquemment une hypertension artérielle pulmonaire et donc le
développement d’'une MCD sévere en raison d’un important remodelage morphologique,
électrophysiologique et fonctionnel du coeur droit. En effet, les modeles animaux LTP
représentent une avenue expérimentale pertinente pour I'étude des effets d’'une hypertension
pulmonaire sur le cceur droit in vivo. (Akazawa et al., 2020; Dignam et al., 2022; X. Wu et al.,
2022). Ce remodelage prédisposerait également I'animal a développer un profil inflammatoire
ainsi qu’a le rendre susceptible aux arythmies auriculaires. Une intensification suivie d’une phase
plateau, une intensification suivie d’une diminution ainsi qu'une accentuation constante des
processus inflammatoires sans qu'il n'y ait de résolution correspondaient aux différents scénarios
considérés dans la description de la progression de l'inflammation arythmogeéne auriculaire a

travers le temps.
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Chapitre 2 — Matériel et méthodes

2.1 Chronologie du projet

Des rats Wistar ont été répartis en quatre groupes en fonction de la date de leur sacrifice suivant
leur chirurgie. D’abord, chaque animal a recu une échocardiographie ainsi qu’une étude
électrophysiologique. Les animaux ont ensuite été euthanasiés et leur coeur a été prélevé pour la
cartographie optique sous perfusion dans un systéme de Langendorff. Aux jours prévus, les
euthanasies ont eu lieu durant I'avant-midi sans qu’il n’y ait de mise a jeun préalablement. Avant
de collecter le coeur, les rats ont regu une injection de 0.5 ml d’héparine par voie intrapéritonéale
afin de minimiser la coagulation sanguine. Lors de |’extraction du cceur, une coupe a été réalisée
sur l'aorte a I'aide d’un ciseau, juste apres la crosse aortique. Une fois le coeur extrait, celui-ci a
ensuite été plongé dans une solution de Krebs dans laquelle il fut nettoyé délicatement avec des
pinces et préparé en vue de sa canulation par I'aorte, une étape nécessaire pour la cartographie
optique. Le sang stagnant dans le cceur fut évacué par de légéres pressions appliquées
mécaniquement sur les ventricules. Les tissus auriculaires et ventriculaires ont ensuite été isolés
du cceur se trouvant a nouveau dans une solution de Krebs. Les oreillettes étaient coupées avec
un ciseau fin puis séparées en deux avec une lame de scalpel : une partie pour les études
histologiques puis une autre pour la réaction de polymérisation en chaine quantitative (RPCq) et
a I'immunobuvardage de type Western. Une coupe transversale incluant la portion apicale des
deux ventricules fut réalisée avec une lame de scalpel afin qu’ils puissent étre analysés en
histologie. Des rats Sham (sans ligature) ou LTP (Ligature du tronc artériel pulmonaire) ont été
euthanasiés aux Jour 0, Jour 7, Jour 14 et Jour 21 suivant leur opération. Cette étude a été
approuvée par le comité d’éthique animale de l'Institut de Cardiologie de Montréal sous le

protocole numéro : 2021-47-01 (ou 2021-2938), le 19-02-2021.

2.1.1 Ligature partielle du tronc pulmonaire artériel

Afin de créer un modéle de maladie du cceur droit (MCD) causée par une augmentation de

pression et de volume imposés au ventricule droit, des chirurgies de type LTP furent réalisées sur



des rats males Wistar de 225-275g fournis par les laboratoires Charles River®. Les commandes
ne pouvant étre réalisées qu’a partir du poids pour cette lignée de rats, leur age approximatif a
été déterminé selon la charte de croissance des rats Wistar fournie par Charles River®. Des rats

males d’un tel poids étaient donc agés d’environ 6-8 semaines (Annexe 1).

Lors des jours de chirurgies, les animaux étaient d’abord anesthésiés avec de lisoflurane
concentré a 2-3% ainsi qu’un débit d’oxygéne de 2L/min. Ces-derniers ont ensuite été intubés
puis connectés sur un ventilateur de type Harvard Apparatus® ajusté a 70-80
respirations/minutes en décubitus dorsal. Une premiére dose de buprénorphine 0.05 mg/kg leur
a été administrée par injection sous-cutanée. Le c6té gauche du thorax était ensuite rasé et épilé
puis la zone était désinfectée avec trois passages de chlorhexidine 2% et trois passages d’alcool
70% en alternance. Les membres antérieurs ont été immobilisés a I'aide de ruban adhésif, le
membre postérieur gauche a été tourné vers la droite de I'animal et le membre postérieur droit

a été délicatement étiré vers le bas.

Une premiére incision de la peau a ensuite été pratiquée sur environ 2 cm a partir de la derniére
cote vers la base du membre antérieur gauche. Les muscles pectoraux (pectoralis major et minor),
ont par la suite été dégagés par dissection mousse en utilisant des ciseaux a bouts ronds et
séparés pour permettre de visualiser correctement la cage thoracique située en-dessous. Avec
une pince a dissection, un trou fut percé dans le muscle se trouvant entre la 3e et la 4e cote avant
gu’une incision soit réalisée sur environ 1 cm avec des ciseaux en prenant les précautions
nécessaires pour éviter d’abimer les lobes pulmonaires gauches. L'incision fut ensuite agrandie
avec une pince a dissection et les écarteurs magnétiques furent positionnés de maniere a

maintenir la plaie thoracique suffisamment ouverte pour pouvoir y travailler.

Avec cette procédure la portion supérieure du coeur comprenant |'oreillette gauche (OG) ainsi
que les racines du tronc artériel pulmonaire et de l'aorte ont été exposées de maniere
reproductible. La fine couche de péricarde recouvrant le coeur a cet endroit ainsi que le tissu
adipeux qui pouvait y étre rattaché a d’abord été disséquée. Ainsi, il était plus simple de localiser
la portion ou l'aorte et le tronc pulmonaire artériel sont accolés. Une pince a été introduite sous

le tronc pulmonaire a I'endroit oU sa paroi se sépare clairement de celle de I'aorte afin d’y
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acheminer un fil de soie tressée de type Perma-Hand 5-0 sans aiguille. Un noeud double suivi de
deux nceuds simples furent réalisés autour d’une aiguille 19G (environ 1 mm de diametre)
émoussée orientée longitudinalement sur le vaisseau dans le but de créer une ligature partielle.
Le diamétre du tronc pulmonaire de rats de 250-300g étant d’environ 2,5 mm, cela représente
une réduction du diametre d’approximativement 60%. Initialement, des aiguilles de plus petits
diametres ont été utilisées pour faire la ligature, mais une réduction de plus de 60% du diamétre
s’est soldée par la mort de quelques animaux dans les jours suivants la chirurgie. L’aiguille fut

enfin retirée sécuritairement avant de serrer le troisieme nceud. (Figure 2A).

Finalement, aprés avoir repositionné les lobes du thymus, la fermeture de la cage thoracique s’est
faite par une suture en croix avec du fil de soie tressée Perma-Hand 5-0 avec aiguille et la peau
avec du fil résorbant Vicryl (polyglactine 910 tressée) 5.0 avec aiguille en plus d’une application
d’adhésif pour tissu Vetbond. En soins post-opératoire, une seconde dose de buprénorphine a
été donnée aux rats 6 heures apreés la procédure ainsi qu’une dose finale le lendemain, 24 heures

post-op.

La méthode chirurgicale employée dans le cadre de ce projet est partiellement basée sur les
travaux de Hirata et al., qui, en 2015, ont produit un modele de rat d’age/poids similaire souffrant
de dysfonction ventriculaire droite. L’'une des principales différences entre les procédures étaient
leur usage de clips métalliques plutot que de fils. En raison de la rigidité des clips, leur mise en
place comporte certains risques (ex : hémorragie, occlusion compléte accidentelle, occlusion
insuffisante). Le fil a quant a lui les avantages de fournir un meilleur contréle au chirurgien sur le
pourcentage de réduction du diamétre du vaisseau visé et d’étre moins agressif pour les tissus
environnants. Néanmoins, ils ont généré efficacement un remodelage structurel et tissulaire du

VD qui a pu étre observé par histologie (Hirata et al., 2015).

2.1.2 Echocardiographie
A chaque date d’euthanasies prévues, soit a Jour 0, Jour 7, Jour 14, ou Jour 21, les rats furent
soumis a une échocardiographie. Aprés avoir pesé et anesthésié les rats Sham ou LTP a

I'isoflurane dans une boite d’induction avec une concentration de 3% et un débit d’oxygene de
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2L/min, une échocardiographie a été réalisée sur chacun d’eux par une technologue en
échographie cardiaque a I'aide d’une sonde secteur/multiéléments GE 10S (4.5 a 11.5 MHz) et
d’un systéme d’imagerie GE Vivid 7 Dimension® produits par la compagnie GE Healthcare. Le but
était de collecter les données morphologiques et hémodynamiques en comparant les principales
différences chez les Sham et les LTP en situation de maladie du cceur droit tout en validant le

modele chirurgicale.

Un radar Doppler a ondes ultrasonores continues (OC) fut utilisé afin d’étudier les modifications
hémodynamiques observables au niveau du tronc pulmonaire artériel telles que la vitesse
maximale atteinte par le sang, la pression sanguine la plus haute ainsi que le gradient moyen de
pression de part et d’autre de la valve pulmonaire. De plus, I'emploi d’'une vue parasternale a
court axe, obtenue par positionnement de la sonde au niveau du thorax avec différents angles,

permettait d’avoir un bon apercu du vaisseau et de la ligature, dans les cas des rats LTP.

Pour le c6té droit du cceur, c’est d’abord en positionnant la sonde de maniere parasternale a long
axe en mode M (structures en mouvement en fonction du temps) a hauteur de la valve aortique
que différents parameétres du VD ont pu étre évalués, plus particulierement sa dimension (DVDd)
et I'épaisseur de sa paroi antérieure (EPAVDd), a la fin de la diastole. La fonction ventriculaire
droite, généralement évaluée grace a une mesure du taux de déformation du tissu en cm/s lors
d’une systole (Td), a été obtenue par un Doppler a ondes pulsées (OP), c’est-a-dire via émission
d’ondes ultrasonores a intervalle spécifique, au niveau de la paroi basale/latérale du VD. En ce
qui concerne I'OD, sa dimension et son aire en fin de systole (DODs et AODs) ont pu étre calculées
grace a une vue 2D des quatre chambres. L'aire de I'oreillette en fin de diastole (AODd) a aussi

été évaluée par cette méthode.

Au niveau de la valve tricuspide, le mode M a également servi a caractériser |’excursion systolique
dans le plan de I'anneau tricuspide (ESPAT) dans le but de quantifier la fonction ventriculaire
droite. Plus précisément, 'ESPAT correspond au déplacement de la valve tricuspide, située entre
I’'OD et le VD, vers I'apex du cceur durant la systole. Donc, il permet d’évaluer la capacité
contractile du VD. Le flux sanguin traversant la valve tricuspide a été mesuré via I'utilisation d’un

Doppler a OP. Ensuite, un Doppler a OC a fourni des renseignements visuels et mesurables quant

40



a la présence ou absence d’une régurgitation de sang dans I'OD via cette méme valve, une
conséquence observable chez des animaux LTP. L’aire, la vélocité maximale, la pression sanguine
la plus élevée (G peak) et le gradient moyen de pression (G mean) d’une fuite furent notés. Les
fuites ont aussi pu étre visualisées grace a une cartographie couleur en 2D lors d’une vue incluant

les quatre cavités cardiaques.

Enfin, I’évaluation du c6té gauche du cceur débutait par une vue parasternale a long axe en 2D et
en mode M en se positionnant a la hauteur de la valve aortique afin d’inclure I'OG dans le champ
de lasonde. Parmi les données obtenues, la dimension a la fin de la systole (DOGs) et de la diastole
(DOGd) de I'OG furent notées. Pour le ventricule gauche (VG), le mode M avec une vision 2D fut
encore une fois utilisé, mais dans ce cas-ci avec une vue parasternale a court axe orientée vers
les muscles papillaires pour mesurer la dimension a la fin de la systole et de la diastole. Ces
parametres servent également a caractériser le raccourcissement fractionnaire (RF) du ventricule
représentant la réduction de taille en pourcentage du VG lors de la systole. Elle permet ainsi de
quantifier les capacités contractiles ventriculaires. Le mode M a également servi a déterminer
I’épaisseur de la paroi antérieure du ventricule gauche en fin de diastole (EPAVGd). La fraction
d’éjection de sang du VG lors de chaque contraction (FE) a quant a elle été calculée en

pourcentage grace a une fonction incluse dans le systéeme du GE Vivid 7 Dimension.

L’augmentation du gradient de pression entre le VD et le tronc pulmonaire, la dilatation des
cavités cardiaques droites, la présence de fuites de la valve tricuspide ainsi que I'absence de
modifications significatives du coeur gauche chez les rats LTP en comparaison avec les rats Sham
correspondaient toutes aux critéres de validation in vivo du modele chirurgical de cette étude.
Ces modifications s’apparentent a celles qu’on peut observer lors d’une hypertension artérielle
pulmonaire soutenue et indiquent le développement d’'une MCD par un remodelage structurel et

une perturbation hémodynamique.

2.1.3 Etudes électrophysiologiques

Les rats Sham et LTP ont été anesthésiés a l'isoflurane 2.5-3% avant de procéder au monitoring

de leur ECG. Pour ce faire, des électrodes ECG furent insérées sous la peau des animaux (1 prés
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du membre antérieur gauche, 1 autre prés du membre antérieur droit puis 1 dernier prés du
membre postérieur gauche) et un cathéter quadripolaire 4F avec une distance interpolaire de 5
mm (St. Jude Medical) introduit dans leur cesophage. Pour ce-dernier, il était nécessaire de valider
son emplacement et sa proximité avec le coeur, plus précisément de I’OD, en comparant le signal
et, conséquemment, le rythme cardiaque obtenu avec les électrodes placées en surface. Le
positionnement du cathéter était considéré comme adéquat pour la procédure quand I'onde P
(caractérisant la contraction auriculaire) de I'ECG de surface coincidait avec I'onde P du signal ECG

du cathéter (Figure 13B).

Le seuil de stimulation pour chaque animal a par la suite été déterminé. Il s’agit du voltage
minimum a partir duquel le rythme du stimulateur influence la fréquence cardiaque. La
stimulation pour le protocole d’évaluation de la vulnérabilité de la FA se faisait alors en multipliant
par 4 le voltage du seuil. Ensuite, chaque rat a subi trois séries de 12 stimulations de 3 secondes
chaque, a 50 Hz, suivies de 2 secondes de repos. Entre chaque série, les animaux ont eu une pause

d’une minute (Reil et al., 2012).

Aprés chaque stimulation, le déclenchement de fibrillation auriculaire (FA) ou de flutter
auriculaire (FIA) fut noté. La FA était définie comme I'apparition d’un rythme auriculaire trés
accéléré (> 600 battements par minute) et irrégulier. Le FIA correspondait plutot a un rythme
auriculaire rapide, mais relativement régulier auquel est associé une absence de I'onde P,
indiquant une contraction anormale de l'oreillette. Afin de mesurer la susceptibilité au
déclenchement d’arythmies auriculaires, seuls les épisodes durant plus d’'une seconde furent
comptabilisés. A la suite d’un de ces épisodes, si le rythme sinusal ne revenait pas par lui-méme,
les stimulations étaient interrompues pour ne pas mettre fin abruptement aux arythmies en
cours. Si la FA ou le FIA avait une durée supérieure a 3 minutes, une défibrillation pouvait étre
requise pour tenter de forcer un retour au rythme sinusal. Pour ce qui est de la durée des
épisodes, celle-ci correspondait a la moyenne, en secondes, de tous les épisodes pour chaque

animal.

Lors de I'analyse des ECG obtenus, plusieurs ondes associées aux différentes étapes du cycle

cardiaque furent mesurées. L'onde P représente la dépolarisation des oreillettes et donc leur
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contraction tandis que le complexe QRS correspond a la dépolarisation/contraction des
ventricules. Le segment PR refléte la conduction électrique passant par le NAV, il se situe entre la
fin de P et le début du QRS. L'intervalle QT sert d’indication de la durée totale de dépolarisation
et repolarisation des ventricules. Enfin, I'intervalle RR indique la durée entre deux battements

cardiaques. Son interprétation permet aussi de déterminer la fréquence cardiaque d’un individu.

Les enregistrements des ECG et des sessions de stimulations furent réalisés via le logiciel
d’acquisition 10X2 (version 2.10.8.25, EMKA Technologies) et les analyses de ceux-ci furent

accomplies grace au logiciel ecgAUTO (version 3.3.5.12, EMKA Technologies).

2.1.4 Cartographie optique
Le coeur des rats Sham et PAB fut collecté lors de leur sacrifice sous anesthésie avant d’étre
ensuite fixé sur une canule et perfusé par I'aorte d’une solution de Krebs composée de 1.25 mM
de CaCl2 diluée dans de I'eau déionisée a laquelle était ajouté 1.2 M de NaCl, 40 mM de KCl, 12
mM de MgS04 + 7H20, 12 mM de KH2PO4 et 0.25M de NaH-CO3. Des électrodes étaient accolées

au ceceur apres une période de stabilisation d’environ 10 minutes.

A ce stade, une solution de blebbistatine, un inhibiteur de la myosine empéchant les contractions
cardiaques, fut ajoutée au circuit de perfusion. Apres 10 minutes, un 5 mg de Di-4-ANEPPS dilué
dans 2,5 ml de DMSO (diméthylsulfoxyde) afin d’obtenir une concentration de 2 mg/ml a
également été injecté dans le circuit pour rendre les signaux électriques fluorescents dans
I'obscurité et donc visibles. Les molécules de Di-4-ANEPPS, un colorant de type styryle, vont
s’'insérer dans les membranes des cellules du coeur. Les courants électriques traversant le tissu
cardiaque vont faire changer le niveau d’absorbance lumineuse ainsi que l'intensité de la
fluorescence du Di-4-ANEPPS. En fonction du voltage déployé et donc du potentiel membranaire,
la fluorescence va varier. Les signaux fluorescents ont ensuite pu étre visualisés dans I'obscurité
grace a l'utilisation d’'une caméra de précision pour la micro-imagerie munie de photodétecteurs

Optem GA122204.

Le champ de vision de la caméra fut positionné sur une région de I’OD en prenant soin d’inclure
le nceud sinusal. C'est a cette étape que la perfusion de blebbistatine est utile puisque cette

molécule, en limitant les mouvements mécaniques du cceur, permet de capturer des images avec
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une grande stabilité. La durée de la période réfractaire effective (PRE) a été déterminée via
I"utilisation d’un protocole S1-S2. Une série (S1-S1) de 10 pulses de stimulation a intervalles de
150 ms entre chaque pulse a été appliquée a l'oreillette. Un 11° pulse (S2) a été envoyé a la suite
du dernier S1. L'intervalle S1-S2 a ensuite été réduit de maniere décroissante aprés chaque cycle
S1-S2 consécutif, en commencant par un S1-S2 d’une durée de cycle de base (DCB) de 80 ms,
jusqu’a ce que le tissu auriculaire ne se contracte plus en réponse au S2. Le DCB correspondant a
I'intervalle S1-S2 ne générant pas de contraction auriculaire correspondait a la PRE. La durée du
potentiel d’action a 80% de repolarisation (DPA80) et la vitesse de conduction électrique furent

déterminées aux DCB 250, 200, 150 et 100 pour une durée de trois secondes chaque.

Enfin, la moyenne pour I'ensemble des rats Sham et LTP fut rapportée aux différents jours de
sacrifices (JO, 17, J14, J21). De plus, la susceptibilité au déclenchement de FA a été évaluée en
imposant des stimulations (« bursts ») de 50 Hz de 3 secondes chacune et espacée d’une seconde.
Si un épisode de FA survenait, il y avait interruption des stimulations jusqu’au retour a un rythme

cardiaque physiologique.

2.1.5 Histologie
A la suite du sacrifice des animaux par prélévement du coeur et exsanguination, les tissus
auriculaires gauches et droits furent collectés, nettoyés, puis finement séparés en utilisant une
paire de ciseaux de dissection de type Iris. Une portion des oreillettes a servi pour des analyses
histologiques dans le but de quantifier le taux de tissu fibrotique présent. Egalement, une coupe
transversale du coeur incluant les deux chambres ventriculaires fut réalisée a I'aide d’'une lame de
scalpel. Les tissus prélevés ont été placés dans des cassettes histologiques préalablement

identifiées (ID, tissu, date) avec un marqueur spécialisé.

Par la suite, les cassettes furent plongées dans un pot contenant une solution de formaldéhyde
concentrée a 10% afin que les tissus soient fixés une premiere fois et entreposées dans un
réfrigérateur a -4 °C durant au moins 24 heure. Si jamais elles devaient, pour une raison
qguelconque, rester plus d’une semaine dans ce méme réfrigérateur, les cassettes étaient

transférées dans un contenant d’éthanol concentré a 70%. Bien que le formaldéhyde soit utile
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pour fixer rapidement un tissu en préservant ses organites et protéines, un entreposage sur une
plus longue durée dans de I’'éthanol permet une meilleure conservation de I’ADN et de I'acide
ribonucléique (ARN) d’un tissu sans étre toxique pour les techniciens devant manipuler les

cassettes.

Subséquemment, les cassettes furent transférées dans différents paniers d’un processeur de
tissus Thermo Scientific Excelsior ES afin que les tissus soient déshydratés et filtrés. Un cycle
particulier a été sélectionné (#5) et des bains de formaldéhyde (10%), d’alcool (70, 95, 100%), de
xylene et de paraffine se sont succédé. Par la suite, les cassettes contenant les tissus enrobés

furent récupérées.

Le refroidissement et la fixation de la paraffine enrobant les tissus étaient possibles en déposant
les moules les contenant sur une plaque refroidissante Shandon Histocentre 2. Des coupes fines
de 6 um de tissus enrobés ont ensuite été réalisées manuellement via I'utilisation d’'un microtome
Olympus 4060E. Chaque tranche d’intérét fut déposée dans un bain d’eau chaude avant d’étre
récupérée/soulevée en prenant une lame histologique vierge qui a ensuite été asséchée a I'air

ambiant.

La derniére étape de préparation, la coloration Trichrome de Masson, a permis de donner une
couleur facile a distinguer aux diverses composantes des tissus auriculaires gauches et droites
pour qu’elles puissent ensuite étre analysés et pour que le taux de fibrose dans ceux-ci soit
guantifié. Plusieurs étapes de bains et de ringcages des lames furent réalisées afin d’obtenir le

résultat souhaité.

Plus précisément, les lames furent d’abord trempées dans des bains de xyléne afin d’étre
déparaffinées. Ensuite un enchainement de bains d’alcool a concentrations décroissantes (100%
X2, 95% et 70%) fut réalisé avant que les lames soient réhydratées dans deux bains d’eau distillée.
Par apres, les cellules des oreillettes furent fixées grace a un bain de liquide Bouin, une solution
composée de formaldéhyde, d’acide picrique et d’acide acétique, chauffé a 56 °C. Aprés 1 heure,
les lames sont demeurées dans la solution de Bouin, mais en ayant une température ajustée a
celle de la pieéce pendant 10 minutes. Aprées avoir sorti les lames de la solution, elles ont été

rincées a I'eau courante puis a |’eau distillée afin qu’elles redeviennent visibles.

45



Pour colorer les noyaux cellulaires, les lames furent plongées dans une solution de Weigert a
I’'hématoxyline et encore une fois rincées a I'’eau courante et distillée une fois sorties. Ensuite,
elles ont été trempées dans une solution de Scarlet-fuschine, un colorant de fibres musculaires
lisses, avant d’étre rincées dans quatre bains d’eau distillée de suite. Les lames ont alors baigné
successivement dans de I'acide phosphomolybdique et de I'acide phosphotungstique, des agents
réducteurs pouvant fournir un meilleur contraste a la coloration. Ensuite, elles furent transférées
dans un bain de Bleu d’aniline, un colorant de collagéne, avant un rincage dans quatre bains d’eau
distillée. A ce stade, les lames furent trempées dans de 'acide acétique 1% glaciale avant d’étre

plongées dans deux bains d’alcool 95%, deux bains d’alcool 100% ainsi que deux bains de xyléne.

Aux termes de cette préparation, les noyaux des CM étaient désormais colorés en noir, les
cytoplasmes des cellules musculaires en rouge et le collagéne en bleu. Le logiciel ImagePro
Premier 9.3, a permis de prendre et d’analyser plusieurs photos de chacune des lames. Le
pourcentage de tissu fibrotique par rapport au tissu musculaire fut alors calculé pour chaque

photo.

2.1.6 RPC quantitative

A partir des tissus auriculaires gauches et droits prélevés lors du sacrifice des rats, transportés
dans de l'azote liquide et entreposés dans un congélateur a -80 °C, des analyses RPCqg furent
menées afin de quantifier la synthése d’acide ribonucléique messager (ARNm) de différents genes
associés a certains processus inflammatoires, la fibrose, la synthese de canaux ioniques, la
machinerie calcique ainsi que la sénescence cellulaire. La purification des ARNm a partir des tissus
a été réalisé en utilisant le matériel du kit de PCR Nucleospin RNA (Macherey-Nagel GmbH & Co.

KG, Dueren, Allemagne).

Pour purifier les ARNm, le kit NucleoSpin® RNA a été utilisé selon le protocole prévu pour 30 mg
d’échantillon de tissu. D’abord, I’échantillon a été homogénéisé mécaniquement a l'aide d’un
appareil Polytron. Apres, 350 pL d’une solution de lyse cellulaire RA1 et 3,5 uL de I'agent
réducteur B-mercaptoethanol empéchant la dégradation enzymatique des ARN par les RNases

furent ajoutés dans le tube contenant I’échantillon avant d’étre vortexé fortement.
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Le lysat a ensuite été transféré dans un tube NucleoSpin® Filter permettant de le filtrer par
centrifugation (11 000g, 1minute) en enlevant les débris cellulaires de la solution. Le NucleoSpin®
Filter fut alors retiré du tube et 350 uL d’éthanol 70% ont été ajoutés. Cing vas et viens a 'aide
d’une pipette ont permis de mélanger le contenu et d’ainsi faire précipiter les acides nucléiques
dans un tube. Le lysat fut alors transféré vers une colonne NucleoSpin® RNA insérée dans un tube
prévu a cet effet avant d’étre centrifugé a 11 000 g pendant 30 secondes. Une membrane de silice

se trouvant dans la colonne a permis I'adsorption des molécules d’ARN et d’ADN a sa surface.

La colonne fut placée dans un nouveau tube de 2 ml puis 350 uL de MDB (Membrane Desalting
Buffer) ont été ajoutés avant une de faire une autre centrifugation a 11 000 g durant 1 minute
afin de retirer les sels de la solution, d’assécher la membrane de silice et d’ainsi amplifier
I’efficacité de la DNase. Dans un tube de microcentrifuge de 1.5 ml, un mixte de 10 pl de DNase
reconstituée (rDNase) et 90 ul d’'un tampon de réaction pour la rDNase a été préparé. 95 ul de la
mixture a été déposé au milieu de la membrane de silice de la colonne et laissé pour incuber a
température piéce pendant 15 minutes. L'utilisation de rDNase a permis d’éliminer I’ADN pouvant

contaminer les données d’expression, notamment en les amplifiant de maniere artificielle.

Pour le ringage ainsi que le séchage de la membrane de silice, ils se sont faits en trois étapes.
Premierement, 200 pl de tampon RAW2 furent introduits dans la colonne NucleoSpin® RNA afin
d’inactiver la DNase avant qu’elle soit centrifugée a 11 000 g durant 30 secondes. Cette méme
colonne a ensuite été placée dans un nouveau tube de 2 mL puis 600 pl de tampon RA3 ont été
ajoutés a la colonne puis elle a été centrifugée a 11 000 g pendant 30 secondes. Enfin, 250 ul de
RA3 furent ajoutés dans la colonne NucleoSpin® RNA pour qu’elle soit ensuite centrifugée a
11 000 g durant 2 minutes afin d’assécher la membrane. La colonne a ensuite été placée dans un
autre tube de 1.5 ml. Par ces étapes, des sels, des métabolites et des macromolécules d’origines

cellulaires ont pu étre détachés de la membrane de silice présente dans la colonne.

Les ARN ont finalement été élués de la membrane de silice par I'ajout de 60 pl d’eau Hypure™
(Cytiva, Vancouver, BC, Canada), adéquate pour la biologie moléculaire et dénuée de nucléases,
dans la colonne avant de procéder a sa centrifugation a 11000 g pendant 1 minute. La

concentration d’ARN obtenue dans ce mélange était d’au moins 50 ng/pl.
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A partir de 250 ng de I'extrait d’ARN élué, le spectrophotométre & microvolume NanoDrop a
permis de mesurer la concentration d’ARN en fonction de la longueur d’onde d “un échantillon.
De I’ADNc (complémentaire) simple brin a pu étre obtenu grace au kit Applied Biosystems High-
Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermofisher Scientific, Watham, MA, Etats-Unis). Ce sont
les enzymes rétrotranscriptases contenues dans ce kit ont permises la conversion de I’ARN en
ADN. Dans les tubes ou s’est déroulé la rétrotranscription, la concentration d’ADNc a été ajustée

par dilution a 2ng/puL.

Aux tubes d’ADNc fut ajouté le « master mix », une solution contenant des amorces
hexanucléotides sens et anti-sens, de I'eau, des Taq polymérases pour amplifier ’ADN, des
tampons favorables a I'activité de I'enzyme ainsi que le SYBR Green, un composé aux propriétés
fluorescentes se liant aux acides nucléiques. L’efficacité des amorces a été déterminée au début
de la procédure via des courbes d’amplification selon la méthode décrite dans les lignes directices
MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (Bustin
et al., 2009). Par la suite, le mixte fut pipetté et environ 37 pl ont été ajouté aux puits des plaques
de RPCq. Un autocollant a ensuite été apposé sur la surface des plaques pour les sceller avant
qu’elles soient centrifugées. C'est avec I'appareil dédié a la RPCq Ste-pOnePlus Real-Time PCR
System (Systéme de transcription inverse couplée a une réaction d’amplification en chaine par
polymérase) (ThermoFisher Scientific, Watham, MA, Etats-Unis) que la quantification fut possible
a partir des plaques. La totalité du processus comptait un cycle de 10 minutes a 95 °C, 40 cycles

d’'une minute a 60 °C et 15 secondes a 90°C.

La moyenne géométrique de trois genes de références fut calculée afin de diminuer la variabilité
calculée en normalisant I'expression relative des génes étudiés. Les génes de références utilisés
étaient HPRT1 (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférance 1), GAPDH (Glyceraldehyde-
3-phosphate déshydrogénase) et B2M (Béta-2-microglobuline).

Des geénes liés a I'inflammation (//1b, 116, 1110, Cxcl1 et Nirp3), a la fibrose (Tgfb1, Colla et Acta2),
au processus de sénescence (Cdkn2a, Cdknla et Tp53) ainsi qu’aux canaux ioniques (Scnba,
Cacnalc, Kcnql, Ryr2 et Serca2a) furent testés. Les amorces, SYBR Green seulement, utilisées

pour ces génes sont identifiés dans le Tableau 1. A partir de la moyenne d’expression d’ARNm
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mesurée pour les Sham JO, I'expression des différents génes pour tous les individus de chaque

groupe du groupe JO au J21 fut normalisée a partir de cette moyenne.

Tableau 1 Amorces SYBR Green utilisées durant la RPCq pour chaque géne étudié
Génes Types de génes Amorces avant Amorces inverse
e Inflammation TCGGTCGTACCCCGATACAG ACCATAGGAGAGCAGGAGAGC
ll1b Inflammation TAGCAGCTTTCGACAGTGAGG CCACAGCCACAATGAGTGAC
Cxcl1 Inflammation ACTCAAGAATGGTCGCGAGG ACGCCATCGGTGCAATCTAT
Nirp3 Inflammation CATGGTGTGCCAGGAAGACA GTCCACGCTCTCACCTAGAC
Tgfbl Fibrose CCATGACATGAACCGACCCT TGCCGTACACAGCAGTTCTT
Collal Fibrose CTTTGTGGACCTCCGGCTC AGGGACCCTTAGGCCATTGT
Acta2 Fibrose AGCCAGTCGCCATCAGGAAC CCGGAGCCATTGTCACACAC
Scn5a Canaux ioniques Na* CGTCATGGTCATTGGCAACC TCATCTCCCCATCCTCGTCA
Cacnalc Canaux ioniques Ca®* TGCCTCCGAACACTACAACC CCCCGCACACAATGAAACAG
Kcnqg1 Canaux ioniques K* CGGGTTGGAAGTGTTTCGTG AGAGCGGCATACTGCTCAAT
Ryr2 Canaux ioniques/Libération CACGGAAATGACATCGCGTC CTCCGTGTCTATGGGGATGC
Ca?* > Cytoplasme
Serca2a Canaux ioniques/Capture TAAAATAGAACGCGCCAACGC CTTCTGGAGCACCCTTCACA
Ca%* > Réticulum
sarcoplasmique

Cdkn2a Sénescence GAGCTGCCACTTTGACGTTG CTACTCTCCTCCGCTGGGAA
Cdknla Sénescence CTTGTCGCTGTCTTGCACTC CTTGCAGAAGACCAATCGGC

Tp53 Sénescence CAGGGACAGCCAAGTCTGTTA GCGTCTCACGACCTCAGTC

49




2.1.7 Immunobuvardage de type Western (Western Blot)

Les échantillons de tissus auriculaires droits prélevés furent placés dans un contenant d’azote
liquide pour étre congelés a la suite du sacrifice. En vue des expériences d'immunobuvardage de
type Western, 100 uL d’une solution tampon de lyse fut ajoutée aux tubes contenant entre 30 et
50 mg de tissus auriculaires. Cette solution contenait 150 mM de NaCl, 50 mM de Tris-HCL ajusté
a un pH de 7.5, du TritonX-100 0.1 %, du glycérol 10%, du SDS 0.1%, 1 mM de fluorure de
phénylméthylsulfonyle (PMSF), 10 pl de Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (100X) ainsi qu’un
cocktail inhibiteur de phophatase concentré a 1 %. Par la suite, le contenu des tubes fut

homogénéisé au Polytron®.

La quantité de protéines totale présente dans chaque échantillon était mesurée en
microgrammes par spectrophotométrie a I'aide de I'appareil Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, Etats-Unis) ainsi qu’un concentré de réactif colorant (Bio-Rad
Protein Assay Dye Reagent Concentrate) se liant aux protéines qui fut ajouté dans les tubes. I
était ainsi possible de déterminer la masse protéique d’un homogénat en fonction de

I’absorbance mesurée grace au NanoDrop.

Dans le but de dénaturer les échantillons protéiques, les tubes furent brievement vortexés et
exposés a une température de 95°C durant 5 minutes grace au bain sec Isotemp 125 D (Fisher
Scientifc, Ottawa, ON, Canada). La seule exception étant |la protéine COL1A1 qui a nécessité une
température de 37°C pour une méme durée. Ensuite, 10 ug des échantillons ont été pipettés a
partir des tubes avant d’étre déposés dans les différents puits d’'un gel pré-coulé de
polyacrylamide contenant du dodécysulfate de sodium (SDS). Le SDS a permis de déplier les
protéines dénaturées et donc de les faire revenir a leur structure primaire tout en conservant leur
poids moléculaire/taille. En fonction du poids des protéines a détecter, la concentration en
polyacrylamide variait entre 4-20% pour les protéines plus Iégeres ou 4-15% pour les plus lourdes.
Une concentration plus faible permettait d’avoir un maillage plus lache dans le gel et donc de
permettre aux plus grosses protéines de migrer aisément alors qu’une plus forte concentration

servait a filtrer de maniére a ne laisser passer que les plus petites protéines.
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Apreés avoir connecté des électrodes a la plaque de gel SDS positionnée dans un porte-gel, une
tension électrique de 120V a été appliquée sur une durée de 70 minutes. Les protéines ont alors
migré vers la charge négative (anode) a différentes vitesses en fonction de leur poids moléculaire,
c’est I’électrophorese SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis).
Une fois cette étape complétée, les protéines furent transférées du gel SDS vers des membranes
PVDF grace a une tension électrique de 70V appliquée durant 70 minutes en utilisant un réservoir
de transfert de la compagnie Bio-Rad Laboratories. En plus des capacités de liaison aux protéines
de ce type de membrane qui permet de garder une distribution semblable des protéines a celle

sur le gel SDS, elle fournit également une meilleure détection des protéines a I'aide d’anticorps.

Afin d’éviter qu’il n’y ait de liaisons non-spécifiques d’anticorps, les membranes furent bloquées
dans une solution de tris-saline combinée avec du polysorbate 20 (TTBS) et du lait en poudre sans
gras ou de I'albumine de sérum bovin (BSA) concentré a 5%. Le choix entre le lait ou le BSA dépend
surtout des anticorps utilisés, mais le lait est généralement moins dispendieux et pure que le BSA.
Les membranes ont passées 60 minutes dans la solution chauffée a 20-25 °C en étant

constamment agitées.

Les membranes furent ensuite incubées avec les anticorps primaires dilués dans du TTBS durant
2 heures avec agitation a 4°C. Apres, 4 rincages espacés de 15 minutes chacun ont servi a enlever
les anticorps ne s’étant pas fixé aux protéines présentes sur les membranes. Une deuxiéme
incubation des membranes a été réalisée pendant 1 heure, mais avec les anticorps secondaires

conjuguées a de la peroxydase de raifort puis lavées aux 15 minutes a 3 reprises.

Le kit No-Stain™ Protein Labeling Reagent (Invitrogen™, Waltham, MA, Etats-Unis) compatible
avec les membranes de difluorure de polyvinylidene (PVDF) fut également utilisé comme réactif
pour le marquage fluorescent de protéines et donc pour permettre leur visualisation. Lors de son
utilisation, des liaisons covalentes furent établies entre les réactifs du kit ainsi que les lysines
composant les protéines. Le kit contenait trois produits : un « labeling buffer», un activateur
(mandélonitrile) ainsi qu’un dérivatiseur (quinoline-2-carboxaldéhyde). L’exposition des
membranes au substrat chimioluminescent superSignal™ Western Blot Enhancer a permis

d’amplifier la fluorescence des bandes de protéines et donc de faciliter la quantification de leur
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intensité lumineuse grace au logiciel Bio-Rad Image Lab. Finalement, I'expression mesurée pour
chaque protéine fut normalisée par rapport a la quantité totale de protéines présentes sur la
membrane (voir Annexe 3). Cette technique permet de quantifier les niveaux totaux de protéines
sur la méme membrane que les protéines ciblées. Bien qu’elle soit répandue et efficace,
I'utilisation d’une seule protéine de référence comporte des risques de variation de taux dans un
tissu (Eaton et al., 2013). Cette variation est amoindrie par la technique de comparaison au taux
de protéine total. La visualisation des protéines a été faite via I'utilisation du systeme d’imagerie

Bio-Rad ChemiDoc.

Dans le but d’obtenir un portrait global de la variation dans le temps de protéines clés associées
a l'inflammation, la fibrose et certains canaux ioniques, la sélection de protéines a quantifier était

la suivante : IL-1B, COL1A1, AML-a, TGF-B3, SERCA2A et PLB.

2.1.8 Analyses statistiques
La totalité des données ont été analysées par le logiciel GraphPad Prism. Afin de déterminer si
leur distribution était normale ou non, les données des différents parametres quantifiés furent

soumises au test Shapiro-Wilk.

Si les données cumulées par échocardiographies, analyses histologiques, RPCq et
immunobuvardage de type Western suivaient une distribution gaussienne, elles étaient par
ANOVA univariée (One-Way Analysis of variance). Dans le cas contraire, c’est le test non
paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney qui était privilégié. Les différences au niveau des
arythmies induites furent comparées a I'aide d’un test exact de Fisher. Pour les données
recueillies a partir de la cartographie optique, elles ont été analysées en utilisant TANOVA a 2
facteurs sur mesures répétées (Two-Way Repetitive Analysis of variance). Etant donné que deux
variables catégorielles quantitatives ont variées (dans ce cas-ci, la vitesse de conduction et la BCL)
et que plusieurs mesures furent prises sur les mémes individus, cette approche était mieux

adaptée pour détecter les différences significatives entre les groupes étudiés.
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Ces méthodes d’analyse statistique ont permis de comparer les moyennes entre les groupes
(Sham vs LTP) ainsi que les diverses dates de sacrifices (Jour 0 vs 7 vs 14 vs 21) sur la base d’un
seul facteur a la fois et donc une seule variable dépendante. Les tests ANOVA univariées et
ANOVA a 2 facteurs furent corrigés par des tests post-hoc Tukey ou Bonferroni. Pour chaque date
de sacrifice des deux groupes, les résultats furent notés dans les figures sous la forme de moyenne
+ SEM. Les différences entre les groupes et dates de sacrifice étaient considérées comme
significatives lorsque les valeurs p calculées étaient inférieures a 0.05 (*), 2 0.01 (**), 2 0.001 (***)
ou a 0,0001 (****), tel qu’indiqué sur les figures et tableaux de la section suivante. Pour ces
mémes différences, les symboles utilisés variaient en fonction des comparaisons. Lorsque les
Sham Jour 0 étaient comparés a n’‘importe quel autre groupe, le symbole était « * ». Quand la
comparaison incluait les LTP Jour 0, le « # » étaient utilisés. Enfin, pour une comparaison entre
les Sham et les LTP d’une méme date de sacrifice, les différences significatives étaient illustrées a

I'aide de « @ ».

Enfin, dans le but de détecter et d’exclure les valeurs aberrantes se trouvant parmi les données
univariées collectées durant le projet, des tests de Grubbs ont été menés afin d’éviter que des

extrémes significatifs (o = 0.05) ne soient pris en compte dans les analyses ultérieures.
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Chapitre 3 — Résultats

3.1 Validation du modele LTP au niveau fonctionnel

3.1.1 Impacts de la ligature sur le tronc pulmonaire
Le rétrécissement partiel du diamétre du tronc pulmonaire généré par la ligature (Figure 2A) a
entrainé certaines perturbations au niveau de la circulation pulmonaire chez les rats LTP. Comme
présenté sur la Figure 2B, le sang passant dans le tronc était perturbé par la constriction chez les
rats LTP et le sens de sa circulation n’était plus entierement unidirectionnel. Des turbulences
étaient observables par échocardiographie en comparaison avec le flux sanguin des rats Sham

grace a la cartographie « color-flow ».

L'augmentation de pression générée par la LTP était associée a une augmentation du flux sanguin
du VD éjecté vers les poumons. Chez les rats LTP, la vitesse maximale que pouvait atteindre le
sang était significativement plus élevée pour toutes les dates de sacrifices étudiées. Au 21© jour
post-chirurgie, la vitesse a augmentée jusqu’a une moyenne de 401,4 + 16,77 cm/secondes alors
que pour les rats Sham, elle a atteint 104,1 + 5,70 cm/secondes (Figure 2C). Le gradient de
pression sanguine mesuré de part et d’autre de la valve pulmonaire des rats LTP a lui aussi
augmenté substantiellement par rapport aux rats Sham. Des le 7¢ jour, la différence entre les
Sham (2,90 £ 0,29 mmHg) et les LTP (30,16 + 1,85 mmHg) était significative et mettait bien en
évidence la résistance contre laquelle le VD devait s’adapter afin d’acheminer suffisamment de

sang désoxygéné aux poumons (Figure 2D).

D’un point de vue global, la vitesse maximale du flux sanguin et le gradient de pression moyen
ont tous les deux augmentés graduellement entre les jours 0, 7, 14 et 21 chez les rats LTP alors

gue ces parametres sont plutét demeurés stables dans le temps chez les Sham.
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Figure 2 Ligature partielle du tronc pulmonaire et ses effets hémodynamiques

Note. (A) Photo (gauche) et schématisation (droite) de la chirurgie de ligature partielle du
tronc pulmonaire. (B) Visualisation du tronc pulmonaire et des artéres associées sur un rat
Sham (gauche) et un rat LTP (droite) via une vue parasternale a court axe. Le sang s’éloignant
du cceur (ou du transducteur de la sonde) apparait en bleu et en rouge lorsqu’il s’en
approche grace a la cartographie « color-flow». Les couleurs pales/jaunatres correspondent
a une forte vélocité du sang et la mosaique résulte des turbulences du flux sanguin causées
par la ligature. (C) Mesures de la vélocité sanguine dans le tronc pulmonaire en utilisant un
Doppler a ondes continues (OC). D) Le gradient moyen de pression systolique d’un coté a
I'autre de la valve pulmonaire, également mesuré par Doppler a OC. (* = Sham JO vs tous les
autres groupes, # = LTP JO vs autres LTP, @ = Sham JX vs LTP JX)
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3.1.2 Changements structurels et fonctionnels du c6té gauche du coeur

L’évaluation des effets de la chirurgie sur la fonction ainsi que sur la morphologie du cceur gauche
s’est également faite par échocardiographie. Que ce soit au niveau auriculaire ou ventriculaire,
les rats LTP n’ont démontré aucune différence significative avec leurs équivalents Sham. D’abord,
pour ce qui est de la dimension en millimeétres de I’'OG en fin de systole (DOGs), les différences
entre les groupes sont négligeables. Un sommet significatif a été atteint chez des rats LTP au 14¢
jour (7,57 mm) alors que les moyennes de chaque groupe se situaient autour de 5 mm. Pour la
dimension de I'OG en fin de diastole (DOGd), elle était un peu plus grande chez les rats LTP, mais

sinon le constat fut le méme que pour la DOGs (Figure 3A).

Du c6té du VG, le raccourcissement fractionnaire (RF) a légérement augmenté chez les rats LTP
par rapport aux Sham. En comparant avec le contréle Sham JO, seuls les rats LTP J7, J14 et Sham
J21 ont eu une hausse significative a ce niveau (Figure 3B). La fraction d’éjection (FE) du VG a
démontré des augmentations significatives aux jours 7 et 21 chez les rats LTP par rapport aux
valeurs mesurées a JO (Figure 3C). Enfin, I'épaisseur de la paroi antérieure du VG en fin de diastole
(EPAVGd) chez les rats LTP, n’a pas été significativement modifiée entre les groupes (Figure 3D).
La chirurgie LTP n’a donc pas eu de conséquences majeures sur la structure et la fonction des

cavités cardiaques gauches.
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Figure 3 Parameétres morphologiques et fonctionnels du coeur gauche

Note. (A) La dimension de I'oreillette gauche (OG) en fin de systole (DOGs) ainsi qu’en fin
de diastole (DOGd) n’a que tres légerement varié entre les rats Sham et LTP. (B) Le
raccourcissement fractionnaire (RF) ventriculaire gauche a légerement augmenté de
maniére non significative chez les rats des deux groupes dés le 7e jour. (C) La fraction
d’éjection (FE) du VG est demeurée stable dans le temps chez les rats Sham et LTP, mais a
augmenté entre le Jour 0 et le Jour 7. (D) Aucun changement significatif observé au niveau
de I’épaisseur de la paroi antérieure du VG en fin de diastole (EPAVGd). (* = Sham JO vs tous
les autres groupes, # = LTP JO vs autres LTP, @ = Sham JX vs LTP JX)
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3.1.3 Changements structurels et fonctionnels du coeur droit

La circulation pulmonaire étant directement connectée au c6té droit du cceur, le remodelage des
cavités concernées a été nettement plus marqué. Lors des échocardiographies, une vue
parasternale a long axe a permis de mettre en évidence la dilatation importante de I'OD en fin de
la systole en quantifiant sa dimension en mm (DODs) ainsi que son aire (AODs). Ces deux
paramétres furent significativement augmentés lorsque les rats Sham et LTP d’'une méme date
de sacrifice étaient comparés. Ce fut aussi le cas lorsque tous les groupes étaient comparés aux
Sham JO (Figure 4A). D’ailleurs, grace a une vue apicale de quatre chambres, la Figure 4B montre
bien comment les chambres cardiaques droites, particulierement le VD, se sont significativement
élargies a la suite d’une accentuation de la post-charge. La perturbation a causé un remodelage
structurel et fonctionnel du VD surtout perceptible au niveau de ses parois et de ses capacités

contractiles.

Les données présentées dans la Figure 4C témoignent de ce remodelage. L'épaisseur de la paroi
antérieure du VD en fin de diastole (EPAVDd) est beaucoup plus importante chez les rats LTP. La
paroi s’est hypertrophiée a chaque date de sacrifice pour les rats LTP jusqu’a ce qu’elle atteigne
une épaisseur moyenne de 0,79 + 0,04 mm au J21. A titre comparatif, chez les rats Sham JO,
I’épaisseur moyenne de cette méme paroi était de 0,45 + 0,04 mm. Elle a donc presque doublé
en trois semaines. L'ESPAT a quant a lui connu une baisse significative chez les rats LTP dés le jour
de la chirurgie, reflétant un affaiblissement de la fonction ventriculaire droite. Cependant, a partir
du 7¢ jour, I'ESPAT s’est graduellement mis a augmenter, suggérant une récupération partielle
des capacités contractiles de la cavité (Figure 4D). Le Td a aussi chuté significativement chez les
rats LTP, correspondant a une déformation moins efficace du tissu ventriculaire droit lors de la

systole (Figure 4E).
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Figure 4 Parametres morphologiques et fonctionnels du cceur droit

Note. (A) La dimension de |'oreillette droite (OD) et I'aire de I’OD en fin de systole (DODs et
AODs) sont considérablement plus élevées chez les rats LTP aussi tot que JO. (B) Vue apicale
des 4 chambres cardiaques. (C) Epaississement significatif de la paroi antérieure du
ventricule droit (EPAVDd) a la fin de diastole pour les rats LTP vs les rats Sham. (D)
L’excursion systolique dans le plan annulaire tricuspide (ESPAT) était significativement
réduite chez les rats LTP pour chaque jour étudié. (E) Diminution marquée de la vitesse de
déformation (Td) du VD chez les rats LTP dés le jour de la chirurgie. (* = Sham JO vs tous les
autres groupes, # = LTP JO vs autres LTP, @ = Sham JX vs LTP JX)
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3.1.4 Apparition de régurgitations de la valve tricuspide
Le Doppler a OC a été utilisé en échocardiographie pour étudier les mouvements de la valve
tricuspide chez des rats ayant une LTP avec I'ESPAT ainsi que pour visualiser et caractériser les
régurgitations tricuspidiennes, un autre parameétre servant a évaluer la fonction générale du VD
(Figure 5A et B). Pour la caractérisation des fuites de sang de la valve tricuspide vers I'OD, I'aire
(mm?2), la vélocité (cm/s), la pression maximale (mmHg) et la pression moyenne (mmHg) ont été
mesurées. Par la suite, la moyenne et I'erreur-type de la moyenne furent calculés pour chacun

des groupes (Tableau 2).

La majorité des rats LTP ont développé des régurgitations tricuspidiennes. Leur degré d’intensité
a cependant varié significativement en fonction du temps écoulé depuis la date de leur chirurgie.
En portant attention a I'aire couverte par les fuites, une diminution graduelle entre le jour 0 (17,00
+5,97) et le jour 21 (9,23 + 1,38) pour les rats LTP a été observée. A I'inverse, la vélocité avec
laguelle le sang était projeté dans I’OD a augmenté dans le temps jusqu’a atteindre un sommet
moyen de 349,30 cm/s chez les rats LTP J21. Lorsqu’il y avait absence de fuite chez un animal, ce-
dernier n’était tout simplement pas compté dans les calculs de moyennes et d’écarts-types. Des
tendances similaires furent observées pour ce qui est des pressions maximales et moyennes chez
les rats LTP. Du c6té des rats Sham, tres peu de régurgitations furent répertoriées. Lorsqu’il y en
avait, leur aire, leur vélocité et la pression des fuites étaient minimes en comparaison avec celles
des LTP (Tableau 2). Chez les Sham JO, les mesures de vélocité, de pression maximale et de
pression moyenne des fuites lors des échocardiographies n’ont été possibles que chez un seul rat
des deux ayant présenté des fuites, cela explique I'absence d’écart-type dans le tableau pour ces

parameétres.
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Figure 5 Régurgitation de la valve tricuspide lors d’une MCD

Note. (A) Schématisation d’un anneau tricuspide chez un rat sain ainsi qu’un anneau
défectueux chez un rat LTP dont les trois feuillets ne s’accolent pas entierement en raison
d’une dilatation trop importante du VD (gauche). Une contraction du VD en présence d’une
MCD peut causer un reflux de sang dans I’OD via une valve tricuspide non-hermétique. C’'est
ce qu’on qualifie de régurgitation tricuspidienne (droite). (B) Visualisation d’une

régurgitation de sang dans I’OD chez un rat LTP (droite).

61



Tableau 2

Caractérisation des régurgitations tricuspidiennes

. . Aire Vélocité Pression max | Pression moyenne
Groupe Chirurgie 5
(mm?) (ecm/s) (mmHg) (mmHg)
Sham 6.8811.41 200.00 15.97 11.90
e TP 17.00 + 5.97 181.20 + 17.33 13.73+2.43 9.23+1.38
Sham 510+1.73 280.00 31.31 25.70
Jour?7 LTP 14.91+2.94 310.70  10.46 37.45+2.50 29.41+2.97
(**) (*)
Sham 2.65+0.53 242.90 23.61 18.63
Jour 14 LTP 13.12+3.83 325.40 £ 29.98 43.65 + 6.84 31.99 +4.88
(**) (*) (**)
Sham 1.50 7.90 2.50 1.28
Jour 21 LTP 8.7412.32 349.30 £22.63 53.95 + 7.00 36.39 £ 4.51
(***' @@@) (***' @) (***, @)

Note. Moyenne et erreur-type de la moyenne pour l'aire, la vélocité (vitesse), la pression
maximale détectée et la pression moyenne détectée pour les régurgitations tricuspidiennes
analysées aux différentes dates de sacrifice. (n : ShamJO =2, LTPJO =6, Sham J7 =3, LTPJ7 =7,
ShamJ14 =2, LTPJ14 =7,ShamJ21 =1, LTPJ21 = 11) (* = Sham JO vs tous les autres groupes, #
= LTP JO Vs

autres LTP, @ = Sham JX S LTP IX;

*=p<0.05 **=p<0.01 ***=p<0.001 ****=p<0.0001)
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3.2 Remodelage inflammatoire

3.2.1 Elévation modeste de Iexpression génique de marqueurs

inflammatoires

La RPCq a servi a quantifier I'expression d’ARNm associée a divers genes. Pour les génes impliqués
dans l'inflammation a un niveau cardiaque, l'interleukine-1 béta (//1b) représentait une cible de
choix étant donné son implication dans les phénomenes inflammatoires entourant la FA.
L’expression d’//1b était généralement plus élevée chez les rats LTP dans le tissu auriculaire droit
pour une méme date de sacrifice, mais sans gu’il n’y ait de différence significative. Cela suggere

une activation modeste de la cascade de signalisation impliquant NFkB dans les CM auriculaires.

Cela fait d’ailleurs écho aux niveaux d’expression de Nirp3 mesurés dans cette expérience compte
tenu de l'importance de l'action de NFkB sur lI'assemblage de lI'inflammasome NLRP3. Une
progression similaire a été observé dans I'OD pour Nirp3 : élévation substantielle du jour 0 a 7
suivie d’'une diminution jusqu’au jour 21. L’expression dans I'OG s’est vue réduite chez les Sham
aux jours 7 et 14 par rapport au jour 0. Néanmoins, celle des LTP est presque toujours demeurée

inférieure a celle du controle.

L'expression du gene Cxcl1 n’a pas variée significativement, que ce soit dans I'OD ou I'OG. En
revanche, elle fut en moyenne plus élevée pour les rats LTP jours 0 et 14 dans I'OD et jours 14 et
21 dans I'0OG, suggérant une stimulation ponctuelle de son expression par ANGII en raison de

I’élévation de pression sanguine dans la circulation pulmonaire.

Le gene de l'interleukine-6 (//6) a connu une hausse importante au jour 0 dans I’OD avant de
diminuer deés le jour 7 chez les rats LTP. Il est alors possible de penser que ce type d’interleukine
n’a été que tres peu sollicité dans la pathologie présente dans le modeéle animal a I'étude ou qu’il

ne I'a été que momentanément.

Pour l'interleukine-10 (//10), son expression était particulierement réduite au jour 7, mais elle a
remonté non-significativement aux jours 14 et 21 dans les deux oreillettes. Les propriétés anti-

inflammatoires de cette cytokine permettent de supposer que des mécanismes de résolution se
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sont potentiellement mis en marche au courant des 21 jours d’"HTAP auxquels les animaux du

projet ont été soumis (Figure 6).
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Figure 6 Expression de marqueurs associés aux processus inflammatoires

Note. Quantification de I'expression d’ARN messager de marqueurs associés aux processus
inflammatoires (//1b, 116, 1110, Cxcl1, Nirp3) par RPCq. L’expression des marqueurs est normalisée
par rapport a la moyenne géométrique de trois genes de références et mesurée en comparaison
avec |'expression moyenne chez les Sham JO standardisée a 1. Des tissus auriculaires droits et
gauches provenant de rats Sham et LTP pour chaque date de sacrifice furent utilisés. (* = Sham

JO vs tous les autres groupes, # = LTP JO vs autres LTP, @ = Sham JX vs LTP JX) 21.
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3.2.2 Niveaux d’expression stables d’une protéine pro-inflammatoire
Par immunobuvardage de type Western, I'expression de linterleukine-1 béta (IL-1B), une
protéine associée aux processus pro-inflammatoires, fut quantifiée a partir de tissu auriculaire
droit de rats Sham et LTP. La quantification de la protéine NLRP3 était également prévue, mais
les bandes obtenues sur les membranes PVDF étaient trop faibles visuellement pour étre
mesurées efficacement. Globalement, aucune différence significative n’en est ressortie, mais des
tendances sont tout de méme notables pour les rats LTP aux jours 14 et 21 en raison d’une

expression plus faible (Figure 7).
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Figure 7 Expression de la protéine IL-1B

Note. Quantification de I'expression protéique d’IL-1B a partir d’une préparation de tissus
auriculaires droits prélevés sur des rats Sham et LTP aux différentes dates de sacrifice. Les
niveaux d’expression de la protéine sont indiqués sous forme d’unités arbitraires calculées
selon la densité des bandes de protéines spécifiques détectées durant 'immunobuvardage

de type Western. De plus, I'expression de cette protéine est normalisée par rapport a la

guantité totale de protéines présentes dans le tissu.
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3.3 Remodelage structurel et fibrotique

3.3.1 Evolution du tissu fibrotique cardiaque chez les rats LTP
L’élévation soudaine et chronique de la pression sanguine du c6té droit du coeur a généré un
remodelage tissulaire majeur des cavités cardiaques. Tel que vu précédemment (Figure 4A), 'OD
a développé une dilatation conséquente chez les rats LTP. Cette attaque a déclenché certains
processus inflammatoires se soldant notamment par la formation de fibrose au sein méme des
parois de la cavité. La fibrose est fréquemment associée a la FA en raison du remodelage

électrique qu’elle induit.

Aprés avoir analysé les tissus auriculaires droits et gauches de rats appartenant aux différents
groupes, Sham ou LTP, il a été possible de représenter la progression du tissu fibrotique d’une
semaine a l'autre. Pour ce qui est de I'OD, dés le jour de la chirurgie le taux de fibrose était
nettement plus élevé chez les rats LTP. Alors que pour les rats LTP JO (14,52%), J7 (13,24%) et J14
(14,91%) le taux tournait plutot autour de 14 % en moyenne, les rats LTP J21 avaient un taux
moyen de 21,73%. En revanche, c’est chez les rats LTP J21 qu’a été observée la plus grande
variation d’un animal a I'autre. La plus grande quantité de fibrose retrouvée dans I'OD d’un LTP
J21 couvrait 42,14% du tissu analysé. Pour les rats Sham, cela s’est maintenu entre 4,0 et 5,5%

(Figure 8A).

En ce qui concerne I’OG, une évolution assez similaire a été remarquée. C'est-a-dire que le tissu
fibrotique auriculaire était stable d’'une date de sacrifice a I'autre pour les rats LTP, sauf a J21 ou

il y avait davantage de variations. Le taux le plus élevé mesuré pour ces animaux était de 21,3%.

Aucun Sham n’a présenté plus que 10% de fibrose moyenne dans son tissu auriculaire gauche
(Figure 8B). En plus des coupes d’oreillettes, des coupes de cceurs transversales furent colorées
au trichrome de Masson. Sans les avoir analysées aussi foncierement que les oreillettes, elles ont
fourni un apercu visuel du remodelage structurel et tissulaire s’étant déroulé dans le VD : la

dilatation prononcée de la cavité et I'insertion de tissu fibrotique dans sa paroi (Figure 8C).
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Figure 8 Progression et quantification de la fibrose auriculaire gauche et droite

Note. Analyse histologique de tissus d’oreillettes droites (OD) (A) ainsi que d’oreillettes
gauches (OG) (B) colorés au trichrome de Masson. Le pourcentage de tissu fibrotique a été
mesuré et représenté sous forme de graphique a barres afin de constater la progression de
la fibrose d’une date de sacrifice a une autre. (C) Coupes transversales de cceurs colorés au
trichrome de Masson montrant la dilatation de la cavité ventriculaire droite (VD) ainsi que
I'insertion de fibrose dans ses parois. (* = Sham JO vs tous les autres groupes, # = LTP JO vs

autres LTP, @ = Sham JX vs LTP JX)
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3.3.2 Expression accrue de genes pro-fibrotiques au niveau auriculaire droit

chez les rats LTP

Trois génes impliqués dans la formation ou associés a la fibrose furent analysés par RPCq.
D’abord, l'intérét d’étudier Tgfb1, géne du facteur de croissance transformant béta 1, vient du
fait qu’il contribuerait a I'hypertrophie cardiaque en facilitant I’expansion du tissu par une
amplification de la synthése de protéines comme le collagéne de type | ou lll. Tgfb1l a vu son
expression augmenter de maniere significative dans I’OD des rats LTP aux jours O et 7 par rapport
aux rats Sham. Le point le plus haut a été atteint au 7¢ jour post-chirurgie. Dans I'OG, le taux
d’expression pour les rats LTP est demeuré similaire entre les dates de sacrifice alors que pour les
Sham, il fut un peu plus réduit de maniére non-significative aux jours 7, 14 et 21 par rapport au

jour 0.

Le géne Collal qui est responsable de la synthése de collagéne de type 1, la protéine la plus
abondante dans la MEC, a lui aussi été quantifié par RPCq. Dans les deux oreillettes, I'expression
du géne Collal a connu son point le plus élevé chez les rats LTP au jour 7 suivi d’une baisse aux
jours 14 puis 21. Ce fut aussi le cas pour les rats Sham, mais la baisse fut moins marquée dans

I’'OD.

Enfin, le géne Acta2 est responsable de la production d’AML-a, une protéine aux capacités
contractiles indiquant la présence de myofibroblastes au sein du tissu auriculaire. Son expression
a augmenté significativement dans I’OD aux jours 0 et 7 chez les rats LTP tandis que pour les
Sham, il y a eu une hausse marquée au 7€ jour a un niveau semblable a celui des LTP pour la méme
date, mais sans qu’elle ne soit statistiquement significative. Le niveau d’expression pour les Sham
des dates suivantes a ensuite diminué. Pour les deux groupes, les taux d’ARNm sont demeurés
stables aux jours 14 et 21. Pour ce qui est de I'OG, il n’y a pas eu de différence significative décelée
pour Acta2 car les valeurs sont demeurées plutét équivalentes a celles calculées au jour 0. Les

niveaux les plus bas furent mesurés au 21° jour pour les rats LTP et Sham (Figure 9).
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Figure 9 Expression de marqueurs associés a la fibrose

Note. Quantification de I'expression d’ARN messager de marqueurs associés aux a la formation
de fibrose (Tgfbl, Collal, Acta2?) par RPCqg. L'expression des marqueurs est mesurée en
comparaison avec I’expression moyenne observée chez les Sham JO (standardisée a 1). Des tissus
auriculaires droits et gauches provenant de rats Sham et LTP pour chaque date de sacrifice furent

utilisés. (* = Sham JO vs tous les autres groupes, # = LTP JO vs autres LTP, @ = Sham JX vs LTP JX).
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3.3.3 Variations des niveaux de protéines impliquées dans la fibrose au

niveau de I'oreillette droite chez les rats LTP

Le niveau d’expression de trois protéines liées a la fibrose fut mesuré. Pour COL1A1, I'expression
était initialement plus basse pour les rats LTP que pour les Sham au jour 0, mais a augmenté de
facon non significative au jour 7. Par la suite, le niveau d’expression a diminué graduellement du
jour 14 au jour 21 tout en se stabilisant autour des valeurs mesurées chez les rats Sham d’une
méme date. Le niveau d’expression d’AML-a n’a pas connu de hausse substantielle chez les rats
LTP, mais s’est maintenu au-dessus de celui des rats Sham a partir du 7¢ jour. Le point le plus élevé
a été atteint au jour 21 sans que la différence ne démontre de significativité statistique. En
comparant les rats Sham et LTP aux différentes dates de sacrifice, I'expression protéique de
TGFPB3 est toujours demeurée inférieure chez les rats LTP. Cette tendance a été particulierement

marquante, sans étre significative, aux jours 7 et 14 (Figure 10).
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Figure 10 Expression de protéines associées a la fibrose

Note. Quantification de I'expression protéique de COL1Al, AML-a et TGFB3 a partir d’une
préparation de tissus auriculaires droits prélevés sur des rats Sham et LTP aux différentes dates
de sacrifice. Les niveaux d’expression des protéines sont indiqués sous forme d’unités arbitraires
calculées selon la densité des bandes de protéines spécifiques détectées durant
I'immunobuvardage de type Western. De plus, I'expression de ces protéines est normalisée par

rapport a la quantité totale de protéines présentes dans le tissu.
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3.4 Activation de I’expression de génes contribuant a I’état sénescent

Pour ce qui est des genes dont I'expression est associée au processus de sénescence cellulaire, le
premier d’entre eux, Cdknla, n’a démontré de différence significative qu’au jour O pour les rats
LTP, dans I'OD seulement. Cela dit, pour une méme date de sacrifice, un niveau d’expression
moyen supérieur a été détecté chez les rats LTP, toujours dans I'OD. Pour Cdkn2a, aux 7¢ et 14°
jours post-chirurgie, I'expression a augmenté de maniére significative dans I’OD des rats LTP. Cela
coincide avec la vulnérabilité croissante aux épisodes arythmiques auriculaires enregistrés chez
les rats LTP pour ces dates de sacrifice. Une élévation semblable, mais moins prononcée fut
observée dans I'OG, mais seulement au 7¢ jour. Pour finir, I'expression de Tp53 fut
significativement supérieure dans I'OD chez les rats LTP, avant de diminuer graduellement du jour
0 au jour 21, indiquant un possible déclin de I’état sénescent au sein du tissu auriculaire de ces
rats. Les variations entre les groupes furent beaucoup plus marquées dans I’OD que dans I'OG,

méme si les écarts sont significatifs dans la cavité gauche également (Figure 11).
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Figure 11 Expression de marqueurs associés a la sénescence cellulaire

Note. Quantification de I'expression d’ARN messager de marqueurs associés a la sénescence
cellulaire (Cdknla, Cdkn2a, Tp53) par RPCq. L'expression des marqueurs est normalisée par
rapport a la moyenne géométrique de trois genes de références et mesurée en comparaison avec
I’expression moyenne observée chez les Sham au jour O standardisée a 1. Des tissus auriculaires
droits et gauches provenant de rats Sham et LTP pour chaque date de sacrifice furent utilisés. (*

= Sham JO vs tous les autres groupes, # = LTP JO vs autres LTP, @ = Sham JX vs LTP JX)
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3.5 Phénomeénes arythmiques

3.5.1 Mesure de différents parameétres de 'ECG

Apreés avoir analysé les enregistrements ECG obtenus au terme des études électrophysiologiques
pour chaque rat Sham et LTP, il fut possible de déterminer comment variaient les diverses ondes
de I'ECG entre les deux groupes. Les mesures ont été réalisées selon leur représentation a la
Figure 12A. La fréquence cardiaque des animaux est demeurée stable au-dessus de 250 bpm pour
toutes les dates de sacrifices dans les deux groupes. Elle fut cependant en moyenne moins élevée
chez les rats LTP par rapport aux Sham. L’écart moyen LTP/Sham le plus grand était au 21° jour

avec une différence d’environ 43 bpm (Figure 12B).

Les analyses des intervalles RR et PR, du complexe QRS et segment QT n'ont démontré aucune
différence significative entre les groupes a I'exception des rats Sham et LTP au 21°© jour. En
revanche, certaines tendances sont observables. Par exemple, I'intervalle PR pour les rats LTP aux

jours 0, 7 et 21 fut légérement plus long que celui des Sham.

Pour I'onde P, deux de ses parametres furent mesurés: la durée et 'amplitude. D’abord, I’étude
de sa durée n’a pas permis de déceler de différences considérables entre les groupes. C'est plutot
son amplitude qui a variée davantage. En effet, 'amplitude de 'onde P a diminué graduellement
entre les jours 0 et 21 pour les rats Sham et LTP. Aux jours 7 et 14, I'amplitude était plus haute
pour les rats LTP que Sham alors que I'inverse fut constaté au jour 21. Afin d’apprécier I'écart qui
s’est créé dans le temps, il est pertinent de noter que I'amplitude la plus faible a été de 0,056 mV

chez unrat LTP J21 alors que la plus élevée a été de 0,516 mV pour un Sham JO (Figure 12C).

3.5.2 Vulnérabilité croissante dans le temps au déclenchement d’arythmies

auriculaires

Les stimulations électriques générées via I'utilisation d’un cathéter transoesophagien durant les
séances d’études électrophysiologiques ont servi a évaluer le pourcentage de déclenchement

d’arythmies auriculaires chez les rats. En se fiant a I'ECG fourni par les électrodes placées au
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niveau de leur peau, il était possible de constater s’il y avait de la FA, du FIA ou si le rythme sinusal
était maintenu apres chaque stimulation (Figure 13A). Tel que mentionné dans la méthode, le

cathéter était positionné le plus prés possible de I'OD (Figure 13B).

Parmi tous les animaux ayant fait I'objet de séances d’électrophysiologie, la quasi-totalité des
arythmies auriculaires déclenchées par les stimulations ont eu lieu chez les rats LTP. De plus, la
majorité des rats LTP pour chaque date de sacrifice a eu de la FA, du FIA, ou les deux lors d’un
méme enregistrement. Plus spécifiquement, des phénomeénes arythmiques ont été observés chez
50% des rats LTP J7 (3 FA + FIA et 1 FIA/8), 54% des rats LTP J14 (4 FA/7) et 77% des rats LTP J21
(3 FA et 7 FA + FIA/13). Donc, en avangant dans le temps aprés leur chirurgie, les animaux sont
devenus de plus en plus vulnérables aux arythmies auriculaires. Dans le groupe des rats Sham, un

seul rat a démontré des signes d’arythmies au jour 7 (12,50%) (Figure 13C).

En plus de la fréquence, un autre aspect du profil arythmique de ces animaux qui s’est intensifié
en fonction du temps depuis la date de la chirurgie est la durée des épisodes de FA. Entre le 7¢
jour et le 21¢, la durée moyenne de FA a passé de 1,84 + 0,69 secondes a 98,26 + 69,33 secondes.
Méme si cela a généralement duré entre 1 et 4 secondes pour la majorité des rats LTP J21, certains
ont eu des arythmies plus soutenues. La fibrillation ayant persisté le plus longtemps a duré prés
de 10 minutes et ce, malgré des tentatives pour ramener I'animal a un rythme sinusal par
défibrillation. Concernant I'unique Sham ayant eu une arythmie, celle-ci a duré un peu plus de 2

secondes (Figure 13D).
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Figure 12 Fréquence cardiaque et ondes mesurées sur I’électrocardiogramme (ECG)

Note. (A) Schématisation d’'un ECG de surface typique présentant les différentes ondes
caractéristiques d’un cycle cardiaque ainsi que les parametres mesurés. (B) Fréquence
cardiaque (FC). (C) Différents parametres de I'ECG mesurés en millisecondes (ms) : intervalle
RR, intervalle PR, durée du complexe QRS, intervalle QT, durée de I'onde P. Egalement,
I'amplitude de I'onde P a été mesurée en mV. (* = Sham JO vs tous les autres groupes, # =

LTP JO vs autres LTP, @ = Sham JX vs LTP JX)
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autres groupes, # = LTP JO vs autres LTP, @ = Sham JX vs LTP JX)

Note. (A) ECG observés lors des études électrophysiologiques. Stimulation électrique de 3
(B) Schématisation du positionnement du cathéter
(C) Fréquences (en %) des
arythmies induites dans chaque groupe entre FA (Fibrillation auriculaire), FIA (Flutter
auriculaire) et FA + FIA. (D) Durée moyenne des épisodes de FA enregistrés a la suite de

stimulation chez les groupes Sham J7, LTP J7, LTP J14 et LTP J21. (* = Sham JO vs tous les




3.5.3 Mise en place d’un profil pro-arythmique observable par cartographie

optique de l'oreillette droite
En plus des données obtenues par études électrophysiologiques, la cartographie optique de I'OD
des rats Sham et LTP a permis de caractériser les changements des propriétés électriques ex vivo.

Pour les deux groupes, chaque date de sacrifice comptait six individus.

A la suite des analyses, le premier constat est que I'activité électrique de I’OD observée par
fluorescence a été fortement désorganisée chez les rats LTP. Cela se traduit par une période
d’activation prolongée ainsi que de multiples déviations du signal électrique, notamment causés
par la dilatation de l'oreillette et la formation de blocs de conduction. Pour ces raisons, la
dépolarisation compléte de I'OD est retardée. Le phénomeéne s’est également accentué dans le

temps a partir de la date de chirurgie initiale (Figure 14).

Une analyse ANOVA a deux facteurs a révélé que la vitesse de conduction électrique avait variée
significativement chez les rats LTP jour 21 pour différentes DCB. Cette tendance n’a pas été
observée dans le cas des rats Sham. Par rapport aux rats Sham au jour O, les LTP au jour 21 avaient
une vitesse de conduction nettement réduite. Une différence similaire avec les rats LTP jour O
pour des DCB de 200 et 100 ms fut notée. Les rats LTP jour 7 ont présenté une vitesse de
conduction significativement supérieure aux rats LTP jour 21 pour des BCL de 200 et 100 ms

(Figure 15A).

La durée moyenne du potentiel d’action a 80% de repolarisation (DPA80) a aussi été calculée pour
les deux groupes. Encore une fois, rien de substantiellement différent entre les dates de sacrifices
pour ce qui est des rats Sham. Cependant, les rats LTP jour 21 ont vu leur DPA80 prolongée
significativement par rapport aux Sham jour O pour les DCB de 250, 200 et 100 ms. De plus, a une
DCB de 250 ms, le DPA80O des LTP jour 21 a subi une hausse significative en comparaison avec

celles des rats LTP jour O, jour 7 et jour 14 (Figure 15B).

A I'instar de ce qui a été réalisé in vivo sur les rats, des stimulations électriques furent effectuées
afin d’évaluer la susceptibilité au déclenchement d’épisodes de FA pour des cceurs installés sur
des systémes Langendorff et perfusés par une solution comblant les besoins physiologiques de

I'organe.
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Figure 14 Propagation électrique dans I'oreillette droite

Note. Carte d’activation d’OD stimulées avec une DCB (Durée de cycle de base) de 100 ms. Les
fleches blanches indiquent les vecteurs de conduction électriques et la couleur correspond au

temps nécessaire avant I'activation d’une région donnée.

En suivant un protocole de stimulation similaire a celui employé pour les rats, de la FA fut
observée pour chaque date de sacrifices pour les coeurs provenant de rats LTP. Plus précisément,
16.70% des LTP jour 0, 50.00% des LTP jour 7, 83.30% des LTP jour 14 et 83.30% des LTP jour 21
ont démontré de la FA suivant les stimulations. Ces résultats décrivent donc une tendance
semblable a celle observée in vivo, a I'exception du plateau entre les jours 14 et 21. Du c6té des
rats Sham, 16.70% des rats aux jours 0, 7 et 14 ont eu des épisodes de FA (Figure 16A). En ce qui
concerne la durée des FA enregistrées, elles ont graduellement augmenté d’une date de sacrifice
a la suivante chez les rats LTP. La durée des épisodes a particulierement varié aux jours 14 et 21

par rapport au jour 7. Par exemple, un rat LTP jour 21 a eu de la FA durant 6000 ms alors que pour
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un autre, cela a duré 200 ms. Le nombre limité de FA provenant de rats Sham n’a pas permis de

déceler une quelconque tendance (Figure 16B).

Enfin, I’évaluation de la durée de la période réfractaire effective (PRE) a démontré qu’elle était
plus longue chez les rats LTP que Sham. Néanmoins, cette hausse est demeurée négligeable sauf
pour le jour 21 ou elle était significativement supérieure a celle des rats Sham jour 0 et 21 et LTP

jour 0, coincidant ainsi avec la vulnérabilité aux FA de ce groupe (Figure 16C).
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Figure 15 Transmission électrique dans l'oreillette droite

Note. (A) Vitesse de conduction électrique moyenne dans I’OD de rats Sham (gauche) et LTP
(droite) a des DCB de 250, 200, 150 et 100 ms. (B) Durée moyenne du potentiel d’action a
80% d’une repolarisation compléte (DPA80) dans I'OD de rats Sham (gauche) et LTP (droite)
a des DCB de 250, 200, 150 et 100 ms. (* = Sham JO vs tous les autres groupes, # = LTP JO vs
autres LTP, @ = Sham JX vs LTP JX)
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Figure 16 Fibrillations auriculaires et prédisposition ex vivo

Note. (A) Pourcentage d’individus pour une date de sacrifice dont le coeur a présenté de la
FA aprés avoir été stimulé électriquement. (B) Durée des épisodes de FA répertoriées. (C)
Durée des périodes réfractaires effectives (PRE) calculée chez les rats Sham et LTP aux
différentes dates de sacrifice. (* = Sham JO vs tous les autres groupes, # = LTP JO vs autres

LTP, @ = Sham JX vs LTP JX)
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3.5.4 Fluctuations des niveaux d’expression de géenes liés aux canaux

ioniques ainsi qu’a la machinerie calcique intracellulaire
Une autre catégorie de génes pertinente a la question d’étude est celle des genes associés a la
synthése de canaux ioniques jouant un réle dans la prédisposition d’un individu a la FA.
Premierement, le gene Scn5a a connu son niveau d’expression d’ARNm le plus haut dans I’OD au
jour 0 pour les rats LTP avant d’ensuite étre plus bas que celui des Sham des autres groupes pour
les jours de sacrifice suivants. Rien a signaler dans le tissu de I’OG a I'exception d’'une hausse de
I’expression chez les rats Sham au 21¢ jour. Ce géne code pour une sous-unité alpha du canal
sodique cardiaque Nav1.5 associé au déclenchement du potentiel d’action des CM. Pour Cacnalc,
une hausse significative de son expression chez les rats Sham par rapport aux LTP dans I’OD pour
une méme date de sacrifice fut remarquée, surtout au jour 7. L’écart était moins prononcé dans
I’OG. A I'instar du premier géne mentionné, Cacnalc code lui aussi pour une sous-unité alpha,
mais pour des canaux calciques Cavl.X qui jouent un role dans la régulation des contractions
sarcomériques. L'expression de Kcngl dans I'OD s’est vu étre réduite chez les rats LTP en
comparaison avec les Sham dés le jour O puis elle a remonté au jour 21 a un niveau proche de
celui des Sham pour la méme date de sacrifice. Important de mentionner aussi que les Sham aux
jours 7, 14 et 21 ont présenté des niveaux significativement plus hauts que celui des LTP et Sham
au jour 0. Le portrait global dans I'OG est ressemblant, mais les écarts sont moins prononcés.
Kcngl code pour le canal potassique Kv7.1, un des responsables de la repolarisation

membranaire.

Le géne Ryr2 code pour le récepteur de la ryanodine 2 (RYR2), un canal ionique localisé sur la
membrane du réticulum sarcoplasmique (RS) des CM permettant de libérer des ions Ca?* de celui-
ci afin d’alimenter la machinerie contractile. Dans I'OD, Ryr2 a vu son expression diminuer de
maniére significative chez les rats LTP aux jours 0 et 7 par rapport aux Sham avant de remonter.
Dans I'OG, le seul constat notable est que les Sham aux jours 7 et 14 ont démontré un niveau
d’expression significativement plus élevé que les LTP et Sham jour 0. Finalement, une diminution
substantielle de I'expression de Serca2a fut observée dans I’OD des rats LTP aux jours 0, 7 et 14.

Le niveau mesuré pour les rats LTP au jour 21 était significativement supérieur a celui des LTP jour
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0, prés du niveau des Sham. Du c6té de I'OG, une tendance a la baisse a été observée pour ce

méme gene pour les jours 14 et 21 chez les rats LTP, sans changement significatif (Figure 17).
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Figure 17 Expression de marqueurs associés a la synthése de canaux ioniques

Note. Quantification de I'expression d’ARN messager par RPCq de marqueurs associés aux
canaux ioniques participants au PA des cardiomyocytes (Scn5a, Cacnalc, Kcngl) ainsi que
dans la gestion du calcium intracellulaire (Ryr2, Serca2a). L'expression des marqueurs est
L'expression des marqueurs est normalisée par rapport a la moyenne géométrique de trois
génes de références et mesurée en comparaison avec I’'expression moyenne observée chez
les Sham au jour O standardisée a 1. Des tissus auriculaires droits et gauches provenant de
rats Sham et LTP pour chaque date de sacrifice furent utilisés. (* = Sham JO vs tous les autres

groupes, # = LTP JO vs autres LTP, @ = Sham JX vs LTP JX)

87



C'est ce gene Serca2a qui est a l'origine de la synthése de la pompe ATPase du réticulum
sarcoplasmique de type 2A (SERCA2a). Cette protéine, a I'inverse de RYR2, va intérioriser les ions

Ca®*vers I'intérieur du RS & partir du cytosol des CM.

3.5.5 Réduction du taux de protéines de la machinerie calcique dans

I'oreillette droite chez les rats LTP
Enfin, le niveau d’expression de deux protéines jouant un réle majeur dans les échanges calciques
entre le milieu intracellulaire des CM et leur RS fut quantifié. Pour SERCA2a, I’expression aux jours
7 et 14 a été nettement réduite par rapport aux Sham de ces dates en plus d’étre significativement
inférieure a celle du jour O chez les rats LTP. Les niveaux aux jours O et 21 sont restés semblables,
mais ils furent réduits en comparaison avec les Sham des mémes dates. Le phospholambane (ou
PLB) est une protéine transmembranaire située dans le RS des CM. Son activité est régulée par sa
phosphorylation et elle contréle I'inhibition de SERCA2a. Chez les rats LTP, son expression est
restée légerement plus basse que celle des Sham pour toutes les dates de sacrifice sans qu’aucune

tendance ne soit observable pour cette protéine (Figure 18).
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Figure 18 Expression de protéines associées a la machinerie calcique

Note. Quantification de I'expression protéique de SERCA2a et PLB a partir d’une préparation
de tissus auriculaires droits prélevés sur des rats Sham et LTP aux différentes dates de
sacrifice. Les niveaux d’expression des protéines sont indiqués sous forme d’unités
arbitraires calculées selon la densité des bandes de protéines spécifiques détectées durant
I'immunobuvardage de type Western. De plus, I'expression de ces protéines est normalisée
par rapport a la quantité totale de protéines présentes dans le tissu. (* = Sham JO vs tous les

autres groupes, # = LTP JO vs autres LTP, @ = Sham JX vs LTP JX)
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Chapitre 4 — Discussion

4.1 Principales découvertes

Le caractere novateur de ce projet s’appuie sur deux axes principaux : I'analyse de parameétres
structurelles, électrophysiologiques et moléculaires sur une échelle temporelle ainsi que I'étude
de l'apparition de phénomeénes arythmiques auriculaires conséquemment a la mise en place
chirurgicale d’'une MCD. Alors que |'étude d’Hirata et al. s’en tenait essentiellement a Ila
caractérisation du remodelage structurel et du profil fibrotique, I'étude présentée ici s’est
intéressé a ces variables pour une fenétre temporelle différente, mais également a la
caractérisation sur plusieurs niveaux d’un substrat arythmogéne auriculaire d’origine

inflammatoire et/ou fibrotique (Hirata et al., 2015)

A la lumiére des données collectées dans le cadre de cette étude, il est possible d’affirmer que la
chirurgie LTP réalisée sur les rats a généré I'apparition de symptémes associés aux MCD ainsi

gu’un remodelage morphologique, fonctionnel et électrique du cceur droit.

De fagon plus spécifique, les analyses ont permis d’identifier 1) une dilatation des cavités
cardiaques droites ainsi qu’une hypertrophie du VD; 2) des régurgitations conséquentes de la
valve tricuspide dans I'OD; 3) une diminution des capacités contractiles du VD; 4) une
augmentation de I'expression génique de marqueurs inflammatoires tels que //1b et Nirp3 et de
marqueurs fibrotiques comme Tgfb1 et Collal; 5) une accentuation du tissu fibrotique au sein
des tissus auriculaires et ventriculaires droits; 6) une vulnérabilité croissante dans le temps aux
arythmies auriculaires accompagnée d’un prolongement des épisodes; 7) un remodelage
électrique significatif incluant un prolongement de la PRE, un ralentissement de la conduction et
une augmentation de la DPA8O0 favorisant la création d’un substrat arythmogene dans I’OD ; 8)
une réduction de I'expression génique de canaux ioniques liés a I'électrophysiologie du coeur
(Scn5a, Kenql, Serca2a, entre autres); 9) une élévation de la quantité d’ARNm de génes associés
au processus de sénescence cellulaire comme Cdknla, Cdkn2a et Tp53; 10) une réduction de

I’expression de la protéine SERCA2a liée a la machinerie calcique.



D’un point de vue temporel, ces mémes parametres ont variés différemment en fonction des
dates de sacrifice. A partir du jour de la ligature, les changements morphologiques et tissulaires
du cceur ont eu tendance a s’aggraver dans le temps, atteignant leur paroxysme au jour 21 (Figure
19). Cela a notamment indiqué une détérioration de la fonction du cceur et de I'intégrité du tissu
cardiaque droit affectée par I'amplification de la post-charge. Un constat similaire a pu étre fait
quant a la fréquence et la durée des épisodes qui ont augmentés dans le temps. Entre les jours 0
et 21, les parameétres de conductibilité électrique de I’OD se sont empirés et |'organisation du
circuit électrique est devenue de plus en plus chaotique et désorganisée. Les taux d’ARNm de
marqueurs d’inflammation ont majoritairement été a leur plus haut point au jour 14 tandis que
ceux liés a la fibrose ont eu leur pic d’expression au 7¢ jour. L'expression des génes de canaux
ioniques était au plus bas au jour O et a graduel 1ent augmenté d’une date de sacrifice a I'autre.
Pour les marqueurs de sénescence, c’est surtout au jour 7 que I'expression a connu une hausse

significative.

Sans étre statistiquement significatifs, d’autres variables a I'étude ont démontré des écarts
prononcés entre les groupes de rats Sham et LTP a divers moments. Du point de vue structurel,
une tendance a la hausse fut observée aux jours 14 et 21 pour les DOGs et DOGd chez les rats
LTP. Bien que seulement significative au jour 14, la différence entre les groupes a permis de
supposer un remodelage plus modéré, mais tout de méme concret de la cavité auriculaire gauche
en comparaison avec son homologue du coté droit. Un constat similaire a pu étre noté concernant
I"EPAVGd pour ces mémes jours de sacrifice. Accessoirement, le taux de fibrose calculé pour les
échantillons de tissus auriculaires gauches au 21¢ jour a démontré une hausse marquée chez les
rats ayant eu la ligature par rapport aux rats Sham ainsi qu’aux rats LTP d’autres dates, dans une

moindre mesure.

D’autres tendances ont pu étre discernées quant aux expressions géniques et protéiques. Ce fut
par exemple le cas pour les niveaux d’expression des genes //1b et Cxcl1 dans I'OD de rats LTP qui
ont connu une hausse relativement importante au jour 14 post-chirurgie, avant de diminuer a
nouveau vers des valeurs semblables a celle des Sham pour le jour 21. En plus, les
immunobuvardages de type Western faits a partir de tissus auriculaires droits ont révélé que

I’expression de la protéine TGFB3 chez les rats LTP est demeurée globalement inférieure a celle
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des Sham pour chaque date, particulierement aux jours 7 et 14. Inversement, les niveaux
d’expression d’AML-a mesurés aux jours 14 et 21 ont augmenté du c6té des rats LTP par rapport

aux Sham.
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Note. Profil abstrait de la variation dans le temps de I'expression de genes impliqués dans
I'inflammation, la fibrose, la synthése de canaux ioniques ou la gestion calcique chez les rats
LTP en plus d’un support visuel décrivant la progression temporelle du statut fibrotique
auriculaire droit et gauche ainsi que du remodelage des ventricules. L’évolution de la
susceptibilité aux épisodes de FA (fréquence et durée) est également notée. Les sections de
cette figure n‘ont pas comme but de représenter une corrélation directe entre les
observations aux niveaux génique, histologique et électrophysiologique, mais plutot de
mettre de I'avant la dimension temporelle du projet. Le fait de corréler les paramétres sera

définitivement considérer dans les volets futurs de cette étude.

4.2 Mécanismes et processus menant a I’apparition de la FA

4.2.1 Morphologie du coeur droit

Une multitude de changements morphologiques ont été observés chez les rats ayant eu une LTP,
le jour méme de leur chirurgie pour certains (Figures 19 et 20). Le rétrécissement du diameétre du
tronc pulmonaire, I'augmentation de la résistance vasculaire et I’élévation de la pression sanguine
qui en résulte dans la circulation pulmonaire (Figure 2) ont directement contribué a une hausse
drastique de la post-charge, c’est-a-dire la pression exercée sur les parois du VD lors de I'éjection

systolique (Naeije et al., 2022; Ross, 1976).

C’est a partir de ce moment que la dilatation du VD s’installe grace a sa compliance et que ses
capacités contractiles vont s’affaiblir, en plus de voir ses parois étre endommagées par la pression
chronique (Borgdorff et al., 2015; Cassady & Ramani, 2020; Pena et al., 2020). Bien que le VD
arrive a s’adapter efficacement a cette pression durant les premiers temps suivants I'apparition
graduelle ou mécanique de I'HTAP en s’hypertrophiant de maniére pathologique via
I'augmentation de son nombre de CM (Figure 4C), il se retrouve éventuellement en situation de
décompensation (Akazawa et al., 2020; Cassady & Ramani, 2020; Pena et al., 2020). Si cet état
décompensatoire persiste sans qu’il n’y ait de rétablissement de la pression dans la circulation

pulmonaire, il peut y avoir une IC droite (Pena et al., 2020; Ventetuolo & Klinger, 2014). A ce
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stade, le VG n’est plus en mesure de se remplir suffisamment de sang pour éjecter dans la
circulation systémique car la résistance a I'éjection de sang en provenance du VD est trop
conséquente et ne permet pas d’atteindre un volume minimalement adéquat (Richter et al.,

2023; Ventetuolo & Klinger, 2014).

Quelques parameétres indicateurs des facultés systoliques ventriculaires droites peuvent prédire
une éventuelle détérioration de la fonction contractile du VD. Par exemple, I'ESPAT (Figure 4D)
et la fraction d’éjection du VD sont diminués chez des patients souffrant d’hypertension
pulmonaire (Schmeifer et al., 2021). Le Td est lui aussi diminué dans un contexte pathologique
semblable chez des patients humains et dans certains modéles animaux (Caivano et al., 2020;

Utsunomiya et al., 2011).

Les cavités cardiaques adjacentes aux VD sont également affectées par son remodelage. La
pression importante dans le VD se répercutant sur le septum inter-ventriculaire le « pousse » en
en direction du VG, entrainant ainsi un stress supplémentaire a cette chambre (Cassady &
Ramani, 2020; Pinsky, 2016). Ultimement, cela pourrait également étre un vecteur de
détérioration des fonctions ventriculaires gauches (Alpert et al., 2016) et les données cumulées
ont démontré que I'HTAP a significativement affecté le fonctionnement du VG (Figure 3). Sa
structure a elle aussi eu des changements, principalement une compression, mais ceux-ci n’ont
pas été quantifiés par échocardiographie. (Figure 9). Le fait qu’un remodelage du VG aussi
important n’ait pas été observé chez les rats LTP de cette étude est peut-étre simplement lié¢ a la
sévérité du modeéle ou a la durée d’exposition du coeur droit aux perturbations hémodynamiques.
De plus, les données présentées par Alpert et al. (2016) proviennent de patients obéses, un statut
affectant différemment ’lhémodynamie qu’une ligature soudaine du tronc artériel pulmonaire.
Par contre, I'histologie et I'échocardiographie ont permises de voir que le VD a exercé une

pression considérable sur le VG et donc réduit le volume de la chambre.

D’autres changements majeurs se déroulent dans I’OD tels que des régurgitations tricuspidiennes
en raison de la dilatation du VD (Cassady & Ramani, 2020; Guta et al., 2021; Prihadi et al., 2019),
un agrandissement de la cavité auriculaire droite causé par I'accumulation constante de pression

du c6té droit du coeur ainsi qu’une augmentation du volume de sang éjectable découlant de sa
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propre dilatation (Figure 4A,B) (Cassady & Ramani, 2020; Lucia Agoston-Coldea et al., 2015;
Richter et al., 2023). La littérature actuelle mentionne majoritairement que ce changement de
dimension de I'OD aura plut6ét tendance a réduire ses capacités contractiles (Lucia Agoston-
Coldea et al., 2015; Mercurio et al., 2018; Nemes & Kormanyos, 2023). Ce constat va donc a
I’encontre des fondements du mécanisme de Frank-Starling selon lequel une dilatation des
muscles d’une chambre cardiaque s’accompagne généralement d’une amplification de ses

capacités contractiles (Nemes & Kormanyos, 2023)

4.2.2 Inflammation dans les oreillettes

Les niveaux d’expression géniques et protéiques mesurés par RPCq et immunobuvardage pour
les marqueurs de l'inflammation ont été révélateurs de certaines facettes des processus
inflammatoires impliqués dans le modéle LTP. Il est toutefois important de mentionner que,
globalement, peu de données significatives se sont démarquées pour les différents genes. Ce fut

particulierement le cas pour les taux d’ARNm quantifiés dans les tissus auriculaires gauches.

L’élévation de Nirp3 au 7¢ jour indique une activation de NF-kB au sein des CM auriculaires
droites. Compte tenu du fait qu’aucun changement significatif n’ait été observé dans I'expression
protéique d’IL-1B, il y a eu lieu de supposer que NF-kB n’a pas été activé par cette protéine. Par
exemple, dans ce cas-ci, ANGIl ou TNF-a auraient pu étre responsables du déclenchement de
I'assemblage de NLRP3 (Suetomi et al., 2018). De plus, le pic d’expression de Nirp3 coincide avec
I"apparition de FA chez les rats LTP, suggérant son implication dans la détérioration de l'intégrité
électrophysiologique du cceur. Une activation intensifiée et soutenue de I'inflammasome NLRP3
conduisant a une plus forte production de cytokines pro-inflammatoires pourrait amplifier la
différenciation des fibroblastes auriculaires en myofibroblastes en favorisant la libération
d’autres cytokines davantage axées sur I'instauration d’un profil pro-fibrotique. Dans le cadre de
cette expérience, il est possible que I'augmentation de Nirp3 ait pu se refléter au niveau protéique
et ainsi contribuer a la mise en place d’une inflammation arythmogéne sous la forme d’une

barriére anatomique composée de cellules fibrotiques.
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116 contribue aussi a la régulation ainsi qu’a la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes
qui vont-elles-mémes sécrétées d’autres cytokines (J.-H. Wang et al., 2016). La hausse marquée
d’ll6 au jour 0 a ensuite été suivie d'une baisse vers des valeurs semblables a celles des Sham les
jours suivants. Un lien pourrait étre fait entre son hyper-expression et I'accentuation des taux
d’ARNm au jour 7 pour Tgfb1, Collal et Acta2. D’ailleurs, une étude portant sur des souris ayant
eu une chirurgie IM a démontré une diminution d’AML-a dans les CM situées en bordure de la
zone atteinte lorsque celles-ci avaient été traitées avec des anticorps bloquants pour IL-6 (Miiller

et al.,, 2014).

Une hypothese concernant I'expression de Cxcl/1 au jour 0 dans I'OD est qu’ANGII aurait eu un
effet stimulant en raison de I’hypertension causée de maniere soudaine par la chirurgie LTP.
Néanmoins, son impact semble avoir été minime pour cette cascade de signalisation puisque son
expression n’a jamais varié significativement. Le degré d’implication du SRAA au niveau
auriculaire n’a pas été étudié, mais pourrait étre révélateur sur la place d’ANGII en contexte

d’HTAP.

L’expression d’/l10 n’a pas connu de changement majeur pour les rats LTP. Cette observation
permet de se questionner les processus anti-inflammatoires retrouvés dans ce modele de MCD.
Il est raisonnable de croire que la transcription d’//10 n’a pas été suffisamment stimulée ou que
d’autres marqueurs anti-inflammatoire ont participé a la résolution en paralléle de I'inflammation
découlant des dommages tissulaires causés par le remodelage. Le médiateur lipique résolvine D1

en est un exemple.

L'inflammation est un phénomeéne complexe a mesurer qui peut notamment étre divisé en
différentes phases dont l'intensité varie. Dans un modele d’IM murin par exemple, on distingue
trois phases : I'inflammation aigue, la résolution/réparation et I'ischémie chronique (Prabhu &
Frangogiannis, 2016). La nature cardiovasculaire du remodelage généré par la LTP pourrait
potentiellement générer un patron semblable. Compte tenu de la sensibilité du facteur temporel
dans un tel déroulement, certaines nuances ont pu échapper aux analyses géniques menées dans
le cadre de cette étude. De plus, la distribution des marqueurs pro-inflammatoires dans un tissu

est un facteur pertinent a considérer et représente une autre source de fluctuation au niveau de
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leur expression. L'ajout de plusieurs autres marqueurs dans les expériences de quantification
protéique est définitivement une avenue essentielle a I'obtention d’'une meilleure vue

d’ensemble des impacts de la constriction.

4.2.3 La fibrose en réponse a la pression
La surcharge de pression chronique appliquée sur le c6té droit du coeur ne va pas seulement
entrainer des changements au niveau de sa morphologie, mais également a I'échelle tissulaire.
En effet, en raison d’un étirement et d’un renforcement protéique des CM, la dilatation ainsi que
I’hypertrophie des chambres cardiaques droites durant leur phase de compensation adaptative
crée davantage d’espace extracellulaire et cela favorise la formation de fibrose (Figure 20)

(Cassady & Ramani, 2020; Dilaveris et al., 2019; D. Hu et al., 2020).

4.2.3.1 Différenciation des fibroblastes
Le tissu fibrotique est synthétisé dans le milieu interstitiel en réponse aux divers signaux
inflammatoires sécrétés suite aux dommages non ischémiques causés aux CM auriculaires et
ventriculaires (Ninh & Brown, 2021; Xintarakou et al., 2020). Les dommages en question
proviennent du fait que la transition structurelle du coeur engendre au niveau cellulaire, entre
autres, une augmentation marquée du stress oxydatif et des altérations mitochondriales (Goette
& Lendeckel, 2021; Thandavarayan et al., 2020). Cette détérioration du métabolisme cellulaire va
susciter une libération de motifs moléculaires associés aux dégats (MMAD) ainsi que
I'instauration d’un profil inflammatoire et pro-fibrotique par les CM, mais aussi par les FB déja

présents dans le tissu cardiaque (Ninh & Brown, 2021; Xintarakou et al., 2020).
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Figure 20 Impacts structuraux et tissulaires de la chirurgie LTP

Note. Modifications au niveau du coeur droit en réponse a une constriction chronique du
diametre du tronc artériel pulmonaire. Ces changements ont été observés sur les rats LTP
des le jour 0 par échocardiographie et histologie. Figure réalisée par Charles-Alexandre

LeBlanc.

Les symptébmes de MCD qu’on retrouve dans I'OD en contexte de HTAP incluent une
augmentation du taux de fibrose auriculaire. L'augmentation de fibrose observée chez les rats
LTP dans le cadre de I’étude coincide avec ce qui est attendu lorsqu’une pathologie endommage
de maniere chronique un tissu (Figure 9A). Un cercle vicieux se crée entre le déclenchement de
processus inflammatoires et le dép6t interstitiel de MEC. Il est tout de méme intéressant de
constater que les taux de fibrose mesurés aux différentes dates de sacrifice dans I'OD sont
similaires a ceux de I’OG. Cela pourrait partiellement s’expliquer par le fait que la hausse de
pression du coté droit du cceur a également atteint le c6té gauche. Comme I'ont démontré les
données obtenues par échocardiographie, la hausse de post-charge ventriculaire droite semble

avoir occasionné une hypertrophie des parois et une dilatation du VD. La conséquence principale
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de ce remodelage est la compression du septum interventriculaire et donc du VG. A I'instar de ce
qui a été provoqué chirurgicalement du coté droit, il est envisageable qu’une hausse de pression

dans le VG se transmette a I’'OG et qu’il y ait donc une agression du tissu.

Dans le but de caractériser I’évolution de quelques marqueurs pro-fibrotiques, les analyses par
RPCq ont d’abord démontré que I'expression de Tgfbl était amplifiée chez les rats LTP, peu
importe la date de sacrifice. Compte tenu de I'"hypertrophie ventriculaire compensatrice, de la
dilatation de I'OD, de I’aggravation du statut fibrotique auriculaire ainsi que de I'augmentation
d’ARNm de Tgfb1 dans les oreillettes qui ont pu étre observés chez les rats ayant eu une ligature,
il est possible que ce géne ait joué un role central dans le remodelage cardiaque des rats LTP

(Figures 9 et 10).

De plus, la réponse a I’élévation de la pression du cété droit du cceur a pu faire intervenir d’autres
marqueurs dans un méme but. Par exemple, il est possible que I’ANGII ait contribué directement
alinstauration d’un statut fibrotique en agissant sur les fibroblastes tout en favorisant la synthése

de TGF-B dans les oreillettes (Schimmel et al., 2022; Xintarakou et al., 2020).

D’une maniére similaire a TGF-B1 et TGF-B3 participe a la réparation du tissu en stimulant la
prolifération ainsi que la différenciation cellulaire. C'est notamment le cas pour la différenciation
des fibroblastes en myofibroblastes. Tel que mentionné précédemment, ces deux cytokines
interagissent avec les mémes récepteurs en surface des cellules (Biernacka et al., 2011).
Cependant, son implication concrete dans les processus pro-fibrotiques demeure controversée
puisqu’on lui attribue des propriétés cicatricielles sans intervention de la fibrose (Lichtman et al.,
2016). L'expression croissante dans le temps de TGF-B3 dans I’OD des rats LTP laisse plutot
supposer qu’un lien existe entre I'expression de cette protéine et la quantité de collagéne dans

un tissu cardiaque (Figures 11).

En plus d’assurer un maintien de la cohérence tissulaire, les myofibroblastes vont sécréter
plusieurs types de protéines ayant des fonctions divergentes (inflammation, fibrose, croissance,
etc.) (Tan & Zimetbaum, 2010). Parmi ces protéines produites, il y a I'actine de muscle lisse alpha
(AML-a), mais surtout le collagéne de type 1 qui est majoritairement présent dans la MEC

(Frangogiannis, 2021).
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4.2.3.2 Genes et protéines caractéristiques de la fibrose cardiaque
L'effet de TGF-B est d’autant plus notable lorsqu’on porte attention aux niveaux d’expressions
auriculaires de Collal. Pour chaque date de sacrifice, ils étaient plus élevés chez les rats ayant eu
une ligature par rapport aux Sham. Etant donné que le collagéne de type | est la protéine
retrouvée en plus grande quantité dans la MEC, cela permet de croire qu’une augmentation de

Collal coincide avec une accentuation de la fibrose dans les oreillettes (Frangogiannis, 2017).

D’ailleurs, dans une étude récente menée par De Wit et al. (2023) sur un modele de souris avec
une post-charge du coeur gauche augmentée par une chirurgie CTA, le taux d’ARNm de Collal
était nettement plus haut que chez les Sham (De Wit et al., 2023). Il est aussi important de noter
qgue chez des rats ayant eu une chirurgie LTP, le taux de collagéne dans le coeur droit est plus haut
chez les males que chez les femelles (Cheng et al., 2022). Peut-étre que la différence entre Sham

et LTP serait plus subtile chez des rats femelles.

Les taux d’expression protéique de COL1A1 légerement plus élevés chez les rats LTP vont dans le
sens des observations faites au niveau génique mais ces augmentations n’étaient pas
significatives. En plus, les études histologiques ont permis de visualiser que la quantité de
collagéne auriculaire coloré au trichrome de Masson était plus importante pour les tissus

provenant de rats LTP.

Comme pour Tgfbl et Collal, 'expression d’Acta2 dans I'OD était plus élevée chez les rats LTP.
Au niveau protéique, une variation similaire d’ACTA2/AML-a avait déja été observée dans des
fibroblastes cardiagues humains provenant de patients souffrant d’HTAP. Cependant,
I'expression du géne Acta2 n’était pas amplifié chez ces mémes patients (Bekedam et al., 2022).
L’élévation de son expression chez les rats Sham au jour 7 est inattendue puisqu’elle ne concorde
pas avec ce qui a été vu en histologie pour ce groupe. Acta2 présente tout de méme une grande
variabilité intra-groupe, tous les animaux n’ont pas présenté une valeur aussi haute que pour les
LTP jour 0. Il y a une possibilité que ce qui est observé pour les Sham jour 7 refléte les variations
typiques de ce gene a la suite d’une chirurgie, méme si ce n’est qu’un contréle. Sinon, une autre
explication serait qu’au moment du prélévement des tissus, ceux-ci ont été plus endommagés

gu’a I'accoutumée et donc des processus inflammatoires aigus se sont mis en marche. Une
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maniére de contourner cette problématique serait de réaliser des expériences de quantification
de I'expression génique/protéique, mais a partir de cellules isolées et non de tissus. Egalement,
le séquencage de I"ARN d’une seule cellule permettrait d’obtenir un portrait individuel des
niveaux d’expression. La combinaison des informations obtenues pour plusieurs cellules pourrait

ainsi servir a constater leur diversité dans un tissu.

Chez les rats LTP, la hausse d’AML-a n’était pas aussi marquée que celle d’Acta2. Cela est
surprenant puisqu’une hausse de TGF-B est typiquement associée avec une plus forte présence
d’AML-a et donc de myofibroblastes chez les rats dans les cellules musculaires lisses lors de
guérison tissulaire. Une explication pour cette observation serait que, bien que I'expression
génique soit élevée, certains mécanismes biologiques ont pu interrompre ou limiter la traduction
des ARNm ou méme la maturation des protéines. Sinon, peut-étre qu’un délai plus long apreés la
date de chirurgie aurait été nécessaire afin de constater une expression protéique plus
prononcée. Encore 13, des analyses supplémentaires pourraient fournir plus de détails sur le role

d’AML-a dans ce contexte.

4.2.4 Remodelage électrophysiologique
A I'exception de I"'amplitude de I'onde P, les données obtenues par études électrophysiologiques
démontrent une absence de différence significative dans la durée des composantes d’'un ECG
entre les rats Sham et LTP. Un article de 2022 basé sur une étude clinique met de I’avant certaines
distinctions électrophysiologiques observées chez un groupe de 26 patients souffrant d’une
HTAP. Tout en étant branchés a un ECG, ils ont été soumis a un test d’exercice cardiopulmonaire
(TECP), une échocardiographie, une cathétérisation du cceur droit ainsi qu’a un test de marche.
Parmi les parameétres analysés lors de cette étude, ils ont noté un complexe QRS prolongé et une
amplitude de I'onde P supérieure chez les patients avec une pression intra-auriculaire droite
élevée (Michalski et al., 2022). Chez les rats LTP, 'amplitude de I'onde P a également été
prolongée par rapport aux rats Sham. Cependant, le complexe QRS a conservé une durée similaire
dans les deux groupes. Il est possible que, malgré le remodelage structurel du VD et son

hémodynamie anormale, ses circuits électriques soient demeurés relativement intégres et qu'il
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n'y ait donc pas eu de ralentissement dans la conduction électrique comme dans I'OD. Cela
expliquerait pourquoi la phase de dépolarisation des ventricules n’a pas été allongée. Il est a noter
qgue lI'amplitude de I'onde P, que ce soit chez les rats LTP ou Sham, a diminué a travers le temps
jusqu’a étre a son point le plus bas au 21¢ jour, supposant ainsi un lien avec I’age des animaux. Le
fait qu’elle demeure supérieure chez les rats LTP peut étre corrélé a un ralentissement de la

conduction électrique et de la vitesse de dépolarisation dans les oreillettes (Gorenek et al., 2003).

Lorsque le tissu cardiaque droit (notamment celui de I'OD) s’hypertrophie, s’étire et/ou subit une
inflammation chronique, il s’ensuit une réorganisation de ses circuits électriques (Gunturiz-
Beltran et al., 2022; Koyama et al., 2009). Cette réorganisation implique une altération sévere du
positionnement et de I'expression des connexines (ex: Cx40, Cx43) formant les jonctions
communicantes entre les CM, mais aussi de I'expression de canaux ioniques contribuant au
potentiel d’action (PA) (Y.-F. Hu et al., 2015; Koyama et al., 2009; Nattel et al., 2020). Des canaux
sodiques, calciques et potassiques sont responsables du PA déclenché dans les cellules

cardiaques.

Le PA d’un CM auriculaire se compose de cing phases. La phase 0 correspond a la dépolarisation
rapide. Elle implique I'ouverture de canaux sodiques voltage-dépendants Nav1.5 suivie d’'une
entrée d’ions Na+ dans la cellule (courant Ina). Le potentiel membranaire passe alors a 30 mV. La
phase 1 est la repolarisation rapide. C'est a ce moment que se ferment les canaux sodiques et
s’ouvrent les canaux potassiques Kv4.3 et Kv1.4, permettant une sortie d’ions K+ (courant lio) vers
le milieu extracellulaire. Le potentiel membranaire chute alors modérément. La phase 2, ou
plateau, inclut 'ouverture de canaux calciques voltage-dépendants de type L Cavl.X faisant
entrer des ions Ca2+ (courant (lcaL). Cela crée un équilibre avec la sortie d’ions K+ précédemment
enclenchée et donc une stabilisation du potentiel membranaire. C'est lors de la phase 3 que
débute la repolarisation. C'est la fermeture des canaux calciques et ouverture de canaux sodiques
Kv1.5 (courant Ikur), Kv11.1 (courant k) et Kv7.1 (courant Iks) pour faire sortir davantage d’ions K+
et ainsi diminuer massivement le potentiel membranaire jusqu’a sa valeur de repos de -80 mV.
Enfin, la phase 4, ou phase de repos représente la stabilisation du potentiel membranaire via
I'ouverture d’autres canaux sodiques, Kir2.3, pour assurer une sortie d’ions K+ contrdlée afin de

maintenir le potentiel a -80 mV (Figure 21A) (Priest & McDermott, 2015; Wei et al., 2023).
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Pour le PA des cellules pacemakers se trouvant dans le NS, il n’y a que trois phases. La phase 4
correspond a la dépolarisation graduelle de la cellule causée par une ouverture du canal HCN
générant une entrée lente d’ions Na+ et K+ dans la cellule. Cela entraine une augmentation
modérée du potentiel membranaire de -60 mV jusqu’au seuil de -40 mV (courant “funny” I¢).
Parallelement, des canaux calciques voltage-dépendants de type T Cav3.X vont s’ouvrir et
précipiter I'atteinte du seuil de -40 mV en faisant entrer des ions Ca2+ (courant Ica1). Le potentiel
ne demeure donc pas stable comme pour la phase 4 des CM. Ensuite, la phase 0 est une
dépolarisation plus prononcée par 'ouverture de canaux calciques voltage-dépendants de type L
Cavl.X faisant entrer des ions Ca2+ (courant (lcal). Le potentiel membranaire passe alors de -40
mV a 10 mV. C'est durant la phase 3 que la cellule pacemaker va se repolariser via une fermeture
des canaux calciques suivie d’'une ouverture de canaux sodiques Kv1.5 (courant lku), Kv11.1
(courant Ikr) et Kv7.1 (courant Iks) faisant sortir une importante quantité d’ions K+. Le potentiel
membranaire va vite diminuer jusqu’a -60 mV (Figure 21B) (Priest & McDermott, 2015; Wei et al.,
2023). Afin de pouvoir déterminer quelles étapes du PA peuvent étre perturbées dans I'OD
lorsqu’un individu est atteint d’'une MCD, la quantification de génes et de protéines associés aux

canaux ioniques participant a I’élaboration du PA furent réalisées a partir de tissus auriculaires.

4.2.4.1 Canaux ioniques régulateurs du potentiel d’action
La réduction de I'expression de Scn5a observée via RPCq chez les LTP a partir du 7¢ jour coincide
avec |'apparition de la FA des rats LTP puisqu’aucune n’a été enregistrée pour les animaux du
groupe Jour 0. Ce gene codant pour une sous-unité a du canal sodique Navl.5 responsable du
courant d’ions Na* du milieu extracellulaire vers l'intérieur de la cellule (Ina) est crucial au
déclenchement ainsi qu’au maintien du PA des CM, qu’elles soient de type pacemaker ou non
(Savio-Galimberti & Darbar, 2014). Ainsi, la diminution de I'expression de ce gene, qu’elle résulte
d’une pathologie (origine pathogénique) ou d’une mutation, est associée a un ralentissement du
rythme cardiaque en retardant la phase 0 du PA normal des CM qui entraine une augmentation

de la PRE ainsi que de la durée du PA (Amin & Bhuiyan, 2010; Savio-Galimberti & Darbar, 2014).

Bien que la fréquence cardiaque des rats LTP n’ait pas baissée de maniére significative, I'écart
moyen entre les groupes au jour 0 était de 16.29 alors qu’il était de 42.95 au jour 21. |l est possible

gue le modele de LTP ne soit pas aussi dommageable sur le PA des CM qu’une mutation directe
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du gene Scnba, ou qu’il mette davantage de temps avant de I’étre. Cependant, I'augmentation de
la vulnérabilité aux arythmies auriculaires semblent aller dans le méme sens que le déclin de
I’expression de ce géne. Le fait que le pic d’expression de Scnba ait eu lieu au jour O pour les LTP
est peut-étre d( a un mécanisme compensatoire a court terme de la machinerie génique en
réponse a l'agression au tissu auriculaire droit par la pression sanguine. Etant donné que les
niveaux d’ARNm sont restés assez constants chez les Sham, I'expression réduite aux jours suivants
pour les LTP supposerait donc une incapacité a compenser la perte. La différence significative
calculée entre les deux groupes au jour 21 mets en lumiere I'écart qui semble se creuser dans le

temps quant a la transcription de ce gene.

Le canal Nav1.5 est aussi énormément sollicité lors de la phase 4 du PA des cellules pacemakers.
Plusieurs pathologies cardiovasculaires de nature électrique rencontrées en clinique telles que le
syndrome du long QT (LQTS) ou le syndrome de Brugada au niveau ventriculaire et la FA ou FIA
dans les oreillettes se caractérisent entre autre par des mutations engendrant des variations

négatives au niveau de Scn5a (Wilde & Amin, 2018).
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Figure 21 Potentiels d’action de cardiomyocytes auriculaires et de cellules pacemaker

Note. (A) Différentes phases composant le potentiel d’action de CM auriculaires : Phase 4
(Dépolarisation rapide), 1 (Repolarisation rapide), 2 (Plateau), 3 (Repolarisation) et 4 (Repos).
(B) Différentes phases composant le potentiel d’action de cellules pacemaker : Phase 4

(Dépolarisation graduelle), 0 (Dépolarisation) et 3 (Repolarisation). Figure réalisée par

Charles-Alexandre LeBlanc.
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L’'expression du géne Cacnalc codant pour la sous-unité alC du canal calcique voltage-dépendant
de type-L Cavl.2 a été diminué chez les rats LTP par rapport aux rats Sham de leur groupe
(Striessnig et al., 2014). Ce canal sert a faire entrer les ions Ca2+ dans la cellule par le courant
Ica-L lors de la phase 2, dites de « plateau », du PA des CM ainsi que durant la phase 0 pour les
cellules pacemakers, correspondant a leur dépolarisation. Une diminution de son expression
pourrait donc causer un raccourcissement de la durée du PA des cellules cardiaques de I’atrium.
Des travaux de Sun et al. (2016) ont détaillés comment I'inflammation et les interactions entre
les cellules immunitaires et CM qu’elle implique peuvent étre a I'origine d’un déreglement
électrique dans des modeles de souris et de chiens souffrant d’inflammation chronique. Dans le
cas de Cacnalc, ce sont les macrophages qui viennent interférer avec sa transcription via la
cytokine IL-1B (Sun et al.,, 2016). Lors d’une autre étude centrée sur un modele murin de
cardiomyopathie auriculaire, une équipe de chercheurs a mesuré une diminution de I'expression
de génes fortement associés a la gestion/machinerie calcique, dont Cacnalc, résultant de
I'infiltration de cellules immunitaires dans le tissu (Murakata et al., 2023). De plus, il a déja été
démontré qu’une variation similaire de ce méme géne dans I’OD était observable dans un modéle
de MCD chez le rat (Hiram et al., 2019). Un peu comme pour Scn5a, Cacnalc joue un role dans

I"apparition de FA.

Un autre gene codant pour un canal ionique impliqué dans le PA des CM est le géne Kcngl. Le
canal associé, IKs participe a la phase 3 du PA qui est celle de la repolarisation en permettant une
sortie d’ions K+ vers I'extérieur de la cellule. Une variation significative, qu’elle soit positive ou
négative, de I'expression du gene en raison d’'une mutation ou d’inflammation peut prédisposer
un individu au développement de FA (Dixit et al., 2020; Sanguinetti & Seebohm, 2021). Une
diminution de son expression dans I’OD chez les rats LTP suggére une moins grande présence du
canal Kv7.1 et donc un affaiblissement du courant potassique lxs. Cela a peut-étre contribué au
ralentissement de la repolarisation du tissu auriculaire droit et généré une post-dépolarisation
retardée (PDR), favorisant le déclenchement d’arythmie . Par contre, le niveau d’expression pour
les rats LTP a J21 est nettement plus haut que celui des rats LTP JO, prés des valeurs des Sham
pour une méme date. Les données de vulnérabilité a la FA vont donc a I’'encontre de ce constat

car elles ont atteint leur paroxysme au jour 21 pour les rats LTP. Un autre facteur serait alors plus
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propice pour expliquer l'incidence élevée de FA chez ces animaux. Du c6té de I'OG, les niveaux
d’expression sont peu différents entre les Sham et les LTP, indiquant un faible impact du

remodelage a ce niveau.

4.2.4.2 Machinerie calcique des cardiomyocytes
Le récepteur de la ryanodine 2 (RyR2) est un canal ionique localisé sur la membrane du réticulum
sarcoplasmique (RS). Son activation, ainsi que son ouverture, sont conditionnelles a une
diminution suffisamment importante de la concentration de CaZ* dans le cytosol d’'un CM. Le
calcium entrant dans la cellule via le canal Cav1.2, activé par le potentiel d’action membranaire,
va initier I'activation de RyR2. Il s’ensuit une libération du Ca%* (phénoméne nommé « calcium-
induced calcium-released ») contenu dans le RS vers le milieu cytosolique suivie d’'une régulation
de la contraction de la cellule par une liaison du Ca®* a la troponine-C (Aronsen et al., 2016;
Kushnir et al., 2018). Il a été démontré qu’une expression, une oxydation ou une phosphorylation
accentuée du gene Ryr2, responsable de la synthése de RyR2, peuvent contribuer a I'apparition
d’activités électriques ectopiques en raison d’une gestion déstabilisée du calcium (ex : fuite du
RS, surcharge du RS) (Gillis & Dobrev, 2022; Nattel et al., 2020). En effet, un débalancement de la
concentration de Ca2+ cytosolique peut faciliter le déclenchement d’anomalies électriques
proarythmiques tels que la post-dépolarisation précoce (PDP) ou la PDR (Fowler & Zissimopoulos,

2022).

La diminution significative de I'expression du gene Ryr2 mesurée chez les rats LTP aux jours O et
7 a partir de tissus auriculaires droits ressemble a ce qui a déja été vu au niveau du nceud sinusal,
et dans une moindre mesure dans I'OD, de rats avec une HTAP induite par injection de
monocrotaline (MCT), un autre modéle animal de MCD (Logantha et al., 2023). Pour cette étude,
la réduction a pu étre due aux modifications morphologiques de I’OD ainsi qu’a I'implication de
I'inflammation et de I'oxydation via les DRO (Nattel et al., 2020). En dépit d’une baisse soudaine
lors des premiers jours suivants la chirurgie LTP, I'expression de Ryr2 a ensuite remonté. La
coincidence de cette tendance avec I'augmentation de la vulnérabilité aux arythmies chez les rats

suggeére que, potentiellement, des fuites de Ca?* en provenance du RS causées par une variation
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de I'expression ou un fonctionnement fautif de Ryr2 auraient pu favoriser des activités ectopiques
dans le tissu auriculaire. L’étude de la machinerie calcique des CM n’était pas au centre de ce
projet, mais une étude ultérieure plus approfondie au niveau des mécanismes impliquant RYR2
dans le remodelage électrophysiologique lors d’une MCD serait tout a fait pertinente. Dans cette
optique, d’autres techniques comme I'immunobuvardage de type Western ou le patch clamp
seraient des outils judicieux. L'intérét du patch clamp étant de mesurer I’activité électrique d’une
cellule et donc des courant ioniques situés dans sa membrane, il fournirait un portrait plus précis

du remodelage électrophysiologique que peut induire une MCD.

Comme pour Ryr2, une diminution d’ARNm pour Serca2a a aussi été mesurée dans le nceud
sinusal et ’'OD de rats MCT (Logantha et al., 2023). Le géne Serca2a est responsable de la synthése
de SERCA2a, une ATPase calcique insérée dans la membrane du RS. Cette protéine capture les
ions Ca%* cytosoliques et les intériorise dans le RS ce qui fait diminuer la concentration de calcium
intracellulaire lors de la diastole (Aronsen et al., 2016). Le fait que I'expression de Serca2a ait été
particulierement réduite chez les rats LTP aux jours de sacrifice 0, 7 et 14 pourrait avoir un lien
avec le profil inflammatoire des rats a ces moments. En effet, certaines cytokines pro-
inflammatoires peuvent faire varier I'expression et le fonctionnement de canaux ioniques. A titre
d’exemple, le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) peut réduire I'expression du gene
Serca2a par I'ajout de groupements méthyl au niveau de I’ADN sur la région promotrice du gene
(Y.-F. Hu et al., 2015). Avec les résultats actuels, il n’est possible que de supposer que les
diminutions de Serca2a sont liées au profil inflammatoire des animaux LTP. Dans 'optique de
mieux comprendre I'impact que peuvent avoir les cascades inflammatoires sur I'expression de
génes associés a la machinerie calcique des CM auriculaire, il serait judicieux d’inclure un volet

sur la quantification protéique des niveaux de la cytokine TNF-a dans les travaux futurs.

Une réduction de la protéine SERCA2a est normalement synonyme d’une accumulation de Ca?*
intracellulaire et donc d’un prolongement potentiel du PA, ce qui pourrait laisser présager
I’apparition de phénomenes arythmiques (Y.-F. Hu et al., 2015). Il y a donc lieu de présumer que
le faible niveau d’expression de SERCA2a mesuré chez les rats LTP aux jours 7 et 14 implique un
débalancement de I'équilibre calcique dans leur CM. Cela fait sens avec le recensement de FA qui

ont commencées au 7¢ jour post-chirurgie.
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Le phospholambane (ou PLB) est une protéine transmembranaire située dans le RS des CM. Son
activité est régulée par sa phosphorylation et elle contréle I'inhibition de SERCA2a. L’ajout d’un
groupement phosphate au PLB va I'inhiber et donc permettre a la pompe SERCA2a de capturer
les ions Ca?* avant de les intérioriser dans le RS. Plus précisément, c’est la stimulation d’un
récepteur membranaire B-adrénergique, qui va enclencher une cascade de signalisation
impliquant une conversion de l'adénosine triphosphate (ATP) présente dans la cellule en
adénosine monophosphate cyclique (AMPc) par I'action d’une adénylate cyclase. L’AMPc vient
ensuite se lier a des sous-unités de la protéine kinase A (PKA). C'est cette enzyme qui est

responsable de la phosphorylation de PLB et donc de son inhibition (MacLennan & Kranias, 2003).

L’expression protéique de PLB a peu variée dans |'étude a travers le temps et cela suggére que le
taux d’inhibition de SERCA2a n’a pas été significativement altéré chez ces animaux. Des
changements dans I’expression de PLB auraient pu faire varier la fonction contractile des CM. Par
exemple, une réduction de PLB aurait pu causer un raccourcissement du potentiel d’action des
CM auriculaires puisqu’une quantité moindre de Ca?* aurait été disponible pour la contraction
par rapport aux rats Sham en raison d’une hyperactivité de SERCA2a. C’'est d’ailleurs ce qui avait
été noté dans une étude portant sur des cellules souches humaines possédant des propriétés

semblables aux cellules de I'atrium (Kervadec et al., 2023).

SERCA2a et PLB sont primordiaux pour I"équilibre homéostatique du calcium intracellulaire et
viennent contrebalancer les actions de RYR2. Grace a toutes ces protéines, les alternances de

contraction et de relachement des sarcomeéres des CM s’enchainent de maniere fluide.

4.2.4.3 Susceptibilité aux épisodes arythmiques auriculaires
Pour le volet in vivo, les résultats obtenus par études électrophysiologiques montrent que plus
I'état de MCD était présent depuis longtemps, plus l'incidence d’épisodes arythmiques
supraventriculaires, particulierement la FA, était élevée. Cette tendance a culminé chez les rats
LTP du groupe Jour 21. Ce constat avait déja été fait lors d’une étude clinique incluant des patients
souffrant d’HTAP ou d’hypertension pulmonaire chronique thromboembolique (HTPCT) deux

conditions cardiovasculaires ayant une répercussion sur le coeur droit (Olsson et al., 2013;
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Sammut et al., 2023). Exceptionnellement, un seul des rats Sham a eu de la FA a la suite des
stimulations électriques, dans le groupe Jour 7. Ce phénomene pourrait potentiellement étre lié
a la stimulation électrique de ganglions connectés au systéme nerveux parasympathique situés
prés de I'OG lors d’une stimulation transoesophagienne. Lorsque localisée pres de ces ganglions,
la stimulation peut générer des blocs AV de maniéere répétée et donc prédisposer un individu sain
a de la FA (Murphy et al., 2022). Un des aspects les plus remarquables des données obtenues par
études électrophysiologiques est la durée extréme de certains épisodes de FA enregistrés chez
trois rats LTP sacrifiés au 21° jour. La persistance des arythmies dans leur cas, malgré des
tentatives de défibrillation, résulte probablement d’un remodelage tissulaire plus intense causé
par la hausse de pression. Une grande quantité de tissu fibrotique peut non seulement ralentir la
propagation des signaux électriques, mais aussi étre la cause de la formation de blocs de
conduction unidirectionnels. Par-exemple, une région de I'OD fortement fibrotique risque de
contenir des barriéres anatomiques vis-a-vis des courants électriques. Ces modifications peuvent
mener au phénomeéne de circuits de réentrée qui, selon la sévérité du remodelage, peut faire
perdurer les arythmies. Considérant le fait que ces mémes rats LTP avaient démontré des taux de
fibrose auriculaire droite situés entre 30 et 50%, il est tout a fait possible que cela se traduise par
des complications électrophysiologiques et une incapacité a retourner naturellement a un rythme

sinusal lorsqu’une arythmie se déclenche.

La durée des épisodes de FA enregistrés pour les rats des différents groupes n’a montré qu’une
légére augmentation non statistiquement significative a travers le temps. Chez quelques individus
du groupe Jour 21, les arythmies se sont prolongées sur plusieurs minutes avant le retour au
rythme sinusal. Dans une étude de 2011, Kim et al. ont rapporté qu’il n’y aurait pas de distinction
significative dans les durées de FA en fonction du temps écoulé depuis la chirurgie pour leurs
groupes de rats ayant une élévation de la surcharge du coté gauche du cceur générée par une
sténose de I'aorte. Par contre, I'index d’'inhomogénéité, correspondant aux écarts d’excitabilité
cellulaire au sein de leurs tissus auriculaires, s’est imposé comme un bon indicateur de la durée
des FA (Kim et al., 2011; Lammers et al., 1990). Cela ferait sens avec les quantités de fibrose
mesurées dans les oreillettes des rats LTP qui ont connues une croissance avec le temps, le tissu

auriculaire devenant ainsi de plus en plus propice aux blocs de conduction.
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4.2.4.4 Parametres électrophysiologiques ex vivo
Les données obtenues par cartographie optique de I'OD laissent croire que la dilatation et le tissu
fibrotique de cette cavité occasionnent des anormalités électriques. La formation de plusieurs
blocs dans le tissu de I'atrium droit des rats LTP engendrée par I'accumulation de myofibroblastes
et de protéines propres a la MEC (collagéne, fibronectine) (Figure 15A) est a I'origine de la
diminution de la vitesse de conduction électrique (Harada & Nattel, 2021). En effet, la présence
accrue de myofibroblastes contribue a cette baisse puisque le potentiel membranaire de ce type
de cellules est plus faible que celui des CM et cause ainsi un ralentissement de la propagation
(Campos et al., 2018; C. Li et al., 2020). L’altération de I'expression des connexines contribue aussi
a ce phénomene. De plus, une étude clinique incluant une cartographie d’oreillettes de patients
ayant des chirurgies a coeur ouvert a établi un lien statistique entre la FA et une réduction de la
vitesse de conduction dans I’OD et I’'OG (Heida et al., 2021). L'amplification de I'aire fibrotique de
I’'OD et de la vulnérabilité de la FA sont deux observations que faites chez les rats LTP,

particulierement au 21¢ jour.

Le prolongement de la DPA80 dans I'OD des rats LTP est une conséquence directe de ce
ralentissement de transmission électrique. Cependant, d’autres parameétres entrent en ligne de
compte. Par exemple, I'expression diminuée de SERCA2A a par le passé été présenté comme une
des causes d’un PA plus long chez des souris ayant un profil pro-inflammatoire (Y.-F. Hu et al.,
2015). Une autre étude a démontré que chez des rats Wistar souffrant de diabéte mellitus, une
augmentation de la DPAS8OQ était non seulement associée a une fibrose interstitielle auriculaire
droite plus importante, mais aussi a une expression diminuée de connexines au niveau des
atriums telles que la connexine 40 (M. Watanabe et al., 2012). Bien que ces connexines n’aient
pas été quantifiées, elles représentent une piste d’étude évidente pour un modele de MCD,

considérant I'inflammation auriculaire mesurée.

Le prolongement de la PRE chez les rats LTP, combiné avec celui de |la DPA8O, favorise I'apparition
de délais dans le déclenchement du PA. En ajoutant les possibles réentrées causées par la fibrose
et une régulation instable des canaux ioniques, 'OD est nettement plus susceptible aux

déclenchements d’arythmies. Par contre, cette analyse est en opposition avec des données de
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2022 obtenues sur un modeéle canin d’"HTAP pour lequel un raccourcissement de la PRE était

observable chez les animaux ayant de la FA et un remodelage du cceur droit (Liu et al., 2022)

Comme pour les arythmies décrites durant les études électrophysiologiques, les épisodes de FA
obtenus lors des séances de cartographie optique étaient eux aussi plus fréquents et plus longs
chez les rats LTP jour 21. En fait, une croissance semblable a celle observée in vivo a été notée

d’une date de sacrifice a I'autre.

4.2.5 Processus de sénescence dans un tissu cardiaque

La quantification de I'expression génique a travers le temps de trois marqueurs prédominants de
la sénescence (Cdknla, Cdkn2a, Tp53) a dévoilé des tendances a la hausse dans les oreillettes de

rats LTP.

Chez les rats LTP, I'expression de Cdknla était surtout plus élevée dans I'OD lors de la premiere
semaine suivant la ligature. Cependant, il n’y a pas eu de variation significative dans les taux de
Cdkn1la, que ce soit dans I’OD ou I'OG. Lors d’un projet clinique regroupant 26 patients FA (12
paroxystiques et 14 permanentes) et 12 patients RS, un morceau du tissu de l'appendice
auriculaire gauche a été prélevé lors d’une chirurgie a coeur ouvert puis analysé par
immunofluorescence, RPCq et immunobuvardage de type Western. Le taux d’ARNm qu’ils ont
mesuré pour Cdknla/p21 était plus élevé dans I'appendice de I'OG chez des patients qui
présentaient de la FA de facon récurrente. Aussi, lors de cette méme étude, les taux protéiques
de p16, p21 et p53 étaient augmentés dans les tissus provenant patients FA en comparaison avec

les controles (Adili et al., 2022).

Il'y a donc lieu de supposer que la FA ou I'inflammation n’ont pas influencé I'expression de la
protéine p21 dans les tissus auriculaires des rats LTP. Les augmentations d’ARNm de Cdkn2a vues
chez les rats LTP aux jours 7 et 14 par rapport aux Sham vont dans ce sens. En plus d’étre influencé
par le statut inflammatoire, p16 contribue aussi a stimuler des processus inflammatoires par
I’'augmentation de DRO libres (Serra & Chetty, 2018). Similairement a p21, p16 est un suppresseur

de tumeur puisqu’il met en pause la prolifération cellulaire. Cela n’a pas vraiment de
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conséquences directes pour des CM, mais les désagréments physiologiques de I'état sénescent

sont néanmoins présents en raison de protéines comme p21 ou p16.

Dans un modeéle murin de surcharge de pression du VG, le taux de p53 au niveau cellulaire était
plus élevé et a contribué a I’hypertrophie de cette cavité (Shimizu & Minamino, 2019). Compte
tenu de I'hypertrophie ventriculaire droite et I'expression supérieure de Tp53 chez les rats LTP au
jour 0 du projet, une relation similaire du c6té droit du coeur peut étre supposée pour une fenétre
de temps restreinte. Le fait que I'expression génique de Tp53 dans I'OD ait diminuée d’une
semaine a une autre suggére que son influence sur le remodelage du cceur ainsi que sur le
déclenchement de I'état sénescent s’est potentiellement atténué dans le temps. A I'exception
des travaux de Jesel et al. (2019), peu de données existent sur les variations de p53 dans le tissu

auriculaire droit en présence de symptémes normalement associés aux MCD (Jesel et al., 2019).

En lumiere des observations faites durant ce projet, il est raisonnable de supposer que la fibrose
auriculaire, I’état de sénescence ainsi que I'inflammation, dans une moindre mesure, observées
lorsqu’un remodelage cardiaque droit est entamé peuvent contribuer, sous différents angles et a
divers degrés, au développement d’'une propension aux phénomenes arythmiques auriculaires.
En tenant compte de ce possible lien, il apparait essentiel de distinguer et comprendre les options

actuellement disponibles dans le milieu médical ou pharmacologique pour traiter ces pathologies.

Le remodelage cardiaque droit chez les rats LTP et le dysfonctionnement qu’il implique peuvent
éventuellement mener a une insuffisance cardiaque si les parametres hémodynamiques tels que
la pression artérielle pulmonaire ou structurels (ex : hypertrophie de la paroi du VD) ne sont pas
rétablis. Egalement, la prédisposition aux phénomeénes arythmiques qu’engendre la présence
significative de fibrose au sein de I'OD en plus des taux de FA plus élevés enregistrés chez les rats
LTP aux jours 14 et 21 comportent certains risques, notamment la formation de caillots sanguins

pouvant étre létaux.

Dans la section suivante seront présentés des stratégies thérapeutiques centrées sur le
traitement des MCD ainsi que sur la FA. Cette exploration des traitements vise a fournir des
informations et des références aux chercheurs sur leurs mécanismes d’action ainsi que sur leur

applicabilité.
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4.3 Résumé et avancements des approches thérapeutiques

A I’heure actuelle dans le milieu clinique, diverses avenues thérapeutiques sont disponibles pour
les patients atteints de pathologies pouvant étre qualifiées de MCD ainsi que ceux souffrant de
FA, paroxystique ou permanente. Les traitements ou prises en charge connus incluent I'utilisation

de médicaments ou des chirurgies de réparation.

4.3.1Traitements de pathologies cardiaques droites

Selon la nature de la pathologie, les approches thérapeutiques privilégiées lors de la prise en
charge peuvent grandement varier lorsqu’elles visent le cceur droit. Une multitude de maladies
dont la cible principale n’est pas le coeur peuvent éventuellement avoir des effets néfastes
irréversibles sur celui-ci. Dans le coeur droit, la génétique d’un individu ainsi que la circulation

pulmonaire peuvent affecter sévérement son fonctionnement.

4.3.1.1 Correction des cardiopathies congénitales
Des malformations congénitales comme la tétralogie de Fallot ou la sténose de la valve
pulmonaire sont reconnues pour provoquer d’importants remodelages dans les cavités
cardiaques droites en raison des perturbations hémodynamiques qu’elles entrainent (ex : shunt).
Les effets négatifs de ces conditions surviennent généralement tét dans la vie d’un individu
atteint et les chirurgies réparatrices sont sérieusement considérées quand les anomalies sont
présentes en trés jeune age (Van Der Ven et al,, 2019). Typiquement, la réparation nécessaire
pour une tétralogie de Fallot peut étre de refermer la portion déficiente du septum
interventriculaire ou un shunt lorsque la circulation pulmonaire est obstruée (Downing & Kim,
2015). Un remplacement de la valve pulmonaire peut méme étre requis dans certaines situation

(Balzer, 2019).

4.3.1.2 Gestion de maladies pulmonaires
Plusieurs habitudes de vie nocives comme le tabagisme, I'obésité et la sédentarité ou des facteurs
environnementaux tels que I’hérédité, I'exposition a un air pollué ou a des composés toxiques

sont susceptibles d’accroitre les risques d’apparition de pathologies pulmonaires chez un
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individu. Les maladies de ce type peuvent étre gérées, notamment par la prise de médicaments

s’attaquant a la pathologie sous une panoplie d’angles.

Par exemple, plusieurs molécules médicamenteuses sont utilisables pour le traitement de
I’'HTAP : Les bloqueurs de canaux calciques voltage-dépendants réduisent la post-charge du VD
ainsi que la contractilité de I’OD; les antagonistes aux récepteurs de I'endothéline restreignent la
dilatation du VD tout en stimulant la vasoconstriction des artéres pulmonaires; les prostanoides
augmentent la vasodilatation pulmonaire via la voie de signalisation de la prostacycline; les
inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine ainsi que les antagonistes aux récepteurs
de I'angiotensine de type 1 favorisent une meilleure contractilité du VD (Ruopp & Cockrill, 2022;
Tello et al., 2021). Tel que vu chez les rats LTP de cette étude, une post-charge élevée du VD
génére des modifications structurelles pouvant étre néfastes a la santé cardiovasculaire droite
sur le long terme. Une approche de diminution de cette post-charge est donc intéressante
lorsqu’une intervention au niveau du réseau vasculaire pulmonaire est impossible pour diverses

raisons.

Les thérapies médicamenteuses prescrites pour la MPOC différent de celles de I'HTAP, mais
permettent, elles aussi, de diminuer les conséquences sur le coeur. Selon la littérature, les
agonistes béta 2, les anticholinergiques, les corticostéroides et les macrolides (antibiotiques) sont
des options viables en aidant au maintien de la fonction pulmonaire et en réduisant les

potentielles dyspnées (Simons et al., 2021).

Un peu comme pour le traitement de la FA, il est primordial de tenir compte des autres
problématiques ou thérapies d’un patient afin de déterminer la stratégie de soin la plus
appropriée. Les changements de certaines habitudes de vie nuisibles sont d’autant plus
importants dans cette optique car ils peuvent diminuer les chances qu’une intervention

chirurgicale ou que de la médication ne deviennent nécessaires.
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4.3.2 Gestion de la FA

Différentes options sont a la portée d’un patient nécessitant des soins a la suite d’'un diagnostic
de FA. Le développement de FA étant une des conséquences possibles d’'une MCD, il peut étre
judicieux d’évaluer comment prendre en charge cette forme d’arythmie en paralléle de la
détérioration du cceur droit. D’ailleurs, I'augmentation dans le temps de la fréquence de FA
enregistrées chez les rats LTP témoigne de ce risque. Si la prise de médicaments est considérée
dans le traitement, deux grands axes d’approche existent : le controle du rythme et la gestion du

processus de coagulation.

4.3.2.1 Antiarythmiques
D’abord, pour le controle du rythme, [Iutilisation de molécules médicamenteuses
antiarythmiques peut étre recommandée, mais les potentielles interactions avec d’autres
médicaments doivent étre prises en considération pour éviter toutes complications indésirables.
Des exemples de tels médicaments sont le flécainide et 'amiodarone. Le flécainide est un agent
antiarythmique qui favorise un retour vers un rythme sinusal en réduisant la conduction
électrique dans le tissu cardiaque. Il est donc préférable d’éviter cette avenue thérapeutique
lorsqu’un patient présente des signes d’insuffisance cardiaque ou d’ischémie du myocarde (Lip &
Apostolakis, 2014). L'amiodarone va agir directement sur certains canaux ioniques dont le niveau
d’expression va typiqguement augmenter dans I'atrium en contexte de FA et va les bloquer. Il est
vu comme un médicament antiarythmique plus efficace par rapport aux autres de cette méme
classe, mais comporte tout de méme des risques. Plus particulierement, des patients ayant des
conditions pathologiques pulmonaires comme I'HTP ou I'HTAP peuvent étre a risque en raison de
la toxicité du médicament dans ce tissu se traduisant par une augmentation de la fibrose

(Istratoaie et al., 2021).

4.3.2.2 Anticoagulants
Une des principales complications létales d’'une FA demeurant non-traitée est la formation de
caillots sanguins résultant de la stagnation du sang en raison de contractions auriculaires
insuffisantes et désorganisées. L'emploi d’anticoagulants est le traitement de premiére ligne pour

les patients vulnérables aux thrombus puisque ceux-ci peuvent causer un AVC (Richardson et al.,
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2021). Parmi les médicaments qui sont approuvés pour la prise en charge d’une FA ou d’un AVC,
on retrouve le dabigatran. Ce médicament administré par voie orale est un inhibiteur de la
thrombine, une enzyme qui participe au processus de coagulation en transformant le fibrinogéne
en fibrine, ce qui empéche la formation de thrombus. De plus, les dosages généralement
recommandés pour ce traitement ont de faibles risques d’hémorragies, une conséquence
majeure pouvant survenir lors d’'une diminution de la coagulation (Blair & Keating, 2017). Une
autre classe de médicaments anticoagulants utilisés de routine quand un patient présente de la
FA sont les inhibiteurs du facteur Xa, une enzyme transformant la prothrombine en thrombine
dans la cascade coagulation. Les plus populaires sont le rivaroxaban ainsi que |’apixaban en raison

de leur faculté a diminuer les risques d’AVC, surtout I'apixaban (Proietti et al., 2018).

En plus du dabigatran ou du rivaroxaban/apixaban, un autre exemple connu de ce type de
médication est la warfarine. Elle va inhiber I'action de certains facteurs de coagulation qui
utilisent normalement la vitamine K pour assurer leur fonctionnement (Ababneh et al., 2021). A
I'instar d’une médication antiarythmique, les médicaments anticoagulants nécessitent une
utilisation prudente lorsqu’utilisées en combinaison avec d’autres médicaments. A titre
d’exemple, un suivi rigoureux des patients déja traités pour la gestion d’une HTP est requis chez
des patients présentant aussi de la FA afin d’éviter que des interactions entre certains
médicaments n’occasionnent des complications sérieuses. Un médicament réflétant cette
problématique est I'amioradone, un antiarythmique inhibant I'action des cytochromes P450 qui
sont des enzymes participant typiquement au métabolisme de toxines/médicaments.
L'amioradone se combine difficilement avec d’autres médicaments anticoagulants,
particulierement si une pathologie pulmonaire est connue car il va contribuer a I'élévation de la
pression dans la circulation pulmonaire (Hiram & Provencher, 2021). D’un c6té, le patient est
supporté pour sa FA, mais de I'autre, sa condition pulmonaire peut s’aggraver. Il faut également
étre en mesure de renverser les effets anticoagulants si une urgence se présente. Cela peut se
faire par administration de vitamine K ou simplement par un arrét de la prise du médicament

(Blair & Keating, 2017).
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4.3.2.3 Ablation par cathéter
Du c6té chirurgicale, I'ablation d’une oreillette par cathéter a radiofréquence est réalisée de
routine en cas d’inefficacité de traitements a base de médicaments. Cette procédure consistant
a brller des zones propices a I'installation de substrats arythmogénes a fait ses preuves dans la
prévention du déclenchement de FA. De maniére générale, elle est souvent faite autour du site
de connexion entre les veines pulmonaires et I'OG (Quintanilla et al., 2021). C'est également
une pratique chirurgicale recommandée autant pour les patients présentant de la FA
paroxysmale ou persistante (Parameswaran et al., 2021). Cependant, du c6té de I'OD, les
régions tissulaires propices a la création de FA sont moins évidentes que du coté gauche du

cceur (Hiram & Provencher, 2021).

4.3.2.4 Bloqueurs de canaux ioniques
En plus des choix de thérapies pour la FA énumérés précédemment, une autre avenue
intéressante est celle impliquant une intervention au niveau des canaux ioniques sodiques,
calciques et potassiques ou méme des protéines en charge de la machinerie calcique au sein des
CM (RYR2, SERCA2a, PLB). Compte tenu de leur participation active dans I'électrophysiologie du
cceur, un déreglement dans la concentration ionique peut avoir des conséquences amplifiées si
le tissu touché est déja affaibli dans sa structure ou sa fonction par une autre condition
pathologique. Les traitements basés sur ces notions théoriques demeurent pour l'instant trés
expérimentaux et plutot préventifs car ils comportent certains risques de tachyarythmies. Par

exemple, on retrouve actuellement des bloqueurs du courant potassique lent

Iks, tels que I'azimilide, le chromanol HMR-1556 ou des bloqueurs de multiples courants comme

AZD7009 qui inhibent les courants sodiques Ina et potassiques rapides Ik (Jost et al., 2021).

Davantage de recherche sur ce sujet pourrait permettre aux cliniciens d’approcher les

arythmies sous un nouvel angle en ayant le moins d’effets adverses possibles.
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4.3.3 Thérapies basées sur le contrdle de I'inflammation et de la fibrose

Une derniere facette du traitement des MCD et de la FA pertinent a aborder est la résolution ou
la réduction des processus inflammatoires et fibrotiques. Comme il fut observé chez les rats LTP
démontrant une fragilité face a la FA et des symptomes relatifs aux MCD, I'inflammation et la

fibrose qu’elles induisent contribuent a I’exacerbation de leur pathologie.

Des cytokines bien documentées comme NLRP3, IL1B, IL6 et TGF-B ont vu leur expression
relativement augmenter chez les rats LTP a certains moments en comparaison avec les rats Sham
correspondants. Leur implication dans la FA et I'HTAP laisse supposer qu’une approche
thérapeutique a base d’anti-inflammatoires pourrait étre envisageable en complément des
thérapies déja établies en clinique (Hiram & Provencher, 2021). Une intervention au niveau de
I'inflammation du tissu pourrait aussi diminuer indirectement le taux de différenciation des
fibroblastes en myofibroblastes et ainsi minimiser les risques de formation d’un substrat

arythmogeéne persistant dans 'oreillette.

4.4 Limitations de I’étude

4.4.1 Considération des variabilités liées au sexe biologique
Une des principales limitations du projet est I'absence d’animaux femelles. Effectivement, il a déja
été démontré, que ce soit chez ’lhumain ou chez certaines especes animales fréquemment
utilisées en recherche, que la réponse du cceur a une pathologie peut varier significativement
entre les sexes, surtout en raison des distinctions hormonales (Regitz-Zagrosek & Kararigas,
2017). C'est également le cas pour le remodelage qui a lieu au niveau du VD lors d’une surcharge
de pression sanguine. Une étude de 2022 comparant les changements fonctionnels et structurels
ventriculaires droits de rats ayant eu une chirurgie LTP a permis de présenter certaines
différences intersexuelles, particulierement concernant la fibrose, les capacités contractiles et la
compliance de la cavité (Cheng et al., 2022). En effet, les travaux de cette méme équipe de
recherche ont permis de démontrer que pour les rats LTP, le VD des femelles conservait une

meilleure contractilité et fonction systolique malgré I’hypertension (a I'instar de ce qui est vu chez
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I’humain), le taux de collagéne était plus élevé dans le VD des males et ils étaient plus susceptibles
de mourir de leur condition en raison de mécanismes d’adaptations du VD différents de ceux des

femelles.

Chez 'humain, il a déja été démontré que I'cestrogene peut modifier substantiellement certains
parametres du VD et de la circulation pulmonaire, affectant ainsi la réponse des femmes a
certaines pathologies, comme [|’hypertension pulmonaire. L'cestrogéne permet de mieux
répondre aux pathologies de la circulation pulmonaire, mais ne fournit pas une protection
préventive. Pour ce faire, I'estradiol, une forme spécifique d’cestrogene, va interagir avec les
récepteurs a |'estradiol (ER), REa et REPB, afin d’influencer la transcription génique. Ces récepteurs
sont exprimés notamment dans les vaisseaux pulmonaires, mais aussi dans le tissu cardiaque. Sur
des rongeurs, il a été observé que cette hormone procure aux femelles une résistance aux
processus inflammatoires, au développement de fibrose ainsi qu’a I'apoptose en plus d’avoir des
propriétés pro-contractiles pour le muscle cardiaque. L’action de I’estradiol implique d’ailleurs un
mécanisme anti-inflammatoire consistant a réduire I'expression de TNF-a et la chimiotaxie des
neutrophiles sollicités. Conséquemment, cela aide a contenir I'exacerbation du tissu fibrotique au
niveau du coeur (Rodriguez-Arias & Garcia-Alvarez, 2021). La détérioration de la fonction
ventriculaire droite lors d’une MCD peut donc étre nettement ralentie par la présence

d’cestrogéne, ou méme la réduction de testostérone (Ling et al., 2012).

La vulnérabilité au développement de FA semble étre elle aussi affectée par le sexe d’un individu,
avec une incidence généralement plus faible chez les femmes (Chang et al., 2021; Siddiqi et al.,
2022; Westerman & Wenger, 2019). Il aurait donc été potentiellement révélateur de comparer
I’évolution de I'inflammation arythmogene dans les oreillettes de rats males avec celle des rats
femelles lorsque ceux-ci présentent des signes de MCD. Différentes tendances pourraient étre
décrites. L'utilisation d’animaux femelles est approuvée dans le protocole de déontologie animale
qui encadre le projet. Ainsi, dans le futur, des données seront simultanément obtenues chez des
animaux males et femelles dans le cadre d’'un nouveau volet de ce projet impliquant I'utilisation

de rats LTP.
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4.4.2 Evaluation détaillée des paramétres hémodynamiques

En plus du gradient de pression mesuré de part et d’autre de la valve pulmonaire par
échocardiographie, I'inclusion d’un volet hémodynamique comportant une mesure directe de la
pression du coté droit du coeur aurait pu étre intéressante. Cela aurait donné I'opportunité de
voir I'impact qu’une constriction du tronc pulmonaire peut avoir sur ce paramétre. Considérant
gu’une HTAP est validée par échocardiographie lorsque la pression dans le tronc pulmonaire est
supérieure a 20 mmHg, les valeurs obtenus a partir du 7¢ jour post-chirurgie confirment la
pathologie (Ruopp & Cockrill, 2022) étant donné que le gradient est d’au moins 22 mmHg. Cela
permettait de suffisamment mesurer le remodelage morphologique du coeur sans avoir recours

a des méthodes invasives, telles que la mesure de pression par cathéter.

En revanche, aucune donnée ne permet d’affirmer que la pression du VD ait augmentée de
manieére significative en raison d’une post-charge accentuée chirurgicalement, a I'exception de
son remodelage structurel quantifié par analyses histologiques et par échocardiographie. Afin
d’obtenir des valeurs pour la pression ventriculaire et pour voir si elle est soutenue dans le temps,
des mesures hémodynamiques seront effectuées sur des rats de jour 0 a 21. Ces informations

seront présentées dans |'article de recherche associé a mon projet de maitrise.

4.4.3 Retrait de la ligature du tronc pulmonaire artériel
Une autre avenue qui aurait pu étre explorée est celle du « debanding », c’est-a-dire du retrait de
la ligature. Cela impliquerait d’enlever chirurgicalement la ligature du tronc pulmonaire au jour 7
post-chirurgie, par exemple, puis attendre 7 autres jours avant de procéder au sacrifice de
I'animal. En retirant la ligature aprés un certain temps, il aurait été possible de mesurer la
résolution cardiaque droit aux niveaux structurelle (dimensions OD et VD), tissulaire (fibrose) et
inflammatoire (expression génique/protéique de cytokines pro-inflammatoires). Il serait
intéressant de voir si certaines tendances néfastes du remodelage pourraient étre renversées par
un retour a une post-charge du VD normale. De plus, I’étude d’un debanding du tronc pulmonaire
pourrait permettre d’obtenir divers renseignements sur I'existence ou non d’une atténuation des

facteurs contribuant a la vulnérabilité aux épisodes de FA.
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4.4.4 FEtude des connexines et de protéines inflammatoires

supplémentaires

Afin d’obtenir une meilleure compréhension des mécanismes pro-arythmiques dans un modele
de MCD, il aurait été pertinent d’inclure une quantification de |'expression protéique de
connexines auriculaires (Cx40, Cx43) formant les jonctions communicantes entre les CM ou
d’autres protéines pro-inflammatoires comme TNF-a, NF-kB qui n’ont pas été directement
étudiées dans le cadre actuel du projet (C. Li et al., 2020). En effet, la littérature mentionne que
ces connexines, vitales a la transmission du potentiel d’action, peuvent avoir une expression
altérées en plus d’étre relocalisées/latéralisées lorsqu’un individu présente de la FA (Y.-F. Hu et
al., 2015; Nattel et al., 2020; Thibault et al., 2022). Compte tenu des variations observées au
niveau de I'expression des génes de canaux ioniques, des informations sur les connexines
viendraient complémenter ce qui a été mesuré par rapport au remodelage électrique de I’atrium.
Ces informations seront obtenues dans le trés court terme, grace aux méthodes automatisées de

quantification génique (ex : microarrays/puces a ADN) et protéique (ex : immunoessais/ELISA).
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Chapitre 5 — Conclusion

Les MCD et la FA étant deux pathologies relativement répandues dans la population, la
compréhension des multiples mécanismes responsables de leur mise en place est vitale a leur
prévention. Les facteurs de risque de ces maladies étant fortement ancrés dans les habitudes de
vie, la prévention est un outil critique a la réduction de leur incidence. Néanmoins, le poids que
les MCD et la FA exercent sur le systeme de santé n’est pas négligeable et la recherche de

nouvelles avenues thérapeutiques est pertinente.

Le modele animal de MCD a l'étude a su démontrer des modifications structurelles,
hémodynamiques, tissulaires, électriques, géniques et protéiques qui sont typiquement
intrinséques a ce que I'on peut voir chez d’autres modeéles du méme type ou chez des patients
qui sont atteints de telles pathologies. L'aspect temporel de ce projet a pu mettre en lumiére
comment ces facettes des MCD varient sur trois semaines ainsi que leur influence sur

I'inflammation arythmogene.

Au terme de la collecte de données, la dynamique existante entre les MCD, la FA et I'inflammation
est plus compréhensible. Dés la chirurgie LTP, les rats ont démontré un remodelage cardiaque
droit conséquent, générant ainsi une agression chronique envers les tissus auriculaires et
ventriculaires droits. Cet endommagement est a |'origine du déclenchement de plusieurs
processus pro-inflammatoires et pro-fibrotiques qui ont non seulement fragilisés le tissu en lui-
méme, mais qui I'ont aussi transformé. En effet, I'expansion substantielle de fibrose cardiaque
combinée avec I'étirement des parois des cavités ont affaiblis les capacités contractiles du coeur
droit. Les circuits électriques auriculaires ont été compromis par ces changements et leur
vulnérabilité aux phénomenes arythmiques, surtout la FA, n’a fait qu’augmenter dans le temps.
La FA représente un chaos au sein des patrons contractiles de I'OD, occasionnant donc une

détérioration du tissu cardiaque, parallelement aux dégats provoqués par la LTP.

Les découvertes réalisées dans le cadre de ce projet permettent de proposer que la MCD créée
chirurgicalement est le point de départ d’un profil fibrotique arythmogene chez les rats, mais que

la FA contribue partiellement a son maintien. Le fait que quelques marqueurs pro-inflammatoires



voient leur expression amplifiée au 14° jour avant de diminuer au 21°© jour laisse croire qu’une
force externe a la hausse de pression chronique participe aussi au remodelage. Pour les

marqueurs pro-fibrotiques, c’est plutét au 7¢ jour qu’un phénomeéne similaire se produit.

Concernant |'hypothése initiale selon laquelle l'inflammation arythmogéne auriculaire
augmenterait de maniere constante, ce n’est pas ce qui a été observé. En fait, I'expression
génique de marqueurs inflammatoires s’est intensifiée au courant des premiers jours post-
chirurgie avant de diminuer puis se stabiliser a un niveau plus haut que le niveau basal alors qu’au
niveau protéique, aucun changement significatif n’a été mesuré pour IL-1f. La vulnérabilité aux
phénomeénes arythmiques auriculaires a quant a elle augmenté tout au long des trois semaines
d’étude. Les impacts structuraux provenant de la chirurgie LTP se sont aggravés d’'une semaine a
I'autre sans qu’il n’y ait de résolution, laissant croire qu’une insuffisance cardiaque droite

éventuelle pourrait survenir.

L’acquisition de connaissances précieuses sur la chronologie du remodelage cardiaque, de
I’expression d’un certain nombre de génes/protéines ainsi que du profil arythmique de I’OD dans
un contexte de MCD a permis de mettre en lumiére certaines variations temporelles de processus
pro-inflammatoires, pro-sénescents et pro-fibrotiques tout en obtenant un portrait global des
paramétres électrophysiologiques du modele de rat LTP. Ces données pourraient fournir de
nouvelles pistes d’études dans la recherche axée sur |'élaboration de thérapies pour la FA se

développant en présence de pathologies de la circulation pulmonaire.
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STANDARD OF PROCEDURE HIRAM, Roddy

Pulmonary Artery Banding (PAB) in rats

I MATERIAL
Rodent anesthesia machine (Isoflurane and Oz) Respirator (Harvard Rodent Model 683)
Induction box for anesthesia Adson forceps
Heating pad Graefe straight pliers
Electric razor Alm retractor
Buprenorphine N Castroviejo needle holder
Glass bead sterilizer Olsen-Hegar needle holder
Syringes and needles Silk 5.0 suture with needle
Transpore® Tape (adhesive tape) Silk 4.0 suture with needle
Chilorhexidine 2% Iris scissors
Compresses 4X4 and 2X2 Round tip scissors
Q-tips Clips
Duratears Clip Applicator
[ DOCUMENTS
Animal tracking-sheet
Controlled drug registry
| PROCEDURE |

1. Anesthetize the animal. Put to sleep, in the induction box with 3% isoflurane and 1L / min of 02, then
reduce the isoflurane to 1.5 - 2% to maintain the mask.

2_ Immerse the surgical instruments in the glass bead sterilizer for 10 seconds between each animal to
ensure the cleanliness and sterility of the instruments. Allow instruments to cool before using them.

3. Shave and wash the breastbone on the left side.

4. Put chlorhexidine on the surgical site.

5. Apply the Duratears on the eyes, to avoid drying of the cornea.

6. Complete the follow-up form to ensure that each animal receives the pre-op required care.

7. Inject the pre-op analgesic intraperitoneously.

8. Intubate the animal, then connect the artificial respirator (80 breaths/minute ).

9. Place the animal on a heating pad to prevent hypothermia. The temperature of the animal should be
kept at 37°C.

10. Stabilize the legs on the worktop with Transpore® tape.

11. Make a 2 cm skin incision between between the last rib of thoracic cage to the underside of the
arm.

12. Using the round-tipped chisel, loosen the pectoral muscle (opening the scissors to separate the
muscles, not cutting the muscles) to expose the thoracic cage. With the iris scissors, make an incision
in the intercostal muscle between the 4th and 5th rib, and with the round-tipped scissors enlarge the
incision by opening the scissors (not by cutting).

13. Expose the left flank of the ral.

14. Position the retractor between the ribs and open.

15. With the forceps, grasp the pericardium and cut it with the iris scissors.

18. |dentify the pulmonary trunk (near the aorta)

17. Use 5.0 floss and a 18G needle to ligate the pulmaonary trunk.

17. Close the opening between the ribs with silk thread 4.0 and remove as much air as possible out of
the thoracic cage.

18. Close the skin incision with clips.

19. Stop the anesthesia while the animal in on the artificial respirator. When the animal recovers its
reflex and breathe, return it to its cage.

20. Give another dose of Buprenorphing after surgery, 6h and 24h post-surgery.

21. Ensure that the animal is fully awake before returning it to the living room.

1/1

Annexe 2 — Procédure chirurgicale standard PAB (LTP)
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Annexe 5 - Inflammation et fibrose : Revue littéraire

L'inflammation générée par une augmentation de la pression au sein d’une oreillette se retrouve
souvent au centre du développement et du maintien de la FA (Pinsky, 2016). Egalement, la FA
elle-méme génere une inflammation en endommageant le tissu atrial par des contractions
désordonnées et peu controlées (lhara & Sasano, 2022). C'est d’ailleurs surtout par une
production de tissu fibrotigue que des substrats arythmogéenes peuvent résulter de

I'inflammation.

Au niveau de I'OD, et dans le coeur droit, les processus inflammatoires impliqués sont moins bien
décrits. La majorité des travaux scientifiques qui supportent les connaissances actuelles
concernant I'inflammation et la fibrose dans le contexte de la FA ont été obtenues a partir de

I'0G.

L’article suivant est une revue de littérature se concentrant sur la résolution de I'inflammation et
de I'expansion du tissu fibrotique en contexte de pathologies cardiaques droites et de fibrillation
auriculaire. Compte tenu de sa pertinence par rapport au sujet de recherche, l'inclusion de cet
article dans le mémoire a pour but de présenter en détails les principaux aspects du concept
d’inflammation arythmogéne auriculaire, tout en exposant I'importance de sa compréhension

dans I’élaboration de futures approches thérapeutiques.
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Abstract

Inflammation is a complex program of active processes characterized by the well-orchestrated
succession of an initiation and a resolution phase aiming to promote homeostasis. When the
resolution of inflammation fails, the tissue undergoes an unresolved inflammatory status which,
if it remains uncontrolled, can lead to chronic inflammatory disorders due to aggravation of
structural damages, development of a fibrous area, and loss of function. Various human
conditions show a typical unresolved inflammatory profile. Inflammatory diseases include cancer,
neurodegenerative disease, asthma, right heart disease, atherosclerosis, myocardial infarction,
or atrial fibrillation. New evidence has started to emerge on the role, including pro-resolution
involvement of chemical mediators in the acute phase of inflammation. Although flourishing
knowledge is available about the role of specialized pro-resolving mediators in neurodegenerative
diseases, atherosclerosis, obesity, or hepatic fibrosis, little is known about their efficacy to combat
inflammation-associated arrhythmogenic cardiac disorders. It has been shown that resolvins,
including RvD1, RvE1l, or Marl, are bioactive mediators of resolution. Resolvins can stop
neutrophil activation and infiltration, stimulate monocytes polarization into anti-inflammatory-
M2-macrophages, and activate macrophage phagocytosis of inflammation-debris and neutrophils
to promote efferocytosis and clearance. This review aims to discuss the paradigm of failed-
resolution mechanisms (FRM) potentially promoting arrhythmogenicity in right heart disease-

induced inflammatory status.

Keywords: inflammation; fibrosis; resolution; right heart disease; atrial fibrillation



1. Introduction

Cardiac diseases, including atrial fibrillation (AF), the most common form of arrhythmia, are
characterized by an unresolved inflammatory status [1,2,3]. In response to cardiac injury,
apoptotic cardiomyocytes (CM) contribute to activating the inflammatory status regulated by
pro-inflammatory signals released by cardiac cells and recruited inflammatory cells [4]. These
events characterize the acute phase of inflammation, aiming to promote wound cleaning and to
start the healing process [5]. Resolution-promoting signals are then secreted to stop acute
inflammation via the initiation of the resolution phase, allowing the maintenance of homeostasis
[6]. Cardiac fibroblasts (FB) are sensitive to circulating and CM-originated inflammatory signals
[7]. When resolution is successfully activated, pro-resolution processes promote FB-secreted
collagenous material to consolidate the extracellular matrix, compensate for the loss of apoptotic
CM, and preserve the mechanical stability of the myocardium to protect the heart from rupture
and failure [5,8]. In contrast, myocardial remodeling could become dangerous when the acute
inflammatory period is prolonged and when the resolution response fails to occur [5,9]. This can

lead to a switch into a persistent inflammatory status instead of resolving the inflammation [5,10].

Chronic inflammatory signals promote ic tissue deposition, constituting a “stiff” layer on the
myocardium [11]. Such fibrous zones are non-contractile and electrical insulator areas that
disrupt the normal propagation of action potential can cause conduction slowing, refractoriness
and AF [12,13] (Figure 1). Pro-resolution therapeutic strategies are poorly described in the field

of anti-arrhythmic drug-development and arrhythmia-management.

Among cardiac disorders with an important inflammatory impact, right heart disease (RHD) is a
pathological condition in which the right ventricle (RV) suffers from a structural and electrical
remodeling that strongly affects cardiac physiological functions [14]. Right heart structure, heart
chambers, and the circulatory system are vulnerable to morphological modifications that may
result from hypertension-promoting cardiac conditions, including pulmonary artery hypertension
(PAH), chronic obstructive pulmonary disease (COPD) or pulmonary embolism [15]. Volume- and
pressure-overload conditions associated with structural remodeling negatively impacts the

cardiac function, particularly because of the induced inflammatory
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(Article) Biomolecular orchestration of cellular events from cardiac insult to

resolution opposed to persistent arrhythmogenic inflammation

Note. Biomolecular orchestration of cellular events from cardiac insult to resolution opposed

to persistent arrhythmogenic inflammation. Longstanding exposure of the atrium to
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myocardial injuries, infections or chronic pressure and dilation provokes the normal
initiation of acute inflammation. In cardiomyocytes (CM), intracellular inflammatory
response involves CamKIl, NF-kB or NLRP3 inflammasome pathways activation, which
contribute to CM deregulation of structural genes (Myh7), and secretion of proinflammatory
cytokines including interleukins (IL-1B, IL-18) and chemokines (CXCL, CCL), leading to
promotion of proinflammatory (M1)-macrophage infiltration. Proinflammatory signals
contribute to the activation of cardiac fibroblasts (FB). FB activate additional pro-
inflammatory signals (TGF-B, TNFa, PDGF) provoking FB differentiation into myo-FB, aiming
to promote repair and wound healing, if the resolution signals are properly activated in
response to inflammation initiation. Resolution mediators, including IL-10, LXA4, D- and E-
series resolvins, contribute to terminate M1-macrophages infiltration, facilitate anti-
inflammatory (M2)-macrophages polarization and phagocytosis, while activating CD4+ T
cells and B cells efferocytosis, leading to homeostasis. When Resolution fails to occur,
inflammation is perpetuated via FB and myoFB secretion of chronic-inflammation-
promoting mediators (MMPs, IFNy, CXCR3+, M1-macrophages) leading to CM necrosis, and
loss of function. Resolution signals can be promoted to limit chronic inflammation-induced
damages. If failed resolution mechanisms persist, the myocardium is exposed to the
development of fibrosis, slowed conduction velocity, triggered activity, re-entry and

increased susceptibility to arrhythmias, including atrial fibrillation.

status, and can potentially result in myocardial fibrosis in response to a chronic rise in blood
pressure, myocardial tissue stretching, or myocardial injury [16]. In the RV and the right atrium
(RA), electrical remodeling is at the origin of potential tachycardia and arrhythmias, including
ventricular fibrillation or/and atrial fibrillation (VF and AF) [17,18]. In response to structural
remodeling, pro-inflammatory cytokines, and chemokines such as IL-1B, IL6, IL18, TGF-B, or
CXCL1/2 stimulate fibroblasts (FB) differentiation into myofibroblasts (myo-FB) associated with a
gradual loss of function in the myocardium [19,20]. Events and conditions promoting the
development of cardiac fibrosis in the atrial tissue are associated with arrhythmogenic structural

and functional modifications, promoting AF [3,21,22] (Figure 1).
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The current article aims to review: (I) the general biochemical paradigm orchestrating the active
mechanisms of resolution and the relevance of the concept of failed resolution mechanisms
(FRM) in cardiac disorders; (Il) the clinical and experimental investigations that tried to
understand the role of cardiac FBs in the different phases following cardiac injury, including
initiation of inflammation, resolution, chronic inflammatory phase, and arrhythmogenic cardiac
remodeling including RHD; and (lll) the importance of considering FRM in an understanding and
therapeutic management of RHD associated with arrhythmogenic atrial remodeling. We finally
discuss the relevance of novel molecular targets that could potentially help to switch chronic

inflammation into resolution and homeostasis, in order to prevent cardiac arrhythmias and AF.
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2. Biomolecular Paradigm of Active Resolution Mechanisms in the Heart

2.1. Initiation Phase of Inflammation: Central Regulatory Role of Arachidonic Acid
During the initiation of acute inflammation, phospholipase A2 (PLA2) levels are increased at the
site of injury [23]. PLA2 produces arachidonic acid (AA: 5, 8, 11, 14-eicosatetraenoic acid) by
hydrolyzation of the sn-2 ester bond of cellular phospholipids [23]. Patients with coronary artery
disease show increased levels of lipoprotein-associated PLA2 (Lp-PLA2) [24]. Elevated levels of Lp-
PLA2 have been suggested as an important risk factor of cardiovascular diseases [25].
Paradoxically, when Lp-PLA2 hydrolyzes the platelet-activating factor (PAF), its enzymatic activity
is associated with anti-inflammatory properties [26]. The underlying mechanisms governing this

paradox will be discussed below.

2.1.1. Arachidonic Acid Metabolism by Cytochrome P450
AA is an essential polyunsaturated fatty acid (omega-6 PUFA) that can interact with cytochrome
P450 (CYP450) enzymes to undergo monooxygenation or epoxidation and produce
hydroxyeicosatetraenoic acids (19- and 20-HETEs) and dihydroxyeicosatrienoic acid (diHETrEs)
[27] (Figure 2). These molecules act as hormone-like autocrine and paracrine agents to promote
vasoconstriction, vascular permeability, polymorphonuclear leukocytes (PMN), and

proinflammatory (M1)-macrophages chemotaxis, and proinflammatory signaling [28].

2.1.2. Arachidonic Acid Metabolism by COX1 and COX2
AA can directly interact with COX1 and COX2 to produce prostaglandin H2 (PGH2), an
intermediate metabolite that is converted into bioactive proinflammatory lipid mediators such as
thromboxane A2 (TXA2), prostaglandin A2 (PGA2), PGB2, PGE2, and PGI2 (Figure 2). These AA
metabolites have been shown to be elevated in various cardiovascular conditions, including
hypertension, atherosclerosis, vasculopathy, and myocardial infarction [29]. AA-derived lipids
mediate vasoconstriction, increase vascular permeability, and stimulate expression of
proinflammatory chemokines (complement component (C): C3b, C5a; chemokine C-X-C motif
ligand 1 (CXCL1), CXCL2, CXCL8) and interleukins (IL1B, IL6, IL8, IL18, tumor necrosis factor alpha

(TNFa)) to promote polymorphonuclear leukocytes (PMN) and proinflammatory-(M1)-



macrophages chemotaxis and adhesion, by increasing expression of intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM1), vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM1), and e-selectin (SELE), which act
on endothelial cells to promote the adherence of neutrophils to the blood vessel wall [29,30].
These inflammatory biomarkers have been described to promote the development and

progression of cardiovascular diseases including cardiac arrhythmias and AF [11,12,22].

2.1.3. Arachid Acid Metabolism by 5-LOX
AA can also interact with 5-LOX to produce 5-Hydroperoxyeicosatetraenoic acid (5-HpETE), which
promotes vasoconstriction. 5-HpETE can be metabolized either by leukotriene (LT) C-synthase to
produce LTC4, LTD4, and LTE4, or by LTA-hydrolase to produce LTB4 via LTA4, which are all
leukotrienes playing proinflammatory properties by amplifying PMN and M1 macrophages influx
in the injured tissue [31] (Figure 2). HETEs have been shown to activate the nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells (NFkB) signaling to promote abnormal CM hypertrophy

[32].

Evidence shows that AA-derived metabolites’ receptors are expressed on most cardiac cells
including CM and FB [33]. In CM, inflammation signaling promotes NFkB activity and the
assembling of the NACHT, LRR, and PYD domains containing protein 3 (NLRP3) inflammasome,
leading to secretion of IL-1B and increased inflammatory status [34]. Patients with AF have shown
increased expression of IL-1B and NLRP3 inflammasome components [35]. Normal initiation of

inflammation must be followed by bio-molecularly orchestrated cellular processes
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Figure 2 (Article) Arachidonic acid-derived lipid mediators

Note. Arachidonic acid (AA) interaction with COX1, COX2, 5LOX, 12LOX, or CYP450 enzymes
mainly leads to the production of proinflammatory lipid mediators including leukotrienes,
thromboxanes, and prostaglandins. AA interaction with COX1/2 or 15LOX can generate pro-

resolution mediators including PDG2, LXA4, and LXB4.

aiming to terminate the inflammatory state and promote resolution [36]. In this purpose, lipid-
mediator (LM) class switching is a key event that could be defined as a transition phase between

the end of inflammation-initiation and the beginning of resolution [37].

2.2 Lipid-Mediator Class Switching: Transition from Pro-Inflammatory to Pro-Resolution
Signals
During the initiation phase of inflammation, neutrophils have an intense apoptotic and phagocytic
activity [38]. This activates intracellular accumulation and extracellular secretion of 12/15-LOX in
the damaged tissue. This accumulation of 12/15-LOX activates lipid-mediator-class switching

from proinflammatory to pro-resolution mediators [39]. AA is then enzymatically metabolized by
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12/15-LOX into lipoxins, including lipoxin (LX) A4 and LXB4 (Figure 2). LXA4 activates its
transmembrane specific-receptor lipoxin A4 receptor or formyl peptide receptor 2 (ALX/FPR2)
expressed on PMN and macrophages to limit further leukocyte trafficking, stimulate monocyte
recruitment, promote anti-inflammatory (M2)-macrophage polarization, and activate
phagocytosis and elimination of debris [39]. LXA4 has been shown to be significantly decreased
in patients with chronic heart failure [40]. Recent studies have shown that LXA4 attenuates
myocarditis by inhibiting NFkB and PI3K/Akt signaling pathways. 15-epi-LXA4 promotes initiation
of resolution after myocardial infarction [41,42]. This activity of LXA4 suggests that, in
arrhythmogenic conditions, anti-resolution signals promote the diminution of LXA4 production
or/and LXA4-associated activity and signaling [42]. LXA4 could be an interesting candidate in the

prevention of inflammation-induced substrate of arrhythmias, including AF.

2.3 Resolution of Inflammation: SPMs-Mediated Efferocytosis and Homeostasis
Along with AA, other essential n3PUFAs are delivered with edema fluids at the site of injury.
Among them, eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) compete with AA to
be enzymatically metabolized by either CYP450, 5LOX, 12LOX, 15LOX, or aspirin-acetylated COX2
[43]. Knowing that AA-derived metabolites are crucial in the initiation of normal inflammation,
and that EPA and DHA products are important in resolution, it is understandable that optimal
healthy conditions must promote a fair balance between AA, EPA, and DHA concentrations.
Hence, in opposition to what has long been thought, it is not recommended to completely
annihilate AA-derived metabolites (i.e., by using COX inhibitors) to guaranty homeostasis [44]

(Figure 2 and Figure 3).

2.3.1. EPA-Derived Specialized Pro-Resolving Mediators
EPA is metabolized by CYP450 or aspirin-[ASA]-acetylated COX-2 into 18-HpEPE (18R-
hydroperoxy-5Z, 82, 11Z, 14Z, 16E-eicosapentaenoic acid), which itself can interact with either
5LOX to produce E-series resolvins (Rvs), RvE1 and RvE2 or 15LOX to produce RvE3. E-series Rvs
activate specific receptors such as chemokine-like receptor 1 (CMKLR1), also known as chemerin
receptor 23 (ChemR23) (receptor of RvE1), or antagonize proinflammatory leukotriene receptors,

such as leukotriene B4 receptor 1 (BLT1), expressed on PMN cell membrane, to stop the
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expression of chemoattractants, limit neutrophils adhesion/infiltration, and promote

phagocytosis of apoptotic neutrophils and efferocytosis [45] (Figure 3).
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Figure 3 (Article) Eicosapentaenoic acid-, and docosahexaenoic acid-derived lipid

mediators

Note. Eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) compete with AA in
interacting with COX1/2, 5LOX, 12LOX, and 15LOX. Lipids produced from EPA and DHA
metabolism include E-series resolvins (RvE1-3) and D-series resolvins (RvD1-6), respectively,

which are involved in pro-resolution mechanisms.

2.3.2. DHA-Derived Specialized Pro-Resolving Mediators
DHA can be metabolized by 12LOX to produce maresins (MaR1-2), or 15LOX to produce D-series
resolvins (RvD1-6) and neuroprotectin D1 (NPD1) [46]. DHA interaction with aspirin-acetylated
COX2 results in aspirin-triggered resolvins (AT-RvD1-6), which have been described to have similar

properties as their classic homologs of the D-series Rvs [47] (Figure 3). D-series resolvins activate
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specific receptors such as ALX/FPR2 (receptor of RvD1), G-protein-coupled receptor 32 (GPR32:
receptor of RvD1 and RvD3), and GPR18 (receptor of RvD2) that are expressed on vascular
endothelial cells [37]. The activation of these signals promotes eNOS and P-ERK1/2 signaling,
vascular permeability to non-phlogistic monocytes, cessation of PMN infiltration, macrophage
polarization into M2-macrophages, M2-macrophages phagocytosis of cellular debris, and
maintenance of homeostasis [37,45] (Figure 4).
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Figure 4 (Article) Categorization of inflammation- and resolution-promoting agents

Note. In response to pathogens or injury stimuli (PAMPs, DAMPs), phospholipase A2 (PLA2)-
induced biosynthesis of arachidonic acid (AA) leads to the production of proinflammatory lipid
mediators including thromboxanes, leukotrienes, and prostaglandins. Such events mark the
initiation phase of acute inflammation characterized by PMN chemotaxis, pro-inflammatory-

[M1]-macrophages recruitment, and enhanced proinflammatory signals (NLRP3 inflammasome,
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NF-kB, IL-1B, CXCL1/2). Phagocytic M1-macrophages release 12/15 LOX, which promotes the
activation of lipid-mediators (LM) class switching, where AA, docosahexaenoic acid (DHA), and
eicosapentaenoic acid (EPA) interact with 12LOX and 15LOX enzymes to be metabolized into
specialized pro-resolving mediators (SPMs) including PGD2 from AA, D-series resolvins from
DHA, or E-series resolvins from EPA. SPMs promote anti-inflammatory (M2)-macrophage
recruitment, inhibition of proinflammatory cytokines’ secretion, termination of inflammation,
and regeneration of optimal functions. When the resolution mechanisms fail to occur,
inflammation is perpetuated. Inflammatory mediators are overexpressed, leading to
persistence of cellular damages, necrosis, fibrosis, loss of function and cardiac vulnerability to
arrhythmias, and heart failure. Strategies promoting the augmentation of pro-resolution
mechanisms can potentially limit, or eventually reverse, some chronic-inflammation-induced

cardiac disorders.

2.3.3. Arachidonic Acid-Derived Specialized Pro-Resolving Mediators
The metabolism of AA by COX does not only generate proinflammatory components. PGD2 has
been shown to play an important role in resolution of inflammation [48]. PGD2 interacts with
prostaglandin-D2-receptor 1 and 2 (DP1/2) expressed on T helper type (Th2) cells and dendritic
cells that are involved in efferocytosis, phagocytosis, and clearance, to promote elimination of
debris and pathogens, and induce complete resolution [48]. The interaction of AA with CYP450
can lead to production of epoxyeicosatrienoic acids (EETs) that are converted by soluble epoxide
hydrolase (sEH) into dihydroxyeicosatrienoic acids (DiHETrEs). Although DIiHETrEs are toxic, it has
been shown that EETs mostly play a beneficial role by promoting vasorelaxation, and

cardioprotective effects [49] (Figure 2 and Figure 4).

2.4. ‘Failed Resolution Mechanisms’ in the Development of Chronic Inflammation and
Heart Diseases
Lipid mediator (LM) production and signaling are fundamental in the regulation of the normal
process of acute inflammation from its initiation to its resolution [46]. When the cardiac tissue
undergoes a chronic inflammatory status, the crucial phase of LM class switching, which promotes

the end of PMN infiltration and the activation of efferocytosis, may have failed to promote the
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shift of the cellular and lipidic accumulation from proinflammatory to pro-resolution mediators
in the injured tissue [39]. Pathologic failure in the production of 12/15 LOX by immune cells
including eosinophils, PMN, lymphocytes, and macrophages, leads to a lack of metabolization of
AA into lipoxins (LXA4, LXB4) [38]. Lipoxins are essential to activate the cessation of neutrophil
recruitment and the infiltration of non-phlogistic monocytes in the site of injury, which is the first
step of resolution [38,39]. Moreover, lack of 12/15LOX prevents the production of D-series Rvs
from DHA and RvE3 from EPA [38,50] (Figure 3). This may contribute to an annihilate resolution.
Then, more proinflammatory LMs (Prostaglandins, leukotrienes) are produced from AA enzymatic
interactions with the other enzymes available (COX2, CYP450, 5LOX) [50]. Abnormal accumulation
of proinflammatory signaling promotes the prolongation of the initiation phase, characterized by
the persistence of the external, cellular, and molecular signs of inflammation. This chronic
inflammatory status leads to the development of fibrosis and loss of function [40,50]. If the local
production of 12/15LOX is restored, or if the bioavailability of resolvins and lipoxins is increased
(from diet or endogenous biosynthesis) at the site of injury, the tissue may enter the resolution
phase via termination of proinflammatory signals, reduction of fibrosis, wound healing, and

restoration of homeostasis [39,51,52] (Figure 1 and Figure 4).

The detailed biomolecular characterization of inflammation—resolution remains partially
understood in cardiac conditions. Moreover, each cardiac disease may display specific biomarkers
involved in the incidence of the disorder. Although recent studies suggest a role of SPMs in
ischemia-reperfusion [42,53] and pulmonary arterial hypertension-induced right atrial
arrhythmogenic substrate [54], further fundamental research and clinical studies are required to
assess whether resolution-promoting strategies and cytokine therapies could be an efficient
approach to prevent and treat cardiac diseases, including hypertrophic cardiomyopathy, dilated

cardiomyopathy, valvopathy, myocardial infarction, or arrhythmias.
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3. Description of ‘Failed Resolution Mechanisms’ in Cardiac

Arrhythmogenic Remodeling

In cardiac arrhythmias, the available knowledge about the pathophysiology of ventricular or atrial
fibrillation and their risk factors suggests that not only inflammation signals, but also specific
breakdown in the active resolution machinery that we define as “failed resolution mechanisms”
(FRM), may play a key role in the occurrence and development of the arrhythmogenic substrate

[20,22,55].

Various systemic conditions reported to affect the heart are responsible for the circulating
inflammatory agents involved in the development, aggravation, and persistence of cardiac
diseases including arrhythmias [22]. Among the disorders that have a clinically relevant impact on
the incidence of cardiac inflammation and arrhythmias, are the following: obesity, diabetes,
obstructive lung diseases, gastrointestinal disorders, chronic kidney disease, liver cirrhosis, or

neurodegenerative diseases [15,56,57,58,59,60].

Although inflammatory cytokines seem involved in arrhythmogenic cardiac disorders,
pharmacological strategies targeting inflammatory and resolution systems are not currently
standardized as antiarrhythmic medications [56]. Mounting evidence suggests that such
therapeutic strategies may represent a promising avenue to explore in the clinical management

of cardiac arrhythmias [13,61].

3.1. FRM Associated with Cardiac Electrical Conduction Abnormalities
Inflammatory cytokines have been reported to directly affect cardiac remodeling by promoting
electrical changes early after the initiation of inflammation [22,61]. If unresolved, inflammatory
cytokines’ release promotes an alteration of the CM transmembrane activity of inward
depolarizing cation currents (including sodium INa, and calcium current ICal) [61,62]; and the
perturbation of outward depolarizing potassium currents, including 1K1, Ito, IKr, IKs, IKACh, IKATP,
and IKur [61,63]. Dysfunction of these ion channels is associated with abnormal action potential
duration (APD), leading to myocardial refractoriness, promoting arrhythmogenicity [64]. In

addition to electrical remodeling, inflammation signals promote gap-junctions’ downregulation,



leading to lateralization and decreased expression of connexin (Cx) 40 and Cx43 [65]. These
inflammation-induced channelopathies contribute to a slowed conduction velocity, promoting re-
entry [53,54,55,60,61,62,63,64,65]. FRM-mediated chronic inflammation and CM remodeling
promote abnormal intracellular Ca2+-handling due to a pathological increase in Ca2+-loading,
RyR2-opening, and/or dysfunctional sarco-endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (SERCA) activity,
contributing to ectopy and triggered activity [66,67,68]. It is suspected that the prevention of FRM
and the control of inflammation and fibrosis may have cardioprotective effects in order to
preserve normal myocardial conduction properties and limit arrhythmia occurrence [54,68]

(Figure 5).
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Figure 5 (Article) FRM-induced arrhythmogenic channelopathy in cardiac myocytes

Note. In the myocardium, failed resolution mechanisms are associated with increased
infiltration of polymophonuclear leukocytes (PMN), enhanced M1-macrophages phagocytic

activity and augmentation of the secretion of proinflammatory cytokines. Persistence of
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proinflammatory signals provokes deregulation of gene coding for key ion-channels and
connexins involved in the establishment of cardiac action potential (AP) and conduction
velocity. Inflammation-associated channelopathy induces: abnormal calcium-(Ca2+)-
handling, effective refractory period (ERP) shortening, reduced AP duration (APD), slowed
conduction, vulnerability to re-entry, and triggered activity leading to increased risk of

cardiac arrhythmias and fibrillation.

3.2. FRM Associated with Cardiac ECM’s Arrhythmogenic Structural Remodeling
The extracellular matrix (ECM) is a complex network consisting of glycoproteins, proteoglycans,
and glycoaminoglycans including fibers, collagen, fibronectin, laminin, and elastin, surrounding
cardiac cells to provide structural support and strength [69]. FB perform important secretory
activity to maintain the integrity and regulation of the ECM [70]. After the initiation of
inflammation, resident FB are activated and recruited to the site of injury to initiate reparative
processes [69,70]. Inhibitors of metalloproteinases are activated in order to limit acute
inflammation and protect newly synthetized ECM from degradation [71]. When resolution and
termination of inflammation fail, FRM are promoted by persistent inflammatory signaling,
triggering FB differentiation into myo-FB by acquiring various phenotypic changes, including a
higher cytoplasmic volume, increased microfilament bundles, and upregulated aSMA filament
expression [72]. Myo-FB can secrete further ECM components, contributing to a build-up of the
myocardium structure and compensating disease-induced CM necrosis. In this context, myo-FB
are also able to provide contractile force, stiffening of the ECM and expansion of the fibrotic area
[73]. At the later stage of cardiac remodeling, secreted collagen is subjected to cross linking to
consolidate the scar [74]. When healing processes fail to promote neither regeneration of the
tissue nor repairment, chronicity of inflammation and FRM lead to chronic wound formation
characterized by upregulation in the expression of lysyl-oxidase and pro-fibrotic signaling
responsible for the maturation of the scars associated with outrageous degradation of the ECM

[75,76] (Figure 6).

Chronic inflammation-induced loss of myocardial thickness is associated with cardiac loss of
function and aggravation of cardiac disease [77]. FRM-associated degradation of ECM and CM-

death is a major challenge in cardiac disease management [78]. It is unclear whether specialized
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pro-resolving mediators (SPM) could regenerate wounded myocardium. Further studies
investigating the impact of resolvins after irreversible scar formation in ischemic cardiac disorders

are required to assess their potential regenerative effects and efficiency.

3.3. FRM Associated with Abnormal Cardiac Fibroblasts’ Remodeling and Atrial Fibrosis
Cardiac FB are sensitive to cardiac immune response to injury via close interactions with activated
inflammatory cells and the tightly regulated healing process initiated to limit tissue damage [74].
FB are involved in the activation of reparative processes that are essential to preserve the proper
structure and function of the heart [71,74]. Longstanding and uncontrolled inflammation can lead
to FRM, cardiac remodeling, congestive heart failure, cardiac dysfunction, arrhythmia, and

sudden death [54,77].
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Note. During acute inflammation, failure in the occurrence of resolution mechanisms (FRM)
promotes exacerbation of inflammatory signals generated from apoptotic cardiac cells and
activated cardiac FB, leading to an aggravation of myocardial damages. The extracellular
matrix (ECM) is intensively remodeled and degraded, promoting a persistence of fibrosis,

scar formation, abnormal cardiac function, and increased risk of arrhythmias, including AF.

3.3.1. Fibroblast Response to Inflammation Initiation
Injury-induced degradation of ECM generates damage-associated molecular patterns (DAMPs)
[79]. Heart injury disrupts CM’s cellular membrane and leads to the release of inflammatory
cytokines [79]. Binding of DAMPs to their specific pattern recognition receptors (PRR) present on
leukocytes, macrophages, endothelial cells, and resident FB initiates the innate immune response
by the activation of a cascade of intracellular proteins, which culminate in the activation of
transcription factors such as NF-kB [80]. This molecule is then able to translocate to the nucleus
in order to initiate the transcription of genes involved in the inflammation and immune response,
such as cytokines (II-6, 1I-18), chemokines (Cxcl-1, Cxcl-2), and adhesion molecules (lcam-1, Vcam-
1) to induce the recruitment, activation, differentiation of inflammatory cells, and upregulate the
FB expression of proteases to degrade dead cellular debris [81]. If perpetuated, these changes
contribute to the differentiation, proliferation, and migration of FB, leading to the development

of fibrosis, contributing to loss of cardiac function and arrhythmogenicity [13,22,81] (Figure 7).

3.3.2. FB-Induced Expression of Key FRM-Promoting Biomarkers

NLRP3 inflammasome. Chronic inflammation is suspected to be responsible for the development

and progression of various cardiac diseases, including coronary arterial disease (CAD), myocardial
infarction (MlI), valvulopathy, and cardiac arrhythmias [82,83]. Mounting evidence suggests that
the NLRP3 inflammasome plays a central role in modulating chronic inflammation and
aggravation of heart disease progression [35,84,85]. In patients with acute myocarditis, the
initiation of inflammation is associated with activation of the inflammasome in PMN, FB, and CM,
correlating with the severity of heart failure [86]. In myocardial ischemia, the inflammasome
aggravates tissue injury and promotes cardiac failure, while an absence or inhibition of the NLRP3

inflammasome leads to improvements in cardiac function in preclinical studies [87]. In the
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CANTOS trial, inhibition of IL-1B maturation was efficacious in secondary prevention for
cardiovascular events in patients with previous MI [88]. Genetic deficiency of NLRP3 was
associated with reduced expression of proinflammatory cytokines (TNFa, IL1B, IL6), reduced
secretion of proinflammatory PGE2 and LTB4, and increased expression of LXA4 and LXB4, which

suggests that the presence of NLRP3 may negatively influence the LM-class switching and

promote FRM during inflammation progression [89] (Figure 1, Figure 4 and Figure 7).
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in the development of arrhythmogenic cardiac fibrosis

Note. During acute inflammation, the initiation of inflammation is normally followed by a
resolution, in order to promote homeostasis. Failure in the activation of pro-resolving signals
contributes to the exacerbation of cardiac cells’ release of proinflammatory stimuli. FB are
highly sensitive to inflammatory agents. When activated, cardiac FB participate in increasing

the production of inflammatory compounds, leading to the development of fibrosis,

myocardial dysfunction and arrhythmogenicity.

173




Interleukin-1B. IL-1B secreted by leukocytes plays an important role in the activation of
inflammatory and fibrogenic pathways during the healing process [90]. IL-1B is a contributor to
the pathogenesis of cardiac remodeling through the induction of inflammatory mediators’
synthesis by activated leukocytes [91]. In a study performed on IL-1R-/- knock-out mice (not
expressing  IL-1B  receptor) subjected to coronary occlusion/reperfusion, the
immunohistochemical staining of the infarct area with anti-alpha-smooth muscle actin (aSMA)
antibodies, anti-macrophages, and anti-neutrophils showed a reduced quantity of infiltrating
immune cells and myo-FB [92]. Moreover, the authors observed that animals not expressing an
IL-1B receptor had lower levels of cytokines and chemokines secreted compared to wild-type
animals [92]. Furthermore, it has been shown that administration of an anti-IL-1B neutralizing
antibody, in the acute phase of non-reperfused murine MI, resulted in reduced collagen
accumulation in the scar and attenuated adverse remodeling [92]. Finally, IL-1R-/- mice had lower
FB-induced secretion of metalloproteinases (MMP-2, MMP-3) [92]. These data suggest that IL-1
is a crucial agent in FRM and fibrosis development—a deleterious event to combat in arrhythmia

prevention (Figure 7).

Interleukine-6. In myocardial injury, IL-6 is considered as key regulator of cardiac FB
differentiation and FB-induced release of inflammatory factors implicated in amplification of the
inflammatory response and tissue remodeling [93] (Figure 1 and Figure 7). In affected areas, when
IL-6 binds to its specific receptor (IL-6R), it activates Hyaluronan (HA) synthase (HSA1, HAS2),
which is responsible for the formation of an HA-rich environment that provides strength,
lubrication, and hydration within the ECM, while regulating FB motility, proliferation, and
differentiation [94,95]. In mice subjected to MI induced by LAD surgery (ligation of the left
anterior descending coronary artery), antibodies against IL-6 inhibited the expression of HAS1 and
HAS2 [96]. Moreover, it has been shown that the presence of aSMA-positive cells in the border
zone of the infarct was markedly reduced in mice pretreated with blocking IL-6 antibodies [96].
IL-6 binding to glycoprotein (GP130) on the surface of FBs result in a downstream phosphorylation
of STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) that moves to the nucleus and
activates the transcription of HA-synthase in order to initiate the formation of HA. HA binding to

its receptor CD44 on the FB surface contributes to the release of proinflammatory molecules such
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as chemokine ligand CCL5 and monocyte chemoattractant protein 1 (MCP1: also known as CCL2)
and promotes myo-FB phenotype—an FRM, pro-fibrosis, and pro-arrhythmogenic phenomenon

[96].

Transforming growth factor-béta. TGF-B is expressed by macrophages and cardiac FB [97]. TGF-
binds to its receptors TBRI and TBRII to initiate non-canonical pathways by the activation of p38
kinase in the cell, which in turn can activate the serum response factor (SRF) in the nucleus, to
start the transcription and upregulation of TRPC6 (the transient receptor potential cation channel,
subfamily C, member 6) [98]. TRPC6, located on the surface of the cell, facilitates calcium (Ca2+)
entry, leading to the activation of calcineurin (CnA) that enhances the myofibroblastic phenotype
conversion by NFAT (nuclear factor of activated T-cells) [99]. Studies have demonstrated that
mice infected with recombinant adenovirus expressing TRPC6, have shown increased levels of
aSMA, augmented activation of FB, and enhanced expression of fibronectin (FN) domain ED-A
[73]. In addition, TRPC6 knock-out in a murine model of MI mice showed a lower count of FB
conversion into myo-FB; however, there was a higher rate of mortality due to ventricular rupture
because the scar formed was smaller compared with wild-type mice [73]. These data suggest that
events promoting TGF-B-induced FB differentiation into myo-FB contribute to FRM and promote

the development of arrhythmogenic fibrosis [73] (Figure 7).

The beneficial impact of inhibiting some of the above-described FRM promoters is currently being
tested in clinical trials using drugs specifically directed against NLRP3 inflammasome or the IL1
proinflammatory interleukins’ family, including IL1B. Existing potential medications with
promising beneficial effects to tackle NLRP3 inflammasome, IL1B or IL8, include Canakinumab,
Colchicine, Belnacasan, Pirfenidone, Tranilast, Dapansutrile, Inzomelid, Somalix, or SGLT2
inhibitors [100,101,102,103,104,105,106,107]. Although these molecules show interest in various
pathologies, including pulmonary fibrosis, SARS-CoV2, or Parkinson’s disease, their relevance in

cardiology remains an open avenue to explore [101,107] (Table 1).
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Tableau 1 (Article) A list of potential medications targeting key FRM-promoting molecules,

currently tested in clinical trials.

Role on IL1g orfand NLRP3 Inflammasome Ongoing Clinical Trials

Medication
Mode of Action References Clinical Trial Theme Clinical Trial ID

CASP-1 specific inhibitor,
Belnacasan P [102] SARS-CoV-2 NCT05164120
Frevents II-1 [ release

Inflammation and
Canakinumab Inhikits IL-13 [101] ) . MCT02272946
Cardiovascular rick

Feripheral artery disease NCT04774159
Colchicine Decreases IL-11, IL-18, and IL-6 [100]
Ferioperative AF NCT03310125
Blocks MLRF3 assembly, MCTO3595371
Dapansutrile Prevents NLRF3-induced release of [103] Schnitzler's syndrome
IL-1 and IL-18 MNCT04540120
Cryopryrin-Associated
nzomelid Prevents ASC release and (104] Periodic syndromes EudraCT2020-000489-40
MLRP3 activaiion
Parkinson's disease MCT04338997
Decreases NLREB and ASC NCT03100288
L expression ] )
Pirfenid 105 Pul ¢ Fib
renidene Inhibits caspase-1 activation and [105] uimanary Fibrosis
Prevents IL-18 maturation NCT03109288
SGLT2 inhibitors Prevents IL-1B release [107] Myocardial Infarciion MCT04859479
Peripheral arterial
Somalix Inhibits MLRP3 aclivation [104] o ) MNCTO04015076
diseasze
Mucinozes MNCTO03450708
Tranilast Binds MACHT domain of NLRF3 to [106]
block MLRP3 oligonerization Cryopryrin-Associated

NCT03923140
Perindic syndromes

Note. Available drugs are evaluated in ongoing clinical trials to determine their effects to
inhibit NLRP3 inflammasome, IL1B, or IL18 in various conditions associated with an

unresolved inflammatory status.

176



4. Arrhythmogenic FRM in the Context of Right Heart Disease

4.1. Generalities on RHD-Induced Arrhythmogenicity
Right ventricular (RV) hypertrophy often leads to substantial structural, functional, and
electrophysiological changes in the myocardium, contributing to the development of
arrhythmogenic substrate and the occurrence of ventricular and/or supraventricular arrhythmias
[14,17]. When not monitored, RHD associated with electrophysiological and hemodynamic
pathologies could lead to heart failure, stroke, or sudden death [14,15,16]. PAH, COPD, obesity,
and obstructive sleep apnea (OSA) are conditions inducing RV hypertrophy, while also elevating
the risk of AF [17,108,109,110,111]. It is important to notice that other pulmonary hypertension
(PH)-related conditions that are not directly responsible for right-sided remodeling may
contribute to chronic exposure of the right-heart to circulating inflammatory signals
[108,109,110,111,112]. Left heart diseases (LHD) related to PH (including: PH owing to heart
failure with preserved LVEF, PH owing to heart failure with reduced LVEF, valvular heart disease,
and congenital or acquired cardiovascular conditions leading to post-capillary PH) are
characterized by an increased risk of LA arrhythmogenic remodeling and inflammation
[87,108,109,110,111,112,113,114,115,116,117,118]. Moreover, PH-related hypoxia (including
developmental lung disorders, or restrictive lung disease) also contribute to cardiopulmonary
inflammation and structural changes that may participate in atrial arrhythmogenic substrate
[88,108,109,110,111,112,113,114,115,116,117,118]. Indeed, the chronic and deleterious rise in
pressure and volume in the RV can induce tricuspid annulus plane deformation, and tricuspid
regurgitation, leading to direct structural and functional effects on the right and the left atrium
(RAand LA) [15,16,111]. Longstanding exposure to elevated pressure and volume leads to RA and
LA tissular stretch and dilation [108,109,110,111]. Prolonged pressure/volume overload activates
inflammatory stimuli produced in response to right and left atrial structural remodeling [100].
Thus, the RHD-induced FRM negatively affect the RA and also have potential arrhythmogenic
structural, functional, and electrical conduction consequences that are observable on the LA
[113]. In response to myocardial remodeling and inflammation, atrial FB play a crucial role in RHD-
induced atrial remodeling, following the above-described mechanisms in Section 3.3 [114]. Myo-

FB differentiation contribute to the formation of atrial fibrotic tissue. Fibrosis-induced atrial



remodeling includes perturbation of electrical circuits, leading to an increased risk of AF [114,115]

(Figure 1, Figure 5, Figure 6 and Figure 7).

4.2 Resolution-Promoting Strategies in Monocrotaline and Sugen-Hypoxia Models of RHD

and FRM Associated with Cardiac Arrhythmias
Conditions affecting the right heart have the potential to trigger the chronic development of atrial
fibrosis and AF [115]. Various experimental models have been using animals to better understand
the underlying mechanisms of AF. Respectively, the choice of studying AF in rodents, dogs, pigs,
ewes, or horses have specific perks, advantages, and limitations [116]. RHD-induced cardiac
arrhythmias have mostly been studied using models of provoked pulmonary embolism or
pulmonary artery occlusion [114,117,118,119]. Technically, different approaches can be utilized
to mimic or experimentally re-create pulmonary obstruction and sustained pressure on overload-
induced RV failure [120]. Among the well described methods, we found monocrotaline (MCT)
[121], chronic hypoxia chambers [122], sugen-induced hypoxia (SuHx) [123], pulmonary artery

banding [124,125], or chronic thromboembolic pulmonary hypertension [126].

The available knowledge about FRM-induced arrhythmogenicity is limited in RHD-induced models
of myocardial remodeling. Here we report on some very novel studies that have specifically
explored the effect of resolution-promoting molecules in animal models of arrhythmia only in the
context of RHD. These investigations were performed in rodent models of RHD induced by MCT

and SuHx.

Monocrotaline. Monocrotaline (MCT) injections have been widely used to induce pulmonary

arterial hypertension and right-sided cardiac hypertrophy and dilation in rats [110]. The
ventricular arrhythmogenic aspects of MCT-induced RV hypertrophy has been described in rats
[118]. Recently, it has been shown that specialized pro-resolution treatment with RvD1 can
attenuate atrial fibrous content and reduce AF inducibility in rats with MCT-induced RHD and
atrial dilation [114]. In 2022, Tianyou Qin and collaborators have shown that administration of
Dapaglifozin, a sodium-glucose cotransporter 2 (SGLT2) inhibitor, significantly decreased
ventricular fibrosis and attenuated NFkB activity while preventing ventricular arrhythmias and VF

vulnerability [127] (Table 1). These investigations consolidate the idea that atrial and ventricular

178



arrhythmias associated with RHD could be attenuated via the prevention of FRM. More studies
are required to evaluate the impact of pro-resolution biomarkers promoting anti-arrhythmogenic

effects in RHD.

Sugen Hypoxia. Sugen (SU5416), an antagonist of vascular endothelial growth factor receptor 2

(VEGFR2), is used to induce pulmonary hypertension and RHD in rodents [128]. Sugen hypoxia
(SuHx) has been shown to increase VF inducibility in rats [119]. Treatment with relaxin (RLX), a
heterodimeric polypeptide hormone member of the insulin-like superfamily, prevented
ventricular fibrosis and VF vulnerability in SuHx-induced RHD-rats [119]. RLX also prevented atrial
fibrosis and AF in a rat model of aging and spontaneous hypertension [129,130]. Anti-
arrhythmogenic effects of RLX treatment was associated with decreased expression of TGF-§,
matrix metalloproteases 2 and 9 (MMP2 and MMP9), and collagenases 1 and 3 (COLI, COLIII)
[119,129,130], suggesting that FRM occurring in cardiac hypertensive disorders could be targeted

in the management of cardiac arrhythmias (Table 2).

(Article) Recent resolution strategies in experimental models of RHD

Experimental Models Resolution Anti-Arrhythmogenic

of RHD Strategies Effects References
« | Afrial fibrosis
Resolvin D1 (RvD1) + | Expression of ILG, TGF-B, ICAMA, IL1E MLRP3-inflammasome Hiram et al., 2021
(ip.: 2 pg/kgrd; 3w) « 1 Expression of IL10, CHEMR23 [54]
Monocrotaline * L AF susceptibility
(MCT) « 4 Ventricular fibrosis
Dapagliflozin (DA) « Prevented channelopathy Qin et al., 2022
(per as; 60 mgl; 4w) + 1 TLR4 and NFkE activity [127)
+ 1 VF vulnerahility
+ 1 NRF2 and gluthathione transferase
Sugen-Hypoxia Relaxin (RLX) + |} Expression of TGF-B, MMF2, MMP9, COLI and COLII Martin et al., 2021 [119]
{SuHx) (sc.; 30400 ughkgrd; 6w) = 4 Ventricular fibrosis and VF Parikh et al., 2013 [130]

« | Afrial fibrosis and AF

Note. Review of recently tested resolution strategies in the treatment of arrhythmogenic
structural and electrical remodeling resulting from severe pulmonary hypertension
generated by MCT and SuHx in rats. RvD1 has been shown to significantly reduce atrial
fibrous content while decreasing AF vulnerability in MCT rats. DA prevented ventricular

arrhythmias via reduction of NFkB activity in MCT rats. RLX prevented atrial and ventricular
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fibrosis and fibrillation, while reducing the expression of notorious proinflammatory
cytokines and proteins. Abbreviations: AF: Atrial Fibrillation; CHEMR23: chemerin receptor
23; COL: Collagenase; DA: dapaglifozin; ICAM1: intracellular adhesion molecule 1; IL:
interleukin; i.p.: intra peritoneal; MMP: Matrix Metalloproteinase; MCT: monocrotaline;
NLRP3: NACHT, LRR, and PYD domains-containing protein 3; NFkB: Nuclear Factor kappa B;
NRF2: nuclear factor erythroid-derived 2; RLX: relaxin; RvD1: resolvin D1; sc.: subcutanous;
SuHx: Sugen-Hypoxia; TGF-B: Transforming Growth Factor Beta; TLR4: toll-like receptor 4;

VF: Ventricular Fibrillation.
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5. Conclusions

Chronic inflammation is a consequence of failure in the inflammatory-response machinery to
switch from the initiation phase of inflammation into the active resolution phase mediated by
SPMs. AA, DHA, and EPA-derived SPMs directly target efferocytosis promotors to prevent FRM
and persistent inflammatory status. Clinical evidence demonstrating decreased plasmatic levels
of SPMs in patients with chronic heart failure consolidate the concept of ‘Failed Resolution
Mechanisms’ in progressive cardiac diseases, including RHD and AF. SPMs are potential strong
therapeutic candidates that are able to promote resolution in inflammation-associated

arrhythmogenic cardiac disorders.



6. Highlights
e |[nitiation of inflammation is required to combat cardiac insults.
e Arrhythmogenic events may include inhibition of bio-molecularly active lipid-mediator
class-switching and resolution.
e Future therapeutic strategies targeting cardiac inflammation must consider the complex
equation of not inhibiting the required initiation-processes of inflammation while

promoting resolution mechanisms.
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