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RESUME

L’hémoglobine est une protéine contenue dans les globules rouges dont la
principale fonction est le transport de 'oxygene. Chaque molécule d’hémoglobine est
un tétramere constitué de deux paires de globines identiques de type o et 3. La B-
thalassémie est une maladie génétique hématopoiétique provenant de mutations du
gene encodant 'hémoglobine. Ce désordre se caractérise par une diminution ou une
absence totale de la synthese de la chalne B-globine résultant principalement en une
anémie hémolytique sévere ainsi que des complications multisystémiques, telles que la

splénomégalie, des déformations osseuses et une dysfonction hépatique et rénale.

Actuellement, les transfusions sanguines chroniques représentent le traitement
standard des patients B-thalassémiques. Cette thérapie nécessite I'administration
conjointe d’un traitement chélateur de fer puisqu’elle entraine une accumulation
pathologique du fer, considéré a ce jour comme la source principale des
complications cardiovasculaires de la -thalassémie. Néanmoins, malgré le traitement
efficace de la surcharge de fer transfusionnelle, 'insuffisance cardiaque demeure
encore la principale cause de mortalité chez les patients atteints de [-thalassémie.
Cette observation indique possiblement la présence d’'un mécanisme complémentaire

dans le développement de la physiopathologie cardiaque 3-thalassémique.

L’objectif du présent projet consistait donc a étudier les altérations
cardiovasculaires de la B-thalassémie indépendamment de la surcharge de fer
transfusionnelle. En utilisant un modele murin non-transfusé de la B-thalassémie
majeure, nous avons d’abord évalué 7z vive, par méthode d’imagerie novatrice
¢chographique a haute fréquence, les propriétés hémodynamiques vasculaires. Nos
résultats d’index de Pourcelot ainsi que de résistance vasculaire périphérique totale
ont démontré une perturbation de Iécoulement microcirculatoire chez les souris §3-
thalassémiques non-transfusées. Subséquemment, nous avons étudié la fonction
endothéliale de régulation du tonus vasculaire de vaisseaux mésentériques isolés. Nos
résultats ont révélé un dysfonctionnement de la réponse vasodilatatrice dépendante
de T'endothélium chez les souris B-thalassémiques malgré une augmentation de

I'expression de I'enzyme de synthése du monoxyde d’azote ainsi qu'un remodelage de
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la carotide commune caractérisé par un épaississement de la paroi vasculaire.
Finalement, notre étude échocardiographique de la fonction et la morphologie
cardiaque a montré, chez les souris [-thalassémiques, le développement d’une
hypertrophie et une dysfonction ventriculaire gauche en labsence de transfusions

sanguines chroniques ou de dépots directs de fer dans le myocarde.

L’ensemble des résultats présentés dans le cadre de cette these indique la
présence d’une pathologie cardiovasculaire chez les souris B-thalassémiques non-
transfusés. Nos travaux permettent de proposer un mécanisme de la pathophysiologie
cardiovasculaire {-thalassémique, indépendant de la charge de fer transfusionnelle,
impliquant les effets compensatoires d’une anémie chronique combinés a une
vasculopathie complexe initiée par les érythrocytes endommagés et I’hémolyse

intravasculaire.

Mots clés : 3-thalassémie, hémoglobine, globules rouges, surcharge de fer, fonction
endothéliale vasculaire, physiologie cardiaque, échographie, hémodynamique

vasculaire.



ABSTRACT

Hemoglobin is the major protein in red blood cells and is responsible of the
oxygen transport. Each hemoglobin molecule is a tetramer consisting of two identical
a- and B-globin subunits. 3-thalassemia is a genetic hematopoietic disease caused by
mutations in hemoglobin genes. This disorder is characterized by a decrease or
absence of production of $-globin chain leading mainly to a severe hemolytic anemia
and several systemic manifestations, including splenomegaly, skeletal deformities as

well as hepatic and renal dysfunctions.

Chronic blood transfusions remain the standard treatment for -thalassemic
patients. This therapy requires iron chelating management since it leads to
pathological iron accumulation which is currently considered the main cause of
cardiovascular complications of 3-thalassemia. However, despite adequate control of
transfusional iron loading, heart failure remains the leading cause of mortality in §3-
thalassemia. This issue is possibly indicative of additional pathogenic mechanisms

underlying the development of the 3-thalassemic cardiac pathology.

The objective of the present research project was to study cardiovascular
alterations of B3-thalassemia independently of transfusional iron overloading. Using an
untransfused murine model of 3-thalassemia major, we have evaluated 77 vivo, by non-
invasive high-frequency ultrasound imaging, vascular hemodynamic properties. Our
results of Pourcelot indices and total peripheral vascular resistance have shown
microcirculatory flow disturbances in untransfused 3-thalassemic mice. Consequently,
we have studied ex vivo the endothelial vasomotor function in isolated mesenteric
arterioles. Owur findings have pointed out endothelium-dependent vasodilator
dysfunction in [-thalassemic mice despite increased expression of nitric oxide
synthase, as well as remodeling of the common carotid artery wall. Lastly, our
echocardiography studies of heart morphology and function in B-thalassemic mice
have demonstrated the development of left ventricle hypertrophy and dysfunction in

the absence of chronic blood transfusions or direct myocardial iron deposits.

In conclusion, findings presented in this thesis have demonstrated for the first

time development of severe cardiovascular complications in untransfused §-
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thalassemic mice. Based on our results, we have proposed a novel mechanism,
independent of direct myocardial iron deposition, responsible for the cardiovascular
complications in B-thalassemia. This model combines compensatory effects of
chronic anemia with a complex vasculopathy initiated by abnormal erythrocytes and

intravascular hemolysis.

Keywords: B-thalassemia, hemoglobin, red blood cells, iron overload, vascular

endothelial function, cardiac physiology, ultrasonography, vascular hemodynamics.
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AVANT-PROPOS

Les thalassémies représentent le groupe de maladies monogéniques le plus
répandu dans le monde. Pourtant, ces maladies ne figurent pas au rang des
thématiques de recherche les plus populaires. Une simple comparaison du nombre de
publications scientifiques biomédicales répertoriés dans la base de données Medline
révele que des maladies telles que hypertension, le diabéte ou I'obésité affichent de 6
a 11 fois plus de publications que les thalassémies. Ces dernieres furent décrites pour
la premiere fois en 1925 par Thomas Cooley et Pearl Lee suite a leurs observations
faites chez des enfants de la région méditerranéenne. Néanmoins, malgré que ces
maladies soient connues depuis plus de 80 ans, 'espérance de vie des patients atteints
de B-thalassémie, une des formes les plus séveres de ces pathologies, demeure encore,
a ce jour, limitée a la quarantaine. Je ne pourrais dire exactement les motivations qui
m’ont poussé a choisir spécifiquement ce sujet afin d’effectuer les recherches décrites
dans cette these. Peut-étre étaient-ce mes origines méditerranéennes qui ont suscité
mon intérét ou peut-étre était-ce le simple fait que derriere ce mot a 'apparence
complexe, thalassémie, derricre la description méthodique des symptomes cliniques
qu’il représente, derricre les subventions de recherche qui permettent de stimuler
I’économie scientifique, il y a des patients. Des étres vivants pour lesquels chaque
symptome représente bien plus qu’un simple mot. Des individus qui esperent célébrer

un jour leur 50° anniversaire.



CHAPITRE 1: INTRODUCTION

Ce premier chapitre représente une introduction aux notions nécessaires pour
la compréhension du sujet faisant 'objet de cette these. Ainsi, cette revue de la
littérature comprend trois principales sections. D’abord, un bref rappel de notions
hématologiques sera suivi d’une description de la pathologie 3-thalassémique. Ensuite,
une section détaillera des concepts de physiologie cardiovasculaire notamment
I’hémodynamique vasculaire et la physiologie cardiaque, ainsi que la physiologie de
I'endothélium vasculaire. La derniére section permettra d’introduire la problématique
des désordres cardiovasculaires de la [-thalassémie pour finalement énoncer les

objectifs et le plan de cette these.

1.1 NOTIONS HEMATOLOGIQUES

Le sang représente environ 8% du volume corporel total, c’est-a-dire 4 a 6 L.
Les principaux roles du sang sont le transport d’oxygene et de substances nutritives
aux différents tissus du corps, ’évacuation des déchets et du dioxyde de carbone et la
défense de organisme contre les infections. Il est composé de trois types d’éléments
cellulaires spécialisés suspendus dans un liquide appelé plasma : les érythrocytes ou
globules rouges, responsables du transport d’oxygene et de dioxyde de carbone; les
leucocytes ou globules blancs, dédiés a la protection de I'hote contre les infections et
blessures; les thrombocytes ou plaquettes permettant de préserver Iintégrité
vasculaire par lintermédiaire de la coagulation sanguine (Fig. 1.1A). L’hématocrite
représente le volume qu’occupent les globules rouges dans un échantillon sanguin
total (Fig. 1.1B).

En plus des cellules, un grand nombre de substances organiques et
inorganiques se retrouvent dissoutes dans le plasma. Les principales substances
organiques sont les protéines plasmatiques telles que I'albumine, les globulines et le
fibrinogene. Les constituants inorganiques sont des électrolytes tels que le sodium, le

potassium ou encore le chlore.



Plasma
(55% du sang)
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Figure 1.1: A) Microscopie électronique du sang, montrant des
érythrocytes (rouge), des plaquettes (jaune) et des leucocytes (bleu)
(adapté d’'une photographie publique provenant du National Cancer
Institute, photo : Bruce Wetzel), B) Organisation du sang en couches
dans un échantillon additionné d’anticoagulant et centrifugg.

1.1.1 Globules rouges

Les globules rouges sont des cellules anucléées ayant la forme d’un disque
biconcave de diametre de 7,8 um et d’épaisseur de 2,5 um sur les cotés et de 1 pm au
centre” (Fig. 1.2). Chez ’homme normal, le nombre moyen de globules rouges est de
5,2X10° mm™ et chez la femme normale ce nombre est de 4,7x10° mm~> @, La
fonction principale des érythrocytes est la protection et le transport de ’'hémoglobine
qui a son tour permet de transporter 'oxygene des poumons aux tissus ainsi que
d’évacuer le dioxyde de carbone des tissus vers les poumons. La biconcavité
érythrocytaire contribue a lefficacité de leur fonction premicre en procurant une
surface de contact optimale pour la diffusion de I'oxygene a travers la membrane
cellulaire. Une autre caractéristique érythrocytaire importante est leur grande
déformabilité qui facilite leur transport a travers des capillaires étroits et tortueux de

diametre aussi petit que 3 um.



Figure 1.2: Photographie d’un érythrocyte montrant en microscopie
optique (gauche) et électronique (droite) la morphologie cellulaire de
profil et de face (extrait de Young ez al,, 2006 ).

Les globules rouges sont exempts de noyau, organelles et ribosomes afin de
maximiser le contenu en hémoglobine qui peut atteindre une concentration de
34 g/dL de cellules. A hématocrite normal, les concentrations moyennes normales
d’hémoglobine, chez un individu en santé, sont de 16 grammes par décilitre de sang
chez ’homme et de 14 g/dL chez la femme. Cependant la concentration en
hémoglobine varie selon I’age, le sexe et les origines ethniques™.

1.1.2 Hématopoicse et érythropoiese

I’hématopoiese désigne le processus de production des cellules sanguines a
partir de cellules souches pluripotentes. Le lieu de synthese des cellules sanguines
change durant le développement embryonnaire passant du sac vitellin' au foie, a la
rate et pour enfin prendre place dans la moelle osseuse, lieu exclusif de la production

apres la naissance (Fig. 1.3).

Sac vitellin Rate

g‘ﬁjie /;/? Moelle osseuse

T T T T T T T T | | T T T

6 12 18 26 30 36 1 6 12 18 24 30 36 42 48
R Naissance )
Age post-conception(semaines) Age post-natal (semaines)

Site
d'érythro-
poiese

Figure 1.3: Sites d’érythropoi¢se durant le développement humain
(adapté de Weatherall, 2001 ©).

! Vésicule, tres réduite dans espece humaine, appendue a la partie ventrale de I'intestin et reliée a
lintestin par le canal vitellin.



Le site actif d’hématopoicse de la moelle est surnommé la moelle osseuse
rouge puisqu’il contient un grand nombre de globules rouges immatures. La moelle
osseuse renferme également des cellules graisseuses, mais ces dernieres sont inactives
en termes d’hématopoicse. La partie de la moelle composée majoritairement de
cellules graisseuses se nomme moelle jaune. Durant la croissance, la moelle rouge est
graduellement remplacée par de la moelle jaune dans les os longs tels que le tibia et le
fémur, ce qui restreint les sites d’hématopoi¢se aux os membraneux tels que les
vertébres, le sternum ou encore les cotes”’. La moelle rouge est également le site de

différenciation des leucocytes et des plaquettes.

Toutes les cellules sanguines circulantes dérivent des cellules souches
hématopoiétiques (CSH) pluripotentes, c’est-a-dire des cellules souches non
différenciées capables de produire diverses cellules différenciées. A partir de la cellule
souche pluripotente, plusieurs étapes de différenciation sont nécessaires afin de
former la premicre cellule appartenant a la lignée des globules rouges, le
proérythroblaste (Fig. 1.4). Ce précurseur subit une série de divisions produisant

chacune des cellules de plus en plus petites.

La synthese d’hémoglobine débute durant le stade d’érythroblaste et continue
jusqu’a la maturation érythrocytaire. Durant sa transformation, I’érythrocyte accumule
une grande quantité d’hémoglobine jusqu’a la condensation et Iextrusion du noyau
cellulaire. Les cellules entrent dans la circulation sanguine par diapédése sous forme
de réticulocytes et finissent leur maturation en 24 a 48 heures en évacuant les
organelles cellulaires telles que les mitochondries ou les ribosomes. Elles perdent par

conséquent leur capacité de synthétiser I’hémoglobine®.

Le nombre total de globules rouges est hautement régulé pour permettre un
transport adéquat de I'oxygene des poumons aux tissus sans toutefois devenir trop
nombreux et entraver la circulation sanguine. L’érythropoicse est régulée par les
besoins des tissus en oxygene. Une diminution de la quantité d’oxygene transportée
peut étre captée par des cellules spécialisées au niveau du rein. Ces dernicres
produisent un facteur de croissance appelé Dérythropoiétine qui stimule la
prolifération et la maturation des précurseurs des globules rouges ainsi que la

libération des réticulocytes (Fig. 1.4).
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Figure 1.4: Différenciation des cellules hématopoiétiques (adapté de
Kumar ez al,, 2005 7). Les CFU (« colony forming unit ») ou cellules
progénitrices d’une lignée particulicre sont des cellules souches
spécialisées pouvant donner naissance a des colonies de cellules
différenciées. BEFU-E, « burst forming unit erythrocyte »



1.1.3 Hémoglobine

L’hémoglobine est la protéine globulaire permettant le transport de oxygene
ainsi que du dioxyde de carbone et certains autres gaz tels que le monoxyde d’azote
(NO). Lérythrocyte humain contient environ 280 millions de molécules
d’hémoglobine®. La structure de I’hémoglobine humaine change durant le
développement. Ainsi chaque type d’hémoglobine est un tétramere constitué de deux
différentes paires de chaines polypeptidiques nommées globines et contenant chacune
un groupe héme (Fig. 1.5). Chaque héme contient un ion de fer capable de lier de
fagon réversible 'oxygene. Les génes de ces globines de type a et 3 sont encodés,
chez ’humain, sur les chromosomes 16 et 11 respectivement. Au cours des stades du

développement, différentes globines de type a et B sont produites (Fig. 1.6A) pour
former différentes hémoglobines (Fig. 1.6B).

chaine f chaine {3,

Groupes Heme
Figure 1.5: Molécule d’hémoglobine (adapté de Sherwood 1997 @).

A Tage adulte, la totalité des hémoglobines est constituée d’environ 97%
d’hémoglobine A (HbA), 2% d’hémoglobine A, (HbA,) et 1% d’hémoglobine feetale
(HbR)®,

1.1.4 B-thalassémie
Les hémoglobinopathies sont des désordres héréditaires entrainant des
variations structurelles de ’'hémoglobine dont les plus fréquentes sont les thalassémies

et les désordres drépanocytaires (ou anémie falciforme). En 1925, Thomas Cooley et



Pearl Lee ont identifié une forme d’anémie sévere présente des I'enfance, associée a
une splénomégalie (augmentation anormale du volume de la rate) et a des
changements osseux caractéristiques”. En 1932, George H. Whipple donne a ce
désordre le nom thalassémie, venant de thalassa signifiant « la mer », puisque les patients

. ., ., . ;. s 1: . 10
qu’il avait étudiés venaient de la région Méditerranéenne”.

A
3
é |
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; \ e
Embryon Foetus Naissance 6 mo Adulte
B Embryon Feetus Adulte
Goer a2 (HbA)
CZYZ Y2 (HbF) 000> (HbAz)
282

Figure 1.6: A) Chaines de globine produites au cours du

développement de ’homme, de la conception a ’age adulte (adapté de

Giardina e al, 2008 “V). B) Composition des hémoglobines selon le

stade de développement. La lettre en grec désigne le nom de la globine

et lindice indique le nombre de chaines. L’indication entre

parentheses est le nom de ’'hémoglobine résultante.

Les thalassémies sont un groupe de maladies héréditaires diversifiées
caractérisées par une diminution ou une absence totale de la synthese d’une ou
plusieurs chaines de globines. Elles sont classifiées dépendamment de la chaine de
globine impliquée, les plus courantes étant I'a-thalassémie et la B-thalassémie!?. Ainsi

la B-thalassémie résulte de la réduction (B-thalassémie) ou de labsence (B'-

thalassémie) de production de la chaine B-globine”.



1.1.4.1 Classification et génétique

La B-thalassémie est extrémement hétérogene au niveau moléculaire, puisque
plus de 200 différentes mutations entrainent ce phénotype'”. Briévement, ce sont soit
des délétions® au niveau du gene de la B-globine ou des mutations trés souvent
ponctuelles affectant la transcription de TADN en ARNm, la stabilit¢ de PARNm ou
la traduction de PARNm en B-globine!”. Les B-thalassémies peuvent étre séparés en
trois catégories selon la sévérité des symptomes cliniques: la thalassémie majeure, la

thalassémie intermédiaire et le trait thalassémique.

La thalassémie majeure consiste en une anémie sévere symptomatique. Elle se
présente chez des individus homozygotes® pour une mutation thalassémique ou des
individus hétérozygotes' présentant une combinaison de plusieurs mutations
thalassémiques. Chez ces individus, 'anémie s’accompagne généralement d’une
diminution sévere de la teneur en hémoglobine des érythrocytes (teneur corpusculaire
moyenne en hémoglobine ou MCH) et une diminution du volume érythrocytaire
moyen (volume globulaire moyen ou MCV) se reflétant, respectivement, par une
hypochromie et une microcytose (Fig. 1.7). Le niveau d’hémoglobine décroit
progressivement durant les premiers mois de vie et peut atteindre des concentrations
aussi basses que 3 a 4 g/dL de sang"’. Les patients présentent des symptomes de
paleur cutanée, fatigue généralisée, hyperplasie des os, splénomégalie progressive
pouvant déformer 'abdomen ainsi quun retard de croissance”. En Pabsence de
transfusions sanguines, les patients risquent la mort dés les premiers mois suivant leur

naissance.

2 Processus entrainant la perte de matériel chromosomique sur un segment d’ADN.
3 Individus portant la méme mutation sur chacun des deux alléles de la méme paire de chromosomes.
* La mutation est contenue sur un seul alléle de la méme paire de chromosomes



Figure 1.7: Morphologie des globules rouges chez un individu sain
(A) et chez un patient atteint de thalassémie majeure (B).(extrait de
Young ez al., 2006 ?)

Environ 10% des individus B-thalassémiques homozygotes expriment un
phénotype de sévérité hématologique intermédiaire!'”. Ces patients présentent une
réduction modérée de la synthese de la B-globine et survivent généralement jusqu’a
I'age adulte sans traitements. Par ailleurs, cette forme de [-thalassémie est
cliniquement hétérogene et les patients atteints peuvent présenter des concentrations
d’hémoglobine variant de 6 a 10 g/dL"”. Ainsi, la gamme de symptomes cliniques
chez les patients atteints de @-thalassémie intermédiaire s’étend d’un état
complétement asymptomatique jusqu’a 'age adulte a un phénotype de complications

similaires a celles de la 3-thalassémie majeure.

Le trait thalassémique ou la (-thalassémie mineure est un état de porteur
généralement asymptomatique présent chez des patients hétérozygotes pour une
mutation thalassémique®. Certains patients peuvent présenter une anémie discréte
ainsi qu’une microcytose. L’anomalie est habituellement révélée lors de la présence

d’une autre situation clinique telle qu’une grossesse ou une infection majeure”.

1.1.4.2 Distribution mondiale et génétique des populations

Tel que montré a la figure 1.8, la B-thalassémie se distribue en grande partie a
travers les populations d’Afrique, la région Méditerranéenne, le Moyen-Orient, 'Inde

et en Asie du Sud-est?.
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Figure 1.8: Distribution mondiale de la (-thalassémie (extrait de
Weatherall ¢z ., 2001 ).

Dans ces populations, I'incidence de la thalassémie est estimée entre 2.5 et
15%"". Cependant, en raison des mouvements de populations, ces maladies sont
aussi répandues en Amérique et en Europe de I’Ouest. Notons que cette maladie peut
apparaitre sporadiquement au niveau de tous les groupes ethniques"”. Des études sur
les populations suggerent que les porteurs de genes causant la thalassémie ainsi que
Panémie falciforme sont protégés contre la malaria P. faliparum™?. Les études ont
montré que la [-thalassémie est apparue dans les régions malariales suite a une

sélection positive des genes mutés™,

1.1.4.3 Pathophysiologie et manifestations cliniques

La B-thalassémie comprend un large spectre de manifestations et de
complications cliniques. Les patients séveérement atteints présentent une anémie
chronique, des déformations osseuses, une splénomégalie, une surcharge de fer et des
complications cardiovasculaires (voir section 1.3, p. 52) (Fig. 1.9). De plus, d’autres
complications B-thalassémiques ont également été décrites, mais ne seront pas
détaillées dans cette revue de littérature. Mentionnons a ce titre les dysfonctions
endocriniennes, les retards de croissance et de développement, le diabéte, la

pathologie hépatique et les infections?.
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Figure 1.9: Résumé des conséquences de production excessive de
chaines d’a-globine (adapté de Olivieri, 1999 7). Les processus
primaires sont indiqués en orange et les processus compensatoires en
jaune.

1.1.4.3.1 Anémie

Le phénotype clinique varie selon le génotype des patients et le taux de
diminution de la production des chaines de 3-globine. La cause principale de 'anémie
présente lors de la -thalassémie est le déséquilibre entre la synthése des chaines de
globines o et 3, diminuant conséquemment la synthése d’hémoglobine (HbA) et
résultant dans I’hypochromie et la microcytose. Les nouveau-nés atteints de B-
thalassémie majeure ne présentent pas d’anémie puisque la production de y-globine
persiste plusieurs mois suivant la naissance et les chaines d’a-globine permettent la
formation d’hémoglobine feetale (HbF, a,y,). Ainsi, les manifestations cliniques
débutent a la seconde moitié de la premicre année de vie, suite a la transition de

Pexpression des chaines de y-globine vers les chaines de B-globine™”

. Par la suite,
chez les individus les plus séverement atteints, I'a-globine libre s’accumule dans la
cellule puisqu’elle est incapable de former des tétrameres d’hémoglobine et les chaines

d’a-globine s’agréegent et précipitent formant des inclusions, appelés également
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« corps de Heinz »"”. Les corps de Heinz interferent dans le processus de maturation
des précurseurs érythrocytaires, causant des dommages oxydatifs a la membrane
cellulaire et une destruction des érythroblastes immatures a lintérieur de la moelle

6; 17

osseuse ). Centis et al. ont démontré, chez des patients thalassémiques, un taux

d’apoptose érythrocytaire a lintérieur de la moelle osseuse qui était 3 a 4 fois

(18)

supérieur a celui des sujets normaux" . L’apoptose expliquerait ainsi partiellement

I'inefficacité de Iérythropoicse et, par conséquent, une partie de 'anémie résultante.

De plus, 'anémie comporte également une composante hémolytique, puisque
les érythrocytes ayant atteint la maturité et contenant un exces de chaines d’a-globine
montrent une modification de la structure membranaire ainsi qu’une rigidité accrue’.
Ceci occasionne leur élimination et leur destruction lors du passage a travers les
capillaires sinusoides étroits de la rate et ailleurs dans la microcirculation. Les chaines
d’a-globine excédentaires se liant au cytosquelette membranaire endommagent les
protéines de la membrane cellulaire ce qui cause la rigidité érythrocytaire"”. En outre,
les produits de dégradation des a-globines, tels que ’héme et le fer libre, provoquent
une série de processus oxydatifs intracellulaires. I.’oxydation endommage également la
membrane et certaines composantes érythrocytaires. Ce processus entraine une perte
de I'asymétrie des phospholipides membranaires et une exposition de sites de liaison
pour les immunoglobulines G (IgG) rendant les globules rouges susceptibles a

P’élimination par les macrophages"*?”.

1.1.4.3.2 Modification osseuse

LLa diminution considérable de la capacité globale de transport d’oxygene du
sang stimule la sécrétion de grandes quantités d’érythropoiétine afin de promouvoir
une hyperplasie érythroide compensatoire. Cependant, la capacit¢é de la moelle
osseuse de répondre a ce message est limitée par I’érythropoicse inefficace. Ceci cause
I'expansion massive de la moelle osseuse avec une production réelle tres limitée de
globules rouges et un amincissement de los cortical. Chez certains patients,
Iérythropoiése est si exubérante que des masses de tissu érythropoiétique

extramédullaire sont formées dans I’abdomen, le pelvis et la poitrine”

. L’expansion
massive de la moelle osseuse exerce plusieurs effets adverses sur la croissance, le

développement et le fonctionnement de certains organes. Certains enfants présentent
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méme des déformations des os craniens et faciaux et une porosité au niveau des os

longs et des vertebres!” pouvant également occasionner des fractures®’.

1.1.4.3.3 Splénomégalie

L’exposition incessante de la rate aux globules rouges endommagés entraine
I’hypertrophie de la rate, appelée splénomégalie, causée par un travail excessif. Elle
agit telle une éponge séquestrant une proportion considérable de la masse
érythrocytaire”. La splénomégalie peut étre évitée par transfusion réguliére de sang®.
Cependant, lorsque les besoins en transfusion excedent 180 a 200 mLL de concentrés
de globules rouges par kilogramme de poids corporel par année, les patients doivent
généralement subir une ablation chirurgicale de la rate ou splénectomie”. Le méme
processus d’hypertrophie peut avoir lieu dans le foie surtout suite a une

splénectomie’’.

1.1.4.3.4 Surcharge de fer

Les patients thalassémiques séveérement atteints manifestent une
augmentation de Dabsorption gastro-intestinale de fer qui est reliée au degré
d’inefficacité de Pérythropoicse et de I'expansion subséquente de la population de
précurseurs de lignée érythroide®. 1 absorption accrue entraine une accumulation
graduelle de fer dans les cellules de Kupffer et dans les macrophages de la rate” ",
De plus, les patients thalassémiques homozygotes requicrent des transfusions
sanguines réguliéres qui contribuent a accentuer 'accumulation de fer dans les glandes
endocriniennes, le pancréas, le foie et le myocarde”. Le fer est emmagasiné dans les
cellules de ces organes sous la forme de ferritine, hémosidérine et fer libre ou fer
labile cellulaire. Le fer labile est le plus toxique puisqu’il provoque la formation de
radicaux libres pouvant causer des dommages oxydatifs aux protéines et lipides
cellulaires®. I.’absence d’un traitement permettant I’élimination du fer de 'organisme,
ou traitement chélateur, entraine une dysfonction graduelle au niveau du cceur, du
foie et des glandes endocriniennes®. La surcharge de fer peut également entrainer
des complications au niveau du foie, telle que la fibrose, et un désordre des glandes

endocriniennes, associé au diabéte ou au retard de croissance et de développement>

22)
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1.1.4.4 Traitements

Durant les dernicres décennies, le pronostic des patients atteints de (3-
thalassémie majeure a grandement été amélioré par les traitements combinés de
transfusions sanguines et de chélation du fer. La figure 1.10 montre des résultats de
probabilité de survie rapportées chez des patients B-thalassémiques italiens (A, C) et

britanniques (B).
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Figure 1.10: Probabilité¢ de survie, apres la premiere décennie de vie,
(A) et de survie sans complications (C), par cohorte de date de
naissance, chez des patients italiens atteints de 3-thalassémie majeure
(adapté de Borgna-Pignatti e al, 2004 ®Y). B) Comparaison de
Iespérance de vie chez des patients britanniques atteints de (-
thalassémie majeure étant en vie au début des années 1970, 1980, 1990
et 2000 (adapté de Modell ez al., 2008 *).

1.1.4.4.1 Transfusion sanguine

Le principal traitement symptomatique pour les patients atteints de
thalassémie est la transfusion sanguine. Un programme adéquat de transfusion peut

d’une part prévenir la mort causée par 'anémie durant les premicres années de vie et
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permettre une croissance et un développement normal durant I'enfance, et d’autre
part limiter les complications reliées a I’érythropoiese telles que 'hyperplasie de la
moelle osseuse et Pérythropoiese extramédullaire® *”. Généralement, les transfusions
sont administrées chaque deux a quatre semaines avec un niveau d’hémoglobine avant
transfusion de 9 2 10 g/dL!*'". Dans le but d’éviter des réactions aux transfusions, le
sang doit étre lavé et filtré pour éliminer les globules blancs et les protéines
plasmatiques. Toutefois, le risque de transmission d’agents viraux tels que 'hépatite B,

C et le VIH demeurent une problématique importante des transfusions sanguines®”.

1.1.4.4.2 Traitement chélateur du fer

La surcharge de fer, principalement causée par les transfusions sanguines, est
une cause importante de morbidité et de mortalité tardive chez les patients B3-
thalassémiques et elle peut étre évitée ou traitée par 'administration dun agent
chélateur capable de former un complexe soluble et non toxique avec le fer et de
promouvoir son excrétion. La déféroxamine est I'agent chélateur standard utilisé
depuis 1970 pour usage clinique et ayant démontré son efficacité a long terme dans le

(1929 1.a déféroxamine est absorbée faiblement par voie

traitement de la thalassémie
orale et métabolisée rapidement dans le plasma nécessitant par conséquent I'infusion
par voie parentérale sur une période allant de 8 a 12 heures®. Ce médicament a
montré une grande efficacité lors d’une utilisation optimale en inversant la toxicité au
niveau des organes et en prolongeant I'espérance de vie des patients. Cependant, pour
atteindre un niveau suffisant d’élimination du fer, ce médicament doit étre administré
au moins 5 a 7 jours/semaine®. Le régime de traitement souvent inconfortable et
rigoureux entraine une adhérence faible au traitement plus particulierement chez les

adolescents et les jeunes adultes®”

. De plus, des effets neurologiques toxiques ont été
rapportés lors de I'administration de ce médicament. De ce fait, la surveillance pour
toxicité est essentielle dés le début de ce traitement. Des médicaments chélateurs
pouvant étre administrés par voie orale ont également été développés afin d’améliorer
Iobservance de la thérapie et maintenir la qualité de vie des patients. Un tel
médicament chélateur, la défériprone, montre des résultats favorables sur la fonction

cardiaque et la diminution de la quantité de fer rnyocardique(zg; 0 Les effets

secondaires reliés a la prise de défériprone sont des problemes gastro-intestinaux, des
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arthropathies s’accompagnant de douleurs, ainsi que la neutropénie, nécessitant une
surveillance hebdomadaire des comptes cellulaires hématologiques"". Finalement, le
déférasirox, disponible commercialement depuis 2005, est également un agent
chélateur administré par voie orale. De nombreux travaux de recherche ont démontré
efficacité de ce médicament, mais des é¢tudes cliniques visant a évaluer Iefficacité et

I'innocuité a long terme sont toujours en cours® ™,

1.1.4.4.3 Transplantation de moelle ossense

Le seul traitement disponible a ce jour capable de guérir la thalassémie est la
transplantation de CSH provenant de la moelle osseuse. Plus de 1000 transplantations
de moelle ont été effectuées a travers le monde jusquen 1997%. Le prérequis a la
transplantation est la disponibilité d’un donneur ayant un systeme d’histocompatibilité
HLA (systéme majeur d’histocompatibilité humain)’ identique a celui du patient
thalassémique. La procédure consiste a prélever de la moelle osseuse de I'os iliaque du
donneur et de linfuser dans une veine périphérique chez le patient thalassémique
ayant subi un traitement de préparation visant a éradiquer son systéme
hématopoiétique et réprimer son systéme immunitaire®”. Le résultat thérapeutique de
la transplantation est influencé par P'efficacité du traitement de chélation au moment
de la transplantation’”. Une complication possible de ce traitement est la persistance

69 Mentionnons

de cellules hématopoiétiques résiduelles du patient thalassémique
également qu’il existe d’autres approches expérimentales de remplacement de la
moelle osseuse tel que la transplantation de sang de cordon ombilical et la

transplantation de moelle osseuse intra-utérine®”,

1.1.4.4.4 Approches excpérimentales

Les principales approches expérimentales incluent la réactivation ou
I'augmentation de production d’hémoglobine feetale (HbF) et la thérapie génique.
Brievement, le raisonnement derriére la thérapie d’induction d’HbF est basé sur le fait
que chez les patients thalassémiques ayant une persistance d’HbF, le ratio entre les
chaines o et non-a est balancé permettant une survie prolongée des globules

rouges®”. Les agents thérapeutiques utilisés sont des médicaments cytotoxiques,

5 Systeme de genes codant pour des protéines se trouvant sur les membranes de toutes les cellules de
Porganisme et setrvant principalement dans la reconnaissance du soi.
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Pérythropoiétine et des analogues des butyrates"”. Certains de ces composés utilisés
seuls ou en combinaison ont montré une légere augmentation de 'HbF chez les
patients thalassémiques mais dans 'ensemble les études ont été décevantes'” 7. La
thérapie génique, quant a elle, consiste a corriger la mutation génétique en transférant
le gene de B-globine dans une CSH. Cependant, a ce jour, aucune méthode efficace

n’a été développée pour le transfert de genes chez I’humain®”.

1.1.4.5 Mode¢les de souris B-thalassémiques

Les mode¢les animaux permettent I'amélioration de la compréhension des
mécanismes pathophysiologiques et le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques. La souris est le modele animal de prédilection pour les maladies
humaines en raison de sa similarité biologique suffisante et de la possibilité de

modification de son génotype.

Chez la souris, le gene de la B-globine, situé sur le chromosome 7, exprime
quatre genes fonctionnels principaux : ey et Bhl, genes exprimés durant la vie
embryonnaire; et, selon I'haplotype, soit B-single ou bl (B-majeur) et b2 (B-mineur).
Les souris portant ’haplotype Hbb® possédent deux genes identiques B-single et celles
exposant 'haplotype Hbb® produisent deux globines distinctes, 3-majeur et 3-mineur
(Fig. 1.11)%%. Le géne B-majeur est responsable d’environ 80% de la production de B-
globine adulte, alors que le géne B-mineur n’est responsable que des 20% restants®.
Similairement aux autres mammiferes, le site d’érythropoi¢se murin change au cours
du développement embryonnaire, débutant dans le sac vitellin pour passer ensuite par
le foie, la rate et finalement prendre place dans la moelle osseuse®”. Plusicurs modéles
murins répliquant des caractéristiques de la B-thalassémie humaine de sévérité variable

sont disponibles a ce jour. Le premier modéle murin, désigné Hbb™' (ou Hbb™"

), est
celui qui a été étudié au cours de cette these. Ce modele résulte d’une délétion
spontanée du gene de la B-globine majeure®™. Environ 60% des souris homozygotes
pour cette délétion survivent jusqua l'age adulte et présentent une anémie

. . . , JaN : 6
microcytaire et hypochromique accompagnée d’une sévére anisocytose’,

poikilocytose” et réticulocytose. Des corps de Heinz sont présents dans un grand

% Terme désignant I'inégalité de la taille des érythrocytes.
7 Terme désignant I'inégalité de la forme des érythrocytes.
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nombre des érythrocytes circulants. Les souris hétérozygotes exhibent un phénotype
semblable au trait thalassémique. Ces souris présentent également des caractéristiques
histopathologiques similaires a celles des patients B-thalassémiques telles que la

38

splénomégalie et la présence importante de dépots de fer dans la rate®. D’autres

b®* % Hbb™ 09 Hbb™* ®” ont également été développés,

modeles, tels que Hb
respectivement, par la délétion du gene de la B-globine majeure<39), la délétion des
deux genes adultes de la B-globine (soit B-majeur et B-mineur)® ou le remplacement
des deux genes adultes murins de la -globine par un gene de [B-globine humain
contenant une mutation®”. Les animaux homozygotes pour ces trois derniers modéles

meurent 7z utero, tandis que les animaux hétérozygotes présentent une anémie variant

de modérée a sévere et une diminution importante de leur survie.

Chromosome 7

» — -

gy ﬂ hi ﬂs‘ingle ﬁ\s‘ingle
&y ,Bh Ji ﬁmq/eur ﬁmineur

Figure 1.11: Représentation schématique simplifiée du locus de la 8-
globine chez la souris. A) Haplotype Hbb". B) Haplotype Hbb".
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1.2 PHYSIOLOGIE CARDIOVASCULAIRE

Le cceur est un muscle strié séparé en deux pompes disposées en série: le
cceur gauche qui achemine le sang vers les tissus et organes périphériques ainsi que le
cceur droit qui assure 'apport sanguin vers les poumons. Chacune de ces deux moitiés
est composée a son tour d’une oreillette et d’un ventricule séparés par une valve
tricuspide dans le cceur droit ou une valve mitrale dans le cceur gauche(“) (Fig. 1.12).
Les oreillettes et les ventricules gauches et droits sont séparés par un septum nommé

respectivement interauriculaire et interventriculaire.
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Figure 1.12: Structure cardiaque et direction de la circulation sanguine
dans les chambres cardiaques (figure adaptée provenant de

http://www.nhlbi.nih.gov).

Le sang veineux entre dans loreillette droite par les veines caves inférieures et
supérieures pour passer ensuite dans le ventricule droit d’ou il sera expulsé vers
l'artere pulmonaire afin de permettre son oxygénation dans les poumons. Ensuite, le
sang oxygéné est acheminé par les veines pulmonaires dans 'oreillette gauche et il est
éjecté du ventricule gauche par l'aorte. Ainsi, la circulation se divise en deux grandes
parties : la circulation systémique a haute résistance, alimentant tous les tissus du

corps, et la circulation pulmonaire a basse résistance™ (Fig. 1.13). Ces circulations
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sont composées de systemes fermés de vaisseaux sanguins. Les phases de contraction

et de relaxation ventriculaires sont désignées, respectivement, systole et diastole.
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Figure 1.13: Schéma de lorganisation du systeme cardiovasculaire

(adapté de Guyton e al, 2001 ). Les pourcentages indiquent la

proportion de sang contenue dans chaque section.
1.2.1 Physiologie vasculaire

Les arteres transportent le sang du cceur aux tissus. Elles se séparent ensuite
en plus petits vaisseaux pénétrant les organes et se subdivisent en artérioles. Ces
derniéres régulent le débit en fonction des besoins tissulaires, puisqu’elles possedent
une paroi vasculaire musculaire pouvant dilater ou contracter Iartériole. Les artérioles
donnent subséquemment naissance aux capillaires qui sont le site d’échange des gaz,
nutriments, électrolytes et autres substances. La paroi capillaire est trés mince et
expose de nombreux pores perméables a leau et a d’autres petites substances
moléculaires. Les veinules recueillent le sang des capillaires et rejoignent
graduellement les veines qui retournent le sang au cceur. Les veines servent de

réservoir de sang et sont exposées a des pressions tres faibles.
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1.2.1.1 Structure artérielle

La structure et la composition cellulaire générale des vaisseaux sanguins sont
similaires a travers 'ensemble du systéme cardiovasculaire. Ainsi, la paroi de tous les
vaisseaux sanguins, a l'exception des capillaires, se compose de trois couches
concentriques soit I'intima, la média et 'adventice (Fig. 1.14). L’intima est constituée
d’une seule couche de cellules endothéliales posée sur une couche sous endothéliale
de tissus conjonctif. L’intima est la barricre principale entre le sang et la paroi
vasculaire. La média fournit la résistance mécanique et la force contractile vasculaire.
Elle est délimitée par deux couches d’élastine, nommées limitante élastique interne et
externe, et est composée principalement de cellules musculaires lisses organisées en
unités lamellaires et disposées dans une matrice de fibres d’élastine et de collagene,

deux protéines fibreuses’.

L’¢lastine est une protéine aux propriétés
remarquablement élastiques. Le collagéne est composé de trois chaines formant une
fibre hélicoidale. De nombreux liens entre les chaines stabilisent ’hélice et conférent
au collagéne sa grande résistance mécanique. I’adventice est une couche de tissu

conjonctif contenant du collagéne et un peu d’élastine, permettant d’attacher le

vaisseau aux tissus environnants.

Ainsi, la paroi vasculaire est principalement composée de cellules
endothéliales et musculaires lisses et d’'une matrice extracellulaire. Cette derniére est
constituée de plusieurs protéines sécrétées par des cellules nommées fibroblastes,
comprenant non seulement des fibres d’élastine et de collagene, mais également des
protéoglycans, de la fibronectine et de la laminine. Les proportions des éléments de
base composant la paroi vasculaire varient a travers le systeme vasculaire selon les
besoins métaboliques et mécaniques” (Fig. 1.15). Ces modifications dans la structure
se manifestent principalement dans la média et la matrice extracellulaire. En
conséquence, l'aorte et les grandes artéres étant des structures principalement
élastiques, leur média est riche en couches de fibres d’élastine alternant avec des
couches de cellules musculaires lisses. Ce sont les propriétés élastiques des parois
vasculaires artérielles qui permettent aux arteres de se dilater durant la systole afin

d’emmagasiner I’énergie de chaque battement cardiaque. Durant la phase diastolique
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du cycle cardiaque, le retour élastique de cette paroi propulse le sang a travers le

systeme vasculaire périphérique.
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Figure 1.14: Paroi vasculaire. A) Représentation schématique d’une
coupe transverse de paroi artérielle. B) Coupe histologique montrant
une portion d’artere (A) et d’une veine adjacente (V) (adapté de
Kumar ez al., 2005 7).

Drautre part, la média artériolaire contient une grande proportion de cellules
musculaires lisses qui permettent la régulation de la pression et du débit sanguin local
par des modifications du diameétre de la lumiére vasculaire. La contraction ou la
relaxation des cellules musculaires lisses entrainent respectivement une
vasoconstriction ou une vasodilatation. Ces mécanismes sont controlés partiellement
par le systeme nerveux autonome ainsi que par des facteurs métaboliques locaux et
des interactions cellulaires. Les artérioles sont le site principal de résistance vasculaire
a écoulement sanguin, entrainant par conséquent une diminution importante de la
pression sanguine moyenne au niveau de ces vaisseaux. Ce sont I’élasticité des grandes

arteres ainsi que la résistance artériolaire qui permettent de transformer le débit
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artériel intermittent, causé par I’éjection cardiaque cyclique, en débit constant dans les

tissus périphériques.

Chaque artériole se subdivise en de nombreux capillaires formant un réseau
arborescent reliant les artérioles aux veinules et permettant un apport sanguin a
chaque cellule. Les capillaires, souvent de diameétre inférieur a celui d’un globule rouge
(soit 7.8 pm), se composent dune seule assise de cellules endothéliales, d’une
épaisseur approximative de 1 um. Compte tenu de leur nombre élevé, la surface
transversale totale de I'ensemble des capillaires est considérable. Subséquemment, la
vitesse du sang diminue considérablement lors de son passage dans le réseau
capillaire. Toutes ces caractéristiques rendent le réseau capillaire un lieu d’échange
optimal pour la diffusion de gaz et molécules tels que 'oxygene, I'eau, les électrolytes,
les protéines et les lipides. Les déchets métaboliques tels que le dioxyde de carbone et
l'urée peuvent diffuser a leur tour, des tissus vers le sang afin d’étre éliminés. Les
tissus dont lactivité métabolique est plus élevée possedent la plus haute densité

capillaire.
Aorte  Artére Artériole Capillaire Veinule  Veine Veine Cave

©0©°°OO

Diamétre  25mm. 39,‘ 20p Smm.  30mm.
Paroi 2mm. 2p 5 mm. I.5mm.

30;;
et o E % E
Musculaire
Fibreux
) oD &=

Figure 1.15: Proportions d’élastine, de muscle lisse et de collagene
selon le type de vaisseau sanguin (adapté de Li, 2000 et Burton,
1954 49,

1.2.1.2 Hémodynamique et propriétés vasculaires mécaniques

L’hémodynamique constitue 'étude des caractéristiques physiques gouvernant
la circulation sanguine. Le débit a travers un vaisseau sanguin est déterminé par une
relation analogue a la loi d’Ohm régissant le courant, le voltage et la résistance. En

appliquant cette relation a un écoulement sanguin, le débit dépend de deux facteurs,



24

soit le gradient de pression du sang entre les deux extrémités du vaisseau et la
résistance vasculaire, se définissant comme Iensemble des forces qui s’opposent a la
circulation sanguine. Le débit a travers un vaisseau peut étre calculé par la formule

suivante :

0="r-=-22 (1)

ou @ représente le débit sanguin, AP la différence de pression entre les deux
extrémités 1 et 2 (P, et P,) du vaisseau (considérant que P,>P,) et R la résistance
vasculaire a 'écoulement. Cette formule montre que le débit sanguin est directement

proportionnel au gradient de pression et inversement proportionnel a la résistance.
1.2.1.2.1 Résistance

La loi de Poiseuille est une des relations les plus fondamentales régissant
I’écoulement d’un liquide dans un tube cylindrique. Cette relation a été développée
pour décrire écoulement laminaire’ continu d’un liquide Newtonien, c’est-a-dire
dont la viscosité est constante, dans un tube cylindrique rigide de section constante.
Malgré que ces conditions ne soient pas enticrement respectés (écoulement pulsé,
sang non-Newtonien, géométries vasculaires parfois tortueuses et de sections
variables), cette relation permet, tout de méme, de décrire de manicre approximative
Pécoulement continu dans la circulation sanguine”. Ainsi, selon cette relation, la
résistance a I’écoulement sanguin est directement proportionnelle a la viscosité
sanguine (7) et a la longueur du wvaisseau (L), mais elle est inversement

proportionnelle au rayon du vaisseau a la puissance 4 () :

R= (2)

La résistance vasculaire est donc extrémement sensible au rayon du vaisseau @. De
plus, ce sont les artérioles qui contribuent le plus a la résistance vasculaire
périphérique en générant jusqu’a 60 % de la résistance, le reste se répartissant a 15%

dans les capillaires, 15% dans les veines et 10% dans les artéres™®. Les artérioles

812 o ) . .
L’écoulement laminaire est composé de couches concentriques de sang avangant toutes dans la méme
direction parallelement a ’axe du vaisseau.
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régulent ainsi la résistance grace a leur capacité de controler activement leur diametre,
principalement par lintermédiaire des cellules endothéliales qui répondent a divers
stimuli et produisent des substances stimulant la contraction ou la dilatation des
cellules musculaires lisses contenues dans la média (voir section 1.2.2.1.1). Une
constriction généralisée a travers le corps entraine conséquemment une augmentation
importante de la résistance périphérique totale. Ainsi une altération de la régulation du
diametre vasculaire, causée par exemple par un dysfonctionnement endothélial, peut

entrainer une modification importante de la résistance a I’écoulement sanguin.

La viscosité apparente’ du sang dépend essentiellement de la concentration de
cellules sanguines qui exercent une friction sur les cellules adjacentes et la paroi
vasculaire, de la concentration du sang en protéines plasmatiques, ainsi que de la
déformabilité et de 'agrégation cellulaires™. La viscosité sanguine varie généralement
en fonction du taux de cisaillement'’ (Fig. 1.16A). De plus, lorsque les globules rouges
sont rigidifiés, la viscosité apparente a haut et a bas cisaillement est augmentée™” (Fig.
1.16A). L’agrégation des globules rouges augmente aussi la viscosité apparente a bas
cisaillement (Fig. 1.16B). La viscosité du sang a hématocrite normal et a haut taux de
cisaillement est environ 3 fois celle de 'eau alors que celle du plasma est de 1,5 fois
celle de 'eau™. A bas taux de cisaillement, la viscosité sanguine peut étre plus de 100

fois celle de ’eau.

Certaines pathologies, modifiant le nombre, la rigidité ou Iagrégation
érythrocytaire, peuvent affecter la viscosité du sang. Chez les patients (-
thalassémiques, la viscosité du sang est non seulement affectée par ’hématocrite, mais

(10)

également par la déformabilité des globules rouges qui est diminuée'”’ et par

Pagrégation érythrocytaire qui est augmentée™ (voir sections 1.1.4.3.1 et 1.3.1).

? Viscosité d’un liquide non-Newtonien mesurée en fonction du taux de cisaillement, a une
température fixe.

10 Force tangentielle qu’exerce chaque couche de sang concentrique en mouvement, paralléle a 'axe du
vaisseau, sur la couche de sang adjacente.
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Figure 1.16: Viscosité sanguine apparente (v,) en fonction du
taux de cisaillement (y,) (adapté de Chien, 1975 *”). A) Globules
rouges humains normaux (ligne pointillée) et rigidifiés (ligne continue)
suspendus dans une solution de Ringer et d’albumine. II n’y a pas
d’agrégation érythrocytaire puisqu’il y a absence de plasma et par
conséquent de protéines plasmatiques. B) Globules rouges humains
normaux suspendus dans le plasma autologue (A) et dans une solution
de Ringer et d’albumine (0). La concentration cellulaire des deux
expériences est de 45% et la température de 37°C.

1.2.1.2.2 Pression

La pression artérielle correspond a la force exercée par le sang sur la paroi
vasculaire et dépend du volume de sang contenu dans le vaisseau ainsi que de sa
compliance (voir section 1.2.1.2.3). Sur la totalit¢é du volume d’¢jection systolique
entrant dans les arteres durant la systole ventriculaire, environ un tiers quitte les

arteres afin d’entrer dans les artérioles. Durant la phase diastolique, le sang poussé par
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le retour élastique vasculaire continue de quitter les arteres. Conséquemment, la
pression maximale exercée sur les parois artérielles par le sang éjecté durant la phase
ventriculaire systolique se nomme pression systolique (P) et elle est d’environ
120 mmHg. La pression artérielle minimale lors de Iévacuation du sang en diastole
ventriculaire se nomme pression diastolique (P) et se situe quant a elle autour de
80 mmHg. La pression artérielle ne baisse jamais a 0 mmHg puisque les contractions
cardiaques subséquentes ont lieu avant ’écoulement complet du sang des arteres vers
les artérioles. Lorsque la pression est moyennée dans le temps elle est désigné

pression artérielle moyenne (P ) et estimée par la formule™”:

P +2P,
3

P= 2
La pression artérielle est sensiblement similaire a travers les grandes arteres.
Cependant, cette pression chute significativement dans les petites artéres et artérioles
puisque ces derni¢res exercent une résistance élevée contribuant également a atténuer
le caractere pulsatile de la pression. La diminution de la pression continue plus

lentement a travers les capillaires et le systeme veineux (Fig. 1.17).

120— 5 M
100 —

80—
60—
40—

Pression (mmHg)

20—

0

Art.
FPulm

VG | Aorte |G Pt Aﬂé-|capmaims| Veines |m|
Artéres ricles

Figure 1.17: Pression artérielle dans la circulation systémique (adapté
de résultats de Burton, 1951°” ; figure tirée de Porth, 2002 V). VG,
ventricule gauche; Gr., grandes; Pt., petites; VD, ventricule droit; Art.
Pulm., artére pulmonaire.
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1.2.1.2.2.1 Contraintes et déformations circonférentielles

La pression transmurale (P;) correspond a la différence entre la pression
intraluminale (P) et celle exercée a Iextérieur du vaisseau (P) (Fig. 1.18). La tension
pariétale ou contrainte circonférentielle pariétale (0), représente la force
circonférentielle s’exercant sur la paroi vasculaire et qui s’oppose a la force de
distension générée par la pression intraluminale. Lorsque le rayon vasculaire est
stable, c’est-a-dire lorsque la paroi vasculaire atteint un état d’équilibre mécanique, la
contrainte pariétale contrebalance parfaitement la pression transmurale. La loi de
Laplace exprime la relation entre la pression transmurale et la contrainte pariétale

(Fig. 1.18):
o=Pr=(P,-P)r 3)

Cette relation démontre que la contrainte pariétale vasculaire a I’état d’équilibre
mécanique augmente proportionnellement au rayon vasculaire. Afin de prendre en
considération leffet de I’épaisseur de la paroi (4) sur la contrainte pariétale, 'équation

de Laplace est modifiée comme suit :

P-P
O_=( i e)r

P Q)
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.
Ao

Vasoconstriction

Vasodilatation

Figure 1.18: Contrainte pariétale et pression dans un vaisseau sanguin
cylindrique (adapté de Levick, 2003 “?). La pression intraluminale (P)
presse sur la paroi vasculaire, de rayon 7, et soppose a la pression
externe (P) et a la contrainte pariétale (). La contrainte pariétale est la
somme de la tension active des cellules musculaires lisses (1) et de la
tension des fibres d’élastine et de collagéne (montrées comme un
ressort) (T)). Lors de la vasoconstriction, le ressort est dans son état de
repos et ce sont les cellules musculaires lisses qui générent la tension
active. Il y a un transfert de la T, vers la T, lors de la vasodilatation.

Ainsi, Pépaississement de la paroi vasculaire entraine une diminution de la
contrainte transmurale. Certaines pathologies telles que I'’hypertension artérielle
causent une augmentation de la pression transmurale et par conséquent de la
contrainte pariétale. A plus long terme, cette situation occasionne une réorganisation
et une hypertrophie, ou épaississement, de la paroi vasculaire artérielle permettant de

normaliser la contrainte pariétalem).

Afin de comprendre linfluence structurelle de la paroi vasculaire sur la
contrainte pariétale, cette dernie¢re peut ¢tre divisée en deux composantes, soit la

tension active et passive, tel que mentionné plus haut** *

. La tension passive est
principalement générée par I’étirement des fibres d’élastine et de collagéne contenues
dans la paroi. La tension active ne dépend pas, par définition, de I’étirement de la

paroi vasculaire, mais plutdot du tonus vasomoteur et, par conséquent, de la
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contraction des cellules musculaires lisses vasculaires. Il est a noter que les cellules
musculaires lisses contribuent également a la composante passive de la tension. Lors
de la vasoconstriction, les cellules musculaires lisses se contractent ce qui augmente
dans 'immédiat la contrainte pariétale. Cette situation produit un état de déséquilibre
mécanique et une diminution du rayon vasculaire. La loi de Laplace montre que si le
rayon diminue, a pression transmurale constante, un nouvel état d’équilibre
mécanique ne peut uniquement étre atteint quen diminuant la contrainte pariétale
totale. Cette diminution de la contrainte pariétale est atteinte par une diminution de la
tension passive des fibres élastiques lors de la diminution du rayon vasculaire. La
vasodilatation produit une cascade inverse de transfert de la tension active vers la

tension passive.

La déformation circonférentielle de la paroi vasculaire (¢), quant a elle, est

définie comme :

g=—"—"20 )

ou D est le diamétre interne observé et D, est le diametre interne de repos ou de
réftérence. Généralement, D, est défini comme le diametre du vaisseau rétracté, ne

. N N : N 53
subissant aucune charge, 4 trés basse pression ou a2 0 mmHg®”.

Le module élastique de Young (E), une mesure quantitative de la rigidité d’un
segment unitaire de la paroi vasculaire ou des matériaux constituant cette paroi,
représente la relation entre la contrainte pariétale et la déformation circonférentielle :

E=Z ©)
£

Cependant, la relation contrainte-déformation de la paroi vasculaire n’est pas linéaire
puisque cette dernicre est composée d’éléments de rigidité individuelle variable
associés par une organisation structurelle complexe. Ainsi, les fibres d’élastine sont
sollicitées aux basses pressions de distension alors que ce sont les fibres de collagene
qui sont principalement impliquées a pressions élevées. Par conséquent, il est plus

approprié de calculer le module élastique incrémental (E,,) en évaluant, a différents
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points de la courbe, la pente de la courbe reliant les contraintes circonférentielles en

fonction de la déformation, soit :

Ao
E =— 7
mc Ag ( )

1.2.1.2.3 Compliance

Lorsqu’un vaisseau est soumis a une variation de sa pression intraluminale, on
observe une déformation de sa paroi ayant pour conséquence une augmentation de
son volume. La compliance vasculaire (C) référe a cette capacité de la paroi vasculaire
de se distendre par la pression sanguine a laquelle elle est soumise afin de contenir
une quantité de sang donnée dans une portion de vaisseau. Elle représente donc une
variation de volume sanguin (Al”) en fonction d’une variation de pression
transmurale (AP) et peut étre formulée :

c="0 ©

La distensibilité artérielle se définit comme une compliance normalisée au volume
artériel au repos ou non contraint, considéré le plus fréquemment comme le volume
artériel en diastole. La compliance et la distensibilité caractérisent les propriétés

¢lastiques vasculaires et sont inversement reliées a la rigidité vasculaire.

Le vieillissement modifie la structure vasculaire ce qui entraine, par
conséquent, une modification de la rigidité artérielle. Ce sont principalement les
grandes arteres élastiques telles que laorte et lartere carotide qui subissent une
rigidification progressive de leur paroi avec 'age®™ résultant en une diminution de

leur compliance®.

Ces modifications peuvent s’expliquer par des changements
structurels pouvant inclure un épaississement de la média, une augmentation de la
quantité de collagene médial ainsi quune diminution de la densité des fibres
d’élastine®®.
1.2.2 Physiologie de ’endothélium vasculaire

Les cellules endothéliales forment une monocouche d’une épaisseur de 0.2 a

4 um recouvrant la face luminale de la totalité du systéme vasculaire®”. Ces cellules

sont généralement de morphologie squameuse et s’allongent habituellement dans la



32

direction de I’écoulement sanguin (Fig. 1.19). Clest le cytosquelette de ces cellules

endothéliales qui en détermine leur forme et orientation.

Figure 1.19: Modification de la morphologie des cellules endothéliales
en fonction des forces de cisaillement exercées par I’écoulement
sanguin (extrait de Malek ez a/,, 1999 ©%). Lorsque exposées a une force
de cisaillement physiologique (>15 dyne/cm?) (A), les cellules
endothéliales aortiques bovines s’alignent et s’allongent en direction de
I’écoulement sanguin, contrairement a celles exposées a une faible
force de cisaillement (~0 a 4 dyne/cm?) (B).

1.2.2.1 Fonctions de ’endothélium vasculaire

L’endothélium vasculaire représente bien plus qu’une barriere passive entre le
sang circulant et la paroi vasculaire. En effet, sa position stratégique lui permet de
jouer un role d’organe endocrine, paracrine et autocrine indispensable au maintien de
I’homéostasie vasculaire. Il remplit ce role en surveillant continuellement les stimuli
locaux et ceux provenant du sang et en générant, suite aux modifications de son
environnement, des réponses immédiates ou a long terme. Ainsi, endothélium
participe activement, par la sécrétion et I'expression membranaire de molécules
spécifiques, dans la modulation du tonus vasculaire, de la perméabilité vasculaire, de

angiogenése, de ’hémostase et des processus inflammatoires®”.

1.2.2.1.1 Régulation du tonus vasomotenr

Les cellules endothéliales détectent de nombreux stimuli environnementaux

hémodynamiques dont principalement les forces de cisaillement a la paroi exercées
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par I’écoulement sanguin et les forces d’étirement de la paroi générées par les
variations de la pression. Ces cellules secretent ensuite des médiateurs vasoactifs,
relaxants ou constricteurs, qui influencent a leur tour ’hémodynamie vasculaire,

régulant ainsi la pression artérielle et le débit sanguin.
1.2.2.1.2 Contréle de la thrombose et de [’hémostase

L’endothélium vasculaire intact représente une surface principalement non
thrombogeéne qui empéche Pactivation de la cascade de coagulation. Les cellules
endothéliales exercent ce role en sécrétant des substances qui inhibent I'adhésion et
I'activation plaquettaire telles que la prostacycline, le NO, l'inhibiteur de la voie du

9 Drautres

facteur tissulaire (TFPI), Pactivateur du plasminogéne tissulaire (tPA)"
molécules thromborésistantes sont également exprimées a la surface des cellules
endothéliales (par exemple, la thrombomoduline, le sulfate d’héparane). Par ailleurs,
I'endothélium wvasculaire joue un rble central dans I’hémostase, c’est-a-dire,
I'ensemble des mécanismes permettant a prévenir la perte de sang suite a une lésion
vasculaire. Ainsi, l'activation des cellules endothéliales entralne la synthese de

molécules comme le facteur de von Willebrand et le facteur tissulaire PAI-1 qui

exercent des propriétés thrombogenes.
1.2.2.1.3 Régulation de inflammation

Les cellules endothéliales sont directement liées au développement du
processus inflaimmatoire. En effet, I'endothélium coordonne le recrutement des
cellules inflammatoires aux sites d’infection ou de lésion, répondant aux stimuli
inflammatoires tels que les cytokines (par exemple, TNF-a et IL-1) et les
lipopolysaccharides (LPS), et produit et sécrete des cytokines et facteurs de croissance
servant comme signaux de communication aux leucocytes®”. Iendothélium remplit
ce role en sécrétant des molécules chimiotactiques, telles que l'interleukine-8 et MCP-
1 (monocyte chemoattractant protein-1), qui permettent le recrutement et I'activation

des leucocytes et monocytes aux sites d’inflaimmation®”

. De plus, de nombreuses
molécules d’adhésion inductibles peuvent étre exprimées a la surface des cellules
endothéliales activées et permettent le rapprochement, 'attachement, le roulement et

la  transmigration leucocytaire. Ces molécules d’adhérence appartiennent
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essentiellement a deux groupes, soit les sélectines (E et P sélectines) et la superfamille

des immunoglobulines ICAM-1, -2, -3, VCAM-1 et PECAM-1).
1.2.2.1.4 Contrile de la prolifération des cellules nusculaires lisses

L’endothélium vasculaire produit des activateurs et des inhibiteurs de la
prolifération et de la migration des cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire®.
En absence d’activation des cellules endothéliales et lorsque la paroi vasculaire est
intacte, ces substances sont maintenues en équilibre et lactivité proliférative des
cellules musculaires lisses demeure minimale. Les substances anti-prolifératrices

produites par 'endothélium incluent notamment le sulfate d’héparane, le facteur de

croissance transformant béta (TGF-B) et le NO“V.

1.2.2.2 Substances libérées par ’endothélium vasculaire

De nombreuses molécules permettent a 'endothélium vasculaire d’exercer ses
fonctions. Les principales substances libérées sont d’une part les facteurs
vasodilatateurs tels que le NO et la prostacycline ainsi que des facteurs
vasoconstricteurs incluant I'endothéline et le facteur d’activation des plaquettes

(Tablean 1-1).
1.2.2.2.1 Monoxyde d'azote (NO)

C’est au début des années 1980 que Furchgott et Zawadzki ont démontré que
Ieffet vasodilatateur de Tacétylcholine dépendait de la présence des cellules
endothéliales, posant par conséquent I’hypothese de Dexistence d’un facteur
vasodilatateur dérivé de 'endothélium®’. Par la suite, ce facteur était identifié comme
¢tant le NO, reconnu a ce jour comme ¢étant le principal agent vasodilatateur produit

par les cellules endothéliales.
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Substance Propriétés Sécrétion/expression Précurseur
Monoxyde d’azote Agent vasodilatateur ; Expression constitutive L-arginine
(INO) inhibe ’adhésion et inductible. La
leucocytaire ; exerce des production est
propriétés augmentée par la
antiplaquettaires ; inhibe thrombine, ’adénosine
la migration et la diphosphate, les forces
prolifération des cellules de cisaillement et les
musculaires lisses cytokines
Prostacycline Agent vasodilatateur et Expression constitutive Acide
(PGIy) antiplaquettaire et inductible sur les sites arachidonique
de perturbation
vasculaire par des agents
pro-inflammatoires
Facteurs Agent vasodilatateur Induite par I'acétyl- Divers
hyperpolarisants choline, la bradykinine et~ (par ex. acide
d’origine endothéliale les forces de cisaillement  arachidonique,
(EDHF) ions K*)

Enzyme de
conversion de
I’angiotensine

(ACE)

Endothéline-1
(ET-1)

Catalyse la conversion de
I'angiotensine I en
angiotensine II, causant
par conséquent une
vasoconstriction.
Catalyse la dégradation
de la bradykinine

Cause la vasoconstriction
et la prolifération du
muscle lisse vasculaire

A la surface endothéliale

Induite par hypoxie, les
forces de cisaillement et
I’ischémie

Angiotensine 1

Prépro-
endothéline-1

Tablean I-I: Principales substances synthétisées par ’endothélium dans le

maintien de ’homéostasie (traduit de De Caterina ez a., 2007 ©7),

Le NO est une substance diffusible et labile synthétisé lors de la conversion
de la L-arginine en L-citrulline, une réaction catalysée par la NO synthase, une enzyme
existant sous trois isoformes (Fig. 1.20)*”. La NOS 111, ou NO synthase endothéliale
est une enzyme exprimée constitutivement par les cellules endothéliales et produit un
taux basal de NO. Les deux autres isoformes sont la NOS I, ou la forme constitutive
neuronale et la NOS 1II, ou la forme inductible permettant la production de grandes
quantités de NO durant les réponses inflammatoires®”. La NOS endothéliale (eNOS)
se situe principalement au niveau de la surface interne de la membrane plasmique
cellulaire, plus spécifiquement dans les invaginations nommées calvéoles. Elle est

activée par des stimuli tels que les contraintes de cisaillement exercées par le flux
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sanguin sur la paroi vasculaire ou la présence d’agonistes (par exemple, 'acétylcholine,
la bradykinine ou la thrombine)“”. I’enzyme peut étre inhibée de maniére
compétitive par des analogues inactifs de la L-arginine tels que le L-nitro-arginine
méthylester (L-NAME) et le N-monométhyl L-arginine (L-NMMA). En diffusant
vers le muscle lisse vasculaire, le NO induit sa relaxation et par conséquent la
dilatation vasculaire. II inhibe également la migration et la prolifération des cellules
musculaires lisses. De plus, la libération du NO dans la lumicre vasculaire inhibe

Pagrégation plaquettaire.

—
contrainte E—

de cisaillement > ~a
—_—

—

Agonistes

par ex. acétylcholine,
& thrombine, bradykinine,
sérotonine

AGREGATION
-
O =" prLaquETTAIRE

Cellule endothéliale

Ca?t N
Amoduline L-citrulline
N

NADPH eNOS
BH,

L-arginine

Cellule musculairelisse

RELAXATION

MIGRATION,/PROLIFERATION
CELLULES MUSCULAIRES LISSES

Figure 1.20: Représentation schématique des voies de signalisation du
monoxyde d’azote (NO). Les contraintes de cisaillement et I'activation
de récepteurs endothéliaux induisent une augmentation de la
concentration intracellulaire de calcium dans le cytoplasme des cellules
endothéliales. Cette augmentation active la NO synthase endothéliale
(eNOS) et mene a la libération de NO. Le NO diffuse jusqu’aux
cellules musculaires lisses et provoque leur relaxation en activant la
formation de guanosine monophosphate cyclique (cGMP) a partir de
la guanosine triphosphate (GTP) par I'intermédiaire de la guanylate
cyclase. NADPH, nicotinamide adénine diphosphate; BH4,
tétrahydrobioptérine
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1.2.2.2.2 Prostacycline

La prostacycline ou prostaglandine I, est un autre important facteur
vasodilatateur et inhibiteur de Il'agrégation plaquettaire. Elle est principalement
produite par les cellules endothéliales vasculaires, cependant, contrairement au NO,
son activité nécessite I'expression de récepteurs spécifiques au niveau des cellules
musculaires lisses®”. Ainsi, la prostacycline ne peut agir comme facteur vasodilatateur
dépendant de I'endothélium dans les réseaux artériels n’exprimant pas ce type de
récepteurs. Cette molécule est dérivée de lacide arachidonique et produite par
I'intervention des cyclo-oxygénases. La prostacycline provoque la relaxation de
certaines cellules musculaires lisses par lintermédiaire de récepteurs couplés a
I’adénylate cyclase, enzyme augmentant la production de 'adénosine monophosphate

cyclique (AMPc).
1.2.2.2.3 Factenrs hyperpolarisants d'origine endothéliale (EDHF)

Des études expérimentales ont démontré que des agonistes, tels que
I'acétylcholine, peuvent entrainer la dilatation vasculaire dépendante de I'endothélium
par Pintermédiaire de facteurs autres que le NO et la prostacycline®. Ce facteur est
associé avec I’hyperpolarisation des cellules musculaires lisses et il est désigné facteur
hyperpolarisant ~ d’origine  endothéliale, ou EDHF  («endothelium-derived
hyperpolarizing factor »). Dans certaines conditions, plus particulicrement dans les
artérioles de résistance, 'EDHF peut assurer la relaxation dépendante de
I'endothélium lorsque la syntheése de NO endothélial est inhibée par une molécule
pharmacologique ou génétiquement inactivée®” *. L’action vasodilatatrice de "EDHF
implique l'ouverture des canaux potassiques calcium-dépendants de la membrane
cellulaire endothéliale et une augmentation de la concentration intracellulaire en ions
calciques<(’8). A ce jour, la nature exacte des EDHF demeure imprécise, cependant
plusicurs produits cellulaires endothéliaux tels que les ions potassiques®™, des
métabolites de I'acide arachidonique™ et le peroxyde d’hydrogene””, peuvent causer
de telles hyperpolarisations. Des contacts directs par le biais des jonctions
intercellulaires, ou jonctions gap, entre 'endothélium et les cellules musculaires lisses

peuvent également contribuer a ce type de réponse vasodilatatrice™.



38

1.2.2.2.4 Endothéline-1

L’endothéline-1 est une puissante substance vasoconstrictrice synthétisée par
les cellules endothéliales. Elle exerce son action biologique par lintermédiaire de
récepteurs spécifiques nommés ET, et ET} exprimés par les cellules musculaires
lisses. La stimulation des récepteurs ET conduit a la contraction vasculaire par deux
mécanismes, soit une augmentation de lentrée de calcium intracellulaire et une
activation de la phospholipase C et A,°*”. La production d’endothéline-1 peut étre
stimulée par 'hypoxie, 'angiotensine II, la vasopressine et la thrombine et peut

provoquer, en plus de la réponse contractile, une réponse proliférative<4l;42>.

1.2.2.3 Endothélium et remodelage vasculaire

A court terme, les modifications physiologiques et pathologiques des forces
hémodynamiques appliquées a la paroi vasculaire, telles que le cisaillement, produisent
généralement une réponse vasomotrice, constrictrice ou dilatatrice, médiée par
Iendothélium vasculaire. Cependant, une perturbation chronique des forces
hémodynamiques entraine une activation de 'endothélium conduisant a un processus
adaptatif de modification morphologique de la paroi vasculaire, caractérisé par un
changement compensateur de diametre et d’épaisseur de la paroi, nommé également
remodelage™. Le processus de remodelage vasculaire implique au moins quatre types
de mécanismes cellulaires, soit la prolifération, la migration et la mort cellulaire ainsi

que la production ou la dégradation de la matrice extracellulaire™.

Ainsi, une augmentation soutenue des forces de cisaillement, occasionnée par
exemple par un débit sanguin accru, est détectée par les mécanorécepteurs de
Iendothélium et induit la synthese et la libération de facteurs de croissance, ainsi que
la différenciation des cellules musculaires lisses et des fibroblastes. Ces deux derniets
types cellulaires modulent également la structure et la composition de la matrice
extracellulaire en produisant des enzymes impliquées dans la dégradation de cette
matrice. L’ensemble de ces modifications entraine une augmentation du diamétre
vasculaire luminal et/ou une augmentation de I’épaisseur de la paroi vasculaire ayant
pour effet final la normalisation des forces de cisaillement. Ainsi, la phase initiale de
formation de la plaque d’athérosclérose illustre 'importance de ce dernier phénomene

puisqu’elle implique un remodelage positif caractérisé par une augmentation
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compensatoire de la lumiere vasculaire. Ce mécanisme connu également sous le nom
de « phénomene de Glagov » permet le maintient des forces de cisaillement a des
valeurs normales et se reflete par une absence de une sténose dans la lumiere tant que

la surface de la lésion n’excede pas 40% de la surface vasculaire™

. Le type de

remodelage vasculaire subséquent dépendra du type de stimuli appliqué a la paroi

(Fig. 1.21).

Pression Débit Lésion
A B c D E F

Figure 1.21: Remodelage vasculaire en fonction du stimuli appliqué
(adapté de Gibbons e al, 1994 ™). L’hypertension peut entrainer une
diminution du diamétre intravasculaire (B) pouvant également
s’accompagner d’un épaississement de la paroi (A). La diminution ou
laugmentation chronique du débit sanguin peuvent occasionner
respectivement une réduction (C) ou un accroissement (D) des
dimensions vasculaires. Une lésion vasculaire peut entrainer la
prolifération et la migration des cellules musculaires lisses de la média
vers lintima, processus également nommé hyperplasie néointimale
(E). Le vaisseau F montre la formation d’une lésion d’athérosclérose.

1.2.2.4 Dysfonction endothéliale

Considérant toutes les fonctions physiologiques de I'endothélium vasculaire
décrites ci-dessus, une définition simple de la dysfonction endothéliale est I'altération
ou la détérioration des réponses vasomotrices, de I'agrégation plaquettaire, de la
prolifération cellulaire (plus particulie¢rement du muscle lisse vasculaire) ou encore des
interactions plaquettes-endothélium et leucocytes-endothélium. ILa dysfonction
endothéliale est associée a plusieurs processus physiologiques et pathologiques telles
que le vieillissement, linflaimmation, le diabéte, hypertension artérielle et

Pathérosclérose® 7,
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1.2.2.4.1 Mécanismes de dysfonction endothéliale

Généralement, la dysfonction endothéliale se traduit par une diminution de la
biodisponibilité¢ de NO et/ou un déséquilibre dans la production par I'endothélium de
substances dilatatrices et constrictrices“”. La baisse de la biodisponibilité de NO peut
signifier d’une part une diminution de sa production ou une augmentation de sa

dégradation.

Une baisse de la production du NO peut résulter de diverses étapes de sa
cascade de synthese, soit :
1) Une déficience du substrat pour 'enzyme eNOS, c’est-a-dire 'acide aminé -
.. . , . 5 . 5 . (77)
arginine, possiblement causée par une augmentation de Pexpression d’arginases

ou la présence d’un antagoniste compétitif endogene de ce substrat, nommé

ADMA (« asymetric dimethyl arginine »)".

2) Une modification de la biodisponibilité¢ de la tétrahydrobioptérine (BH,), un

cofacteur essentiel au fonctionnement de la eNOS",

3) Une diminution de Pexpression de 'enzyme eNOS. Bien qu’eNOS soit une
enzyme constitutive, son expression génique peut ¢tre modifiée par des agents
pharmacologiques et des situations physiologiques. ILa modulation de
Iexpression se fait par lintermédiaire d’une baisse du taux de transcription du
géne ou une diminution de la demi-vie de "ARNm. A titre d’exemple, une
exposition de cellules endothéliales en culture au TNF-a ou a Phypoxie, diminue

le taux d’expression de eNOS®”,

4) L’absence de substrat ou de BH, peuvent également mener au « découplage »
fonctionnel de la eNOS, formée par un complexe homodimérique, aboutissant

ainsi a la formation d’anions superoxydes (O,-)7".

5) Une modification des voies de signalisation de la eNOS mettant en jeu des
processus de phosphorylation, d’associations protéiques (plus particulicrement,
avec la calvéoline et le complexe calcium-calmoduline) et d’activation par des

récepteurs couplés 2 la protéine G®V.
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D’autre part, la diffusion du NO se fait uniquement dans un rayon d’une
centaine de micrométres’”. Sa dégradation est essentiellement exercée par les O,-. La
réaction entre I’O,- et le NO se fait 2 un taux trois fois plus rapide que la dismutation

81)

des O,- par les superoxydes dismutases (SOD)®". En outre, les espéces réactives
d’oxygene peuvent également inhiber les voies de signalisation des deux autres
substances vasodilatatrices dépendantes d’oxygene, c'est-a-dire la prostacycline et
EDHF. Ainsi, le stress oxydatif, ou déséquilibre entre la génération d’espéces
réactives de loxygene et les systemes de défense anti-oxydants, joue un rdle
important dans le dysfonctionnement vasculaire et la pathogenese de maladies

vasculaires dont I’hypertension et lathérosclérose®”.

Les sources potentielles de
production d’especes radicalaires de loxygene spécifiques a la dysfonction

endothéliale sont les NADH/NADPH oxydases, les eNOS et la xanthine-oxydase®”.
1.2.2.4.2 Méthodes d'évaluation de la fonction endothéliale

I’étude des effets vasomoteurs dépendants de I'endothélium est un outil
indispensable pour I’évaluation de son intégrité fonctionnelle. Les méthodes
d’évaluation de la fonction endothéliale emploient une variété de techniques afin de
mesurer les réponses vasodilatatrices ou vasoconstrictrices résultant de stimuli
pharmacologiques ou physiques tels que Tacétylcholine, la méthacholine, la
bradykinine, la sérotonine et les contraintes de cisaillement. Ces réponses sont
habituellement comparées avec des conditions de base ou témoin, ainsi que celles
générées par des vasodilatateurs indépendants de l'endothélium. Cette derniére
méthode permet non seulement d’évaluer la capacité de dilatation du muscle lisse
vasculaire mais elle indique également la limite supérieure de la réponse

vasodilatatrice.

En clinique, les principales méthodes invasives impliquent I’évaluation par
angiographie coronaire quantitative des modifications de diametre ou de débit en
réponse a 'administration locale, par cathéter, de substances vasoactives au niveau
des arteres coronaires. Les méthodes non invasives reposent notamment sur
Iévaluation par pléthysmographie ou échographie a haute résolution de
laugmentation de diametre dépendante de Pendothélium, en réponse a

(82; 83)

l'augmentation du débit régional dans lartere brachiale . La dilatation débit-
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dépendante est générée par hyperémie post-ischémique en aval'' du site d’évaluation

ou par chauffage cutané distal.

Chez l'animal, Iétude de la fonction endothéliale se fait principalement zz vitro au
niveau des arteres de résistance et méme des arteres de conductance chez les animaux
de petite taille. Les deux méthodes employées le plus fréquemment sont I’étude par
myographe d’anneaux isolés de petites arteres et celle par artériographe de vaisseaux
sanguins sous pression et débit controlé. La premiere consiste a fixer I'anneau
vasculaire entre deux filaments, I'un étant relié a un support fixe et l'autre a un
micrometre et un capteur de force. I’étude de la vasomotricité du vaisseau se fait en
mesurant la tension et les dimensions du segment en réponse a 'application d’agents
pharmacologiques. Pour la deuxieme méthode (Fig. 1.22), le segment vasculaire est
canulé, a ses deux extrémités, sur des micropipettes en verre a lintérieur d’une
chambre a organe. La pression intraluminale est controlée grace aux micropipettes et
au systéme de servo-controle. Le diametre du vaisseau et 'épaisseur de ses parois sont
mesurés suite a 'application d’agents pharmacologiques ou a une modification de

débit.

11 Iischémie d’aval est généralement réalisée par le gonflement d’un brassard pneumatique a une
pression supérieure a la pression systolique. I’occlusion entraine une diminution de résistance
vasculaire locale suite a I'ischémie. Cette faible résistance occasionne une augmentation du débit,
caractéristique de ’hyperémie post-ischémique, lors du dégonflement rapide du brassard.
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Figure 1.22: Artériographie pour Iévaluation de la fonction
endothéliale de vaisseaux sanguins pressurisés. La petite artére est
canulée sur des micropipettes de verre a lintérieur du bain d’organe.
Ces micropipettes permettent la perfusion a I'intérieur du vaisseau. La
pression est maintenue grace au systeme de servo-controle qui détecte
la pression venant des capteurs P1 et P2 et controle en conséquence la
vitesse de rotation des deux pompes. Il est a noter que le systeme peut
¢également étre utilisé en circuit fermé, c’est-a-dire en l'absence de
débit intravasculaire. Le diametre du vaisseau et les épaisseurs de sa
paroi sont mesurés a partir de son image, transmise par une caméra
CCD a un analyseur vidéo.

1.2.3 Physiologie cardiaque

LLa paroi cardiaque est composée de trois couches distinctes, soit 'endocarde,
une mince couche de cellules endothéliales tapissant la face interne de la paroi, le
myocarde et I’épicarde, la couche externe de la paroi composée de cellules épithéliales
et de tissu conjonctif. La contraction cardiaque est assurée par le myocarde, un
ensemble de cellules musculaires striées spécialisées, nommées myocytes, qui se
regroupent en faisceaux au moyen de jonctions, nommées disques intercalaires. Ces
cardiomyocytes contiennent cinq éléments principaux : 1) la membrane cellulaire, ou
sarcolemme, et ses tubules T, nécessaite 2 la conduction des influx nerveux 2
I'ensemble de la cellule; 2) le réticulum sarcoplasmique, un réservoir a calcium

indispensable a la contraction ; 3) les mitochondries, fournissant a la cellule, au moyen
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du cycle respiratoire, ’énergie sous forme d’ATP ; 4)le noyau cellulaire; et 5) les
sarcomeres ou l'unités contractiles du myocyte. Les sarcomeres joints bout a bout, en
série, forment des fibres contractiles d’environ 1 um de diametre, nommés
myofibrilles. Ces unités sont composées d’'un arrangement spécifique de protéines
contractiles formant des filaments épais constitués principalement de myosine et des
filaments fins contenant de 'actine (Fig. 1.23). De plus, les sarcomeres contiennent
également des protéines régulatrices de troponine et de tropomyosine. Les
cardiomyocytes contiennent de nombreuses myofibrilles disposées en parallele et

donnant I'apparence striée a ces cellules.

Filaments épais

Filaments fins

Figure 1.23: Structure du sarcomére (adapté de Fuster ez al,, 2008 “V).

La contraction du myocarde est secondaire au raccourcissement des
sarcomeres qui se produit grace au glissement des filaments d’actine entre les
filaments de myosine vers le centre du sarcomere, suite a la formation de ponts
d’actomyosine en présence de magnésium et d’ATP. Cette formation de ponts
devient possible grace a 'augmentation de la concentration en calcium cytosolique
libre initiée par le potentiel d’action cardiaque. La relaxation du myocarde découle de
la diminution du calcium libre cytosolique qui entraine le détachement des points et le

retour des filaments fins et épais a leur position initiale.

1.2.3.1 Débit cardiaque

Le débit cardiaque est ajusté en fonction des besoins tissulaires en oxygene et
nutriment. Ce débit dépend principalement de quatre facteurs : la pré-charge, la post-

charge, I’état inotrope du myocarde et la fréquence cardiaque®”.

1.2.3.1.1 Précharge

La précharge, un déterminant majeur du volume d’¢jection systolique,

correspond a la longueur des cardiomyocytes au repos ou avant leur contraction. La
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longueur des sarcomeres en fin de diastole varie entre 1.6 et 2.2 um, dépendant en
partie de la tension ou de Détirement initial exercée sur le myocarde”. La force
contractile est considérablement réduite dans les sarcomeres courts puisque le
chevauchement entre les filaments d’actine et de myosine est plus grand.
Inversement, la contractilité est plus élevée dans les sarcomeres plus longs. Ce
phénomeéne est décrit par la loi de Frank-Starling qui stipule que la force de
contraction des ventricules est directement modulée par le volume de sang présent au
moment de la phase de remplissage””. Ainsi, une augmentation du volume de sang en
fin de diastole entraine une force de contraction accrue durant la systole et
conséquemment une ¢lévation du volume d’éjection systolique et du débit cardiaque.
Cependant, lorsque la limite physiologique du muscle myocardique est atteinte, la
force de contraction est diminuée puisque efficacité du chevauchement entre les
filaments d’actine et de myosine est réduite. Le remplissage de la cavité ventriculaire
génere une pression qui dépend du volume exercant étirement sur la paroi ainsi que

de la compliance du myocarde.
1.2.3.1.2 Post-charge

La post-charge représente la tension dans la paroi ventriculaire s’exercant sur
les cardiomyocytes durant la contraction qui résiste a I’éjection ventriculaire. Elle est
déterminée par la résistance périphérique totale a I'écoulement sanguin et la
dimension de la chambre cardiaque. La loi de Laplace (voir section 1.2.1.2.2.1)
montre qu'un élargissement de la cavité ventriculaire accroit la tension de la paroi ce
qui augmente le travail cardiaque nécessaire a la contraction. Une augmentation de la
post-charge occasionne une diminution du volume d’éjection systolique et par
conséquent du débit cardiaque. En clinique, la pression artérielle systémique est
mesurée afin d’évaluer la post-charge du ventricule gauche, alors que la pression

artérielle pulmonaire est considérée comme étant la post-charge du ventricule droit.
1.2.3.1.3 Etat inotrope

L’état inotrope cardiaque réfere a la capacité du myocarde de modifier sa
force de contraction sans altérer la longueur diastolique ou de repos des
cardiomyocytes qui le composent. Il est déterminé par les propriétés biochimiques et

biophysiques régissant les interactions entre les filaments d’actine et de myosine des
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cardiomyocytes. La concentration de calcium libre cytosolique est le principal
déterminant de DPétat inotrope cardiaque. La stimulation cardiaque par le systéme
nerveux sympathique et certains agents pharmacologiques, tels que les agonistes béta-
adrénergiques et les digitaliques, ont un effet inotrope positif, ce qui entraine une
augmentation du volume d’éjection systolique et du débit cardiaque. D’autre part,
I’hypoxie exerce un effet inotrope négatif en interférant dans la production de PATP

essentiel 2 la contraction musculaire.
1.2.3.1.4 Fréquence cardiaque

La fréquence cardiaque représente le nombre de contractions ventriculaires
par minute. Dans des conditions normales, le débit cardiaque augmente
proportionnellement avec la fréquence cardiaque. Le débit cardiaque est diminué au-
dela d’une certaine fréquence cardiaque, c’est-a-dire environ 160 battements par
minute chez '’humain, puisque le temps de remplissage ventriculaire diastolique est

raccourci ce qui diminue le volume d’éjection systolique.

1.2.3.2 Remodelage cardiaque

Le ccoeur possede une capacité d’adaptation lui permettant d’accroitre ou de
rétrécir sa taille en réponse a des demandes environnementales et une variété de
stimuli. I’exercice, la grossesse et la croissance post-natale stimulent la croissance
physiologique du cceur. D’autre part, lactivation neurohumorale, I'hypertension

artérielle et une Ilésion myocardique causent une croissance hypertrophique

4)

pathologique<8 . Le remodelage cardiaque peut se définir comme une série de

modifications moléculaires, cellulaires et interstitielles (matrice extracellulaire) qui se

manifestent cliniquement par des changements de taille, de forme et de fonction du

83)

ceeur””. Le remodelage est un processus dynamique et complexe impliquant

principalement les cardiomyocytes mais également a un moindre niveau les
fibroblastes et cellules endothéliales®.

L’accroissement de la taille du cceur, désigné hypertrophie cardiaque, est
principalement déterminée au niveau cellulaire par une interaction entre deux

processus, soit ’hypertrophie ou 'augmentation de la taille des cellules et ’hyperplasie

87)

ou laccroissement du nombre de cellules (Fig. 1.24A)“" Cependant, il est
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important de noter que I'apoptose ou la mort cellulaire programmée peut également
intervenir dans les mécanismes de remodelage et d’hypertrophie cardiaques, en
réponse aux stimuli pathologiques™”. En effet, 'apoptose des myocytes entraine une
augmentation de la charge biomécanique sur les myocytes subsistants et peut ainsi

contribuer a laltération de la géométrie cardiaque®™.

L’apoptose est également
impliquée dans le mécanisme de décompensation de hypertrophie cardiaque vers

I'insuffisance cardiaque, tel que décrit a la section 1.2.3.2.2.

L’hypertrophie physiologique, en réponse au conditionnement athlétique, est
généralement associée a une augmentation proportionnelle de la longueur et de la
largeur des myocytes. D’autre part, ’hypertrophie excentrique est caractérisée par une
augmentation de la longueur des cardiomyocytes suite a I'assemblage en série de
sarcomeres supplémentaires (Fig. 1.24B). Ce type d’hypertrophie est secondaire a une
surcharge de volume et se présente chez les patients atteints de myocardiopathie

dilatée®t 7 8,

Iépaisseur relative de la paroi ventriculaire peut étre normale,
diminuée ou augmentée®. En outre, une surcharge de pression telle que dans le cas
de I’hypertension artérielle produit une augmentation importante de la tension exercée
sur la paroi ventriculaire et mene au développement de I’hypertrophie concentrique.
Au niveau cellulaire, ce type d’hypertrophie se caractérise par une augmentation de
I’épaisseur des cardiomyocytes suite a lassemblage en paralléle de nouveaux
sarcomeéres et un épaississement de la paroi ventriculaire (Fig. 1.24B)“" %% %7 % Ay
niveau de la matrice extracellulaire, le remodelage cardiaque conduit a une
augmentation du dépot de collagene, caractéristique de la fibrose, élément clé de

(90)

I’hypertrophie pathologique
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Figure 1.24: Hypertrophie  cardiaque et  morphologie  des
cardiomyocytes (A) (adapté de Hunter ez a/, 1999 ®7) ainsi que de
I'ensemble de la paroi ventriculaire (B) (adapté de Jessup ez al,
2003 ®)). La morphologie des cardiomyocytes est modifiée en réponse
a de nombreux stimuli de croissance. L’expression de genes foetaux
tels que ceux des peptides natriurétiques est augmentée dans
I'hypertrophie  concentrique et excentrique, mais non dans
Ihypertrophie physiologique, c'est-a-dite en réponse a Iexercice
physique.

1.2.3.2.1 Mécanismes moléculaires de I'hypertrophie cardiagne

Les mécanismes moléculaires et les voies de signalisation conduisant au
remodelage cardiaque, et par conséquent a 'hypertrophie cardiaque, sont multiples
(Fig. 1.25). Les facteurs principaux impliqués sont la stimulation neurohormonale, tels
que la norépinéphrine ou Iangiotensine II, et la stimulation mécanique par
I'intermédiaire de D’étirement des cardiomyocytes. La transduction des signaux
mécaniques a travers la membrane cellulaire n’est pas a ce jour entiérement connue,

cependant elle implique probablement des canaux ioniques sensibles a I’étirement, des
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intégrines et d’autres protéines structurelles formant un réseau complexe qui relie la
matrice extracellulaire, le cytosquelette, les sarcomeres, les protéines régulant la
concentration calcique et le noyau®”. Une altération de I’équilibre de la concentration
du calcium intracellulaire libre est impliquée dans une majorité des voies de

¥ Plusieurs

signalisation du remodelage induites par le stress neurohormonal
molécules de signalisation dépendantes du calcium, incluant les protéines kinases
dépendantes du calcium et les MAPK (« mitogen-activated protein kinase »)
participent dans la transduction de ce signal hypertrophique. En amont de ces voies,
la transduction du signal s’effectue par l'intermédiaire de récepteurs couplés aux
protéines G ou lactivation de la voie de signalisation de PI3-
kinase/Akt®”. L’activation de la voie de la calcineurine, une phosphatase activée
uniquement par une forte augmentation de la concentration calcique, est également
impliquée dans la pathogenese de 'hypertrophie cardiaque en réponse a la surcharge

de pressionm).
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Figure 1.25: Voies de signalisation impliquées dans hypertrophie
cardiaque (adapté de Olson, 2004 ©¥). Des signaux neurohormonaux
(tels que la norépinéphrine, 'angiotensine II et 'endothéline 1) ou le
stress biomécanique (secondaire a Détirement) peuvent causer
I’hypertrophie qui se caractérise par un remodelage cardiaque et une
activation de I'expression de genes feetaux. Les voies de signalisation
sont multiples et interagissent entre elles afin de modifier, par
Iintermédiaire d’'une multitude de facteurs de transcription,
Iexpression génique.

1.2.3.2.2 Transition entre 'hypertrophie cardiaque compensée et l'insuffisance cardiaque

L’augmentation chronique du travail cardiaque résulte éventuellement dans la
diminution de la contractilité et de la capacité de relaxation du cceur hypertrophié.
L’hypertrophie compensée est caractérisée par des anomalies fonctionnelles de la
chambre cardiaque tout en maintenant une fonction préservée du muscle cardiaque et
plus spécifiquement des myocytes. Cette hypertrophie évolue en une phase

décompensée qui est caractérisée par des anomalies fonctionnelles de la chambre
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cardiaque, du muscle cardiaque et des myocytes. D’un point de vue simplifié, le
passage vers un état décompensé d’insuffisance cardiaque indique latteinte des limites
moléculaires et phénotypiques des processus adaptatifs. La stimulation subséquente
de voies de signalisation de I’hypertrophie déja surstimulées fait basculer la balance
des signaux de croissance cellulaire vers ceux de la mort cellulaire. La perte des
cardiomyocytes et leur remplacement par du tissu fibreux diminue la performance
contractile et mene vers une détérioration fonctionnelle irréversible, I'insuffisance
cardiaque et ultimement la mort®. Ainsi, la mort cellulaire programmée ou apoptose
est un marqueur important de la transition entre la période d’hypertrophie compensée

et 'insuffisance cardiaque.

1.2.3.3 Anémie chronique, mécanismes compensatoires et remodelage

cardiaque

anémie chronique entraine plusieu écanismes de compensatio on-
I’anémie chroni ntraine plusieurs mécanismes d mpensation non
hémodynamiques et hémodynamiques, visant a permettre le maintien de

loxygénation tissulaire adéquate™.

Les adaptations non-hémodynamiques incluent une augmentation de la
production d’érythropoiétine et de la concentration intracellulaire érythrocytaire de 2,
3-diphosphoglycérate (2,3-DPG)“?. 1. érythropoiétine stimule la production de
globules rouges permettant conséquemment d’accroitre la capacité de transport
d’oxygene. L’augmentation de la concentration de 2,3-DPG permet, quant a elle,
d’améliorer l'extraction tissulaire d’oxygene en déplacant la courbe de dissociation

hémoglobine-oxygene.

En conditions d’effort ou lorsque les concentrations dhémoglobine
diminuent en de¢a de 10 g/dL, tel que décrit dans le cas de la B-thalassémie majeure,
les adaptations non-hémodynamiques sont excédés et une série de processus
compensatoires hémodynamiques complexes sont initiés afin de répondre aux

97, 98

besoins tissulaires en oxygene”” ™ (Figure 1.26). Le principal facteur d’adaptation
hémodynamique est un état de débit cardiaque élevé secondaire a une diminution de
la post-charge résultant d’une réduction de la résistance vasculaire périphérique et une
accroissement de la précharge cardiaque due a une augmentation du retour veineux"””

. La diminution de la résistance périphérique refléte une baisse de la viscosité du
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sang (diminution d’hématocrite) ainsi qu’une vasodilatation des artérioles de
résistance causée par ’hypoxie. L’augmentation de la précharge résulte de la
diminution des résistances au retour veineux qui est également secondaire aux baisses
d’hématocrite et de viscosité sanguine. La vasodilatation favorise aussi I’écoulement
du sang dans les circulations artérielles et veineuses ce qui contribue ainsi davantage a
Paugmentation du retour veineux””. Ces modifications de la précharge entrainent une
augmentation du volume ventriculaire en fin de diastole et contribuent
conséquemment, en concordance avec le mécanisme de Frank-Starling, a augmenter
le volume d’¢jection systolique. Ainsi, des études d’hémodilution normovolémique
aigue effectuées dans un modéle canin confirment une amélioration de la fonction
ventriculaire caractérisée par une augmentation du débit cardiaque s’accompagnant

d’une diminution de la post-charge, une augmentation de la précharge et de la

. . 99-101
fréquence cardiaque™ '’V

8 = — — Anémie falciforme
~~ —  Awutres anémies
£
£ 7
=
S
w6
=
o
1]
25
=
| .
8

4
b
LeH]
=
L3

i L L L J
2 4 6 8 10 12

Hémoglobine (g/dL)

Figure 1.26: Figure illustrant la relation entre le taux d’hémoglobine
et I'index cardiaque au repos chez des patients atteints d’anémie
ferriprive (carence en fer) ou pernicieuse (ligne continue) ou d’anémie
falciforme (ligne discontinue) (adapté de Varat ez a. 19721%).

Le maintien chronique d’un état élevé de volume d’¢jection systolique par le
ventricule gauche, combiné possiblement a une stimulation de sa contractilité par un
accroissement de la concentration de facteurs inotropes positifs, induit une

O 19 A long terme, ces altérations

augmentation soutenue du travail cardiaque
hémodynamiques causent une dilatation ventriculaire gauche, une augmentation de la

tension de la paroi ventriculaire et un remodelage ventriculaire caractérisé par une
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hypertrophie ventriculaire excentrique initié par une augmentation du nombre de

myofibrilles existants et un réalignement des sarcomeres® '"* 9. 1’équipe de

Schunkert e# @/ établit une relation entre les niveaux d’hématocrite et la masse du

%9 Des études animales et

ventricule gauche dans la population saine (Figure 1.27)"
cliniques montrent également que I'anémie chronique seule, c’est-a-dire en absence de
maladie concomitante (par exemple, I'insuffisance rénale), induit une hypertrophie du
ventricule gauche sans en altérer la fonction systolique"”'". Une anémie chronique
sévere, c’est-a-dire lorsque la concentration d’hémoglobine est inférieure a 4-5 g/dL,
entraine Pinsuffisance cardiaque®”. L’hypertrophie cardiaque est réversible lors de la
correction de l'anémie, lorsque la fonction ventriculaire gauche est préservée.
Cependant, la correction d’anémie, chez des patients souffrant d’anomalies

fonctionnelles du ventricule gauche ne peut améliorer la fonction cardiaque

puisqu’une augmentation de la concentration d’hémoglobine est associée a une

(110)

élévation de la résistance vasculaire systémique

R A —
Surcharge de volume| =

VAT 0%

—
()]
o

@
o
y

I

5]

3

3

)

w

—
o
o

Masse du ventricule gauche
(% de la normale)

=l
o

30 40 50 60

N
o

Hématocrite, %

Figure 1.27: Relation schématisée entre la masse du ventricule
gauche et ’hématocrite dans la population saine (adapté de Schunkert
et al. ""%).
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1.3 COMPLICATIONS CARDIOVASCULAIRES DE LA

ﬁ—THALASSEMIE

Les manifestations cardiovasculaires chez les patients B-thalassémiques
comprennent principalement les complications cardiaques, les évenements
thromboemboliques artériels et veineux ainsi que laltération des fonctions

endothéliales vasculaires.

1.3.1 Occlusion vasculaire et événements thromboemboliques

Les  patients  [-thalassémiques  présentent un  état  chronique
d’hypercoagulation ainsi qu’une augmentation de lincidence d’épisodes
thromboemboliques'". Borgna-Pignatti ¢/ a/. ont mené une étude aupres de 9 centres
italiens spécialisés dans le traitement de patients 3-thalassémiques qui montraient que
4 % des patients atteints de thalassémie majeure et 10 % des patients atteints de
thalassémie intermédiaire présentaient des épisodes thromboemboliques"'?. Ces
évenements thromboemboliques peuvent étre localisés au niveau des arteres
cérébrales, pulmonaires, hépatiques, cardiaques, ou au niveau veineux* "V, Les
causes de l'occlusion vasculaire chez les patients thalassémiques sont complexes
impliquant les plaquettes, la surface membranaire réactive des érythrocytes

thalassémiques, les facteurs de coagulation et 'endothélium.

Un premier mécanisme pouvant expliquer ces évenements est Iétat
d’hypercoagulation chronique présent chez les patients thalassémiques. Des études
ont démontré d’une part la diminution de la survie des plaquettes’'? et d’autre part
une augmentation des agrégats plaquettaires circulants chez les patients

(9 De plus, Pactivation plaquettaire est confirmée par 'observation

thalassémiques
d’une sécrétion urinaire accrue des métabolites de thromboxane A, et de
prostacycline®'?. Une telle augmentation de la concentration urinaire des métabolites
de ces deux prostaglandines est également rapportée chez des patients atteints

M7 118 - Cet effet pro-coagulant

d’athérosclérose et refleterait activation plaquettaire
résulterait d’'un mécanisme multifactoriel et proviendrait principalement des globules
rouges des patients thalassémiques qui montrent des niveaux supérieurs de

phospholipides anioniques tels que la phosphatidylsérine (PS) a leur surface
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membranaire® ', En temps normal, les phospholipides chargés négativement sont
confinés a la couche interne de la membrane cellulaire érythrocytaire"”. Une enzyme
membranaire permet la translocation de la PS vers I'extérieur. Les globules rouges
agés exposent une grande quantité de PS sur la couche externe de leurs membranes

puisqu’elle est impliquée dans la reconnaissance et I’élimination des globules rouges

(113)

par la rate L’exposition des PS au niveau de la membrane externe des

érythrocytes thalassémiques résulte possiblement des dommages oxydatifs induits par

0)

Paccumulation de chaines d’a-globines®, mais également de la peroxydation des

lipides membranaires causée par le fer libre circulant™¥ 19

. La PS peut activer la
prothrombine en thrombine, conduisant a l'activation plaquettaire et la formation

d’agrégats plaquettaires contribuant ainsi au processus thrombotique (Fig. 1.28).
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rouge Hémoglobine @i prothrombinase
N v 5P thrombi
Dénafuraion  Dégradation | L o(o'o p- LIRS
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oxydation
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chaines o Daklr bt PS
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iméversibles ‘
fibrinogéne
Induslliuna (ﬂip—ﬂop}n
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I Activation endothéliale ‘ | Formation de thrombus " Bemm&nnendntnéliale—l

Figure 1.28: Mod¢le du  processus  d’obstruction  vasculaire
thalassémique (adapté de Eldor ez al,, 2002 ).

Cependant, l'exposition de PS sur la surface membranaire érythrocytaire
contribuerait également a deux autres phénomenes, soit l'augmentation de
lagrégation érythrocytaire et de Padhérence érythrocytaire aux cellules endothéliales

vasculaires. Ainsi, les globules rouges des patients thalassémiques montrent une
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augmentation de I'adhésion aux cellules endothéliales en culture®”. I’adhésion des
globules rouges aux cellules endothéliales vasculaires pourrait initier I'occlusion
vasculaire, plus particulicrement au niveau de la microcirculation, tel que décrit dans
les désordres drépanocytaires'?’. De plus, laugmentation de Iagrégation
érythrocytaire chez des patients atteints de thalassémie majeure a été démontrée 7

vitro ®®

. Cette étude rapporte la formation d’agrégats de grande taille (Fig. 1.29)
nécessitant des forces de cisaillement supérieures afin de disperser leur forme
compacte. I’agrégation combinée a une augmentation de 'adhérence érythrocytaire
aux cellules endothéliales pourrait contribuer davantage a I'incidence d’événements

thrombotiques.

En résumé, le phénomene de thrombose et d’occlusion vasculaire est reconnu
chez les patients [-thalassémiques et résulterait d'un mécanisme multifactoriel.
Néanmoins, leffet de ces évenements sur la circulation sanguine et ’hémodynamique

vasculaire requiert de plus amples investigations.

Figure 1.29: Agrégats ¢érythrocytaires observées chez des sujets
témoins (I) et des patients B-thalassémiques (II) a grossissement élevé
(A) ou faible (B) (extrait de Chen e al, 1996 *).
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1.3.2 Dysfonction endothéliale
Tel que décrit ci-dessous, 'endothélium vasculaire est possiblement impliqué
dans les phénomenes de thrombose et d’occlusion vasculaire rapportés chez les

patients [B-thalassémiques. En plus d’une augmentation de I’adhérence des globules

(120

rouges thalassémiques aux cellules endothéliales en culture"*”, le nombre de cellules

endothéliales circulantes ainsi que les marqueurs d’activation endothéliale sont

(122; 123)

augmentés chez les patients B-thalassémiques Ces travaux de recherche

suggerent une perturbation de l'endothélium vasculaire. De plus, des études
rapportent une altération d’une autre fonction essentielle de 'endothélium, soit la
modulation du tonus vasculaire. En effet, des évaluations de I’hyperémie post-

ischémique de lartere brachiale montrent une altération de la dilatation débit-

(124-126)

dépendante au niveau des grandes arteres . Le mécanisme aboutissant a ce

dysfonctionnement endothélial demeure inconnu. Le fer pourrait possiblement agir
directement en diminuant la biodisponibilit¢é du NO ou indirectement en stimulant la

formation de radicaux libres et peroxydation des lipides membranaires"*”. Cependant,

(125; 127) (124; 126)

les résultats divergent entre les auteurs concernant I’existence ou 'absence

de relation entre la surcharge de fer et le niveau d’altération de la dilatation
dépendante du débit. Un manque de consensus existe également quant a lintégrité de
la réponse dilatatrice des cellules musculaires lisses en réponse a I'administration
sublinguale de nitroglycérine. Ainsi, les études de dilatation de Iartere brachiale

indépendante du débit, par stimulation directe des cellules musculaires lisses,

montrent que les patients [B-thalassémiques ont une réponse similaire** '*”

(125)

atténuée” ~’ en comparaison avec celle obtenue chez les sujets sains. Conséquemment,

des travaux de recherche additionnels sont requis afin d’élucider le mécanisme sous-

jacent aux perturbations endothéliales.

Outre les modifications fonctionnelles de Pendothélium vasculaire, les
recherches montrent différents signes de remodelage de la paroi vasculaire chez les

patients [-thalassémiques. Un épaississement des couches intima-média de la paroi

(125)

carotidienne®” ainsi qu’une altération des propriétés élastiques de la carotide!"*”, de

(124; 126 (126; 128)

Partére brachiale ) et de laorte sont documentés chez ces patients. Le

mécanisme exact du remodelage vasculaire demeure toutefois inconnu. Cependant,
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les auteurs suggerent qu'une combinaison de I'altération de la fonction vasomotrice et
de la structure de la paroi artérielle génere une charge accrue sur le cceur B-
thalassémique, contribuant ainsi a la détérioration structurelle et fonctionnelle

cardiaque.

1.3.3 Pathologie cardiaque

Les complications et I'insuffisance cardiaques représentent la principale cause

de déces chez les patients atteints de B-thalassémie majeure et intermédiaire® ** 7,

Chez les patients subissant un traitement optimal de transfusions combinées a la

chélation de fer, linsuffisance cardiaque se présente vers la trentaine ou

(131

quarantaine®*”. Le portrait clinique de la pathologie cardiaque B-thalassémique peut se

présenter sous la forme d’une dilatation et hypertrophie progressive du ventricule

(124; 132) (133)

gauche et droit" ™ pouvant s’accompagner de troubles de la conduction et du

134) 132)

rythme™ et menant vers la dysfonction contractile cardiaque®™ D’autres

(135) (136)

complications telles 'hypertension pulmonaire™™ et parfois la myocardite””™ ou la
péricardite”” peuvent également contribuer a la progression de la pathologie
cardiaque™”. La structure et la fonction du cceur B-thalassémique sont possiblement
affectées par deux facteurs principaux, soit l'augmentation soutenue du débit

cardiaque et la surcharge de fer.

’augmentation du débit cardiaque est une réponse physiologique normale a
une anémie chronique sévere visant a compenser un déficit d’oxygénation des

: 110; 137
tlSSuS( ’

. Cette adaptation résulte d’'une augmentation de la précharge cardiaque,
reflétant un retour veineux accru, ainsi quune diminution de la post-charge,
secondaire a une diminution de la résistance périphérique sanguine. I.’augmentation
du travail cardiaque nécessaire au maintien du débit cardiaque accru causé par
I'anémie chronique explique ainsi en partie la dilatation et I’hypertrophie cardiaque
rapportées chez les patients B-thalassémiques®. Cependant, une comparaison des
résultats de débit cardiaque obtenus dans plusieurs études cliniques!** ' 21 19% 314D
permet de constater que pour un méme niveau d’hémoglobine, le débit cardiaque

mesuré chez les patients 3-thalassémiques est généralement supérieur a celui obtenu

chez les patients présentant d’autres types d’anémies (Fig. 1.30). Cette différence est
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encore plus accentuée chez les patients atteints de [-thalassémie intermédiaire. Les

mécanismes permettant d’expliquer cette différence demeurent inconnus.
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Figure 1.30: Comparaison des valeurs de débit cardiaque chez des
patients atteints de B-thalassémie majeure (0)!*% 2% 1Pt 132 138140
intermédiaire (m)"** % "% avec celles obtenues chez des patients
atteints d’anémie ferriprive (carence en fer) ou pernicieuse (ligne
continue) ou d’anémie falciforme (ligne discontinue) (adapté de Varat
et al. 19720%%)

ou

Ces modifications de la structure cardiaque peuvent s’aggraver chez le patient
B-thalassémique et entrainer une décompensation menant vers une dysfonction
contractile et ultimement linsuffisance cardiaque. Le mécanisme principal menant
vers cette décompensation est généralement attribué a la surcharge de fer que
subissent ces patients. En effet, la saturation des réserves de fer du foie et de la rate,
résulte dans le dépot de fer a lintéricur des myocytes cardiaques"™”. Les
cardiomyocytes sont sensibles au stress oxydatif généré par le fer et subissent
conséquemment la peroxydation lipidique et des dommages membranaires et

mitochondriaux qui peuvent mener vers leur dysfonction contractile et la mort

cellulaire®.

Néanmoins, la surcharge de fer ne peut enticrement expliquer la pathologie de
la fonction cardiaque. Malgré une diminution significative des complications
cardiaques chez les patients atteints de B-thalassémie majeure subissant un traitement

combiné de transfusions et de chélation du fer, la cardiomyopathie et I'insuffisance
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(131

cardiaque demeurent présentes dans cette population ). De plus, les patients atteints

de B-thalassémie intermédiaire présentent également une dysfonction cardiaque en

absence de dépots de fer myocardiques"™ 2.

Ces observations indiquent la
nécessité d’études supplémentaires permettant d’évaluer la fonction et la structure
cardiaques de la 3-thalassémie majeure indépendamment de la surcharge de fer et de

vérifier la présence d’'un mécanisme additionnel de la détérioration fonctionnelle.

1.4 OBJECTIFS ET DESCRIPTIF DE LA THESE

Tel que mentionné dans la section précédente, plusieurs études ont démontré
que les patients atteints de [-thalassémie majeure présentent des complications
cardiovasculaires. Cependant, il existe dimportantes lacunes quant a la
compréhension des mécanismes physiopathologiques sous-jacents et la relation entre
ces complications et la surcharge de fer transfusionnelle demeure incertaine.
L’hypothese générale de cette these de doctorat était, par conséquent, que la B3-
thalassémie entraine des désordres cardiovasculaires en I'absence d’une surcharge de
fer transfusionnelle. L’objectif global des travaux décrits aux chapitres qui suivent
¢tait d’évaluer 7n wivo par techniques non-invasives et ex o, la physiologie
cardiovasculaire dans un mode¢le de souris B-thalassémique présentant un phénotype
sévere comparable a celui des patients atteints de B-thalassémie majeure, en I’absence

des effets possiblement confondants des traitements.

Le premier objectif spécifique de ce travail consistait a caractériser les
désordres circulatoires chez les souris B-thalassémiques. Une méthode ultrasonore
non-invasive a été proposée et employée pour I’évaluation quantitative des propriétés
hémodynamiques vasculaires. Un second objectif visait d’'une part a étudier la
dysfonction vasomotrice de 'endothélium vasculaire des artéres de résistance, ainsi
que de caractériser le remodelage et les propriétés mécaniques de la paroi vasculaire
carotidienne des souris B-thalassémiques. Le dernier objectif de cette these était
d’évaluer les altérations de la fonction et la structure cardiaque des souris B-
thalassémiques ainsi que de clarifier la relation entre la présence de fer myocardique et

les troubles cardiaques.

Cette these est présentée sous forme d’articles qui répondent chacun a un des

trois objectifs spécifiques, ci-haut mentionnés. Le modele murin de la B-thalassémie
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majeure employé dans ces études, Hbb™' (ou Hbb®"), présente une importante
difficulté de reproduction et un taux de mortalité feetale élevé. Afin de contourner ce
probléme, nous avons généré des souris 3-thalassémiques par transplantation de CSH
provenant de donneurs Hbb™"/ ™ chez des receveurs ayant subi une irradiation totale.
Ainsi, un quatriéme article permettra d’évaluer les effets cardiovasculaires de
Iirradiation corporelle totale. Finalement, un dernier chapitre permettra de remettre
en perspective I'ensemble des résultats de cette thése, de discuter des conclusions
globales et de suggérer un nouveau mécanisme de la pathophysiologie
cardiovasculaire 3-thalassémique ainsi que des thématiques pour de possibles travaux

futurs.



CHAPITRE 2: ARTICLE 1

Characterization of circulatory disorders in 8-
thalassemic mice by non-invasive ultrasound
biomicroscopy

2.1 AVANT-PROPOS

Ce chapitre reproduit un article, publié en 2007 dans la revue Physiological
Genomies, décrivant la présence de désordres circulatoires chez des souris (-
thalassémiques. Nous avons généré un modele de souris B-thalassémique présentant
des caractéristiques phénotypiques de la B-thalassémie majeure humaine par
transplantation de CSH provenant du foie feetal de souris Hbb™ /™" (ou Hbb®"™/ ™),
Nous rapportons dans ce manuscrit lutilisation d’une méthode d’imagerie
échographique  novatrice  pour Iévaluation quantitative des  propriétés
hémodynamiques vasculaires chez la souris. Les résultats d’index de Pourcelot (PI)
ainsi que de résistance périphérique totale montrent une perturbation de I’écoulement

microcirculatoire chez les souris B-thalassémiques non-transfusées.

Ma contribution a ces travaux était principale puisque j’ai effectué la
caractérisation du modele de souris B-thalassémique et 'ensemble des évaluations
échographiques ainsi que I'analyse et Iinterprétation des données. J’ai également
rédigé le manuscrit avec 'assistance de ma co-directrice, Dre Marie Trudel. Dr Hady
Felfly a généré les souris B-thalassémiques en effectuant et analysant les expériences
de transplantation de CSH. Dr Damien Garcia a contribué a la justification théorique
de PI, incluse dans la section d’appendice de cet article. Dr Guy Cloutier a participé a

la correction et la révision du manuscrit ainsi qu’aux réponses aux évaluateurs.
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Characterization of circulatory disorders in [-thalassemic mice by non-

invasive ultrasound biomicroscopy

Ekatherina Stoyanova', Marie Trudel’, Hady Felfly’, Damien Garcia®, Guy Cloutier'

'University of Montreal Hospital Research Center (CRCHUM), Montreal, Canada,

*Clinical Research Institute of Montreal, Montreal, Canada,

Running head: Circulatory disorders in 3-thalassemic mice
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Cloutier is Professor of Radiology, Radio-Oncology and Nuclear Medicine and

Member of the Institute of Biomedical Engineering at the University of Montreal.

Physiological Genomics. 2007; 29: 84-90.

Used with permission

2.2 ABSTRACT

B-Thalassemia is an inherited hematological disease caused by a decrease or
absence of production of B-globin that requires chronic therapeutic interventions.
This condition leads to important arterial and venous thromboembolic events,
transitory ischemic attacks, and microcirculatory obstructions, indicative of
circulatory disturbances. To investigate the presence of microcirculatory disorders

without the confounding effect of treatments, we used B-thalassemic mice with
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typical clinical characteristics of human {-thalassemia major. One impediment to the
understanding of microcirculatory physiology, in particular for B-thalassemic mice,
has been the lack of an appropriate noninvasive imaging approach. We thus
developed a novel noninvasive high-frequency ultrasound imaging method to
evaluate murine vascular hemodynamic properties. In our 3-thalassemic mice, total
peripheral vascular resistance was significantly increased (p < 0.01) compared with
wildtype littermates, whereas mean blood pressure, heart rate, and cardiac output
were similar (p = nonsignificant). Importantly, the vascular hemodynamics in -
thalassemic mice were significantly affected according to the Pourcelot indexes
measured in the common carotid artery and abdominal aorta (p < 0.01 and p < 0.05,
respectively). Hence, our -thalassemia characterization of vascular hemodynamics by
noninvasive ultrasonic approaches proves the existence and provides unique

quantitative assessment of microcirculatory flow disturbances in those mice.

Key words: B-thalassemia; high-frequency ultrasonography;

vascular resistance; blood flow; hemodynamics.

2.3 INTRODUCTION

Thalassemia syndromes are a group of heterogeneous hereditary diseases
characterized by a decrease or a total absence of synthesis of a- and/or B-globin
chains composing the hemoglobin protein in red blood cells (RBCs)™. They are
classified according to the type of deficient globin chain as a- and B-thalassemia"?. In
B-thalassemia, the severity of the pathophysiology depends on the level of 3-globin
©)

chain deficiency, which leads to an excess of a-globin chains™. Consequently,

thalassemic RBCs are hypochromic and microcytic and have a shorter half-life,

leading to anemia?.

B-Thalassemia is encountered worldwide, with a higher incidence in the
Mediterranean region, Africa, the Middle East, India, and Southeast Asia™. Three

clinical phenotypes of decreasing severity have been established: a transfusion-
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dependent state, thalassemia major, a moderate phenotype, thalassemia intermedia,
and a benign heterozygous condition, thalassemia minor. In severe cases, the disease
can be fatal 7z utero or in eatly childhood, if untreated. Clinical features, in addition to
the RBC anomalies, are heterogeneous, and patients display several systemic

manifestations.

Thromboembolic events such as pulmonary embolism, stroke, and
thrombosis of the arterial and venous vascular beds are common complications

(143; 144)

reported in B-thalassemia major patients . Possible vasoocclusive causes have

been investigated and involve mainly functional and morphological erythrocyte

(16; 19)

abnormalities Indeed, thalassemic RBCs display markedly reduced cellular

(145)

deformability compared with normal cells*™”. In addition, erythrocytes from @3-

(48)

thalassemic patients exhibit enhanced cellular adhesion to each other™ and to

(120

endothelial cells"®”. A multifactorial chronic hypercoagulable state has also been

widely recognized in thalassemic patients<m)

, and abnormalities of platelets and of the
coagulation system may conceivably contribute to circulatory disorders. The exact

underlying pathophysiology of these circulatory disorders remains to be documented.

The characterization of circulatory disorders per se in 3-thalassemic patients is
complicated by the wvarious therapies that are likely to hinder hemodynamic
assessment. Alternatively, important insights could be gained from untreated animal
models. Several murine models of B-thalassemia have been generated through
spontaneous or genetically induced mutations. One such model [Hbb®®/¥] has
been shown to closely reproduce hematological, pathological, and histological
features of B-thalassemia major®. Although this mouse model has existed for a long
time, no previous studies on the vascular physiology or on the in vivo circulatory
disturbances have been undertaken. One impediment to such progress has been the
absence of noninvasive approaches to characterize blood flow. Herein we have thus
established an ultrasound imaging approach to quantitatively assess microcirculatory
disorders. In addition, we have investigated microcirculatory disorders without the
confounding effect of treatments in B-thalassemic [Hbb™"/*®™] mice and determined
that B-thalassemia can by itself lead to an impairment of vascular hemodynamic

properties.
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2.4 METHODS

2.4.1 Mouse strains

Experimental procedures were approved by the Institutional Animal Care
Committees of the Clinical Research Institute of Montreal and the University of
Montreal Hospital Research Center, and they were conducted in compliance with the
guidelines of the Canadian Council on Animal Care. Homozygous mice for a

spontaneous mutation Hbb®™

were obtained by deletion of the murine B-major
globin gene in the globin diffuse haplotype, leaving the B-globin minor gene intact®.
These homozygous B-thalassemic animals are severely affected®. The thalassemic
mice used in this study were backcrossed for more than 16 generations onto
C57BL/6] inbred mice to have a homogenous background. Congenic C57BL/06]

control animals carry a globin single haplotype and were obtained from Jackson

Laboratories (Bar Harbor, ME). All mice were maintained in microisolator cages.

2.4.2 Fetal liver transplantation

Because of the severe thalassemic phenotype, a limited number of
homozygous [-thalassemic mice were available at any one time. To circumvent this
problem, we generated homozygous §-thalassemic fetuses (E14.5) from heterozygous
B-thalassemic mating, and used fresh fetal liver as donor cells for transplantation.
Fetal liver cells were obtained from three homozygous B-thalassemic fetal donors
(C57BL/6]) and resuspended in serum-free Iscove's Modified Dulbecco's Medium
(Gibco, Grand Island, NY). The C57BL/6] recipient mice were exposed to 875 cGy
of total body irradiation (Mark I-68 A-1 Research Irradiator, San Francisco, CA), and
2 h later, they received a total of 1.8 x 10° bone marrow cells suspended in a
physiological solution of 350 ul injected into the tail vein. The transplanted mice were
monitored on a regular basis for hematopoietic engraftment from 4 to 25 wk post-
fetal liver cell transfer. Evaluation of engraftment was determined from peripheral
blood on the basis of hemoglobin composition by the proportion of donor (Hb
minor) and recipient (Hb single) hemoglobin. This assay involved loading RBC
lysates onto cellulose acetate membranes (Titan III-H; Helena, Helena, CA) and

electrophoresing for 35 min at 300 V in a Tris-borate-EDTA buffer (pH 8.5) using
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Helena equipment. Briefly, the protocol involved membrane staining with Ponceau S
(Helena), destaining for 5 min in 5% acetic acid and 10 min in 100% ethanol, and
fixation for 5 min in 70% methanol and 30% acetic acid, followed by drying for 6 min
at 55°C. Sole expression of hemoglobin minor in C57BL/6] recipient mice
demonstrated complete hematopoietic engraftment and confirmed production of

homozygous B-thalassemic transplanted animals (homo-Bthal).

2.4.3 Animal preparation

Seventeen male homo-Bthal mice and nineteen C57BL/6] age-matched
controls were studied. Mice were weighed and anesthetized using an intraperitoneal
injection of 0.015 mL/g 2,22-tribromoethanol, 2.5%. The lumbar body hair was
removed using a commercial depilatory cream (Nair, Church and Dwight, Princeton,
NJ) applied over the anterior chest and neck of each animal. Mice were then placed
on a warming platform under a heating lamp. The body temperature was monitored
using a rectal thermometer (THM100; Indus Instruments, Houston, TX) and
maintained to 37 £ 1°C. ECG electrodes on the platform supporting the mouse
allowed us to continuously monitor the heart rate (HR). An estimate of mean aortic

blood pressure (MBP) measurements was obtained using a tail-cuff monitoring

system (XBP-1000; Kent Scientific, Torrington, CT)"*.

2.4.4 Echographic examinations

A high-resolution ultrasound biomicroscope (Vevo 660; Visualsonics,
Toronto, ON, Canada) equipped with a single-element oscillating transducer (central
frequency of 35 MHz, focal length of 10 mm, and frame rate of 30 Hz) was used.
Lateral and axial resolutions for this probe are 115 and 55 um, respectively'*”. The
axial dimension of the sample volume in pulsed-wave Doppler mode was fixed to 0.3
mm for recordings in the common carotid artery and to 0.51 mm for recordings in
the ascending and abdominal aortas. Preheated ultrasound transmission gel
(Aquasonic 100; Parker Laboratories, Orange, NJ) was placed on the regions of

interest to provide an acoustic coupling medium between the probe and the animal.

The left common carotid artery and abdominal aorta were imaged

longitudinally by B-mode ultrasonography at 35 MHz, and the Doppler sample
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volume was positioned precisely into the vessel of interest to record the time-varying
velocity waveforms for 2 s. The Doppler recordings were performed at 30 MHz, 1-2
mm before the carotid bifurcation and above the renal bifurcation, identified by

imaging the kidneys as reference.

The heart was imaged by using the B-mode parasternal long-axis view. The
M-mode sampling line was positioned perpendicular to the ascending aorta at the exit
of the left ventricle, and time-varying tracings were recorded to follow changes in
aortic diameters (AoD). For Doppler recordings, the transducer was oriented to
obtain an angle below 60° between the ultrasound beam and the aortic arch. The
Doppler velocity waveforms were recorded in the ascending aorta by positioning the
sampling volume at the exact same location where the M-mode tracings were
obtained. An automatic angle correction provided by the instrument was applied to

record quantitative velocity measures.
2.4.5 Hemodynamic variables measured non-invasively

2.4.5.1 Pourcelot index (PI)

Manual measurements using Matlab software (version 6.5, Natick, MA) were
made of the peak systolic velocity (S) and of the end-diastolic velocity (D) in both
common carotid artery and abdominal aorta (see Fig. 2.3). The Pourcelot index (PI)

was calculated by use of the following formula"*®:

PI=S—D)/S

The mean PI value for each measurement was averaged over 10 consecutive cardiac

cycles. A theoretical description of this index can be found in the Appendix.

2.4.5.2 Stroke volume, cardiac output and cardiac index

The AoD was measured 0.5-1.5 mm downstream of the aortic valve in
systole and diastole. An average value was then calculated over five cardiac cycles.
The velocity-time integral (VTI) was determined by tracing manually the envelope of

the Doppler velocity waveforms measured at the same location as AoD. VTI was
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averaged over 10 cardiac cycles. With the assumption of parabolic velocity profiles,

the stroke volume (SV) was then calculated as follows:
SV =Y (AoD / 2)* X n X VTI

The assumption of parabolic velocity profiles, and therefore the presence of
1/2 in the above equation, is justified, since the calculated Womersley number!*” in
the ascending aorta was 2.5 on average in the present study. Because the measured
Womersley number was small, we can assume Poiseuille parabolic-like flow in the
ascending aorta of the studied mice. Moreover, velocity profiles have been shown to

be parabolic in ascending aortas of rats™”,

Cardiac output (CO) was deduced from SV by multiplying it by the HR (CO
= SV x HR). The cardiac index (CI) was finally calculated by normalizing CO for
body weight and was expressed in milliliters per minute per gram of body weight

(mL min~" g ™).
2.4.5.3 Total peripheral vascular resistance (TPVR)

Total peripheral vascular resistance (TPVR) was calculated as:
TPVR = MBP / CO=TCP / CO

where MBP and TCP are the mean aortic blood pressure and the tail-cuff pressure,
respectively. Because it has been shown that TCP is similar to MBP in mice*?, TCP
can be adequately used for the estimation of TPVR. In the above equation, the

postcapillary pressure was neglected and assumed to be zero.

2.4.6 Variability analyses

Intra- and interobserver and intersession variability analyses were performed
for the basic echographic measures AoD, VTI, and PI on a subgroup of eight
C57BL/6] mice. Intraobsetver variability was assessed on the same echographic
images by a single observer repeating the measurements on different days. The
interobserver variability was determined on the same echographic images by having
two observers within the same session performing these measurements. Intra- and

interobserver errors were calculated as the difference between two measures divided
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by the mean and expressed as a percentage of variability. For the intersession
variability, the echographic examinations were repeated on two different days at a 1-
wk interval. Intersession variability was calculated as (D1 — D7)/[(D1 + D7)/2],
where D1 and D7 are two measurements performed by the same reader on the
echographic images obtained in the sessions of the first and seventh days,

respectively.

2.4.7 Statistical analyses

Data were averaged and reported as means * SE over # observations, where n
represents the number of mice per group. Comparisons of results from homo-3thal
and control mice were made by Student's unpaired #tests. Statistical significance was

considered at p < 0.05.

2.5 RESULTS

2.5.1 Production of homo-3thal mice by fetal liver cell transplants

bBE®/ B mouse model was deleted for

The homozygous B-thalassemic [Hb
both adult B-globin major genes but had intact 8-globin minor genes. Since a large
population of homozygous B-thalassemic mice could not be obtained because of poor
breeding efficiency, a strategy was developed to generate sufficient animal numbers.
As described eatlier, fetal liver cell transplants from three homozygous 3-thalassemic
mice were thus performed, conferring the entire spectrum of hematological defects
from thalassemic donors to fetal liver recipients. Because recipients (Hb single) and
donors (Hb minor) express alternative forms of hemoglobin, RBC engraftment was
verified through the exclusive presence of the donor hemoglobin in recipient blood
by 10-25 wk posttransplant, congruent with the clearance rate of normal murine
RBCs. Figure 2.1 depicts the hemoglobin phenotype of five representative recipients
17 wk following the transplant. As expected, all transplanted animals produced strictly
hemoglobin minor, the donor cell hemoglobin, which revealed complete fetal liver
engraftment. Consistently, all transplanted mice were monitored for hematological

parameters and showed severe anemia with a hematocrit that ranged from 27 to 34%,

whereas the hematocrit in normal mice of the same age was 49.0 £ 1.3%.
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Transplanted mice developed features identical to those of donor mice and consistent

with severe 3-thalassemia major.

homog-thal

F1 1 2 3 4 5

Hb minor ==

Hb major =
Hb single =

Figure 2.1: Analysis of engraftment of fetal liver transplanted mice.
Red blood cell hemoglobin levels in recipient mice were determined to
evaluate engraftment of donor Hbb®™/ " fetal liver cells (Hb
minor) at 10 weeks following transplantation. Protein electrophoresis
of hemoglobin single from the globin single haplotype has fastest
migrating band as indicated, whereas the hemoglobin major and minor
from the diffuse haplotype migrates slower. By 14 weeks, recipients
produced strictly hemoglobin minor indicating a complete switch
from hemoglobin single production and thus complete hematopoietic
engraftment. Blood from (C57BL/6]XCBA/]J) F1 mice (F1) served as
control for single (Hb single) and diffuse (Hb major, Hb minor)
haplotype.

At the time of echographic examinations, homo-@thal mice were 9.4 £ 0.4 mo
old (n = 17), and, as seen in Table II-I, they were age matched to wildtype (WT)
controls (9.2 £ 0.7 mo; n = 19). Although all mice were of similar age, body weight
was significantly decreased by 10% (p < 0.01) in B-thalassemic animals (25.5 = 0.6 g)
relative to WT controls (28.6 = 0.6 g), as frequently observed in humans with §-

thalassemia major!** "V,



72

Parameter Control Homop-thal P value
(n=19) (n=17)
Age (months) 92+0.6 94+04 NS
Body wt (g) 28.6 0.6 25.5+0.6 <0.01
AoD (mm) 1.49 +0.02 1.41 £0.02 <0.05
VTI (cm) 55+0.1 51+0.2 NS
SV (mL) 0.048 £0.001  0.041 +0.003 <0.01

Table II-I: Physiological and echographic parameters. Values are
means = SE. Homop-thal, homozygous 3-thalassemic transplanted;
AoD, aortic diameter; VTI, velocity-time integral of the aortic velocity;
SV, stroke volume; NS, not significant.

Because ultrasound scans are difficult to accomplish in conscious mice, we
resorted to general anesthesia despite its impact on cardiac function and
hemodynamicsasz; 9 However, we have limited the influence of anesthesia in our
study by administering only the minimal dose granting a sufficient time period to
perform echographic examinations. The comparisons between the two groups of

mice were done under the same anesthetic regimen to avoid confounding effects.

2.5.2 Increase of global vascular resistance in 3-thalassemic mice
To investigate blood flow hemodynamics in J-thalassemia, systemic
cardiovascular parameters were examined in untreated homo-fBthal mice presenting
features similar to those observed in B-thalassemia major patients. Although the MBP
was slightly higher in homo-@thal mice (84.7 = 3.9 mmHg) compared with WT mice
(79.5 £ 3.6 mmHg), there was no statistical difference between the two groups (P =
0.34, Fig. 2.2A). HR was determined from the ECG (Fig. 2.2B) and was also
comparable between groups (483.7 + 12.7 vs. 467.7 £ 7.5 beats/min, P = 0.27). SV
was 41 £ 3 and 48 £ 1 ul for homo-Bthal and control mice, respectively (p < 0.05).
The lower SV in homo-fBthal mice likely results from their smaller body size, since SV
values were similar when normalized to body weight (p = 0.07). The CO and CI were

not statistically different (p = 0.07 and p = 0.83, respectively) in both groups. As
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indicated in Fig. 2.2C, CI was 0.77 + 0.05 mL'min" g in homo-Bthal mice
compared with 0.79 + 0.02 ml'min™ g in control mice. A significant increase of
TPVR (Fig. 2.2D), by 30% (p < 0.01), was found in homo-Bthal mice (4.65 £ 0.37
mmHg 'min mL™") compared with WT controls (3.58 + 0.14 mmHg min mL™"),

which confirms general vascular blood flow anomalies in the 3-thalassemic group.
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Figure 2.2: Tail-cuff blood pressure (TCP, mmHg; A), heart rate
(HR, beat/min; B), normalized cardiac output (CI, mL min™ ¢'; C),
and total peripheral vascular resistance (TPVR, mmHg min 'mL™"; D)
in homo-Bthal (n = 17, hatched bars) and control (n = 19, open bars)
mice. Data are means = SE. "p < 0.01.

2.5.3 Impairment of vascular properties in homo-gthal mice

Because $-thalassemic mice showed systemic circulatory disorders (according
to TPVR), specific circulatory effects were further investigated by Doppler
ultrasonography. Two different and complementary sites were selected to evaluate

vascular properties: the carotid artery feeding the brain and the abdominal aorta

irrigating major organs and the lower limbs. The rationale for selecting the left
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common carotid relied on the fact that cerebral thromboembolic events have been

(13199 The abdominal aorta was also chosen

documented in B-thalassemic patients
because it is easily accessible and it is the main supplier of blood flow to numerous
organs and tissues, including the kidneys, where anomalies were described in

humans"*,

PI was calculated as is done for human radiology scans. Using the ultrasound
biomicroscope, we measured the Doppler peak systolic and end-diastolic velocities
(as in Fig. 2.3) to derive PI in the carotid artery and abdominal aorta. The diameter of
both vessels was large enough to allow accurate and reproducible localization of the
Doppler recording sites, as shown by the white arrow in Fig. 2.4A for the smallest
vessel investigated in this study (the carotid). As reported in Fig. 2.5, PI was
significantly higher in the homo-Bthal group for both vessels. In the common carotid
artery, PI was 0.867 * 0.007 (no units) in homo-thal mice compared with
0.832 £ 0.007 in control mice (p < 0.01), whereas those values were 0.822 £ 0.012 in
homo-Bthal and 0.792 * 0.008 in control mice for the abdominal aorta (p < 0.05).
This increase of PI in the B-thalassemic group was directly related to a decrease in
diastolic blood flow velocity, as shown in Fig. 2.4, B and C. These results suggest that
the homo-Bthal mice had impaired vascular properties in the neck vessels, abdomen,

and lower limbs.

Figure 2.3: Doppler display of common carotid artery velocity
waveforms of a wildtype mouse showing the systolic (S) and end-
diastolic (D) velocities. Three cardiac cycles are displayed.
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2.5.4 PI measurements are reproducible with low interpretive

variabilities

To validate the noninvasive echographic approaches reported in this study,
the reproducibility of most measures was verified by computing the intra- and
interobserver and intersession variabilities. As indicated in Table II-II, the largest
variability was observed for VTI, but it did not exceed 10% even when evaluated by
different observers. The intra- and interobserver absolute errors for CO and TPVR
were low at 2.8 £ 4.0% and 1.0 £ 5.0%, respectively. Noticeably, intra- and
interobserver variabilities on PI were <1%. Similarly, for the intersession variability
assessment reported in Table 1I-111, all measurements were quite reproducible when
performed at an interval of 1 wk. Of all measures, CO (-11.1 £ 6.2%) and TPVR
(12.6 £ 8.2%) appeared the most variable. By contrast, even when performed on
different recording sessions, PI measurements were highly reproducible with an error
of 1.7 £ 1.8% for the carotid artery and 2.1 £ 2.6% for the abdominal aorta. Of all
noninvasive variables used to assess hemodynamic impairments in homo-Sthal mice,

PI was the most reliable.

Figure 2.4: Ultrasonographic imaging of the carotid artery. A: B-
mode image showing the common carotid artery (CC) and the internal
(IC) and external (EC) carotid arteries in longitudinal view. The
Doppler sample volume (white arrow) is positioned within the CC
artery before the bifurcation. B and C: Doppler flow velocity
waveforms recorded in the CC artery of a [-thalassemic mouse (B)
and same measures in a wildtype control mouse (C). D, end-diastolic
velocity (white line).



76

2.6 DISCUSSION

The purpose of this study was to investigate the presence of blood flow
abnormalities in the peripheral circulation of B3-thalassemic mice, with a secondary
objective of developing noninvasive imaging tools for the assessment of
cardiovascular disorders. Using a novel ultrasound diagnostic approach, we have

demonstrated circulatory flow disorders in homo-fthal mice.

Intra-observer Inter-observer

Parameter variability variability
% %
AoD (mm) 0.7+0.5 -0.2+0.5
VTI (cm) 43+14 -8.1+0.9
CO (ml'min™) 28+4.0 -1.0+5.0
TPVR -2.8+4.0 1.0£5.0

(mmHg'min'mL™")

PI (no unit):
carotid artery 0.3£0.2 0.7+0.4
abdominal aorta -0.2+0.3 0.9+0.3

Table 1I-1I: Intra- and inter-observer variabilities of echographic
measurements. Values are means £ SE; n = 8 wildtype control mice. Intra-
and interobserver variabilities were calculated as the difference of 2 measures
performed on the same image divided by the mean of those 2 measurements
expressed as a percentage. CO, cardiac output; TPVR, total peripheral
vascular resistance; PI, Pourcelot index.

Herein, we produced homo-Bthal mice that displayed a phenotype typical of
human B-thalassemia major, with a pronounced - to a-globin chain imbalance, for
hemodynamic analysis. While no difference was noted in standard cardiovascular
parameters such as the cardiac index, heart rate and mean blood pressure, significant
blood flow changes were obtained in homo-Bthal animals by measuring the total
peripheral vascular resistance. Such flow alterations in homo-Bthal mice were also
observed on local flow waveforms, as determined by the PI. In human, PI derived

from the Doppler waveform is a well-recognized parameter for the assessment of
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Figure 2.5: Doppler Pourcelot indexes (PI, no units) in the common
carotid artery and abdominal aorta of homo-fBthal (n =17, shaded
bars) and control (n =19, open bars) mice. Data are means £ SE.
p<0.05" p<0.01.
vascular hemodynamics. Hence, this study proposed a novel use of this parameter for
the noninvasive evaluation of cardiovascular physiology in mice. The high-frequency
ultrasound biomicroscope allowed accurate and reproducible Doppler flow velocity

measurements in all animals and overcame the limitations of clinical ultrasound

scanners (having a much lower spatial resolution and a larger probe head).

When compared with the total peripheral vascular resistance, PI provides
alternative information on systemic hemodynamics and presents major advantages.
Indeed, PI is highly reproducible and is more time efficient. Thus PI has considerable
appeal as a means to evaluate noninvasively vascular impairment in mice. We showed
from the Il-theorem (see Appendix in section 2.7) that PI is mainly related to the
diastolic decay time measured at a specific location along the vascular tree. It should
be noted that the I1-theorem is unable to provide a complete theoretical description
of PI. According to the theoretical background provided in the Appendix, one can
just state that PI is governed by the diastolic decay time normalized by the cardiac
period when some physiological parameters such as the blood density and the cross-
sectional area of the vessel are given. A more complete theoretical analysis is not
straightforward and would require a series of numerical or analytical simulations in a
complex model of the blood circulation. In this study, because the heart rate did not
significantly differ from one group to another, we can only assert that PI was related

to the so-called diastolic decay time (in a linear way or not) for measurements in the
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ascending aorta and carotid artery. The diastolic decay time can be defined as the
product of the local arterial compliance by the downstream vascular resistance, as in
the Windkessel model. However, we cannot confirm this if one considers the

numerous limitations of this last model™?.

Parameter % of error

AoD (mm) -54+23
VTI (cm) 6.7+4.7
CO (ml'min™) -11.1+6.2
TPVR 12.6 +8.2

(mmHg'min'mL™)

PI (no unit):
carotid artery 1.7£1.8
abdominal aorta 21+£26

Table 1I-11I: Intersession variability of the echographic parameters. Values
are means £ SE; n =8 wildtype control mice. Intersession variability
errors were calculated as the difference between the measurements
performed by the same reader on the images obtained during 2 different
scanning sessions separated by a 7-day interval.

An interesting finding was the fact that Pl varied with the site of
measurement. This was predictable, since, besides resistance and compliance, it is
highly dependent on the cross-sectional area of the vascular bed downstream of the
site of examination"”. Surprisingly, when compared with human physiology, we
observed higher values of PI in the carotid (brain vascular network) than in the
abdominal aorta (renal, abdominal, and lower limb vascular network) of mice.
Because the flow waveform changes along the abdominal aorta, we noted that a small
variation in the site of measurement could lead to high differences in PI values.
Therefore, we defined, using B-mode imaging, a precise localization of the Doppler
sample volume, just above the renal bifurcations, to ensure reproducible
measurements.

An increase in vascular resistance to blood flow should theoretically be

#3)

primarily determined by direct changes in arteriolar diameters™” and by alterations of
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the normal erythrocyte function, which is essential for the adequate flowing of blood

159 1n our homo-Bthal mice, the increase in

in the macro- and microcirculation
vascular resistance potentially results from alterations of the endothelium of blood
vessels, a critical regulator of the vascular tone. The altered membrane composition
of erythrocytes affecting their function, due to the precipitation of excess a-globin
chains, may have also resulted in enhanced adherence of RBCs to endothelial cells
and abnormal RBC aggregation increasing blood viscosity. Consequently,

(20; 145; 157)

thromboembolic complications, as reported in B-thalassemic patients , may

explain the increased flow resistance in pathological 3-thalassemic mice.

In summary, we have demonstrated the feasibility of performing noninvasive
measurements of  vascular hemodynamic  properties by  high-frequency
ultrasonography in mice. Our results also showed, for the first time, in vivo evidence
of flow disorders in B3-thalassemic mice. The imaging approach, as developed in this
study, will open the field of noninvasive circulatory investigation to additional mouse
models and to dissection of the contribution of molecular and cellular modulators of
flow. Importantly, our findings will not only be very pertinent for assessing vascular
pathophysiology phenotype but also will provide crucial criteria for evaluating genetic

treatment efficiency in B-thalassemia and other diseases impairing the flow of blood.

2.7 APPENDIX

2.7.1 PI: Theoretical Background

The PI is a dimensionless echographic parameter commonly used to
characterize vascular hemodynamics downstream of an artery. PI depends on both
the arterial compliance (C) and downstream vascular resistance (R)"*Y. It still remains
unknown how these two variables mathematically relate to PI. A simple dimensional
analysis may, however, help to better understand how PI varies with vascular

parameters.

The arterial flow waveform is mainly characterized by the cardiac period (T),
the mean flow rate, the arterial cross-sectional area, the blood density and viscosity,
the pulse wave velocity along the artery, the wave reflection at bifurcations and at

sites of vessel caliber changes, and parameters R and C. The pulse wave velocity is
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affected by C and the blood density"™”. On the other hand, the wave reflection
depends on the cross-sectional area and pulse wave velocity!®”. In addition, with the
assumption that mean flow rate, arterial cross-sectional area, blood density, and
viscosity have fixed values in a given animal, the [T-theorem"*” allows one to write P1
as a function of Rx C+T. The product R x C is the diastolic decay time, and it
characterizes the rate at which pressure inside an artery decays during diastole. This
parameter reflects the mechanical behavior of the vascular tree, and it has been used
in both animals and patients"®* ">, The lower the PI and the higher the diastolic

decay time, then, physiologically, the better the mechanical vascular property.

2.8 ACKNOWLEDGEMENTS

This work was supported through the Canadian Institute of Health Research
(CIHR #MOP-36467 to GC, #MOP-67233 to MT) and is now pursued through
joint funding to GC and MT of the National Institutes of Health of USA
(H#RO1HLO078655), the CIHR (#CMI 72323) and the Heart and Stroke Foundation
of Canada (#PG-05-0313). GC is recipient of the National Scientist Award of the
“Fonds de la Recherche en Santé du Québec” (2004-2009). HF is supported by a
studentship from the “Programme canadien des bourses de la francophonie”. The
authors would like to thank Mr Erick Raymond-Beaubien for his contribution to the
inter-observer variability study, and the Foundation of the University of Montreal

Hospital for the purchase of the Visualsonics high-frequency ultrasound system.



CHAPITRE 3: ARTICLE 2

Endothelial dysfunction and vascular remodeling in
B-thalassemic mice

3.1 AVANT-PROPOS

Tel que décrit au chapitre 2, les souris B-thalassémiques présentent une
augmentation locale et globale de la résistance vasculaire a I’écoulement sanguin, tel
que rapporté par les résultats de TPVR et de PI. Puisque la résistance est inversement
proportionnelle au rayon vasculaire a la puissance 4 (voir section 1.2.1.2.1), une
altération de la régulation du diametre vasculaire, par exemple secondaire a une
dysfonction endothéliale, peut entrainer d’importantes modifications de la résistance
vasculaire. De plus, une perturbation chronique des propriétés hémodynamiques, p.
ex. une modification du débit, peut entrainer un processus adaptatif de remodelage de
la paroi vasculaire. Ainsi, les conclusions de larticle précédent entrainent deux
questions principales : 1) Est-ce que 'augmentation de la résistance vasculaire chez les
souris 3-thalassémiques résulte, en partie, d'une dysfonction endothéliale? et 2) Est-ce
que laltération de ’hémodynamie vasculaire dans l'artére carotidienne commune des
souris [-thalassémiques, se reflétant par une augmentation de PI, entraine un
remodelage de cette paroi vasculaire? L’article qui suit, en voie d’¢tre soumis au
journal Cardiovascular ~ Research, s’intéresse a ces questions et démontre un
dysfonctionnement de la réponse vasodilatatrice dépendante de I'endothélium chez
les souris B-thalassémiques malgré une augmentation de lexpression de Penzyme
eNOS ainsi quun remodelage de la carotide commune caractérisé par un
¢paississement de la paroi vasculaire. La distensibilit¢é de la carotide demeure

cependant similaire entre les souris 3-thalassémiques et leurs controles.

Le modele de souris employé dans le cadre de nos expérimentations a été
généré par transplantation de moelle osseuse combinée a un traitement de pré-

conditionnement d’irradiation corporelle totale. Afin d’éliminer un effet
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potentiellement confondant du protocole de transplantation sur linterprétation des
parametres cardiovasculaires, le groupe de souris controle employé dans les études
présentées par les articles 2 et 3 (chapitres 3 et 4) était généré par irradiation

corporelle totale combinée a la greffe de CSH provenant de soutis C57BL/6].

Ma contribution a ce manuscrit était majeure puisque, en plus d’avoir rédigé
larticle, j’ai effectué la quasi-totalité des expérimentations, soit les études de la
réactivité et de la mécanique vasculaires, 'immunobuvardage de type Western, les
analyses histologiques et statistiques. Dr Hady Felfly et Dre Wafaa Lemsaddek ont
généré les souris B-thalassémiques en effectuant les expériences de transplantation de
CSH et I’évaluation de la prise du greffon. Dr Damien Garcia a participé a 'analyse
des résultats de mécanique vasculaire. Dre Marie Trudel et Dr Guy Cloutier ont

contribué a la révision et la correction du manuscrit.
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3.2 ABSTRACT

Human B-thalassemia major is one of the most prevalent genetic disease
characterized by decrease or absence of 3-globin chain production with consequent
reduction of erythrocyte number and hematologic alterations. The main cause of
death of treated 3-thalassemia major with chronic blood transfusion is eatly cardiac
complications that have been attributed to secondary iron overload despite optimal
chelation. Methods and Results: Herein, we investigated the pathophysiological
mechanisms of cardiovascular dysfunction in a severe murine model of B-thalassemia
from 6 to 15-months of age in the absence of confounding effects related to
transfusion. Our longitudinal analysis showed that 3-thalassemia mice first display a
significant increase of cardiac output in response to limited oxygen-carrying
erythrocytes that progressed rapidly to left ventricular hypertrophy and structural
remodeling. Following this compensated hypertrophy, the B-thalassemia mice
developed age-dependent deterioration of left ventricular contractility and
dysfunction that led toward decompensated heart failure. Consistently, murine §-
thalassemic hearts histopathology revealed cardiac remodeling with increased
interstitial cardiac fibrosis but virtual absence of myocardial iron deposits.
Importantly, development of thalassemic cardiac hypertrophy and dysfunction
independently of iron overload has uncoupled these cardiopathogenic processes.
Conclusion: Together our study on the pathophysiology in B-thalassemia major
hemoglobinopathy showed that not only severe chronic anemia but also additional

secondarily induced mechanisms are major contributors to thalassemic cardiopathy.

3.3 INTRODUCTION

B-thalassemia is an inherited hemoglobin disorder resulting from impaired
production of B-globin chains of the hemoglobin tetramer. The resultant phenotype
is a chronic hemolytic anemia of varying severity, depending on the level of B-globin
chain deficiency and subsequent a-globin chain accumulation. -thalassemia major is
characterized by a severe transfusion-dependent anemia starting from the first year of
life, while B-thalassemia intermedia represents a milder, generally transfusion-
independent form with a later clinical onset"*”. Transfusion therapy in B-thalassemia

major patients requires adequate iron chelation treatments since it initiates progressive
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accumulation of iron in several organs causing subsequent tissue damage, and

eventually, death.

Although lifelong blood transfusions combined with adequate chelation
therapy have significantly improved survival in -thalassemia major patients, cardiac
complications remain the main mortality cause in both B-thalassemia major and
intermedia®®” " 'Y, Additionally, arterial and venous thromboembolic events in -
thalassemia major patients"'” have also been reported. In fact, several pathogenic
factors contribute to these complications, including a chronic hypercoagulable

(

state"?, increased erythrocyte aggregation<48) and endothelial adhesion of thalassemic

(122; 123)

erythrocytes"””. Furthermore, iz vivo evidence of endothelial cell activation and

impaired flow-mediated dilation in brachial arteries of B-thalassemic patients"** '*>
suggest the implication of endothelial dysfunction in the pathogenesis of the
abovementioned vascular complications. Studies reported flow-mediated endothelial
dysfunction in conduit arteries of optimally chelated transfusion-dependent
B-thalassemic patients"*'"*”. However uncertainty remains regarding the integrity of
the resistance artery endothelial vasomotor function. Moreover, while these clinical
studies have suggested a decrease in nitric oxide (NO) bioavailability, the enzymatic
expression of NO synthase (NOS) has not been documented.

Additionally, endothelial dysfunction generally leads to vascular

remodeling"*”

, namely structural alterations in the arterial wall and, consequently, to
potential changes in mechanical properties. In [-thalassemic patients,

ultrasonographic measurements demonstrated impaired elastic properties of the

(128; 166) 4

bl

aorta and carotid artery "*", suggesting a reorganization of the vascular wall
involving smooth muscle cells, elastin and collagen. Such a hypothesis remains to be

verified.

Several B-thalassemic mouse models replicating phenotypic aspects and
hematological anomalies of B-thalassemia major have been produced for
characterization of pathogenesis and for development of potential therapeutic
strategies. To date, however, no studies have investigated vascular function and
structure in B-thalassemic mice. In addition, vasculature in 3-thalassemia has not yet

been studied without the confounding effects of transfusions and subsequent
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transfusional iron overload. The objectives of this study were to characterize
endothelial vasodilatory function of isolated mesenteric resistance arteries by focusing
on the NO system and to evaluate mechanical properties and structure of the carotid

artery in a non-transfused mouse model of 3-thalassemia major.

3.4 METHODS

3.4.1 Experimental animals

Experimental procedures were conducted in accordance with the guidelines
of the Institutional Animal Care Committees of the University of Montreal Hospital
Research Center and of the Clinical Research Institute of Montreal, as well as those of

the Canadian Council on Animal Care.

Male bone marrow transplanted control (BMT control, Hbb™*) and
homozygous B-thalassemic mice (homo-Bthal, Hbb®™/“®y were generated as
described previously"®”. Briefly, control C57BL/6] mice obtained from Jackson
Laboratories (Bar Harbor, ME) and -thalassemic mice homozygous for a deletion of
the murine B-major gene (Hbb®™/#™59 hred onto C57BL./6] background for > 16
generations were used. Bone marrow cells harvested from either homozygous 8-
thalassemic (Hbb®™/®™) or wild-type C57BL/6]-Gpi1* (Hbb™") donors were
injected (1.8 X 10° cells) in lethally irradiated (8.75 Gy, Mark I-68A-1 Research
Irradiator, San Francisco, CA) two month-old C57BL/6J-Gpil" recipients. Bone
marrow engraftment was evaluated in both mouse groups 4 months following
transplantation. Only recipients displaying complete hematopoietic engraftment were
included in the study, i.e. recipients with the sole expression of either hemoglobin
minor for homo-Bthal mice or the specific glucose phosphate isomerase isotype

marker Gpi1° for BMT controls.

Hematocrit levels were determined in 14 month-old mice immediately before
sacrifice. The entire intestine and the left common carotid artery were quickly
dissected and placed in ice cold physiological saline solution (PSS). The abdominal
aorta was also dissected, blotted dry, quickly frozen in liquid nitrogen and kept at

—80°C until assayed. Heart, lungs and spleen were excised, blotted dry and weighted.
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3.4.2 Functional studies of resistance arteries

Second-order branches of mesenteric arteries (~150-250 um in diameter)
from 10 BMT control and 9 homo-@thal mice were carefully dissected from all
adherent connective tissue and bathed in a 5 mL organ chamber containing a PSS of
the following composition (in mmol/L): 118 NaCl, 25 NaHCO,, 4.7 KCl, 1.18
KH,PO,, 1.18 MgSO,, 2.5 CaC(l,, 0.026 EDTA and 5.5 glucose, maintained at pH 7.4,
warmed to 37°C and continuously bubbled with 12% O,, 5% CO,, and 83% N,. Each
arterial segment was mounted and secured on two glass microcannulas using nylon
ties, in a video-monitored pressure arteriograph system (Living Systems, Burlington,
USA). The distal cannula was occluded to prevent flow, after residual blood was
gently washed out of the vessel lumen. The proximal cannula was connected to a
pressure transducer to maintain a constant intraluminal pressure using a servo-control
unit and a peristaltic pump. The arteriograph system was placed on the stage of an
inverted microscope (Nikon Eclipse TS100, Melville, NY) equipped with a video
camera to monitor and measure the vessel lumen diameter. The distance between
moving cannulas was carefully adjusted to obtain a horizontal vessel alignment
without further stretch. Experimental measures were started 1h after equilibration at
45 mmHg intraluminal pressure. Between each protocol described next, the system
was washed out with PSS, reequilibrated for 30 min and the resting lumen diameter
was measured. The vascular contractile reactivity was evaluated by dose-response
curves to norepinephrine (NE, Sigma-Aldrich, Oakville, Canada, 10” to 10™* mol/L).
Endothelium-dependent and independent relaxations to cumulative concentrations of
acetylcholine (ACh, Sigma-Aldrich, Oakville, Canada, 10” to 10* mol/I) and sodium
nitroprusside (SNP, Sigma-Aldrich, Oakville, Canada, 10° to 107 mol/L),
respectively, were assessed by measuring dilatory responses in vessels pre-contracted
with a sub-maximal concentration of NE (the concentration that produced 75 to 80%
of maximal contraction, i.e. EC;-ECy)). To study the contribution of NO to the
ACh-induced relaxations, concentration-response measurements were repeated after a
30 min pre-incubation with Ne-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, Sigma-
Aldrich, Oakville, Canada, 10 mol/ L). The relaxation was determined as a

percentage of increase in lumen diameter from the resting diameter.
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3.4.3 Mechanical studies of carotid arteries

Left carotid arteries of 13 BMT controls and 11 homo-Bthal mice were
mounted onto the pressure arteriograph, adjusted to their 7z vivo length by displacing
cannulas and deactivated by perfusing with warmed and continuously bubbled Ca®"-
free PSS containing 10 mmol/L EGTA for 45 min at 45 mmHg. The intraluminal
pressure was then raised 3 times from 3 to 140 mmHg to unbuckle arteries. Vascular
mechanics were evaluated by increasing intraluminal pressure from 3 to 180 mmHg
by steps of 10 mmHg (except for the first step which was from 3 to 10 mmHg). For
each pressure step, lumen diameter and wall thickness were measured by microscopy

at 3 different positions along the vessel.

Carotid vascular wall cross-sectional area (CSA) was calculated, at 80 mmHg,
as: (n/4) X (D2-D;), where D, and D, represent external and intraluminal diameters,
respectively. Circumferential strain (¢) was determined as (D,—D,)/Dj), where D,
is the lumen diameter at 3 mmHg. Circumferential stress (o) was given by o =
(PXD)/(2W)"*, where P is the intraluminal pressure in dynes/cm” and W the wall
thickness. An exponential fitting regression was performed on the stress-strain
relationship of each vessel with the equation: 6=0,¢”, where the amplitude o, stands
for the stress at the diameter D, and the exponent f is the rate of increase of the
stress-strain curve. This exponential model was used to reduce the tangential elastic
modulus ET to do/de = fo. Therefore, § also represents the slope of ET-to-stress
relationship and thus reflects non-linear elastic properties of vascular wall
components. An increase in f indicates increased local stiffness. The incremental
distensibility, expressed as the fractional change in lumen diameter (AD,/D;) per
change in intraluminal pressure (AP), was calculated as: 100xAD,/(D;,*xAP).

Distensibility reflects global vascular mechanical properties.

3.4.4 Protein expression analysis

Frozen abdominal aortas (n=0 per group) were separately pulverized in the
presence of liquid nitrogen and the powder was homogenized in a lysis buffer (pH 8)
containing 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA and 0.5% Triton X100
supplemented with a protease inhibitor cocktail (No. P8340, Sigma-Aldrich, Oakville,
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Canada) and PMSF (1 mM final concentration). Samples were incubated for 30 min
on ice and centrifuged at 4°C for 5 min. The supernatants were collected and stored
at -20°C. Protein concentrations of lysates were determined by spectrophotometric
Bradford protein assay (No. 500-0006, Bio-Rad, Mississauga, Canada) using bovine
serum albumin as standard. Protein lysate of bovine aortic endothelial cells (BAEC;
2 pg) was used as positive control. Equal amounts of aortic protein (20 pg/lane,
except BAEC control lane) were loaded, separated by SDS-PAGE with Novex 8%
Tris-Glycine Pre-cast gel system (No. EC6018, Invitrogen, Burlington, Canada) and
transferred to a nitrocellulose membrane. Nonspecific sites were blocked with 5%
nonfat powdered milk in phosphate buffered saline (pH 7.4) with 0.1% Tween 20
(PBST) for 1 hr at room temperature. The membrane was incubated with the primary
mouse monoclonal antibody against eNOS (1:500; No.610296, BD Transduction
Laboratories, Mississauga, Canada) for 2 hr at 4°C, washed 3 times (5 min each) in
PBST and incubated with the secondary antibody (peroxidase conjugated anti-mouse
immunoglobulin 1:5000; No. A4416, Sigma-Aldrich, Oakville, Canada) for 1 hr at
4°C. The membrane was then washed 3 times for 5 min in PBST and signal was
detected by using a ECL Western blotting detection system (No. RPN2132,
Amersham, Baie d'Urfé, Canada). Band intensity was quantified and expressed as a
percentage of BMT control band intensity. Constitutively expressed protein GAPDH

served as an internal control.

3.4.5 Histopathology analysis

At the end of mechanical experiments, common carotid arteries from BMT
control and homo-Bthal mice (n=8 in each group) were fixed overnight in 10%
phosphate-buffered formalin, embedded in paraffin and cut serially in 5 pm cross-
sections. Tissue sections were stained with Sirius red for collagen or Verhoeff van
Gieson for elastin. For all sections of a specific staining, images were taken at the
same light intensity and exposure time settings (polarized light for Sirius red and
transmitted light for Verhoeff’s van Gieson). For each staining, 6 sections per vessel
were analyzed. Quantification analysis of media CSA (MCSA) and relative surface of

medial elastin and collagen were measured in post-processing (Matlab software, ver.

7, release 14, Natick, MA).



90

3.4.6 Statistical analyses

Data are presented as mean = SEM. Statistical analysis of dose-response
curves and mechanical parameters were carried out with two-way ANOVA for
repeated measures by using the Student-Newman-Keuls test for multiple
comparisons. Wall CSA, histological and protein expression data were analyzed by

unpaired Student 7 tests. P<0.05 was considered significant.

3.5 RESULTS

Fourteen month-old homo-Bthal mice were severely anemic and displayed
significant splenomegaly, as described in human B-thalassemia major. Homo-{3thal
mice also had smaller body weights and increased lung and heart weights normalized
to body weight, when compared with BMT controls (Table II1.I). The 65% increase in
normalized heart weight is indicative of cardiac hypertrophy, a phenotype consistent

with severe clinical B-thalassemia”.



BMT control Homo-Bthal
(n=13) (n=11)
Body weight (g) 327+13 28.1 £ 0.8
Hct (%) 419 £ 1.1 27.0 £ 1.2
Heart weight to BW (mg/g) 45+0.2 7.3+ 0.3
Lung weight to BW (mg/g) 4.6 £0.2 59+0.17
Spleen weight to BW (mg/g) 22+0.3 11.4+1.2
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Table III.I : Characteristics of 14-month old animals. Values are
means + SEM. “» < 0.05; T»<0.001 vs. BMT control mice. BW,
body weight; Hct, hematocrit.

3.5.1 Vasomotor responses in mesenteric arteries

Vascular function was assessed in isolated mesenteric arteriole preparations of
14 month-old BMT control (n=10) and homo-Bthal (n=9) mice. NE mediated
vascular contractions and endothelium-independent vasodilations stimulated by SNP
were similar in both groups (Figures 3.1 and 3.2 C). These results are indicative of
preserved smooth muscle cell function in homo-@thal mice. The endothelium-
dependent vasodilation to ACh, however, was significantly impaired in homo-{3thal
mice (Figure 3.2 A). The ACh-induced relaxation was attenuated by L-NAME to the
same extent in both groups (Figure 3.2 B). Therefore, B-thalassemic mice exhibited
endothelial vasodilatory dysfunction with preserved smooth muscle cell function.
100 +
80 1
60 |

40 1
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20 T
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Figure 3.1: Vasoconstrictive response of mesenteric resistance
arterioles to norepinephrine (NE) in 14-month old BMT control (0;
n = 10) and homo-Bthal (®; n = 9) mice. Contraction was expressed
as percentage change in lumen diameter compared with baseline.
Data are means = SEM.
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Figure 3.2: Vasodilatory responses of mesenteric resistance
arterioles to acetylcholine (ACh) in the absence (A) or presence of L-
NAME (B), or to sodium nitroprusside (SNP, C) in BMT control (0;
n=10) and homo-Bthal (® n=9) mice. Relaxation in
norepinephrine contracted arterioles is expressed as a percentage
change in lumen diameter compared with baseline. Data are
means + SEM. " p < 0.05.

3.5.2 Aortic eNOS protein expression

We assessed through aortic Western blot analysis, whether the alteration in
endothelium-dependent vasodilation was secondary to changes in eNOS expression.
Homo-Bthal mice showed a 2-fold increase in eNOS expression versus BMT controls

(p < 0.05, Figure 3.3). Thus, the aforementioned endothelial dysfunction occurred
despite an up-regulation of eNOS.
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Figure 3.3: eNOS protein expression in aortas of BMT control and
homo-Bthal mice. (A) Representative Western blot and (B)
densitometric analysis of the eNOS protein expression (n = 6 mice
per group). Measurements are expressed as % of the eNOS bands in
aortas of BMT control mice. Data are means = SEM. ~ p < 0.05.

3.5.3 Carotid artery vascular mechanics

The mechanical properties of carotid arteries of BMT control (n=13) and
homo-Bthal (n=11) mice were studied by correlating passive changes in vascular
diameters to stepwise increases in intraluminal pressure. Carotid arteries of both
groups displayed similar increases in luminal diameter in response to the increase in
intraluminal pressure from 3 to 180 mmHg (Figure 3.4 A). Because of vascular wall
thickening in homo-Bthal mice (as confirmed by the higher CSA at 80 mmHg,
p < 0.05, Figure 3.4 B, insert), carotid external diameters were significantly larger at all
intraluminal pressures (Figure 3.4 B). Circumferential strains were higher in homo-
Bthal compared with BMT control mice between 50-80 mmHg and were similar at all
other intraluminal pressures (Figure 3.4 C). Circumferential wall stresses were
significantly lower in homo-fthal carotid arteries at intraluminal pressures above 60
mmHg (Figure 3.4 D). Consequently, the non-linear circumferential stress-strain
curve was shifted rightward in that group (Figure 3.4 E), which is indicative of softer
arteries. This is confirmed by the lower mean values of § (slope of the tangential
elastic strain modulus-to-stress relation) in homo-Bthal mice (3.11 £ 0.08, p < 0.01)
when compared to BMT controls (3.43 * 0.05). These results suggest that wall

component stiffness of carotid arteries of homo-Bthal mice is decreased when
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Figure 3.4: Intraluminal diameter (A), external diameter (B),
circumferential strain (C), circumferential stress (D), stress-strain
relationship (E) and incremental distensibility in BMT control (0;
n = 13) and homo-3thal (®; n = 11) mice. The wall cross-sectional
area (CSA) at 80 mmHg is presented as an insert in panel B. Data are
means T SEM. *p < 0.05; Tp <0.001. The curve in panel E
exhibited a rightward shift in the homo-Bthal group as shown by a
significant decrease in § (p < 0.01), the slope of the tangential elastic
strain modulus-to-stress relation.
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compared to BMT controls. However, as indicated in Figure 3.4 F, carotid artery

vascular distensibilities were overall similar (except at 50 mmHg).

3.5.4 Carotid artery composition

Histological analysis of carotid arteries confirmed the significant increase in
total wall CSA of homo-Bthal mice (Figure 3.5 E, p < 0.05). The media CSA was
similar in vessels of both groups. Sirius red and Verhoeff van Gieson stainings
revealed, respectively, that relative surfaces of collagen and elastin in the media of
homo-fthal carotid arteries were significantly increased when compared with BMT
controls (Figure 3.5 A-D, p < 0.05). Media and total wall collagen-to-elastin ratios

remained similar in both groups.

3.6 DISCUSSION

The endothelium-mediated NO vasodilation in resistance arteries, and
mechanical properties and structure of the common carotid artery in 3-thalassemic
mice were investigated. The results have demonstrated that: 1) B-thalassemic mice,
homozygous for a deletion of the murine [B-major gene, display significant
impairment of resistance arteriole endothelial-dependent vasodilator function in
conjunction with increased levels of eNOS expression; and 2) carotid arteries of 3-
thalassemic mice are characterized by wall thickening with increased collagen and

elastin content while distensibility remained similar.
Endothelinm-dependent vascular reactivity

Previous clinical studies have suggested that endothelial dysfunction in
conduit arteries of B-thalassemic patients was resulting from decreased NO

(125)

bioavailability Our results are consistent with these prior reports, since we
observed attenuated endothelium-dependent vasodilation to ACh in resistance
arteries of B-thalassemic mice. NO bioavailability is determined by a balance between
NO production and consumption. Our results present for the first time that
endothelial dysfunction in B-thalassemia occurs despite increased eNOS expression
levels. This data suggests either an impairment of NOS activity or an increase in NO

scavenging. B3-thalassemia is associated with chronic intravascular hemolysis that is

known to induce decompartmentalization of two main erythrocyte components into
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the plasma: hemoglobin and arginase"®”. Cell-free plasma hemoglobin rapidly reacts
with, and deactivates, NO""” and has been shown to induce iz vivo significant

decrease in NO bioavailability and endothelial dysfunction"™

by limiting NO
diffusion from the endothelium to smooth muscle cells and consequently inhibiting
vasodilation. While this mechanism of NO-scavenging is likely to contribute in
further decreases of iz vivo NO bioavailability in 3-thalassemia, it does not apply to
the current experimental ex zivo setting of isolated mesenteric arterioles. However,
spontaneous release of erythrocyte arginase during intravascular hemolysis may limit
cellular availability of the eNOS substrate for NO synthesis, L-arginine, resulting in a
deficiency of NO production. In fact, studies of patients affected with sickle cell
disease, another hemoglobinopathy inducing chronic hemolytic anemia, have shown
increased intravascular hemolysis-related plasma arginase activity"”. In B-thalassemia
patients, elevated erythrocyte arginase activity strongly correlating to plasma arginase
activity, has also been reported(m). In B-thalassemic arteries, decreased plasmatic L-

arginine should lead to decreased cellular uptake of the substrate and consequent

alteration of NO production despite an increase of eNOS expression.

Moreover, further decreases of NO bioavailability may also result from

increased oxidative stress. A common mechanism of endothelial dysfunction in

(173)

b

hemolytic anemias has been suggested by studies on B-thalassemia sickle cell

(174) 75)

disease” "’ and mouse models of severe hemolysis® ™~ reporting increased oxidizing

potential of plasma, possibly generated directly by cell-free hemoglobin, heme and

heme-iron""”

, which might damage and activate endothelium by exerting oxidative
injury. In addition, enzymatic pathways of overproduction of reactive oxygen species
(ROS), such as superoxide, by activation of vessel wall xanthine oxidase and NADPH
oxidase, have also been suggested to play a role in the generation of oxidative stress in
both B-thalassemia and sickle cell disease”*”. Finally, the paradoxical decrease in NO
production even though eNOS levels were increased might reflect an eNOS
uncoupling mechanism. The possible decrease in availability of L-arginine might lead
to disruption or uncoupling of the eNOS dimer causing the production of superoxide

instead of NO"" '™ adding further to the reduction in NO bioavailability and the

increase in oxidative stress in 3-thalassemia.
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Endothelinm-independent vascular reactivity

Additionally, a discrepancy with respect to previous clinical investigations was
reported concerning endothelium-independent vasodilation in B-thalassemia** > 17,
Indeed, our findings confirm preserved endothelium-independent vasodilation to
SNP, a direct donor of NO metabolized by smooth muscle cells. This important
insight indicates that resistance arteriole vasodilatory impairment occurs in the
absence of vascular smooth muscle cell dysfunction in NO signaling at the level of
the guanylate cyclase-cGMP system. Therefore, conversely to findings in sickle cell

anemic patients and mouse models"””, vascular dysfunction in our B-thalassemic mice

does not seem to be associated with NO resistance or lack of responsiveness.
Carotid artery structure and mechanical properties

The (-thalassemia major mouse model not only had impaired resistance
arteriole endothelial-mediated vasomotor function but also displayed altered carotid
artery structure with changes in mechanical properties of wall components. While
clinical studies reported increased carotid artery intima-media thickness in (-

thalassemia major patients"™”

, our study demonstrated the development of carotid
artery wall hypertrophy characterized by an increase in total wall thickness. This wall
thickening was associated with growth in both medial collagen and elastin densities
within the B-thalassemic carotid artery wall with similar total and medial ratios of
collagen-to-elastin content. As a result, carotid artery distensibility was comparable in

both mouse groups, while stiffness of carotid wall components was decreased in -

thalassemic mice.

It is classically recognized that arterial stiffness of large elastic arteries, such as
the carotid artery, is mainly determined by the composition of the extracellular matrix
and its structural components such as collagen and elastin fibers. However, other
factors must be taken into consideration when interpreting stiffness results. In fact,
global mechanical behavior of arteries is highly determined by the three-dimensional
organization of structural components rather than by their relative content. Studies
have shown an important role of structural characteristics, such as the area and
number of fenestrations of the elastic lamina, or integrin-mediated interactions

between extracellular matrix and smooth muscle cells, in the determination of arterial
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mechanical strength and stiffness®”.

Therefore, the underlying mechanism of
preserved carotid wall distensibility in the presence of wall thickening and decreased
stiffness of wall components in B-thalassemic mice likely implies complex interactions
between several factors and requires further analysis.

Clinical studies in B-thalassemia major patients have reported increased

(124; 126 (128)

arterial stiffness of carotid arteries"* "*”, brachial arteries ) and ascending" ~” and

abdominal aortas®”

. The explicative mechanisms of discrepancy between these
clinical and our murine 3-thalassemia vascular mechanical results remain unknown
and require further investigation. Nevertheless, clinical studies have also
demonstrated that the stiffness of the abdominal aorta in regularly transfused B-
thalassemia major patients was increased in relation to liver iron concentration, a

reliable indicator of tissue iron loading"®”

. Iron overloading has been known to
increase systemic and vascular wall ROS generation which might contribute to the
development of vascular injury*?. These findings thus lead us to hypothesize that the
B-thalassemic vasculature remodels differently in the absence of palliative transfusion

treatments leading to iron-overloading.

While the exact molecular process of vascular remodeling in 3-thalassemic
mice remains to be clarified, anemia induced hypoxia and oxidative damage might
have contributed to arterial structural changes. In fact, hypoxia is known to promote
vascular cellular proliferation and matrix synthesis by inducing a variety of genes in
endothelial cells leading to production of mitotic factors such as platelet derived
growth factor B (PDGF-B), insulin-like growth factor (IGF) and vascular endothelial
growth factor (VEGF)"®. Additionally, studies have indicated that ROS might induce
vascular structural and functional alterations by activating several intracellular
signaling cascades, namely through the activation of extracellular signal regulated
kinases (ERKs), mitogen-activated protein kinases (MAPKS), tyrosine kinases, protein

tyrosine phosphatases and transcriptional factors such as NFkB and AP-17%Y.

In conclusion, our study of non-transfused B-thalassemic mice provides
evidence of functional alterations of endothelium-dependent vascular responses
characterized by dysregulation of endothelial NO production and consequent NO

bioavailability. Additionally, endothelial dysfunction of resistance arterioles occurred
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concomitant with structural alterations of the carotid artery wall and modifications of
mechanical properties of wall components. It was hypothesized that hemolysis may
contribute to the pathophysiology of both endothelial dysfunction, and vascular
structural and mechanical changes in (-thalassemia, and treatments targeting
hemolysis related complications, namely erythrocyte decompartmentalization of
hemoglobin and arginase, may represent potential therapeutic strategies for these
cardiovascular complications. Future investigations with this mouse model should
allow a better understanding of the underlying molecular processes in the

pathogenesis of 3-thalassemia major vasculopathy.



CHAPITRE 4: ARTICLE 3

B-thalassemia induces cardiac dysfunction and
remodeling independently of myocardial iron
loading

4.1 AVANT-PROPOS

Les complications cardiaques chez les patients atteints de [-thalassémie
majeure sont généralement attribuées aux dépots de fer myocardique secondaires aux
transfusions sanguines chroniques. L’article qui suit, visant a étre soumis a la revue
Haematologica, décrit les évaluations morphologiques et fonctionnelles cardiaques chez
des souris B-thalassémiques non-transfusées. Les résultats de cette étude montrent,
pour la premiere fois, le développement dune hypertrophie et une dysfonction
ventriculaire gauche en I'absence de transfusions sanguines chroniques. En plus de
démontrer Pabsence de dépoéts directs de fer dans le myocarde, les analyses
histologiques indiquent la présence abondante de fer dans les tubules rénaux résultant
possiblement de I’hémolyse intravasculaire. Nous proposons donc un modele des
désordres cardiaques de la 3-thalassémie impliquant un état de débit cardiaque élevé

combiné a une surcharge du travail causée par ’hémolyse intravasculaire.

Ma contribution a cet article était majeure puisque, en plus d’avoir rédigé le
manuscrit, j’ai exécuté la quasi-totalité des expérimentations, soit les évaluations
échocardiographiques, les analyses histologiques et hématologiques. J’ai également
effectué 'analyse statistique et I'interprétation des données. Dr Hady Felfly et Dre
Wafaa Lemsaddek ont généré les souris B-thalassémiques en effectuant les
expériences de transplantation de CSH et I’évaluation de la prise du greffon. Dre
Wafaa Lemsaddek m’a également assist¢ dans les prélevements d’échantillons
sanguins pour fin d’analyse hématologique. Dr Guy Cloutier et Dre Marie Trudel ont

contribué a la révision et la correction du manuscrit.
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4.2 ABSTRACT

Human B-thalassemia major is one of the most prevalent genetic disease
characterized by decrease or absence of $-globin chain production with consequent
reduction of erythrocyte number and hematologic alterations. The main cause of
death of treated B-thalassemia major with chronic blood transfusion is eatly cardiac
complications that have been attributed to secondary iron overload despite optimal
chelation. Methods and Results: Herein, we investigated the pathophysiological
mechanisms of cardiovascular dysfunction in a severe murine model of $-thalassemia
from 6 to 15-months of age in the absence of confounding effects related to
transfusion. Our longitudinal analysis showed that 3-thalassemia mice first display a
significant increase of cardiac output in response to limited oxygen-carrying
erythrocytes that progressed rapidly to left ventricular hypertrophy and structural
remodeling. Following this compensated hypertrophy, the B-thalassemia mice
developed age-dependent deterioration of left ventricular contractility and
dysfunction that led toward decompensated heart failure. Consistently, murine §-
thalassemic hearts histopathology revealed cardiac remodeling with increased
interstitial cardiac fibrosis but virtual absence of myocardial iron deposits.
Importantly, development of thalassemic cardiac hypertrophy and dysfunction
independently of iron overload has uncoupled these cardiopathogenic processes.
Conclusion: Together our study on the pathophysiology in B-thalassemia major
hemoglobinopathy showed that not only severe chronic anemia but also additional

secondarily induced mechanisms are major contributors to thalassemic cardiopathy.

4.3 INTRODUCTION

B-thalassemia is among the most common monogenic hereditary disorder. 3-
thalassemia results from mutations that reduce or abolish expression of 3-globin gene
and thus hemoglobin production in red blood cells (RBC). According to the decrease
in B-globin levels, two forms are distinguished: a moderate 3-thalassemia intermedia
and a severe B-thalassemia major. The hallmark of this disorder is hemolytic anemia
with hypochromic and microcytic RBC. 3-thalassemia is also characterized by marked

destruction of RBC leading to stimulation of erythroid cell differentiation and
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elevated reticulocytes. [-thalassemia major is a life-threatening condition that
necessitates chronic blood transfusion therapy from early childhood whereas B-

thalassemia intermedia is usually transfusion-independent.

B-thalassemia major causes high mortality and morbidity. In the 1970s,

(185

individuals with 3-thalassemia major had a mean lifespan of ~17 years ) but under

optimal iron chelation therapy in the last four decades, the prognosis has been greatly

@5; 186)

improved by >25 years . [-thalassemia patients display severe systemic

manifestations with damage to tissues or organs affecting mainly the spleen, liver,
kidneys, lungs, bone marrow and heart"*”. Characteristic histopathologic anomalies in
these various organs consist of iron deposits and/or fibrosis”. In addition, the spleen

is affected by entrapment of RBC and by increased extramedullary hematopoiesis to

(188)

compensate erythroid cell destruction"™. Most importantly, cardiac complications

have been shown to be the most common cause of death in -thalassemia intermedia
and major patients(l?’O; 189:190)

Cardiac dysfunctions in 3-thalassemia major have traditionally been attributed

to iron-overload"”” from repeated transfusions and increased intestinal absorption

(192)

rate combined with a sustained state of increased cardiac output. It has been

reported that the process of iron-related oxidative damage could lead to cardiac

hypertrophy, cardiomyocyte degeneration and dysfunction associated with rhythm

(23; 189; 1

abnormalities Y. However, heart remodeling and failure is persistent even with

(Y Unless heart in B-thalassemia

optimal chelation in B-thalassemia major patients
major is highly prone to iron deposits in comparison to other organs, this raises the
question on the existence of another etiology for cardiac complications. Furthermore,
clinical studies in non-transfused B-thalassemia intermedia patients describe cardiac

(2% 193 Quch clinical

complications with no evidence of cardiac iron overload
observation led us to hypothesize that 3-thalassemia major cardiac dysfunction can

occur in absence of transfusion related iron-overload and myocardial iron deposition.

Few mouse models of B-thalassemia have been developed and closely
reproduced human B-thalassemia major or intermedia diseases® ** ** . These

models were generated to characterize the pathophysiology and to assess cell and

(194)

gene therapy approaches' . Among the murine models, only one reproduces (-
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thalassemia major (Hbb®™/®®) "homo-Bthal, and is the best-analyzed to date®. The
homo-f3-thal mice exhibit typical severe B-thalassemia major phenotype with
hematologic, histologic and physio-pathologic features including reduced fertility and
death at early age® '*”. However, no study so far in any of these B-thalassemic mouse

models has analyzed the functional and structural cardiac physiology.

To gain insights into the progressive cellular and molecular cardiac
pathophysiology in (-thalassemia without the confounding effect of therapies, we
have undertaken a longitudinal study from a cohort of untransfused homo-fthal mice
from 6-months of age till death by non-invasive transthoracic echocardiography.
These mice with virtual absence of cardiac iron deposition develop early alteration of
left ventricular morphology followed by both diastolic and systolic dysfunction. Our
results provide the first evidence that B-thalassemia major can induce iron-
independent cardiac anomalies that likely progress to decompensation and lead to

heart failure.

4.4 DESIGN AND METHODS

4.4.1 Mouse strains

Experimental procedures were approved by the Institutional Animal Care
Committees of the Clinical Research Institute of Montreal and the University of
Montreal Hospital Research Center, in accordance to the guidelines of the Canadian
Council on Animal Care. Homozygous B-thalassemic (Hbb®/#®) donor mice have
a deletion of the murine 3-globin major gene, in the globin diffuse haplotype, leaving
only the B-minor gene intact”. These mice were backcrossed for > 16 generations
onto C57BL/6] and are considered on a homogeneous background. Congenic
C57BL/6]-Gpil* donor and C57BL/6J-Gpil® recipient mice can be differentiated
with the marker glucose phosphate isomerase isotype (Gpil) and were obtained from
Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME). All mice were maintained in microisolator

cages.
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4.4.2 Production of bone marrow transplanted mice

Bone marrow transplanted mice were produced as described previously"*”.
Briefly, bone marrow cells were harvested from either homozygous B-thalassemic
(HbbP™/H) - or wild-type C57BL6/J-Gpil* (Hbb¥®) donors. Two month-old
C57BL6/] recipients were exposed to a lethal dose of irradiation of 8.75 Gy (Mark I-
68A-1 Research Irradiator, San Francisco, CA) and injected with 1.8 X 10°
hematopoietic cells from marrow of homozygous B-thalassemic mice (homo-Bthal,
Hbb®®™/ Sy or of C57BL/GJ-Gpil* controls (Hbb*®). Bone marrow engraftment
was evaluated in both mouse groups 2-5 months following transplantation and
occasionally within the following year to verify sustained engraftment. Only recipients
displaying complete hematopoietic engraftment were included in the study, i.e.
recipients with the sole expression of either hemoglobin minor for homo-Bthal mice

(n=406) or the specific glucose phosphate isomerase isotype marker Gp77° for controls

(n=37).

4.4.3 Echocardiography examinations

Male homo-fthal and control mice were studied at 3 different ages: 6 months
(n=23 and 18), 10 months (n=22 and 18) and 14 months (n=19 and 18). Cardiac
morphology and function were evaluated 7z vivo by transthoracic echocardiography
using a high-resolution ultrasound biomicroscope Vevo 770 (Visualsonics, Toronto,
ON, Canada) equipped with a 35 MHz probe. In addition, electrocardiogram (ECG)
was monitored in all mice and body temperature maintained at 37 = 1 °C using a
rectal thermometer (THM100, Indus Instruments, Houston, TX, USA). Mean arterial
blood pressure (MAP) was measured using a tail-cuff monitoring system (XBP-1000,
Kent Scientific, Torrington, CT, USA).

The left ventricle (LV) M-mode tracings were obtained at the level of the
papillary muscles using the two-dimensional parasternal long-axis view. The
measurement of wall thicknesses and chamber dimensions were averaged over 5
cardiac cycles and done according to the American Society of Echocardiography
guidelines"”. End-diastolic (d) and end-systolic (s) left ventricle internal diameters
(LVD), interventricular septum (IVS) and posterior wall (PW) thicknesses were

measured. LV fractional shortening (FS) was calculated from the LV dimensions
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using the equation: FS (%) = [(LVDd — LVDs) / LVDd] X 100. Ejection fraction
was calculated as: [(LVEDV — LVESV)/ LVEDV] based on LV end-diastole and
end-systole volumes (LVEDV and LVESV). These were determined from
Teichholtz’s formula®”: LV volume = [7/(2.4 + LVD)] x (LVD)’. LV mass was
estimated using the following equation®”: LV mass = 1.055 X [IVSd + LVDd +
PWd)’ — (LVDd)’] where 1.055 is a constant related to the specific gravity of the
myocardium. Relative wall thickness was assessed as the ratio between wall thickness

and LV diameter: [TVSd + PWd) / LVDd].

Aortic diameter (AoD) dimensions were measured in systole and diastole
using M-mode tracings and averaged over 5 cardiac cycles. Doppler velocity
waveforms were recorded in the aortic root and the velocity-time integral (VTI) was
determined by semiautomatic analysis. VIT was averaged over 5 cardiac cycles. The
stroke volume (SV) '* was then measured as follows"””: SV = (AoD / 2)* X n X VTT.
The cardiac output was calculated as the product of SV with the heart rate (HR), were
HR was directly obtained by ECG. The cardiac output was calculated as follows"*”:
CO = (AoD / 2)* X n X VTI X HR, were HR was the heart rate obtained directly by
ECG. The cardiac index (CI) was calculated by normalizing CO for body weight and

expressed in milliliters per minute per gram of body weight (mL-min"-g™).

Doppler ultrasound recordings were performed in the right common carotid
artery 1-2 mm before the carotid bifurcation to measure the peak systolic (S) and the
end-diastolic (D) velocities. Pourcelot index (PI), a commonly used parameter
reflecting local vascular resistance to blood flow and vascular compliance as

(167)

previously™” was computed as PI = (S — D) / S, and averaged over 10 cardiac cycles.

(See also Supplemental section.)

12 Veuillez prendre note que la formule employée pour calculer le volume d’éjection systolique pour cet
article et celui qui suit (c’est-a-dire, I'article #4, chapitre 5) differe de celle employée dans larticle #1
(chapitre 2). Ce changement résulte d’une différence méthodologique puisque dans le précédent article,
le signal Doppler de I'aorte était enregistré au niveau de I'aorte ascendante a environ 0.5-1.5 mm de la
valve aortique, ce qui justifiait lutilisation d’un facteur de correction (V2). Par la suite, des
développements méthodologiques nous permettaient d’enregistrer ce signal directement au niveau de
P’anneau aortique (valve aortique), ce qui est le site a privilégier afin de minimiser la vatiabilité et les
erreurs de mesure. La formule utilisée n’emploie donc pas le facteur de correction (V/2). Par conséquent,
les valeurs de débit cardiaque (CO et CI) et de résistance périphérique totale (TPVR) different entre
Particle #1 (chapitre 2) et les articles #3 et #4 (chapitres 4 et 5, respectivement) ce qui rend la
comparaison difficile.
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4.4.4 Hematological analysis

Blood was obtained by sub-mandibular bleeding before sacrifice of 15 month-
old homo-Bthal and control mice (n=8 from each group) and collected in tubes
containing EDTA (Capiject, Terumo Medical Corp., Elkton, Maryland, USA). Red
blood cell and reticulocyte counts, hemoglobin and hematocrit levels, mean cellular
volume (MCV) and mean cellular hemoglobin (MCH) were evaluated using a Bayer
Advia 120 cell analyzer (Bayer Corp., Tarrytown, NY, USA) with an analysis reporting

software version 2.2.06.

4.4.5 Histopathological examinations

15 month-old homo-@thal and control mice were sacrificed for pathologic
analyses (n=8 from each group). Several organs including the heart, liver, kidney,
spleen and lungs were excised and weighed. Organ-to-body weight ratios were
determined. Hearts, lungs, kidneys and spleens (n=5 from each group) were fixed
overnight in 10% phosphate-buffered formalin and paraffin embedded. Tissue
sections of 5 pm thickness were stained with hematoxylin and eosin, Prussian blue
staining for iron analysis and Sirius red staining for interstitial fibrosis evaluation.
Semi-quantitative levels of iron and fibrosis were evaluated from 8-10
photomicrographs per section at magnification 100X taken under a Zeiss Axiophot
microscope at same light intensity and exposition settings for each staining. The
percentage of iron and collagen contents in each field was evaluated automatically
using a computer assisted color threshold analysis using Matlab software (ver. 7,

release 14, Natick, MA).

4.4.6 Statistical analyses

Data are reported as means T standard errors of the mean (SEM) over #
observations, where 7 represents the number of mice per group. Longitudinal
comparisons of cardiovascular parameters were assessed using a two-way ANOVA
followed by a Student-Newman-Keuls test for multiple comparisons. Student’s
unpaired #test was used for comparison of LV dimensions, hematological and

histopathological parameters. All statistical analyses were performed using Sigma Stat
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(Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) with statistical significance considered at

$<0.05.

4.5 RESULTS

4.5.1 Homo-Bthal mouse model phenotype

Several homo-Bthal mice deleted of both 3-globin major genes were produced
from bone marrow transplantation to obtain cohorts with sufficient animals of same
ages and same sex for longitudinal analysis. Complete engraftment of homo-Bthal and
control bone marrow in transplanted mice was determined from the hematologic
glucose phosphate isomerase isotype marker or the sole presence of hemoglobin
minor. To verify persistent and stable long-term engraftment, assessments were
performed from 4 months of age onwards. Analysis of hematological profile was
evaluated in adult mice to assess severity of [-thalassemia. The homo-Bthal bone
marrow transplanted mice displayed features of {-thalassemia major with severe
anemia as evidenced by markedly decreased red blood cell count (RBC), hemoglobin
(Hb) and hematocrit (Hct) levels and consequently, exhibit decreased blood viscosity
(Table IV-1). Additionally, mean cellular volume (MCV) and mean cellular hemoglobin
(MCH) were significantly lower in homo-fthal mice (Table 117-]), correlating with
erythrocyte microcytosis and hypochromia. Severe reticulocytosis suggested increased
erythropoiesis in homo-Bthal mice in comparison to controls (Table I17-I). These
hematologic parameters in homo-fBthal mice are similar to those in native homo-{3thal
mice (Supplementary Table SI). Consequent to complete engraftment of 3-thalassemic
hematopoietic stem cells, recipient mice showed significant decrease in lifespan
expectancy relative to controls. Indeed, only 39.1% of transplanted homo-@thal mice
were alive at 15 months whereas 91.9% of transplanted control mice were thriving at
that age. The transplanted homo-Bthal mouse models reproduced the typical

35)

hematological characteristics of severe [-thalassemia major”” that affected their

survival rate as reported in human 3-thalassemia rnajor(“).
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BMT control Homo-Bthal

(n=8) (n=38)
RBC (x10°/uL) 8.2+ 0.4 48+ 05
Hb (g/dL) 12.4 + 0.6 49 £ 0.51
Het (%) 407 + 1.4 19.7 + 1.7
MCV (fL) 497+ 15 418+ 1.1°
MCH (pg/RBC) 15.0 + 0.2 10.4 +0.21
Retics (%) 6.6+ 1.1 312+ 1.5

Table I17-1: Hematologic parameters in 15-month old mice. Values are
means £ SEM. *p <0.01; +p <0.001 vs. control mice. RBC, red
blood cell count; Hb, hemoglobin; Hct, hematocrit; MCV, mean RBC
cellular volume; MCH, mean RBC cellular hemoglobin; Retics,
Reticulocytes.

4.5.2 Distinct histopathology in homo-Bthal organs

Since B-thalassemia patients have growth impairment, we monitored body
weight in homo-$thal mice from 6 months of age (Figure 4.3A). At 6 months, body
weight was slightly reduced by ~5% in homo-@thal mice compared to control mice
(p=0.2). The decrease in body weight of homo-@thal mice dwindled further at 10 and
14 months of age by 10 and 14%, respectively in comparison to age-matched
controls. These findings indicate a general physiological impact in homo-Bthal mice

significantly detectable at 10 months of age onwards.

Table I1-II shows organ-to-body weight ratios in both thalassemic and
control groups at ~15 months of age. All organ-to-body weight ratios were
significantly higher (p < 0.05) in the target group and were comparable to those of
native homo-Bthal mice. As expected, the most notable organ enlargement was the
spleen (by ~4.8-fold), a typical characteristic of severe murine B-thalassemia®> .
While lungs- and liver-to-body weight ratios were increased by 1.2- to 1.3-fold, the
heart- and kidney-to-body weight ratios were markedly increased by 1.6- to 1.7-fold in

homo-Bthal mice (p < 0.001) (Table I17-1I and data not shown).



111

A
Organ-to-body weight ratio
(mg/g)
n Heart Spleen Lungs Kidney
Control 8 55%£03 25102 62%03 6.6 103
Homo-$thal 8 88* 05 121+1.1% 83X07 11.7% 1.5t
B
Iron deposits Collagen content
(%o) (%)
- th-
Control Homo-fthal Hbb®/#1 | Control ~ Tiomo-  Hbb
Organ Bthal

(n=5) (n=75) (n=3) (n=35) (n=75) (n=3)

Heart 025+£0.19 012£0.03 021+0.11 | 40£03 069X03f 80x22
Spleen  3.60 + 1.46 17.68 £4.14* 1011 £192| 3.6+06 70%£12° 9.0%20
Lungs 020%0.05 0.81£022° 0.66*0.12 | 5406 44+10 42%02

Kidney 0.54 %+ 0.50 447+ 146" 38%14 8013 74%£11 94106

Table IV-1I: (A) Organ-to-body weight ratios in 15 month-old control
and homo-@thal mice (B) Semiquantification of iron deposits and
collagen content in 15 month-old control, homo-Bthal and Hbbth-
1/th-1 mice. Values are means £ SEM. *p <0.05 tp <0.01;
1 p <0.001 vs. control mice.

Histopathological semi-quantitative analysis of heart, spleen, lungs and kidney were
performed including specific Prussian blue for iron staining and Sirius red for
interstitial fibrosis (Table 117-II). Presence of abundant iron in the spleen is a typical

feature of severe B-thalassemia® "% '

secondary to reticuloendothelial RBC
destruction and extramedullary hematopoiesis (Figure 4.1D). Accordingly, important
splenic collagen deposition was measured in homo-@thal mice, 1.9-fold above those
of controls. In the lungs of homo-Bthal mice, a significant 4.1-fold increase of iron
deposits was calculated throughout the tissue in comparison to virtual absence in
controls (p < 0.05). However, no increase in interstitial fibrosis was detected in the
lungs of homo-B-thal mice. Similarly to the lungs, the kidneys of homo-Bthal mice

expressed no interstitial fibrosis but had high levels of iron deposits that were mainly

localized to the cortical region (Figure 4.1B). The presence of iron in proximal tubular
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cells may be indicative of free hemoglobin renal reabsorption due to chronic
hemolysis. As illustrated in Figure 4.2A and B, homo-3thal mice exhibited marked
cardiac hypertrophy. This enlargement was associated with a 1.7 fold increase in
interstitial collagen deposition diffusely distributed throughout the myocardium when
compared to controls (p < 0.001, Figure 4.2C and D). These cardiac structural
changes and pathological remodeling in homo-Bthal mice were not associated with
infiltration of immune cells or inflammation. In addition, iron deposits in the hearts
of homo-Bthal mice were extremely sparse in contrast to all other organs. When
detected, these deposits in homo-fBthal hearts were located mainly in focal region of
the outer layer of the myocardium or epicardium (Figure 4.2E and F), were non-
significant (p > 0.05) and were comparable to those of wildtype C57Bl6/] mice of
same genetic background (0.12 + 0.11%; n=9), indicative that cardiac hypertrophy is

not directly linked to iron deposits.

Control Homo-Bthal
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Figure 4.1: Histopathologic analysis of iron deposition in kidney (A)
and spleen (B) tissue sections of control and homo-@thal mice stained
with Prussian blue and a nuclear fast red counterstain. Iron deposits
were found in the spleen and in renal proximal tubule cells of homo-
Bthal mice. (Magnification X20; bars, 200 um)
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Figure 4.2: Histological analysis of control (A, C, E) and homo-Bthal
mouse hearts (B, D, F). Representative sections were stained
hematoxylin-eosin for macroscopic morphological phenotype (A, B),
Sirius red for collagen evaluation (C, D) and with Prussian blue with
counterstaining of nuclear fast red for iron analysis (E, F).
(Magnification X40; Bars, 100 pm).
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4.5.3 Early onset of left ventricle structural alterations in homo-

Bthal mice

In addition to the molecular cardiac changes observed in homo-Bthal mice by
histopathological analysis, we investigated cardiac morphology and function by
echocardiography. Since complete engraftment was observed at 5 months, our
longitudinal echocardiography analyses were initiated from 6 months of age. Left
ventricle (LV) mass estimation and dimension measurements were assessed by M-
mode tracings (Figure 4.3B, C and Supplemental Figure S1). At 6 months, homo-
Bthal mice revealed a mild LV mass increase of 13% in comparison to controls
(p < 0.05), indicating early development of LV hypertrophy. Despite no body weight
increase in homo-Bthal mice, LV mass was significantly and progressively increased in
10 and 14 month-old mice by 38% and 67%, respectively (Figure 4.3B). This LV
mass increase was similar to the 56% increase at 14-month old native homo-{3thal
mice (n=3). Control mice displayed similar LV mass at 10 and 14 months with a
slight (~13%) decrease compared to 6 months. Consistent with the LV mass increase
in homo-Bthal mice, detailed echocardiographic measurements showed an important
and significant increase of LV diameters in both systole and diastole at all age groups
(Figure 4.3C and Supplemental Figure S1). In addition, interventricular septum and
posterior wall thicknesses tended to increase in homo-Bthal mice at 10 and 14 months
of age, further supporting age-dependent progression of LV hypertrophy. To evaluate
the geometric pattern of LV chamber dilation and wall thickening, we calculated
relative wall thickness with respect to LV cavity diameter. Compared to controls, the
relative wall thickness was decreased in homo-Bthal mice at all ages (~12 to ~9%),

thereby characterizing the LV remodeling pattern as an eccentric hypertrophy.



115

A B
40 200
l_**_\
—*0 c,d
o 30 z - 160 —*7
- o
< T
5 % 120
Q 20
2 S
> £ 80 1
o
R 10 | 2
@ 40 H
0 0
6 10 14 6 10 14
Age (months) Age (months)
Age 6 months 10 months 14 months
Control Homo-fthal Control Homo-3thal Control Homo-Bthal
ergd 3.67 £ 0.09 4.04 £ 0.05" 3.43 £0.07 3.95% 0.07t 3.27 £0.10> 4.19 + 0.09t
LVDs
m 2.59 £ 0.09 2.99 + 0.06™ 2.31£0.10 2.71 £ 0.09" 2.09 £ 0.11< 3.00 £ 0.50t
gri 118 £0.04 118+ 0.03 116 +£0.03 1.26 = 0.02* 1.18 = 0.04 1.26 + 0.03
II;\:Z 0.94 +0.03 0.87%0.02 0.93%0.03 1.00 £ 0.03¢ 0.98 £0.03 1.04 £ 0.04¢

Figure 4.3: Longitudinal measurements in control (open bars)

and

homo-Bthal mice (filled bars). Body weight (A) and echocardiographic
evaluation of LV mass (B), and detailed echocardiographic

measurements (C) at ages 6, 10 and 14 months in homo-Bthal (n

=23,

22, 19) and control (n=18) mice. Values are means £ SEM. * p < 0.05,
® » < 0.01 and € p < 0.001 vs. 6 month-old mice in the control group;

45 < 0.05 vs. 10 month-old mice in the control group; ¢ p < 0.01
p < 0.001 vs. 6 month-old mice in the homo-Bthal group; £ p <
vs. 10 month-old mice in the homo-Bthal group.  p < 0.05, " p <
and T » < 0.001 vs. same age control mice.

and
0.01
0.01



116

4.5.4 Progressive cardiovascular impairment in homo-gthal mice

To investigate whether the cardiac hypertrophic alterations in homo-{3thal
mice were associated with functional impairment, we evaluated cardiac output
normalized to body weight (CI) and LV contractile function. The longitudinal CI
analysis of control mice highlighted a mild but non-significant decrease. In contrast,
cardiac indices (CI) in homo-Bthal mice were significantly increased by 16%
(p <0.05), 35% (p<0.001) and 39% (p <0.001) at 6, 10 and 14 months,

respectively, when compared with age-matched controls (Figure 4.4A).

Cardiac function was evaluated by EF and FS calculations (Figure 4.4C and
D). EF was decreased in all age groups of homo-Bthal mice and declined further with
age up to 20% loss relative to controls. IS seemed unaffected in 6 month-old homo-
Bthal mice, but was considerably decreased by 10 months of age compared with age-
matched controls. The decrease in EF and FS was comparable to that of native
homo-Bthal mice (n=3) at 12 and 14% respectively. These results indicated the
development of a progressive left ventricle contractile dysfunction in homo-{3thal

mice without evidence of hemosiderosis.

As shown in Figure 4.4B, MAP was slightly lower (p < 0.05) in 6 month-old
homo-fBthal mice when compared with age-matched controls. At all other ages no
difference in MAP was observed. In addition, local common carotid vascular
hemodynamics was monitored to have insight into vascular compliance and resistance
to blood flow by using the Pourcelot resistive index (PI). As shown in Figure 4.4E,
homo-Bthal mice displayed significantly higher PI at 10 (p < 0.01) and 14 (p < 0.05)
months compared to age-matched controls, suggesting impaired carotid vascular

hemodynamics.
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Figure 4.4: Longitudinal measurements of cardiac index (CI) (A), tail-
cuff evaluated mean arterial pressure (MAP) (B), left ventricle
fractional shortening (FS) (C), left ventricle ejection fraction (EF) (D)
and Doppler Pourcelot indices (PI, no units) in the common carotid
artery (E) in 6, 10 and 14 month-old control (open bars) and homo-
Bthal mice (filled bars). Values are means = SEM. " p < 0.05,
" p<0.01and T p < 0.001 vs. same age control mice.
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4.6 DISCUSSION

Our longitudinal and systematic study of thalassemia heart pathophysiology
provides evidence of novel determinants for progression of cardiac structure
remodeling and dysfunction leading to insufficiency. Herein, we demonstrate for the
first time that untreated [-thalassemia major mice display severe cardiac
complications. In addition to compensated left ventricular dilation and hypertrophy,
our thalassemic homo-Bthal mouse model develops sequentially progressive
impairment of systolic contractile function with decreased LV fractional shortenings.
Importantly, this process occurred independently of myocardial iron loading. Since
our homo-Bthal mouse dissociated the thalassemic cardiopathy from presence of
myocardial iron, these findings argue for the existence of distinct mechanism(s) that

are major contributors to thalassemic cardiac pathogenesis.

Characterization of the primary events occurring in B-thalassemia major
cardiac pathogenesis from our mouse model revealed early onset of morphologic
adverse changes. In response to reduced oxygen-carrying potential of 3-thalassemic
erythrocytes and tissue hypoxia in engrafted homo-Bthal mice, a compensatory
mechanism is induced by increasing the cardiac index or output. This normal
hemodynamic adaptation mechanism results from elevated cardiac preload and
venous return and decreased afterload via reduced blood viscosity and blood pressure
as detected in homo-Bthal mice early on"'* **** Within 4 months of exposure to
progressive anemia, the homo-Bthal mice developed a rapidly enhanced LV mass and
decreased body weight comparable to that of the 12-weeks anemia-induced iron

(109)

deficiency in rat" . In parallel, a gradual increase in LV diameter at diastole and

systole in homo-Bthal mice showed early dilatation consistent with a sustained anemic

0397 19% 190 These morphologic alterations lead in the initial phase to a typical

state
eccentric LV pattern of hypertrophy in the homo-Bthal mice. A primary event in
homo-Bthal mice is early cardiac morphologic remodeling presumably as a
compensatory mechanism for the anemia and/or ischemia. This physiologic

mechanism should lead to the apparent correction of the hypoxic state by stationary

increased cardiac index.
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In contrast to findings in chronic anemia states
homo-Bthal mice rose further and reached a maximum at 10 months of age.
Moreover, a persistent increase in LV mass and diameter demonstrate LV remodeling
throughout life with progressive deterioration of the homo-fBthal cardiac
geometry/structure. From 10 months of age, the homo-Bthal mice displayed a
combined pattern of eccentric LV hypertrophy and of wall thickening. Such cardiac
hypertrophy transitioned to cardiac dysfunction in homo-@thal mice, with gradual
alteration and decline of LV function. The mild decrease in cardiac function, as
defined by fractional shortening and ejection fraction, at 6 months with no major
impact in hemodynamic function indicated that LV hypertrophy in homo-Bthal mice
preceded cardiovascular functional alterations. Notably by 10 months of age and
onwards, significant degeneration of cardiac function suggested that additional or
secondary factors or events are triggered at later stage. An important contributor to
the thalassemic pathophysiology of cardiac dysfunction is likely the impaired
circulatory flow hemodynamics as indicated by the mild but significant increase in
Pourcelot carotid index despite decreased blood viscosity. This process is likely to
arise from vascular endothelial dysfunction and structural wall remodeling (Stoyanova
et al in preparation). In addition, increased ventricular stress caused by cardiac
dilatation from anemia-induced conditions similar to homo-fthal mice was associated

(104)

with myocyte hypertrophy and hyperplasia® . Long-term exposure to ventricular
stress is likely to exert adverse cellular and molecular effect as evidenced by presence
of substantial fibrosis deposits in the myocardium of homo-@thal. Consequently, this
interstitial fibrosis is expected to impact on ventricular contractility and cause
myocardial stiffness®”. Importantly, our characterization of homo-Bthal mice showed
severe myocardial dysfunction despite virtual absence of cardiac iron.

In the chronically transfused human -thalassemia major, iron is considered

the main factor responsible for cardiac failure"®” *"

while our study uncovered the
existence of distinct mechanism(s) critical in [-thalassemia cardiac dysfunction
independently from myocardial iron loading. Previous reports on thalassemic patients
have attributed cardiac mortality to important iron accumulation, from chronic blood

transfusions and increased gastrointestinal absorption rate, whereas lifespan improved

significantly upon optimal iron-chelation therapy® **?. Presently, cardiac dysfunction
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detected in chelated patients has been assumed to result from low therapy

(205) (141; 206)

compliance and/or from differential heart and liver iron-loading kinetics .
Indeed, the standard assessment of iron or ferritin levels in serum of patients do not
adequately reflect differential iron storage levels in different organs and are limited by

(207

low reproducibility®”. More recently, nuclear magnetic resonance relaxometry was

@08-210 2 nd was validated

shown to be highly sensitive to the presence of iron in tissues
in heart by comparison to biopsy with 80% reliability®'". The T2* approach is now
favored to evaluate chelator efficacy in patients®”. While only direct tissue biopsy can
quantify iron rigorously, it is invasive, heterogeneous and impractical for follow-up of
chronic thalassemic conditions. Analogous to the human pattern of iron organ
distribution, homo-Bthal mice had excess iron in vital organs such as spleen, lungs
and kidney, probably originating from increased gastrointestinal absorption”?. Of
importance, iron in the heart of homo-Bthal mice was almost absent. This finding
shows that development of LV hypertrophy and the later onset of LV dysfunction in
homo-fthal mice occurs independently of myocardial iron deposition. This murine
thalassemic iron-independent LV dysfunction is consistent with the cardiac

129 and in occasional

dysfunction reported in untransfused thalassemia intermedia'
thalassemic major transfused patients without cardiac siderosis"’”. Hence, a different
mechanism is most likely responsible for the cardiac dysfunction in these non-
transfused homo-Bthal mice. Our results show that additional critical determinant(s)

are at the basis of the thalassemic cardiac pathophysiology and argue that iron is a

contributor and likely a precipitating factor in human cardiac dysfunction.

An important finding from this longitudinal analysis is the unraveling of a
novel pathophysiologic mechanism independent of direct myocardial iron deposition
that leads to cardiac complications in [-thalassemia major and possibly, in 8-
thalassemia intermedia. Our results show that the thalassemic heart primarily adapts
by increasing cardiac output state as in all anemias. The chronic anemic state of
thalassemia induced rapidly a secondary response of morphologic alterations
including LV dilation and hypertrophy. In thalassemia however, the cardiac function
progressively deteriorates to LV decompensation, dysfunction and eventually heart
failure. This process can result from the contribution of several potential factors

successively or cooperatively: 1. the compensated LV structural remodeling itself, 2.
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loss of contractile reserve due to myocardial stiffness, 3. cardiac hypoperfusion

leading to oxidative stress®'Z 29 4

. chronic systemic inflammatory state due to
ineffective erythropoiesis as well as RBC hemolysis and iron ‘#7212 /5 vascular
endothelial dysfunction and vasculopathy as described in SCD another hemolytic

(16% 216210 “Most importantly, studies should be directed at identification of

condition
the molecular pathophysiologic determinants of thalassemic cardiac pathogenesis.
While major efforts for optimization of chelation therapy are essential for (-
thalassemia, our data predict premature cardiac morbidity and mortality in thalassemic

patients despite strict lifelong optimal chelation therapy.

In summary, our study on §-thalassemic mouse models is the first to show a
cardiopathological mechanism independent of iron overload. These findings are likely
to revolutionize our cardiac $-thalassemia biomedical basic concepts and influence
clinical practice. Our B-thalassemia model also provides a mean to investigate the
molecular determinants responsible for pathophysiologic structural and functional
cardiac anomalies and for assessment of innovative therapeutic interventions that

could be pertinent for RBC disorders at large and even other cardiopathologies.
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4.8 SUPPLEMENTAL RESULTS

C57Bl/6]  Hbbii/i

(n=5) (n =5)
RBC (106/ul) 106402  82+02t
Hb (g/dL) 16.0 £ 0.3 8.6 £ 0.2t
Hct (%) 524+ 1.0 31.9 £ 0.8t
MCV (fL) 493+03 377414
MCH (pg/RBC) 150201  10.6 * 0.1t
Retics (%) 32401 281+ 1.0t

Tablean IV-III, Supplementary Table S1: Hematologic parameters in
C57BI6] and Hbb™ /™" mice. Values are means + SEM. T p < 0.001 vs.
control mice. RBC, red blood cell count; Hb, hemoglobin; Hct,
hematocrit; MCV, mean RBC cellular volume; MCH, mean RBC

cellular hemoglobin; Retics, Reticulocytes.

0.2 sec

Figure 4.5: Supplementary Figure S1: Representative transthoracic M-
mode tracings of the left ventricle in 14 month-old BMT control (left)
and homo-Bthal (right) mice. LVD is the left ventricular diameter in

diastole (white line).

2 mm
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Total peripheral vascular resistance (IP1'R)

Total peripheral vascular resistance (TPVR) was calculated as:

TPVR = MAP / CO.

The increase in cardiac index versus time reported in homo-Bthal mice
(Section 4.5.4) might result from changes in loading conditions such as increased
preload, secondary to elevated venous return, and decreased afterload, due to lower
peripheral vascular resistance. The TPVR was significantly smaller in homo-@thal
mice at all ages when compared with age-matched controls (Figure 4.6), thus
confirming decreased afterload which possibly results from anemia related reduced

blood viscosity.
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Figure 4.6: Longitudinal measurements of total peripheral vascular
resistance (TPVR) in 6, 10 and 14 month-old BMT control (open
bars) and homo-Bthal mice (filled bars). Values are means + SEM.
"$<0.05," p<0.01 vs. same age BMT control mice.



CHAPITRE 5: ARTICLE 4

Irradiation-induced long-term cardiovascular
complications in mice: insights on hematopoietic
transplantation

5.1 AVANT-PROPOS

Lirradiation corporelle totale ou partielle est principalement employée pour le
pré-conditionnement médullaire requis lors de la transplantation de moelle osseuse.
La greffe de CSH représente une stratégie thérapeutique importante pour le
traitement de nombreuses maladies génétiques et hématopoiétiques telles que
Ianémie falciforme et la B-thalassémie. De plus, cette stratégie est également
employée pour le développement de divers modeles de souris, dont notamment les
hémoglobinopathies. Tel que décrit précédemment, les souris [-thalassémiques
présentant un phénotype sévere similaire a la J-thalassémie majeure humaine
montrent une importante difficulté de reproduction et un taux élevé de mortalité
feetale. Ainsi, nous avons employé, dans le cadre des expérimentations décrites
précédemment, un modele de souris généré par greffe de CSH provenant de souris
Hbb™ /!, L’objectif du quatrieme article présenté dans ce chapitre, visant a étre
soumis au journal Biology of Blood and Marrow Transplantation, était d’évaluer les
conséquences cardiovasculaires causées par l'irradiation corporelle totale combinée a
la greffe de CSH. Les résultats de cet article montrent que l'irradiation corporelle
totale entraine d’importantes modifications structurelles et fonctionnelles
cardiovasculaires caractérisées par une atrophie cardiaque tardive ainsi que par une
diminution du débit cardiaque, une augmentation de la résistance vasculaire a
Iécoulement sanguin et un délai dans la réponse vasodilatatrice dépendante de
I'endothélium. La compréhension des mécanismes de dommages cardiovasculaires
radio-induits pourrait permettre d’améliorer les traitements cliniques de pré-
conditionnement requis pour la greffe médullaire. De plus, 'identification de ces
mécanismes favoriserait également I’élaboration de stratégies visant a limiter la

toxicité de la radiothérapie.
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Ayant effectué ensemble des expérimentations a 'exception du protocole de
transplantation de CSH, ma contribution a cet article a été majeure. Dr Hady Felfly et
Dre Wafaa Lemsaddek ont généré les souris transplantées, Dr Damien Garcia a
participé a I’analyse des résultats de mécanique vasculaire, alors que Dre Marie Trudel

et Dr Guy Cloutier ont contribué a la révision et la correction du manuscrit.

Nous aimerions également remercier le Dr Eric Thorin d’avoir proposé
I'approfondissement de la réflexion sur les conséquences cardiovasculaires de

Iirradiation corporelle totale.



126

Cardiovascular effects of total body irradiation preconditioning regimen for

bone marrow transplantation in C57BL/6] mice

Ekatherina Stoyanova'?, Hady Felfly’, Wafaa Lemsaddek’, Damien Garcia', Guy

Cloutiet', Marie Trudel®

'Laboratory of Biorheology and Medical Ultrasonics, University of Montreal Hospital
Research Center (CRCHUM), Montreal, Quebec, Canada,

*Molecular Genetics and Development, Clinical Research Institute of Montreal,

Montreal, Quebec, Canada.

5.2 ABSTRACT

Objective: Bone marrow (BM) transplantation is an important therapeutic
strategy for a wide range of diseases and remains the only potential cure of
hematologic disorders such as aplastic anemia, 3-thalassemia major and sickle cell
anemia. Moreover, BM transplantation is also used for the development of murine
models of wvarious conditions, including hemoglobinopathies. However, BM
transplantation generally requires a myelosuppressive regimen of chemotherapy
and/or irradiation. The putpose of this study was to evaluate long-term
cardiovascular effects of total body irradiation combined with BM rescue
transplantation in C57B1/6] mice. Methods and Results: Two month-old C57Bl/6]
mice were lethally irradiated and transplanted with hematopoietic stem cells (HSC) of
congenic littermates. Cardiovascular modifications were assessed in 6-, 10- and 14-
month-old mice. Cardiac morphology and function, and vascular hemodynamics were
determined by transthoracic echocardiography. Left ventricle (LV) mass and
diameters were significantly smaller in 10 and 14 month-old irradiated mice when
compared to age-matched non-irradiated controls. In these same age groups,

irradiated mice exhibited a decreased cardiac output (CO) state despite increased
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heart rates and left ventricular contractility. Total peripheral vascular resistance was
increased in irradiated mice of all ages. Ex vivo evaluation of mesenteric arteriolar
vasomotor function showed delayed responses to endothelium-dependent agonist
acetylcholine (ACh) with preserved maximal relaxation combined with increased
smooth muscle cell reactivity to direct nitric oxide (NO) stimulation. Pre-incubation
of irradiated mouse arterioles with NO synthase inhibitor Nw-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME) failed to inhibit ACh-induced vasodilation to the same extent as in
non-irradiated arterioles, indicating that ACh response was not entirely mediated by
the NO pathway. Carotid morphology and mechanical properties were similar in both
mouse groups. Conclusions: Total body irradiation induces important cardiovascular
alterations characterized by late cardiac atrophy and decreased CO state, increased
vascular resistance to blood flow and decreased sensitivity to endothelium-dependent
vasodilator stimulation. These findings must be considered when elaborating BM
transplantation therapeutic strategies and interpreting cardiovascular parameters in

BM transplanted mouse models.

5.3 INTRODUCTION

Total body irradiation (TBI) remains an important part of the
myelosuppressive pre-conditioning regimen required for bone marrow (BM)
transplantation since it creates space for donor hematopoietic stem cells (HSCs) or, in
the case of allogeneic BM transplantation, provides host immunosuppression for

donor BM engraftment®?

. Since the advent of radiotherapy for the treatment of
several cancers, such as breast cancer and Hodgkin’s lymphoma, clinical and
experimental studies have demonstrated that irradiation causes immediate and delayed
injury to several organs including gastrointestinal, vascular, pulmonary and cardiac
tissues®'”. The heart is considered as one of the most radiosensitive and dose-limiting

organs®”

. Radiation potentially causes direct damage to all structures of the heart
resulting in a broad spectrum of early and late clinical features such as pericarditis,
cardiomyopathy with pericardial and myocardial fibrosis, conduction abnormalities,
valvular changes, and vascular alterations including coronary artery disease and

@21)

accelerated atherosclerosis™’. Although most clinical studies evaluated radiation-

induced cardiotoxicity in patients exposed to high therapeutic chest radiation = 30
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Gy, investigations of Japanese atomic bomb survivors exposed to low radiation
also report significantly increased risk of cardiovascular disease, more than 10 years

after irradiation, at doses well below 10 Gy®*?.

Most studies investigating long-term radiation damage to normal tissues have
focused on results from controlled-dose local radiotherapy, uncontrolled accidental
radiation exposure (atomic-bomb and nuclear accident survivors) or controlled-dose
TBI pre-conditioning for BM transplantation therapy for a pre-existing disease, which
might additionally contribute to tissue lesions. However, relatively few studies have
evaluated long-term effects of a pre-determined TBI dose on healthy tissues without
the confounding bias of pre-existing conditions. To address this issue, we have
investigated specifically long-term cardiac and vascular effects of TBI and BM rescue

transplantation in wild-type C57BL/6] mice.

5.4 METHODS

5.4.1 Mouse strains

Experimental procedures were approved by the Institutional Animal Care
Committees of the Clinical Research Institute of Montreal and the University of
Montreal Hospital Research Center, and were conducted in compliance with the
guidelines of the Canadian Council on Animal Care. Congenic C57BL/6] donot,
recipient and nontransplanted mice were obtained from Jackson Laboratories (Bar

Harbor, ME). All mice were maintained in microisolator cages.

5.4.2 Production of irradiated mice

Femoral BM cells were harvested from wild-type C57BL/G6J-Gpi1* donots.
Two month-old C57BL/ 6]-sz'7h recipients were exposed to a lethal dose of
irradiation of 8.75Gy (Mark I-68A-1 Research Irradiator, San Francisco, CA) and
injected with 1.8 X 10° BM-derived HSCs for BM rescue. Following transplantation,
mice were maintained in microisolator cages and allowed to recover for 4 months, in
a pathogen-free facility, before further investigations. The specific glucose phosphate
isomerase isotype (Gpil) marker was used to confirm total HSC engraftment, by

electrophoresis.
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5.4.3 Non invasive echocardiography examinations of cardiac

morphology and function

Irradiated mice and age-matched C57 controls were studied at 3 different
ages: 6 months (n=18 and n=24, respectively), 10 months (n=18 and 19) and 14
months (n=18 and 19). Transthoracic echocardiography measurements were
performed using a high-resolution ultrasound biomicroscope Vevo 770 (Visualsonics,
Toronto, ON, Canada) equipped with a 35 MHz central frequency probe having a
focal length of 10 mm. Mice were weighed and anesthetized with an intraperitoneal
injection of 0.0125 mL/g of Avertin 2.5% (2,2,2-tribromoethanol). Body hair of the
thoracic region was removed using a commercial depilatory cream (Nair, Church &
Dwight Co., Princeton, NJ, USA). Mice were laid in the supine position on a warming
platform under a heating lamp and legs were taped on ECG electrodes. The body
temperature was monitored using a rectal thermometer (THMI100, Indus
Instruments, Houston, TX, USA) and maintained at 37 £ 1 °C. Mean arterial blood
pressure (MAP) was estimated using a tail-cuff monitoring system (XBP-1000, Kent
Scientific, Torrington, CT, USA). Prewarmed ultrasound gel (Aquasonic 100, Parker
Laboratories, Orange, NJ, USA) was applied on the chest region to provide an

acoustic coupling medium for the probe.

5.4.3.1 Cardiac structural and functional M-mode measurements

The left ventricle (LV) was imaged in B-mode parasternal long-axis view. The
M-mode sampling line was positioned, perpendicular to the ascending aorta, at the
aortic root and time-varying tracings of the aortic diameter (AoD) were recorded.
AoD was measured in systole and diastole and averaged over 5 cardiac cycles. Then,
the M-mode sampling line was positioned at the level of the papillary muscles and M-
mode tracings were recorded for the measurement of wall thicknesses and chamber
dimensions. All measures were done according to the American Society of

(195)

Echocardiography guidelines® ™ and averaged over 5 cardiac cycles. End-diastolic
(LVDd) and end-systolic (LVDs) left ventricle internal diameters, and interventricular
septum (IVS) and posterior wall (PW) thicknesses were measured. LV fractional
shortening (FS), a measure of LV systolic function, was calculated from the LV

dimensions using the equation:
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FS (%) = [(LVDd — LVDs) / LVDd] x 100

197),

LV mass was estimated using the following equation
LV mass = 1.055 X [IVSd + LVDd + PWd)’ — (LVDd)’]

where 1.055 is a constant related to the specific gravity of the myocardium, IVSd is
the diastolic interventricular septal thickness, and PWd is the diastolic posterior wall
thickness. LV dimensions and mass were normalized for body weight and expressed

as millimeters per gram (mm -g"') and milligram per gram (mg "), respectively.

5.4.3.2 Doppler measurements of cardiac output and vascular hemodynamics

The heart was imaged in parasternal long-axis view and the probe was
oriented to obtain an angle below 60° between the ascending aorta and the ultrasound
beam. Doppler velocity waveforms were recorded in the aortic root by positioning
the sample volume at the same location where the M-mode tracings of the AoD were
obtained. The velocity-time integral (VTI) was determined by semiautomatic tracings
of the envelope of the Doppler velocity waveforms. VI was averaged over 5 cardiac

cycles. The stroke volume (SV) was then measured as follows"”:

SV = (AoD / 2)° x 1 X VTI

The cardiac output (CO) was calculated as the product of SV with the heart rate
(HR), were HR was directly obtained by ECG. The cardiac index (CI) was calculated
by normalizing CO for body weight and expressed in milliliters per minute per gram
of body weight (ml-min’-g"). Total peripheral vascular resistance (TPVR) was
calculated as: TPVR = MAP / CO.

Because no differences were expected between the left and right sides, only
the right common carotid artery was imaged longitudinally in B-mode and the
Doppler sample volume was positioned 1-2 mm before the carotid bifurcation to
record the time-varying velocity waveforms for 2 s. Measurements of the peak
systolic velocity (S) and of the end-diastolic velocity (D) were made using the Vevo
770 analysis software (ver. 2.3.0, Visualsonics, Toronto, Canada). The Pourcelot index

(PI), a commonly used parameter reflecting local vascular resistance to blood flow
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167)

and vascular compliance""”, was calculated using PI = (S — D) / S, and averaged over

10 cardiac cycles.

5.4.4 Ex vivo vascular function studies of resistance arterioles
14-month old mice were euthanized by CO, inhalation. The entire intestine
was quickly dissected from the mouse and placed in ice cold physiological saline
solution (PSS). Second-order branches of mesenteric arterioles (~150-250 um in
diameter) from 10 irradiated mice and 8 age-matched controls were carefully
dissected from all adherent connective tissue and bathed in a 5 mL organ chamber
containing PSS of the following composition (in mmol/L): 118 NaCl, 25 NaHCOj,
47 KCl, 1.18 KH,PO,, 1.18 MgSO,, 2.5 CaCl,, 0.026 EDTA and 5.5 glucose,
maintained at pH 7.4, warmed to 37°C and continuously bubbled with 12% O,, 5%
CO,, and 83% N,. Each arterial segment was mounted and secured on two glass
microcannulas using nylon ties, in a video-monitored pressure arteriograph system
(Living Systems, Burlington, VT). The distal cannula was occluded to prevent flow,
after residual blood was gently washed out of the vessel lumen. The proximal cannula
was connected to a pressure transducer to maintain a constant intraluminal pressure
using a servo-control unit and a peristaltic pump. The arteriograph system was placed
on the stage of an inverted microscope equipped with a video camera to monitor and
measure the lumen diameter. The distance between cannulas was carefully adjusted to
obtain a horizontal vessel alignment without further stretch. Experimental measures
were started 1h after equilibration at 45 mmHg intraluminal pressure. Between each
protocol described next, the system was washed out with PSS, reequilibrated for 30
min and the resting lumen diameter was measured. The vascular contractile reactivity
was evaluated by dose-response curves to norepinephrine (NE, Sigma, 10” to 10*
mol/L). Endothelium-dependent and independent relaxations to cumulative
concentrations of acetylcholine (ACh, Sigma, 10” to 10* mol/L) and sodium
nitroprusside (SNP, Sigma, 10” to 10° mol/L), respectively, were assessed by
measuring dilatory responses in vessels pre-contracted with a sub-maximal
concentration of NE (the concentration that produced 75 to 80% of maximal
contraction, i.e. EC.-ECy). To study the contribution of NO to the ACh-induced

relaxations, concentration-response measurements were repeated after a 30 min pre-
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incubation with Nw-nitro-1-arginine methyl ester (L-NAME, Sigma, 10* mol/L). The
relaxation was determined as a percentage of increase in lumen diameter from the
resting diameter. The concentration of drug inducing a half-maximal response, or
EC,, was determined for ACh and SNP dose-response curves by non-linear

regression.

5.4.5 Ex vivo mechanical studies of carotid arteries

Left common carotid arteries were quickly dissected from 14-month old
euthanized mice and placed in ice cold physiological saline solution (PSS). Carotid
arteries of 13 irradiated and 9 age-matched control mice were mounted onto the
pressure arteriograph filled with a warmed and continuously bubbled Ca**-free PSS
containing 10 mmol/L. EGTA. After equilibration for 45 min at 45 mmHg, the
intraluminal pressure was raised 3 times from 3 mmHg to 140 mmHg allowing to
unbuckle and adjust vessels to their 7z vivo length by displacing cannulas. Vascular
mechanics were evaluated by increasing intraluminal pressure from 3 to 180 mmHg
by steps of 10 mmHg (except for the first step which was from 3 to 10 mmHg). For
each pressure step, lumen diameter and wall thickness were measured by microscopy

at 3 different positions along the vessel.

Carotid vascular wall cross-sectional area (CSA) was calculated at 80mmHg:
(n/$*x([D/-D;), where D, and D, represent external and intraluminal diameters,
respectively. Circumferential strain (&) was determined as (D;—D,)/ D;), where D,
is the lumen diameter at 3 mmHg. Circumferential stress (o) was given by o =
(PXD))/(2W), where P is the intraluminal pressure in dynes/cm’, and W the wall
thickness. An exponential fitting regression was performed on the stress-strain
relationship of each vessel with the following equation: 6=a,¢, where the amplitude
o, stands for the stress at the diameter D, and the exponent 8 is the rate of increase
of the stress-strain curve. This exponential model was used to reduce the tangential
elastic modulus ET to do/de = fo. Therefore, § also represents the slope of ET-to-
stress relationship and thus reflects non-linear elastic properties of vascular wall
components. An increase in § indicates increased local stiffness. The incremental

distensibility, expressed as the fractional change in lumen diameter (AD;/ D) per



133

change in intraluminal pressure (AP), was calculated as: 100xAD,/( D;,*xAP).

Distensibility reflects global vascular mechanical properties.

5.4.6 Hematological analysis

Blood was obtained by sub-mandibular vein bleeding before sacrifice of 15
month-old non-irradiated and irradiated mice (n=8 per group) and collected in tubes
containing EDTA (Capiject, Terumo Medical Corp., Elkton, Maryland, USA). Red
blood cell and reticulocyte counts, hemoglobin and hematocrit levels, mean cellular
volume (MCV) and mean cellular hemoglobin (MCH) were evaluated using a Bayer
Advia 120 cell analyzer (Bayer; Bayer Corp., Tarrytown, NY, USA) with an analysis
reporting software version 2.2.06 IRCM, Montreal, Canada).

5.4.7 Histopathological examinations

15 month-old irradiated mice and age-matched controls were sacrificed for
pathologic analysis (n=9 for each group). Several organs including heart, liver,
kidneys, spleen and lungs were excised and weighed. Organ-to-body weight ratios
were calculated. Hearts, lungs, kidneys and spleens (n=5 for each group) were fixed
overnight in 10% phosphate-buffered formalin and paraffin embedded. Tissue
sections of 5 pm thickness were stained with hematoxylin and eosin, Prussian blue
staining for iron analysis and Sirius red staining for interstitial fibrosis evaluation. For
Prussian blue and Sirus red stainings, photographs were taken under standard light
microscopy at the same light intensity and exposition settings, for each staining, in at
least 8 fields at a magnification of 100X. The percentage of iron and collagen contents
in each field were evaluated automatically using a computer assisted color threshold

analysis.

At the end of wvascular mechanical study experiments, common carotid
arteries from control and irradiated mice (n=38 for each group) were fixed overnight
in 10% phosphate-buffered formalin, embedded in paraffin and cut serially in 5 pm
cross-sections. Tissue sections were stained with Sirius red for collagen or Verhoeff
van Gieson for elastin. For all sections of a specific staining, images were taken at the
same light intensity and exposure time settings (polarized light for Sirius red and

transmitted light for Verhoeff’s van Gieson). CSA of the media (MCSA) and relative
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surface of medial elastin and collagen were measured in post-processing (Matlab
software, ver. 7, release 14, Natick, MA). For each staining, 6 sections per vessel were

analyzed.

5.4.8 Statistical analysis

Data were averaged and reported as means t standard error of the mean
(SEM) over » observations, where # represents the number of mice per group.
Longitudinal comparisons of cardiovascular parameters were assessed using a two-
way ANOVA. Analysis of dose-response curves and mechanical parameters were
carried out by use of two-way ANOVA for repeated measures. The concentration of
ACh and SNP (expressed as —log [M]) required to produce ECy, was determined by
computer-assisted nonlinear regression analysis (Prism Software, GraphPad, San
Diego, USA) Comparisons in LV dimensions were made inside an individual age
group using Student’s unpaired #tests. The latter statistical test was also used for the
comparison of hematological and histopathological parameters. All statistical analyses
were performed using Sigma Stat (ver. 3.1, Systat Software Inc., San Jose, CA, USA)

with statistical significance considered at p < 0.05.

5.5 RESULTS

5.5.1 Generation of irradiated mice

To investigate the late effects of TBI on cardiovascular physiology, C57BL/6]
mice underwent a lethal dose of 8.75 Gy of irradiation followed by bone marrow-
derived HSC transplantation for hematopoietic rescue. Four months following
irradiation and transplantation, at the age of 6 months, complete engraftment was
evaluated by electrophoresis. Irradiated mice displayed a highly significant decrease in
body weight when compared to age-matched non-irradiated controls (Fig. 5.1A).
Subsequently, irradiated mice presented a progressive body weight gain, reaching a
significant weight increase at 14 months when compared to non-irradiated age-
matched controls. Considering these differences, body weight measures were taken
into account for the interpretation of cardiac structural and functional alterations in

irradiated mice.
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Basic hematological profile was evaluated in 15-month-old sub-groups of
irradiated mice and their non-irradiated littermates. Although mean cellular volume
(MCV) and mean cellular hemoglobin (MCH) were similar in both mouse groups,
irradiated mice demonstrated a slight anemia with decreased red blood cell count
(RBC), hemoglobin (Hb) and hematocrit levels (Hct) (Table 17-1). A 2-fold increase in
reticulocyte count (p < 0.01) was indicative of an up-regulation of the erythropoietic
rate®”. These results might be indicative of perturbation of HSC survival or their

marrow niches.

Non-irradiated Irradiated
(n=8) (n=8)

RBC (x10°/uL) 9.5+ 0.2 82+ 04
Hb (g/dL) 147 0.3 124 £ 0.6'
Het (%) 459 + 0.5 40.7 + 1.47
MCV (fL) 483+ 1.0 49.7 £ 1.5
MCH (pg/RBC) 154+ 0.1 15.0 £ 0.2
Retics (%0) 31+0.2 6.6+ 1.17

Table 17-I: Hematologic parameters in 15-month old non-irradiated
and irradiated mice. Values are means + SEM. "p < 0.05; T < 0.01 vs.
non-irradiated mice. RBC, red blood cells; Hb, hemoglobin; Hct,
hematocrit; MCV, mean cellular volume; MCH, mean cellular
hemoglobin; Retics, Reticulocytes.

5.5.2 Echocardiographic assessment of cardiac structure and

function

6, 10 and 14 month-old non-irradiated and irradiated mice underwent
echocardiography examinations to assess left ventricle (LV) structure and function.
LV dimension measurements and LV mass estimation revealed important LV
morphology differences between non-irradiated and irradiated mice. LV mass was
initially decreased by 14% in irradiated mice at 6 months when compared to age-
matched controls (Fig. 5.1B). Despite gradual body weight gains in irradiated mice,
LV mass was further decreased in 10 month-old mice of this group (» < 0.05 vs. 6
month-old irradiated mice) and remained stable at 14 months. Normalization for BW
indicated that initial LV mass decrease at 6 months was possibly attributable to BW

decrease; however, further LV mass differences were independent of BW.
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Accordingly, echocardiographic dimension measurements of systolic and diastolic LV
diameters as well as LV wall thickness showed significant reduction in 10 and 14
month-old irradiated mice (Supplemental Table 17-I17; Section 5.7), indicating the
delayed development of atrophic LV remodeling following TBI. These findings

additionally point out the irreversibility of radiation-related cardiac tissue lesions.
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Figure 5.1: Longitudinal measurements of body weight (A), and
echocardiographic evaluation of left ventricle (LV) mass (B) and LV
mass normalized to BW (C) in non-irradiated (grey bars) and irradiated
(open bars) mice. Values are means = SEM. *p < 0.05, "p < 0.01 and
°p < 0.001 vs. 6 month-old mice in the irradiated group; “p < 0.05 vs.
10 month-old mice in the irradiated group. p < 0.05 and Tp < 0.001
vs. same age non-irradiated mice.

FS calculations were performed for the evaluation of myocardial contractile
function. This parameter showed a progressive increase in LV contractility of
irradiated mice reaching a significant difference at 14 months when compared to age-
matched controls (Fig. 5.2A). The heart rates were faster in irradiated mice at all ages
when compared to their non-irradiated littermates (Fig. 5.2B). These results may
reveal a potential compensation for the decrease in LV volumes secondary to cardiac
atrophy. Despite these positive inotropic and chronotropic changes, the cardiac

output normalized to body weight was 22% and 40% lower in 10 and 14 month-old
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irradiated mice, respectively, when compared to age-matched controls (Fig. 5.2C).
Within non-irradiated control mice, CI was significantly increased by 25% and 32% at
14 months when compared with results at 10 and 6 months, respectively. Our
findings of decreased cardiac index in irradiated mice might be secondary to changes
in loading conditions such as a decreased preload possibly resulting from the
reduction of LV volumes, as well as an increased afterload due to changes in

peripheral vascular resistance.
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Figure 5.2: Longitudinal measurements of cardiac function in non-
irradiated (grey bars) and irradiated (open bars) mice. Fractional
shortening (FS) (A), heart rate (HR) (B) and cardiac index (CI) (C) at
ages 6, 10 and 14 months. Values are means = SEM. “p < 0.05,
b » < 0.01 vs. 6 month-old mice in the irradiated group; “p < 0.05 vs.
10 month-old mice in the irradiated group; ¢ p < 0.001 vs. 6-month old
mice in the non-irradiated group; °p < 0.01 vs. 10 month-old mice in
the non-irradiated group. *p < 0.05, **p < 0.01 and Tp < 0.001 vs. same
age in the non-irradiated mice.

5.5.3 Echographic assessment of vascular hemodynamics

While MAP remained similar for irradiated and non-irradiated mice at all ages
(Fig. 5.3A), total peripheral vascular resistance (TPVR) was significantly increased by
34%, 50% and 52% in 6, 10 and 14 month-old irradiated mice, respectively, when
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compared to age-matched non-irradiated controls (Fig. 5.3B). This finding indicates
possible changes in afterload conditions which might contribute to decreases in CI.
Note that non-irradiated mice displayed an age related TPVR decrease that became
significant at 14 months when compared to same group 6 month-old mice. Local
common carotid artery hemodynamics were assessed by Pourcelot index (PI)
measurements (Fig. 5.3C). An age related PI increase was noticeable in 14 month-old
irradiated mice (p < 0.05 vs. 10 month-old irradiated mice); this difference was also
significant when compared to age-matched non-irradiated controls (p < 0.01). These
results suggest that irradiation preconditioning regimen and BM transplantation
initiate a global increase in vascular resistance and late impairment of carotid artery

vascular hemodynamics.
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Figure 5.3: Longitudinal hemodynamic measurements of tail-cuff
evaluated mean arterial pressure (MAP) (A) and echocardiographic
assessment of total peripheral vascular resistance (TPVR) (B) and
Doppler Pourcelot index (PI, no units) in 6, 10 and 14 month-old
non-irradiated (grey bars) and irradiated (open bars) mice. Values are
means = SEM. “p < 0.01 vs. 6-month old mice in the non-irradiated
group; "p < 0.05 vs. 10-month old mice in the irradiated group.
“p<0.01and Tp < 0.001 vs. same age non-irradiated mice.
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5.5.4 Histopathology analysis

Organ weights were studied in subgroups of 15 month old mice, to
investigate the possibility of atrophic changes in other tissues. In addition to a
significant reduction in heart-to-body weight ratios (~17%), organ-to-body weight
ratios of liver and kidneys were also decreased in the irradiated mouse group,
compared with their controls. Spleen and lung weights were similar in both mouse
groups. In addition to supporting echocardiographic findings of atrophic cardiac
remodeling in irradiated mice, these results indicate variable radiation sensitivity in

organs, as shown by differences in the onset of atrophic changes.

Non-irradiated Irradiated
(n=9) (n=9)

Body weight (g) 322405 29.5+ 1.4
Organ-to-body weight
ratio
Heart (mg/) 62+02 52403
Spleen (mg/g) 27103 26102
Lungs (mg/g) 58102 57104
Liver (mg/g) 523112 46.2+1.7"
Kidney (mg/g) 74102 6.4 + 02"

Table 17-1I: Body weight and organ weights in 15 month-old non-
irradiated and irradiated mice. Values are means + SEM. “p < 0.05;
T5<0.01;*p < 0.001 vs. non-irradiated mice.

While no atrophic changes were noted in the lungs of irradiated mice,
histological analysis of Sirius red-stained organ sections revealed the presence of
interstitial fibrosis indicating ongoing tissue remodeling. In fact, collagen content in
the lungs and kidneys of irradiated mice (Fig 5.4), were increased by 2- and 2.4-fold,
respectively, when compared to non-irradiated controls (Table 17-I1). No differences
in collagen deposition were found in the heart and spleen of irradiated mice,

indicating differences in radiation-induced organ remodeling processes.
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Figure 5.4: Histological analysis of non-irradiated and irradiated

mouse. Representative sections of lungs (upper panel) and kidney

(lower panel) stained with Sirius red for collagen under transmitted

light (magnification X40; Bars, 100 um).

TBI is used as preparative regimen for BM transplantation and the
investigation of hemoglobinopathies such as sickle cell anemia and B-thalassemia.
Iron deposition in several organs, such as the liver and spleen, is a typical feature of
these inherited hemolytic anemias"™® **¥. We therefore evaluated, by Prussian blue
staining, whether BM transplantation and irradiation were associated with abnormal
iron deposits. Interestingly, a significant increase in iron deposits was found in the
lungs of irradiated mice (p < 0.01). This finding might be secondary to acute and
long-term iron loading events that have been reported following HSC

transplantation@ZS).



141

Iron deposits (%o) Collagen content (%)
_ Non- Irradiated . Non- Irradiated
irradiated (n = 5) irradiated (n = 5)
(n =5) (n =5)

Heart 0.07 £ 0.02 0.25 £ 0.19 3.4 +0.8 40=+0.3
Spleen 391 £ 1.16 3.60 1.46' 3.3%0.5 3.6 £0.6
Lungs 0.04 £ 0.01 0.20 + 0.05" 2.7+ 0.6 54+ 0.6
Kidney 0.04 £ 0.01 0.54 £ 0.50 3.4 % 0.6 8.0+ 1.3

Table 17-11I: Histolopathologic assessment in 15 month-old non-
irradiated and irradiated mice. Values are means + SEM. “p < 0.05;
t » < 0.01 vs. non-irradiated mice.

5.5.5 Vascular function studies in mesenteric resistance arterioles
To evaluate late effects of irradiation on wvascular function, we studied
vasomotor reactivity in isolated segments of mesenteric resistance arterioles from 14
month-old irradiated (n=10) and control (n=8) mice. NE initiated overall similar
vascular constrictive responses in both control and irradiated resistance arterioles
(Fig. 5.5). An important finding was a rightward shift of the ACh dose-response
relationship without an alteration of the maximal vasodilatory response in irradiated
mice arterioles when compared to those obtained from non-irradiated controls (with
EC,,, expressed as -log[M], of 6.9 = 0.1 and 6.5 £ 0.1, respectively; p < 0.01) (Fig.
5.6A). In contrast, while maximal relaxation to SNP was also similar between mouse
groups, dose-response curve to SNP in irradiated mice was shifted to the left when
compared to controls (with EC;, of 5.5 £ 0.1 and 6.4 £ 0.2, respectively; p < 0.001)
(Fig. 5.6C), indicating increased smooth muscle cell sensitivity to NO-mediated,
endothelium-independent, vasodilators. Additionally, pre-incubation with L-NAME,
a NO synthase inhibitor, failed to inhibit in irradiated arterioles ACh-mediated
vasodilatory response to the same extent as in non-irradiated arterioles (Fig. 5.6B).
These results indicate that vasodilatory response to ACh was not entirely mediated by
NO in irradiated mice. Therefore, these studies suggest that irradiation induced
modifications in vascular reactivity responses, as shown by decreased sensitivity in
endothelium-dependent vasodilation, combined with increased smooth muscle cell

reactivity to direct NO stimulation.
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Figure 5.5: Vasoconstrictive response of mesenteric resistance
arterioles to norepinephrine (NE) in 14-month old non-irradiated (#;
n = 8) and irradiated (0; n = 10) mice. Contraction was expressed as
percentage change in lumen diameter compared with baseline. Data
are means £ SEM. p < 0.05
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Figure 5.6: Vasodilatory responses of mesenteric resistance arterioles
to acetylcholine (ACh) in the absence (A) or presence of L-NAME
(B), or to sodium nitroprusside (SNP) (C) in non-irradiated (®; n = 8)
and irradiated (0; n =10) mice. Relaxation in norepinephrine
contracted arterioles is expressed as a percentage change in lumen
diameter compared with baseline. Data are means = SEM. “p < 0.05;
T5<0.05;%p < 0.001
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5.5.6 Carotid artery structure and mechanical properties

Vascular morphology and mechanical properties were evaluated in carotid
arteries of irradiated (n=13) and control (n=9) mice, by correlating stepwise increases
in intraluminal pressure to passive changes in vascular diameters and wall dimensions.
Luminal diameters at resting pressure (3 mmHg) and at pressures above 50 mmHg
were increased in carotid arteries of irradiated mice (Fig. 5.7A). External carotid artery
diameter was only decreased at pressures between 80-140 mmHg (Fig. 5.7B),
reflecting significant changes in carotid wall thickness as shown by decreased wall
CSA at 80 mmHg (p < 0.001; Fig. 5.7B, insert). While circumferential strain-to-
intraluminal pressure relations in carotid arteries from both groups were similar (Fig.
5.7C), circumferential stress-to-strain curve was slightly but non-significantly shifted
leftward in carotid arteries from irradiated mice compared to those from non-
irradiated controls (Fig. 5.7E). This finding is related to significantly higher
circumferential wall stress values in irradiated compared to non-irradiated control
carotid arteries at intraluminal pressures above 80 mmHg (Fig. 5.7D). However, mean
values of f, the slope of the tangential elastic modulus-to-stress relation, were not
significantly different between non-irradiated and irradiated mice (3.20 = 0.14 versus
3.43 + 0.05 with p=0.08). Combined with similar wall distensibility results in carotid
arteries from both mouse groups, these findings indicate that carotid artery stiffness

was not changed in irradiated mice.

Histological analysis of carotid artery sections confirmed ex zzvo structural and
mechanical study results. In fact, total carotid wall CSA was significantly decreased in
irradiated mice when compared to non-irradiated controls (p < 0.05, Fig. 5.8E). Sirius
red and Verhoeff van Gieson stainings did not reveal any changes in relative collagen
or elastin surfaces in the carotid wall media (Fig. 5.7A-D), and collagen-to-elastin

ratios remained similar in carotid arteries of both mouse groups (Fig. 5.8F).
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Figure 5.8: Composition of common carotid arteries in non-
irradiated (grey bars) and irradiated (open bars) mice (n=8 for both
groups). Collagen (A) and elastin (C) content in the media and
representative microscopy images of Sirius red stained sections for
collagen (B) and Verhoeff van Gieson stained sections for elastin (D)
photographed under polarized and transmitted light, respectively. E,
Measurements of media and total cross-sectional areas. F, Collagen to
elastin ratios in the media and total vascular wall. Data are expressed
as mean £ SEM. * p < 0.05. L, vascular lumen
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5.6 DISCUSSION

The purpose of the present investigation was to determine the existence of
possible long-term cardiovascular changes following TBI with HSC rescue
transplantation in mice. The major findings of this study are that lethally irradiated
and HSC transplanted C57BL/6] mice exhibit important late cardiovascular
complications. The main features of these radiation-induced effects included
induction of left ventricular atrophic remodeling with compromised cardiac output
(CO) status and impairment of vascular hemodynamic properties combined with
increased systemic vascular resistance. Additionally, we observed changes in

endothelium-dependent vasorelaxant responses with increased vascular reactivity to

NO.
Late cardiac morphological changes following TBI

In this study, echocardiography results of irradiated mice provide evidence of
late atrophic alterations in cardiac morphology following TBI of 8.75 Gy and HSC
rescue transplantation. Animal studies have shown that the main pathogenetic
mechanism of irradiation induced damage to the heart appears to be related to

microcirculatory injury and to functional alterations of the endothelial lining of blood

(21

vessels®”. In fact, radiation has been reported to induce pro-inflammatory and

(226; 227)

prothrombotic endothelial cell responses and a persistent decrease in capillary

volume and length®. The modifications in capillary networks and impairment of
microcirculatory flow have also been hypothesized to be the predominant mechanism

of radiation injury in various organs®’

, which could explain the additional atrophic
changes found in livers and kidneys of irradiated mice. Furthermore, studies on
cardiac irradiation in rats have shown the involvement of capillary endothelial cell
alkaline phosphatase, a membrane-bound endothelial marker enzyme implicated in
the regulation of endothelial cell proliferation and in microvascular blood flow, in the

(220; 230

development of radiation injury . In fact, experimental findings suggest that a

focal loss of alkaline phosphatase activity is related to the injury of the cardiac
capillary network, a possible underlying cause of ischemia, myocardial cell death and

ultimately heart failure®”.
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Long-term TBI induced alterations of cardiac function and vascular hemodynamics

In addition to morphologic changes in hearts of irradiated mice, our study
reports lower CO following TBI combined with BM rescue transplantation. Similar
findings of decreased CO have been previously reported in rats at 80-100 days
following a local heart irradiation of 20Gy (REF). Irradiated Hodgkin’s lymphoma
survivors also present occasionnaly hemodynamic restriction due to decreased cardiac
output(REF). Interestingly, contrary to the tendency of age-related CO increase in
their wild-type littermates, aging was associated with relatively stable CO in irradiated
mice, despite compensatory increases of LV contractility and heart rates. While
smaller LV dimensions might partially explain the lower CO state in irradiated mice,
changes in afterload conditions further contribute to this finding. In fact, TPVR was
increased as early as 4 months following irradiation, indicating alteration of global
vascular hemodynamics possibly attributable to the aforementioned radiation-induced
microcirculatory injury. Late alterations, in 14-month old irradiated mice, were also
observed on local carotid artery hemodynamics, despite increased ex zivo passive
carotid lumen diameters (Fig. 5.7A), as determined by increased Pourcelot indices.
These alterations in vascular resistance were not related to a loss of vascular
compliance since our findings indicated preserved carotid wall composition (i.e.

collagen and elastin content) and mechanical properties in irradiated mice.
TBI related changes in vasoactive responses

Furthermore, our study indicates changes in endothelial responses in
irradiated mice, as shown by delayed endothelial-dependent vasodilation in response
to ACh with preserved maximal relaxation. Previous animal®" *? and clinical®”
irradiation studies have reported early and sustained impairment of maximal
endothelial vasodilatory function at doses ranging between 10 and 45 Gy. However,
radiation doses in these reports were higher than those of our current investigation
and, as Qi ¢ a4l have demonstrated, the degree of impairment of endothelial-
dependent relaxations is dose-dependent®”. Decreased inhibition of ACh-induced
dilation in the presence of L-NAME suggests that ACh response, in the resistance
arterioles of irradiated mice, was not entirely mediated by the NO pathway. While

NO is an important endothelial-derived vasodilator, other endothelial-derived factors,
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©7)

such as endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHEF)"”, are likely to
contribute, at least in part, to the signaling pathway of ACh-induced vasodilation in

irradiated mice 12 months following irradiation and BM transplantation.

Furthermore, while maximal dilation to SNP was preserved in arterioles of
irradiated mice, results further indicated increased sensitivity of smooth muscle cells

to NO in these vessels. Although deficiency of NO production has been reported to

234)
b

increase response to NO by compensatory upregulation of downstream pathways
the mechanism of increased NO sensitivity of smooth muscle cells in mesenteric
resistance arterioles of irradiated mice remains unknown. Our findings show that
irradiation induces changes in the signaling mechanisms of vascular endothelial cells

of irradiated arterioles while preserving maximal vascular vasodilatory function.

The findings of our study are of particular relevance for BM transplantation
therapies. BM transplantation remains the only curative therapy for
hemoglobinopathies such as 3-thalassemia and sickle cell anemia®”. B-thalassemia, an
inherited disease of the hemoglobin gene, is characterized by the decrease or absence
of synthesis of B-globin chains resulting mainly in hemolysis, ineffective
erythropoiesis and a variable degree of anemia”. Conventional treatment of severely
affected patients remains palliative and consists in chronic blood transfusions with

235)

iron chelation therapy®”. Allogeneic BM transplantation treatment is possible but

limited to patients with available HLA-matched BM donors. As an alternative to
allogeneic BM transplantation, globin gene therapy is currently under investigation,
mainly in murine models, for the correction of defective genes and the

(187)

transplantation of autologous hematopoietic BM stem cells “°’. Both strategies

require a pre-conditioning regimen that includes some level of TBI. Additionally, the
development and evaluation of new pharmacological and genetic treatments requires
suitable B-thalassemic animal models. Such B-thalassemia mouse models of varying
severities have been generated and described. BM transplanted murine models have
been reported for the investigation of several diseases such as paroxysmal nocturnal

(237)

hemoglobinuria(23 9 polycythaemia vera™ ", as well as in sickle cell anemia®**” and B-

(16

thalassemia’®” " **) hemoglobinopathies. Myeloablative preparative regimen for the

generation of these BM or fetal liver transplanted mouse models generally consists in
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total TBI doses varying from 8.75 Gy up to 12 Gy given in two fractions.
Information from the study of long-term radiation damage in normal tissues is
therefore essential and must be considered in the elaboration of BM transplantation

strategies and BM transplanted mouse models.

In this study, we have shown that irradiation combined with BM rescue leads
to early impairment of vascular hemodynamics combined with late onset of cardiac
atrophy, lower CO and delayed endothelium-dependent vasodilatory responses.
These irradiation-induced complications following BM transplantation should be
taken into account in the interpretation of cardiovascular findings in BM transplanted
mouse models and in the development of future BM transplantation therapeutic

strategies.
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5.7 SUPPLEMENTAL RESULTS

Age 6 months 10 months 14 months

Non-irradiated Irradiated Non-irradiated Irradiated Non-irradiated Irradiated
(n = 24) (n=18) (n=19) (n=18) (n=19) (n = 18)

Body weight (g) 31.1+0.5 26.5+ 0.7} 313+ 0.8 29.7 + 0.8 29.8 = 0.7 32.3 + 1.4°47

Cardiac dimensions

LVDd (mm) 3.98 + 0.05 3.67 +0.097 3.83 £ 0.05 3.43 +0.07%% 4.03 £ 0.05 3.27 +0.10%%

LVDs (mm) 2.73 + 0.06 2.59 + 0.09 2.63 = 0.06 231 +0.10°" 2.77 + 0.05 2.09 +0.11°%

IVS (mm) 1.25 £ 0.02 1.18 £ 0.04 1.26 £ 0.03 1.16 + 0.03" 1.31 £ 0.03 1.18 + 0.04"

PW (mm) 0.95 = 0.02 0.94 + 0.03 1.06 + 0.03" 0.93 + 0.03" 0.99 £ 0.02 0.98 + 0.03

Normalized cardiac

dimensions

LVDd/BW (mm/g)  0.129+0.003  0.141 £0.006  0.124+0003 0117 £ 0.004  0.137 +0.003  0.104 + 0.005°*
LVDs/BW (mm/g)  0.088+0.002 0100+ 0005  0.085+0.003 0079 £0.004  0.094%0.003 0.066 + 0.004°"
IVS/BW (mm/g) 0.054 £ 0.005  0.045+0001  0.042*0.001° 0039 £0.001  0.045£0.001°  0.037 + 0.002'
PW/BW (mm/g) 0.031 £0.001 0036+ 0001 0.035+0001°  0.032+0.001" 0033+0001 0031 + 0.002"

Supplementary Table 17-117: Echocardiographic results in 6, 10 and 14 month-old non-irradiated and irradiated mice. Values
are means + SEM. " » < 0.05, T < 0.01, * » < 0.001 vs. same age non-irradiated mice. * p < 0.05, ” » < 0.01 and  p < 0.001
vs. 6 month-old mice in the irradiated group; ¢ p < 0.05 vs. 10 month-old mice in the irradiated group; p < 0.05 and
! » <0.01 vs. 6 month-old mice in the non-irradiated group. FS, fractional shortening; LVD, left ventricle interior diameter
in diastole (d) and systole (s); IVS, interventricular septum thickness; PW, posterior wall thickness; BW, body weight.



CHAPITRE 6: DISCUSSION

Les thalassémies font partie des maladies génétiques les plus fréquentes se
distribuant mondialement, et ayant une incidence plus élevée chez les populations de
I'Afrique, de I'Inde, de I’Asie du sud-est et de la région méditerranéenne. La §-
thalassémie est un désordre de la synthése de I’hémoglobine caractérisée par une
diminution ou une absence totale de la synthése de la B-globine résultant en une
anémie hémolytique. Les transfusions sanguines chroniques demeurent le principal
traitement permettant de prolonger significativement la survie des patients atteints de
B-thalassémie majeure. Cependant, a long terme, les transfusions érythrocytaires
combinées a une augmentation de I'absorption gastro-intestinale de fer entrainent,
chez les patients B-thalassémiques, une surcharge du fer se déposant dans plusieurs
tissus, tels que le foie, la rate et le ceeur, et initiant une dysfonction et éventuellement

une défaillance de ces organes.

Le systeme cardiovasculaire des patients -thalassémiques semble subir des
complications secondaires aux dépots de fer. En effet, plusieurs études suggerent
qu’en plus de son implication dans la pathologie cardiaque thalassémique, le fer
pourrait contribuer a la dysfonction endothéliale et au remodelage vasculaire. De plus,
les anomalies érythrocytaires [-thalassémiques combinées a cette dysfonction
endothéliale vasculaire peuvent entrainer un état d’hypercoagulation et une incidence
d’évenements thromboemboliques. Cependant, bien que Dadministration de
traitements chélateurs du fer augmente grandement le taux de survie des patients 3-
thalassémiques transfusés, ce traitement ne permet pas d’éliminer complétement les
complications cardiovasculaires et I'insuffisance cardiaque demeure la principale cause
de déces chez ces patients. Ces résultats soulevent une question fondamentale : la 3-
thalassémie majeure entraine-t-elle des complications cardiovasculaires en I’absence
de transfusions sanguines et de la surcharge de fer transfusionnelle sous-jacente? Afin
de tenter de répondre a cette question, nous avons présenté dans cette thése de
doctorat trois études évaluant 'hémodynamique vasculaire, la fonction endothéliale et
la structure vasculaire ainsi que la fonction et structure cardiaques chez des souris 3-

thalassémiques non transfusées, portant un phénotype sévere comparable aux patients
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atteints de B-thalassémie majeure. Ce modcle de souris a été généré par
transplantation de moelle osseuse combinée a un traitement de conditionnement
d’irradiation corporelle totale. Ainsi, nous nous sommes également intéressés aux
effets cardiovasculaires causés par lirradiation corporelle totale et leur impact
potentiel pour la greffe thérapeutique de CSH. Les principales conclusions de ces

travaux seront discutées dans cette section.

6.1 EFFETS CARDIOVASCULAIRES TARDIFS DE

L’IRRADIATION CORPORELLE TOTALE

Lirradiation ionisante est employée en médecine d’une part dans le cadre du
traitement des cancers par radiothérapie et d’autre part comme méthode de
conditionnement préalable a la transplantation de moelle osseuse. Plusieurs études
cliniques et animales ont évalué les effets tissulaires déléteres de lirradiation
conduisant a des complications aigués et chroniques. Cependant, ces études
rapportent soit les effets localisés d’une forte dose de radiation (= 30 Gy) utilisée en
radiothérapie, les effets systémiques suite a une exposition accidentelle dont la dose
recue est le plus souvent imprécise, ou les effets systémiques chez des patients ayant
subi une transplantation de moelle osseuse pour le traitement d’'une maladie pouvant
également contribuer a entrainer des complications. Nous avons donc évalué
spécifiquement les effets systémiques cardiovasculaires latents de [lirradiation
corporelle totale d’une dose contrdlée, soit 8.75Gy, chez des souris saines de type

sauvage C57BL/6].

Nos travaux démontrent que lirradiation corporelle totale entraine a long
terme le développement de lésions tissulaires irréversibles se présentant sous la forme
d’atrophies tissulaires cardiaque, hépatique et rénale. Ces anomalies sont
accompagnées d’une altération des propriétés hémodynamiques, d’une augmentation
de la résistance vasculaire et dune modification des réponses vasomotrices
dépendantes ou non de 'endothélium. II est également a noter que malgré 'absence
d’atrophie pulmonaire, une importante fibrose tissulaire est observée, soit une
augmentation de 2.4 fois des dépots de collagene (Tablean 17-111), ce qui indique le
développement d’une Iésion radio-induite comparable a un processus de cicatrisation

pathologique. A l'inverse, la rate démontre la plus forte résistance a lirradiation. La
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compréhension des mécanismes pathologiques de la Iésion radio-induite est

indispensable pour I'interprétation de 'ensemble des résultats.

Bien que les processus pathologiques des dommages radio-induits débutent
immédiatement lors de T'irradiation, les lésions morphologiques et manifestations
cliniques n’apparaissent que plusieurs semaines, mois, voire méme années suite au
traitement™?. Ainsi, les lésions tissulaires radio-induites sont généralement classées en
dommages aigus, sub-aigus et latents, selon le délai d’apparition des symptomes®.
Les dommages cellulaires directs et la formation de radicaux libres produits par
I'irradiation entrainent en premier lieu des 1ésions a PADN qui alterent la progression
du cycle cellulaire et de la capacité proliférative causant ainsi la mort cellulaire. Cette
derniére peut survenir par nécrose, lyse cellulaire, mort mitotique ou apoptose. La
réponse tissulaire suite a Iirradiation se caractérise par Pactivation d’une séquence
complexe d’événements de cicatrisation impliquant le syst¢tme de coagulation,
d’inflammation, d’accumulation de matrice extracellulaire et de remodelage<227>. Ces
mécanismes impliquent Dactivation de multiples voies de signalisation cellulaire
conduisant a la production de cytokines, chimiokines et facteurs de croissance. Malgré
leur variabilité, la pathologie des lésions résultantes implique toujours la fibrose, la

nécrose, I'atrophie et les dommages vasculaires.

A ce jour, il est clairement établi que la radiosensibilité varie entre les
différents tissus selon le type cellulaire impliqué. Les cellules épithéliales et les cellules
endothéliales vasculaires sont particuliecrement sensibles au stress ionisant.
Lirradiation active les cellules endothéliales, entraine leur dysfonctionnement et initie
leur apoptose. Ces phénoménes méenent au développement de 1ésions vasculaires qui
contribuent a I'initiation, la progression et au maintien des dommages tissulaires aigus
et latents suivant lirradiation. ILes réseaux microcirculatoires sont considérés
particuliecrement vulnérables a lirradiation, puisqu’en plus de 'apoptose endothéliale,
ils subissent des phénomenes tels que les ruptures capillaires, le détachement de
cellules endothéliales de la membrane basale et la thrombose®. Les études
suggerent donc que la réduction du réseau microvasculaire, rapportée entre autres

dans le myocarde®? et le systéme nerveux central®”, pourrait causer une ischémie et

des zones d’hypoxie tissulaire pouvant entrainer la mort cellulaire et subséquemment
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la fibrose. L’hypoxie entraine la production supplémentaire de radicaux libres qui
perturberaient davantage la guérison de la lésion pouvant ainsi contribuer a son
irréversibilité.

Ces mécanismes peuvent expliquer en partie le développement de Iatrophie
tissulaire observée également dans nos travaux portant sur lirradiation corporelle
totale. L’atrophie cardiaque, hépatique et rénale s’accompagnait d’importantes
modifications vasculaires, notamment une augmentation soutenue de la résistance
vasculaire périphérique et une altération tardive de I'hémodynamie vasculaire
carotidienne, telle que montrée par I'augmentation de I'index de résistance de
Pourcelot (PI). Nos études de la réactivité vasculaire, montrant une sensibilité accrue
des cellules musculaires lisses 2 un donneur de NO combinée a une perte de la
sensibilité en réponse a un vasodilatateur dépendant de I'endothélium, suggerent
¢galement des modifications de la signalisation endothéliale menant a la production
de NO. L’ensemble de ces résultats pourrait indiquer I'implication des dommages
vasculaires dans les 1ésions atrophiques induites par Iirradiation corporelle totale chez

les souris C57BL/6].

6.1.1 B-thalassémie : une condition favorisant des effets protecteurs

contre les dommages tissulaires de P’irradiation?

I’observation comparative des résultats histologiques, obtenus aupres des
groupes de souris controles non-irradiées, contrdles irradiés et [-thalassémiques
homo-Bthal (irradiés et générés par greffe de CSH), nous a permis d’observer une
différence dans le développement des lésions tissulaires radio-induites (Annexe II,
Tableau A-III). En effet, les organes des souris homo-fthal ne démontrent pas
d’atrophie, mais plutot une hypertrophie tissulaire. De plus, les évaluations
hémodynamiques révélent une augmentation de la résistance périphérique totale
(TPVR) nettement plus élevée chez les souris controles irradiées que chez les souris
homo-Bthal, et ce dans tous les groupes d’age (Annexe 11, Fig. 6.4 pour les résultats a
14 mois). Ces résultats, relevent une différence fondamentale entre les groupes
controles et B-thalassémiques, soit une atténuation des lésions tissulaires atrophiques

irréversibles chez les souris irradiées ayant recu des CSH B-thalassémiques. Cette
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conclusion intéressante suggere la présence d’'un mécanisme radioprotecteur relié a

Iinitiation et I’évolution de la pathologie B-thalassémique.

En se basant sur les mécanismes de développement des dommages tissulaires
radio-induits, nous proposons un modéle permettant possiblement d’expliquer cette
absence de lésions tissulaires atrophiques irréversibles chez la souris homo-3thal
(Figure 6.1). Le remplacement des CSH saines par des CSH provenant de donneurs
B-thalassémiques ~ Hbb™"/™'  permet de reproduire les caractéristiques
pathophysiologiques de ce modele de souris incluant une anémie microcytaire et
hypochrome sévére. Ainsi, la diminution conséquente rapide de la capacité de
transport de l'oxygene par le sang entralne une hypoxie tissulaire systémique qui
stimule la production de plusieurs protéines dont ’érythropoiétine (EPO) et le VEGF
(facteur de croissance de lendothélium vasculaire, « vascular endothelial growth
factor »). En effet, des études cliniques ont démontré une augmentation des taux
plasmatiques I'EPO®* *7 et de VEGF"* ** chez les patients B-thalassémiques.
I’EPO joue un role crucial dans la régulation de I’érythropoicese. Le VEGF, quant a
lui, est un facteur de croissance spécifique aux cellules endothéliales. Ces deux
molécules exercent également des effets anti-apoptotiques et angiogéniques® ",
Nous proposons donc que 'EPO et le VEGF puissent exercer un effet protecteur en
inhibant une étape importante dans le développement des dommages tissulaires suite
a l'irradiation, soit Papoptose des cellules endothéliales vasculaires et la réduction du
réseau microcirculatoire. En conséquence, les organes radiosensibles subiraient un
remodelage plutot qu'une atrophie tissulaire.

II est également intéressant de noter que I’hypoxie est considérée un élément

(252; 253)

majeur dans la résistance tumorale a I'irradiation et que l'anémie, chez les

patients atteints de cancer, est considérée comme un facteur limitant I'efficacité de la

radiothérapie®”.
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Figure 6.1: Schéma modélisant le développement des lésions radio-
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6.2 COMPLICATIONS VASCULAIRES DE LA ﬁ—THALASSEMIE

Le globule rouge {-thalassémique joue potentiellement un role central dans
I'initiation des désordres vasculaires et circulatoires. En effet, plusieurs phénomeénes
intra- et extra-érythrocytaires peuvent étre impliqués dans la vasculopathie B3-
thalassémique, notamment les phénomenes thrombotiques stimulés par les
membranes cellulaires érythrocytaires et ’hémolyse intravasculaire de ces globules

rouges. Ces mécanismes seront discutés dans cette section.

L’anomalie de la synthése des chaines de B-globine entraine I'accumulation
d’un exces d’a-globine dans le globule rouge. Ces a-globines sont dégradées plus
rapidement que les chaines de B-globines en hémichromes ce qui libere le fer qu’elles
contiennent et catalyse ainsi la formation d’espéces radicalaires de I'oxygene. L’étude
de globules rouges B-thalassémiques confirme cet état pro-oxydant reflété par une
diminution de la concentration du systéeme de défense anti-oxydant intracellulaire du

glutathion réduit®?,

L’oxydation du cytosquelette membranaire est considérée
responsable de la rigidité accrue des érythrocytes thalassémiques, limitant leur
déformabilité lors du passage dans les étroites structures vasculaires, dont le réseau
(9; 145; 256

capillaire sinusoide des organes réticuloendothéliaux tels que la rate . De plus,
I'oxydation peut également causer une altération de I'organisation des phospholipides

membranaires en exposant la phosphatidylsérine (PS) sur la surface extracellulaire.

Généralement, la bicouche membranaire des cellules normales présente une
asymétrie de la répartition de ces phospholipides. Ainsi, les phospholipides a téte
choline, tels que la phosphatidylcholine (PC) et la sphingomyéline se localisent
principalement sur la monocouche externe alors que la PS et la
phosphatidyléthanolamine (PE) sont majoritairement présentes sur la couche interne

(©257)

endoplasmique Une des conséquences de l'exposition des PS sur la surface

externe membranaire de I’érythrocyte B-thalassémique est sa reconnaissance et sa

(©257)

phagocytose par les macrophages Ce processus est aussi impliqué dans

I’élimination des érythrocytes sénescents.
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En outre, la présence de PS sur la monocouche exoplasmique explique
partiellement "augmentation de I'agrégation érythrocytaire rapportée chez les patients

)

B-thalassémiques™ ainsi que I'adhésion de ces érythrocytes aux cellules endothéliales

. . , 113: 25
et leur activation subséquente!'” *%

. Lorsqu’exposés a la surface de la membrane
érythrocytaire, les PS fournissent également un site de liaison pour des complexes de
facteurs de la coagulation et contribuent ainsi a la conversion de la prothrombine en

thrombine®”,

La production accrue de thrombine contribuerait au processus
thrombotique en entrainant lactivation des plaquettes, des monocytes, des
granulocytes et des cellules endothéliales, en plus de stimuler la production de facteur
tissulaire par ces-derniéres’'”. Chez les patients atteints de [-thalassémie
intermédiaire et majeure, I'ensemble de ces phénomenes contribue a un état
d’hypercoagulation chronique pouvant se manifester par des accidents vasculaires
cérébraux ou des évenements thromboemboliques veineux, tels que la thrombose

veineuse profonde et 'embolie pulmonaire““ s 144; 259-261)

Drautre part, ’'hémolyse érythrocytaire contribue davantage a la pathologie
vasculaire B-thalassémique. I’hémolyse intravasculaire chronique libere dans la
circulation sanguine I’hémoglobine, les chaines d’a-globine, leurs produits de
dégradation ainsi que larginase érythrocytaire. Généralement, I’hémoglobine
plasmatique est rapidement liée par ’haptoglobine et ce complexe est reconnu puis
éliminé par les monocytes/macrophages. Cependant, puisque ’haptoglobine n’est pas
recyclée, une libération soutenue de ’hémoglobine dans le compartiment vasculaire,
telle qu’occasionnée par un désordre hémolytique chronique, entraine la déplétion

(176)

d’haptoglobine” ™. La présence de fer dans les tubules rénaux démontrée par nos
¢tudes du modele de souris [B-thalassémique suggere une saturation du systeme
d’élimination de Ihémoglobine par T’haptoglobine. En effet, ces résultats
histologiques témoignent possiblement d’une filtration glomérulaire de ’hémoglobine
sérique réabsorbée par les tubules rénaux proximaux. I’hémoglobine plasmatique
libre réagit rapidement avec le NO et Iinactive en générant le nitrate (NO;), un
produit d’oxydation inactif, ainsi que la méthémoglobine, une forme oxydée
d’hémoglobine. I’arginase érythrocytaire contribue également a limiter la production

du NO en dégradant la L-arginine, substrat nécessaire a sa synthese. Chez les

individus B-thalassémiques, ces réactions pourraient occasionner la réduction de la
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biodisponibilité du NO et en limiter les effets vasculaires incluant la vasodilatation et

% Finalement, la

les propriétés anti-adhérentes, anti-thrombotiques et anti-oxydantes
dégradation de I’hémoglobine et des chaines de globines plasmatiques libere ’heme et
son noyau de fer ferrique (Fe’) qui sont classiquement éliminés grice a ’hémopexine

(79, Puisque la B-thalassémie se caractérise par une

et la ferritine, respectivement
hémolyse chronique, la capacité de ces mécanismes d’élimination pourrait étre saturée
ce qui augmenterait la concentration plasmatique en héme et fer ferrique contribuant
conséquemment a accroitre le stress oxydatif en générant des especes réactives de
loxygene. 11 est également important de noter qu'une diminution de la disponibilité
de L-arginine peut contribuer au stress oxydatif en entralnant le découplage de

Penzyme NOS, ce qui induit la production de O,- en lieu du NO".

6.2.1 Dysfonctions endothéliales dans la 3-thalassémie

Ces phénomenes de stress oxydatif et de diminution de la biodisponibilité du
NO associés a I'hémolyse érythrocytaire expliqueraient I'altération de la fonction
endothéliale vasculaire dans la 3-thalassémie. En effet, des études cliniques rapportent
une diminution de la dilatation dépendante du débit dans 'artere brachiale de patients

(124129 Nos études ex vivo de la vasoréactivité des

atteints de B-thalassémie majeure
artérioles de résistance de souris 3-thalassémiques confirment un dysfonctionnement
endothélial caractérisé par une diminution significative de la vasodilatation
dépendante de 'endothélium. Nos analyses rapportent également que l'altération de la
réponse vasomotrice n’était pas secondaire a une diminution de la réponse des
cellules musculaires lisses au NO. Ces observations suggerent que laltération de la
vasoréactivité dans la B-thalassémie serait conséquente a une biodisponibilité réduite
du NO. De plus, nos résultats révelent pour la premicre fois une augmentation
significative de 'expression de 'enzyme permettant la synthése du NO, soit la eNOS,
démontrant ainsi que la dysfonction endothéliale vasomotrice B-thalassémique n’est
pas causée par une déficience de cette protéine. En condition pathologique,
Iexpression accrue de la eNOS représente un mécanisme compensatoire associé a
une diminution de la biodisponibilit¢ du NO ainsi qu’a l'augmentation de la

production de O,- et d’autres espéces réactives de I'oxygene®.
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La réduction de la disponibilit¢é du NO peut non seulement entrainer une
vasoconstriction, mais peut également stimuler Iagrégation plaquettaire,
I'inflammation et la prolifération des cellules musculaires lisses. Des études cliniques
et nos observations chez des souris B-thalassémiques supportent cette hypothése de
pathologie proliférative vasculaire 3-thalassémique en montrant, respectivement, une

(180)

augmentation de DIépaisseur intima-média et de la surface totale de la paroi

carotidienne. Cependant, bien que les résultats cliniques montrent une augmentation

(180) 181) 124)

de la rigidité artérielle carotidienne"™, aortique’®” et brachiale"*” chez des patients -
thalassémiques, nos travaux indiquent plutot une distensibilité carotidienne préservée
chez les souris B-thalassémiques. Ces différences des propriétés mécaniques artérielles
laissent entrevoir la possibilité d’un mécanisme distinct de remodelage vasculaire
entre les souris et les patients 3-thalassémiques. Mentionnons cependant que I’équipe
d’Ulger et al. rapporte une relation directe entre la rigidité artérielle aortique et la
charge de fer occasionnée par la thérapie transfusionnelle™®”. I.’absence de traitement
et conséquemment de surcharge de fer chez la souris B-thalassémique pourrait étre la

cause de cette divergence, toutefois cette contribution demeure a étre clarifiée.

6.2.2 Désordres circulatoires dans la B-thalassémie

Les phénomeénes thrombotiques combinés a une adhérence accrue des
érythrocytes et des monocytes/macrophages a ’endothélium vasculaire ainsi qu’une
dysfonction endothéliale vasomotrice suggerent Dexistence de perturbations
circulatoires dans la pathologie cardiovasculaire de la [-thalassémie. Nos travaux
corroborent cette hypothese en révélant une augmentation de la résistance
périphérique totale a I’écoulement sanguin chez la souris B-thalassémique en
comparaison avec le groupe de souris controle non-irradié. Cette altération était
également observée dans la circulation locale de la carotide et de I'aorte abdominale,
tel que démontrée par une augmentation des PI. Afin d’écarter I'influence des effets
de la greffe de CSH sur ces résultats, nous avons comparé les valeurs de TPVR et de
PI carotidiens et aortiques des souris homo-Bthal agées de 14 mois (transplantées
avec des CSH provenant de souris Hbb™"/™") avec celles des souris Hbb™ /™!, Te
Tablean A-I de 'annexe I rapporte cette comparaison et permet de constater 'absence

de différences entre ces résultats. De plus, la comparaison des résultats de PI de
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lartére carotide entre les soutis C57Bl/6] (non-irradiées), les souris contrdles
irradiées, et les souris [-thalassémiques (irradiés et générés par greffe de CSH)
confirment qu’il y a une augmentation plus importante de la résistance locale
carotidienne dans ce dernier groupe de souris (Annexe II, Figure 6.5).

D’autre part, la diminution de TPVR rapportée au chapitre 4 (Fig. 4.2B)
refléterait en réalité une augmentation moindre de cette résistance que celle des souris
controles irradiées, lorsque 'on compare aux TPVR des souris controles non-irradiées
(voir Fig.6.4, Annexe II). Cette observation pourrait s’expliquer par une différence
des mécanismes entrainant I'altération des propriétés hémodynamiques chez les souris
controbles irradiées et les souris B-thalassémiques. Tel que décrit a la section 6.1, les
souris controles irradiées subiraient des dommages vasculaires radio-induits qui
entrainent latrophie tissulaire par lintermédiaire de Iésions aux réseaux
microcirculatoires. Ces lésions, causées possiblement par I'apoptose des cellules
endothéliales des capillaires et petites artérioles, résulteraient en une raréfaction
microvasculaire et une obstruction progressive de la lumiere de ces vaisseaux irriguant
plusieurs organes, tels que le foie, les reins et le coeur @5 %% 529 Ces phénomeénes
seraient donc responsables de I'augmentation de la résistance périphérique. Selon
notre modele, proposé a la section 6.1.1, la souris -thalassémique bénéficierait des
effets protecteurs des substances produites en réponse a 'anémie, telles que FEPO et
le VEGF. Ce mécanisme serait responsable d’une réduction importante de I'incidence
de ces dommages microvasculaires radio-induits. Ainsi, I'altération des propriétés
hémodynamiques chez les souris B-thalassémiques serait principalement conséquente
a une interaction entre les mécanismes physiopathologiques décrits ci-dessus, soit la
dysfonction endothéliale, Tagrégation érythrocytaire, l'adhérence accrue des

monocytes/macrophages et érythrocytes a 'endothélium ainsi que la thrombose.
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Figure 6.2: Résumé des complications vasculaires de la 3-thalassémie.
L’excés de chalnes d’a-globine contenus dans les érythrocytes (-
thalassémiques entraine des dommages oxydatifs membranaires et une
perte de 'asymétrie de la répartition des phospholipides membranaires.
L’exposition subséquente des phosphatidylsérines (PS) peut expliquer en
partie adhérence accrue des érythrocytes a I'endothélium, activation
des monocytes-macrophages, 'agrégation érythrocytaire accrue et
I’hypercoagulation ainsi que la thrombose. I.’hémolyse intravasculaire des
globules rouges B-thalassémiques libére I’hémoglobine, I’hé¢me et
larginase érythrocytaire dans le plasma. Puisque TI'hémolyse est
chronique, i y a potentiellement une saturation des systemes
d’élimination intravasculaires de ces dernieres substances entrainant leur
accumulation. La présence d’hé¢me dans le plasma exerce des effets
oxydants sur les cellules endothéliales et peut conduire au
dysfonctionnement endothélial. e monoxyde d’azote (NO) est généré
par I'enzyme eNOS des cellules endothéliales a partir de la L-arginine.
L’hémolyse intravasculaire peut diminuer la disponibilité du NO soit
directement par sa réaction avec ’hémoglobine ou par la dégradation du
substrat L-arginine par l'arginase érythrocytaire. L’insuffisance de NO
peut conduire a Iactivation et I'agrégation plaquettaire et entrainer la
perturbation de la régulation du tonus vasculaire provoquant la
vasoconstriction.
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6.3 B-THALASSEMIE ET PATHOLOGIE CARDIAQUE

Le développement des désordres cardiaques chez les patients (8-
thalassémiques est généralement attribué a un mécanisme pathophysiologique
impliquant les effets compensatoires d’une anémie chronique combinée aux dépots

124264260 Notre étude de la

myocardiques d’excés de fer transfusionnel
pathophysiologie cardiovasculaire chez la souris 3-thalassémique non-transfusée, nous
a permis de proposer un mécanisme complémentaire de développement de la
pathologie cardiaque dans la B3-thalassémie. Ce modele, schématisé a la figure 6.4,

comporte deux composantes principales, soit I'effet direct de I'anémie chronique

additionné aux complications vasculaires décrites dans la section 6.2.

Dans la B-thalassémie, I'anémie chronique est occasionnée par un effet
combiné d’une érythropoiese inefficace, d’une élimination des érythrocytes reconnus
par les macrophages et d’'une hémolyse érythrocytaire persistante. Une conséquence
directe de cette anémie est une diminution de la capacité de transport de 'O, par le
sang résultant en une hypoxie tissulaire. Afin de compenser les défauts d’oxygénation
tissulaire, le cceur B-thalassémique est stimulé a élever son débit afin de tenter
d’augmenter le transport en O,. Puisque I'anémie occasionnée par la B-thalassémie est
de nature chronique, I'augmentation soutenue de la charge de travail cardiaque,
secondaire a Iétat de débit élevé, induit une hypertrophie. Nos résultats

d’échocardiographie, rapportés au chapitre 4, confirment wune importante

>
augmentation de la masse du ventricule gauche et du débit cardiaque chez les souris
B-thalassémiques et ce en I'absence de dépots myocardiques de fer. De plus, les
observations histologiques témoignent du développement d’un remodelage cardiaque
accompagné de fibrose interstitielle. Subséquemment, plusieurs facteurs sont
susceptibles d’entrainer une décompensation de la fonction cardiaque. D’une part, les
anomalies érythrocytaires conduisant a un état d’hypercoagulation et de dysfonction
endothéliale systémique peuvent altérer les propriétés hémodynamiques périphériques
et coronaires, ce qui contribue a limiter 'oxygénation du myocarde. D’autre part,
I’hémolyse chronique peut induire une augmentation du stress oxydatif qui contribue

a laltération de la fonction contractile des cardiomyocytes. Notre étude de la fonction

cardiaque confirme la diminution de la contractilité ventriculaire gauche chez les
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souris [-thalassémiques se traduisant par une altération de la fraction de
raccourcissement a 10 et 14 mois. L’ensemble de ces évenements peut conduire a la
progression graduelle de la décompensation cardiaque menant ultimement vers

I'insuffisance cardiaque.

Finalement, il est essentiel de noter que les travaux rapportés dans le présent
document étaient concentrés sur la structure et la fonction du ventricule gauche.
Cependant, plusieurs études suggerent 'implication de la dysfonction du ventricule
droit dans la cardiomyopathie B-thalassémique. En effet, une augmentation de la
résistance vasculaire pulmonaire, menant a hypertension pulmonaire et ultimement a
I'insuffisance du ventricule droit, était rapportée chez les patients atteints de B-

(133264, 267) T

thalassémie intermédiaire et majeure ’hypertension pulmonaire occasionnée

par la B-thalassémie est un processus multifactoriel pouvant impliquer les mécanismes

de wvasculopathie causés par DIhémolyse intravasculaire chronique et [Détat

(26

d’hypercoagulation 5270 De plus, d’autres mécanismes, tels que la myocardite et les

désordres valvulaires, peuvent également contribuer a la détérioration de la fonction

cardiaque dans la B-thalassémie!™" %%,
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6.4 PERSPECTIVES ET CONCLUSIONS

A ce jour, il parait évident que la [-thalassémie n’est pas caractérisée
uniquement par une anémie chronique mais plutoét par une pathologie systémique
secondaire aux anomalies érythrocytaires. Considérant la sévérité de la B-thalassémie
majeure, il est difficile de concevoir des études cliniques sans 'administration d’une
thérapie de transfusion. Classiquement, la charge de fer, occasionnée par ce type de
thérapie et par une absorption intestinale accrue, est considérée au centre de
Iétiologie cardiovasculaire B-thalassémique. Conséquemment, la majorité des études
cliniques et des stratégies thérapeutiques cardiovasculaires de la (-thalassémie se
concentrent sur la physiopathologie liée a la toxicité du fer. Néanmoins, les résultats
parfois peu concluants d’une réduction de la charge de fer myocardique sur la
fonction cardiaque des patients 3-thalassémiques®” indiquent la nécessité de préciser
les mécanismes additionnels impliqués dans le développement de la cardiopathie afin
de développer de nouvelles cibles thérapeutiques. L’utilisation d’'un modéle murin 3-
thalassémique non-transfusé a permis, dans le cadre de cette these, de faciliter
Pexploration de ces mécanismes pathologiques en conditions controlées permettant

ainsi de suggérer plusieurs cibles thérapeutiques complémentaires.

Une thérapie anti-oxydante semble envisageable puisque le stress oxydatif
représenterait a la fois une cause et une conséquence de I’hémolyse intravasculaire
dans la -thalassémie. La libération de fer par les chaines d’a-globine excédentaires
diminuerait le potentiel anti-oxydant a I'intérieur des érythrocytes 3-thalassémiques ce
qui accélérerait leur destruction. Le déversement du contenu érythrocytaire dans le
compartiment vasculaire pourrait contribuer a la formation d’especes réactives de

loxygéne. Les substances anti-oxydantes tels que la vitamine E?, les flavonoides

(273)
>

incluant la rutine, la curcumine et les polyphénols contenus dans les thés
pourraient non seulement protéger les globules rouges thalassémiques des dommages
oxydatifs mais aussi contribuer a la prévention d’évenements thrombotiques. Par
ailleurs, les thérapies combinées de vitamine E, substance protégeant de I'oxydation
lipidique, et d’un anti-oxydant protéinique tel que la N-acétylcystéine pourraient étre

plus efficaces dans le contrdle du stress oxydant”'". Des études supplémentaires sont
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requises afin d’évaluer I'effet de ces traitements sur la pathologie cardiovasculaire 3-

thalassémique.

De plus, laltération de la biodisponibilit¢é du NO semble une étape
importante dans la pathologie vasculaire occasionnée par la B-thalassémie, suggérant
ainsi un role potentiellement bénéfique des stratégies thérapeutiques permettant d’en
accroitre la synthése ou d’en diminuer la dégradation. I’hémolyse intravasculaire
entraine le décloisonnement de 'hémoglobine et de I'arginase érythrocytaire ce qui
peut contribuer directement et indirectement au déficit local ou général en NO. Une
supplémentation orale en arginine pourrait combler un possible déficit plasmatique en
L-arginine afin de rétablir indirectement la biodisponibilit¢é du NO. Kaul ¢z a/ ont
¢tudié cette voie thérapeutique dans un modéele murin de la drépanocytose, une

2
™ Teurs

hémoglobinopathie caractérisée également par une hémolyse chronique’
travaux démontrent plusieurs effets bénéfiques associés a une administration
alimentaire d’arginine, soit une augmentation de la biodisponibilité du NO, une
amélioration considérable de la fonction microvasculaire, ainsi qu'une diminution de
Ihémolyse et du stress oxydatif®””. Des substances permettant de diminuer
Iélimination du NO par I’'hémoglobine libre plasmatique pourraient également
démontrer un bénéfice thérapeutique. Les nitrites possedent non seulement la
capacité de générer du NO en réagissant avec la désoxyhémoglobine, mais ils
bloquent également la séquestration additionnelle du NO par ’'hémoglobine libre en
la transformant en méthémoglobine®”. Récemment, les résultats d’'une étude clinique
aupres de patients drépanocytaires suggerent que linfusion de nitrite de sodium
permet d’augmenter le débit sanguin local par l'intermédiaire d’une vasodilatation

potentialisée par I’hypoxie®™

. Ces composés ne représentent qu'un exemple de
traitements pouvant améliorer la biodisponibilit¢ du NO et indiquent la nécessité

d’évaluer leur efficacité thérapeutique cardiovasculaire dans la 3-thalassémie.

Finalement, nos travaux révélent des éléments intéressants concernant les
mécanismes de développement de lésions aux tissus sains induites par lirradiation.
Des études plus poussées permettraient de caractériser 'importance de 'EPO, du
VEGTF, ou d’autres substances potentiellement anti-apoptotiques ou angiogéniques

stimulées par I’hypoxie, dans la prévention des dommages tissulaires radio-induits.
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Ces connaissances pourraient contribuer significativement a 1’élaboration de
traitements de greffe de cellules souches hématopoiétiques utilisant lirradiation

comme pré-conditionnement médullaire.

En conclusion, les mécanismes physiopathologiques de la B-thalassémie
n’impliquent pas uniquement une anémie chronique combinée a une surcharge de fer
mais également une vasculopathie complexe initiée par les érythrocytes endommaggés.
L’ensemble des résultats présentés dans le cadre de cette thése contribue a améliorer
la compréhension du développement de la pathologie cardiovasculaire (-
thalassémique. Ces travaux démontrent la nécessité d’explorer des stratégies
thérapeutiques complémentaires et laissent entrevoir la possibilité d’améliorer la
qualité de vie des patients B-thalassémiques. L’évolution constante des options
thérapeutiques nous permet d’envisager que la tendance croissante de I'espérance de

vie de ces patients sera maintenue durant les années a venir.
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ANNEXE I

PERTINENCE DU MODELE MURIN HOMO—ﬁTHAL

Une évaluation comparative des valeurs des parameétres physiologiques et
cardiovasculaires étudiés dans ce travail a été effectuée entre des souris Hbb™ /™" (8-
thalassémiques non-transplantées) et homo-fthal (3-thalassémiques transplantées),
agées de 14 mois, afin d’écarter l'influence des effets de la greffe de CSH sur ces
parametres. Dans ensemble, les résultats hémodynamiques, échocardiographiques et

histopathologiques obtenus chez les souris homo-Bthal et Hbb™"/™"

montrent une
forte similarité (Tableanx A-I et A-II). Parmi les différences notables, mentionnons la

masse du ventricule gauche estimée par échocardiographie qui était 1.5 fois plus

élevée chez les souris Hbb™!/™ ! T.a masse de la rate des souris Hbb™/®! était

¢galement significativement plus élevée (2.4 fois). Il est compréhensible d’observer

une splénomégalie plus importante chez les souris Hbb™"/™*"!

, puisque contrairement
aux souris homo-fBthal, elles subissent les effets déléteres de la pathologie B-
thalassémique durant leur développement et leur croissance. Ceci pourrait également
expliquer une hypertrophie ventriculaire gauche plus importante dans ce modele de
souris. Cette analyse confirme la validité¢ de I'utilisation d’un modele murin homo-
Bthal pour I’évaluation de la physiologie cardiovasculaire dans la -thalassémie. Par
contre, tel que discuté, I'effet confondant de I'irradiation corporelle totale doit étre

considéré puisquiil difféere potentiellement entre le modele controle irradié et le

modele homo-Bthal.



XXxi

Hbb™ /™1 Homo-Bthal
(n=23) (n=19)

Poids (g) 26.3 £ 0.8 28.0 £ 0.9
TPVR (mmHg'min'mL™") 22*04 23%0.2
PI aortique 0.83 £0.03 0.82 £ 0.01
PI carotidien 0.87 £ 0.02 0.87 £ 0.02
MAP (mmHg) 87.7£19.3 84.7£3.9
HR (bmp) 509 £ 30 478 £ 10
CI (mL-min"-g") 1.17 £ 0.12 0.99 £ 0.07
ES (%) 269 £ 1.6 27.1£0.9
LV mass/BW (mg-g") 9.0£27 6.1 0.3
Dimensions cardiagues
normalisées
LVDd/BW (mm-g") 0.167 £ 0.019 0.152 £ 0.005
LVDs/BW (mm-g) 0.122 £ 0.015 0.108 £ 0.005
IVS/BW (mm-g™") 0.052 £ 0.007 0.046 £ 0.002
PW/BW (mm-g") 0.046 £ 0.005 0.038 £ 0.002

Tablean A-I : Comparaison des parameétres cardiovasculaires de souris
Hbb™"/™! (non-transplantées, n = 3) et homo-Bthal (transplantées,
n = 17). Les valeurs sont exprimées en moyennes * erreur-type. CI,
débit cardiaque normalisé; IS, fraction de raccourcissement; LV mass,
masse estimée du ventricule gauche; BW, masse corporelle; LVDd,
diametre interne du ventricule gauche en diastole; LVDs, diameétre
interne du ventricule gauche en systole; IVS, épaisseur du septum
interventriculaire; PW, épaisseur de la paroi postérieure. p < 0.05



XXxil

Ratio poids d’organe/

fA o (0 A 0
poids corporel (mg/g) Dépéts de collagene (%o) Dépots de fer (%)

Hbb™""™  Homo-fthal Hbb™"™'  Homo-fthal Hbb™"™'  Homo-fthal

(n=14) (n=273) (n=13) (n=15) (n=3) (n=5)
Coeur 10.7 = 0.8 8.8+0.5 8.0t+22 69103 0.21 +£0.13 0.12 £ 0.03
Rate 28.6 = 3.5 121+1.17 9.0 2.0 7.0+ 1.2 10.11 £1.92 17.68 £ 4.14
Poumon 6.2*0.3 8.3t 0.7 42+ 0.2 44+1.0 0.66 = 0.12 0.81 £0.22
Foie 57.0 £ 3.3 542+ 3.6 nd nd nd nd
Rein 7.8 0.8 11.7 £ 15 94 + 0.6 74+ 1.1 3.8+ 1.4 4.47 +1.46

Tablean A-II : Comparaison des résultats histopathologiques obtenus chez des souris Hbb™"/™! (non-transplantées) et
homo-Bthal (transplantées).  p < 0.01
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ANNEXE I1

RESULTATS COMPARATIFS ENTRE GROUPES DE SOURIS

NON-IRRADIEES ET IRRADIEES

Souris

non-irradiées

Soutis irradiées

Controle Controle
C57BL/6] irradié H"(‘;“;‘%t)hal
n=9) n=9)

Poids (g) 322+ 0.5 295+ 1.4 239 % 0.8
Ratio organe/

poids corporel

Coeur (mg/g) 6.27%0.2 52103 8.8+ 0.5
Rate (mg/g) 27+03 26%0.2 121+ 1.1
Poumon (mg/g) 58102 57104 83107
Foie (mg/g) 523 £ 1.2 46.2 £ 1.7 542 £ 3.6
Rein (mg/g) 74 +0.2 6.4=+0.2 117+ 15

Tablean A-I11 : Comparaison des résultats histopathologiques obtenus
chez des souris controles et B-thalassémiques ayant ou non subi

Iirradiation corporelle totale.
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Figure 6.4: Comparaison de la résistance périphérique totale (TPVR)
chez des soutis controles non-irradiées (C57Bl/6], n = 19), irradiées
(n = 18) et homo-Bthal (B-thalassémiques provenant d’une greffe de
CSH combinée a lirradiation) (n = 19) agées de 14 mois. p < 0.001
en comparaison avec groupe C57BI/6], Tp < 0.01 en comparaison
avec groupe controle irradié (ANOVA).

0.95 - 1
[ |
. 0.90 - M. S—
¥
£ 0.85 - 2
S
- 0.80 -
&
@ 075 -
& o070 -
L

-
0.00 _|/_‘__|_|:L|___|

C57Bl/B) Controle Homeo-Bthal
irradie
Figure 6.5: Comparaison de lindex de résistance de Pourcelot (PI)
chez des soutis controles non-irradiées (C57Bl/6], n = 19), irradiées
(n = 18) et homo-Bthal (B-thalassémiques provenant d’une greffe de
CSH combinée a Pirradiation) (n = 19) dgées de 14 mois. “p < 0.01 et
T5<0.01 (ANOVA).
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