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Résumé

L’IC cause un remodelage arythmogéne dans I’oreillette et le ventricule et des
différences ont déja été observées a certains points spécifiques. Cette étude porte sur
les différences auriculo-ventriculaires d’expression de génes, a différents tempé, dans
I’IC. Méthode: Trois groupes de 5 chiens ont été soumis & une VTP (240 bpm)
pend‘ant Oh (contrdles), 24-h et 2 semaines. A la fin de I’étude, I’ ARN des
cardiomyocytes auriculaires et ventriculaires a été analysé par puces d’ADN (>22
000 transcrits), confirmé par PCR en temps réel et Western Blot (génes sélectionnés).
Résultats : L oreillette démontre des changements dramatiques dans I’expression de
génes (1788 changés a 24-h et 2236 4 2-s). Ceux observés dans le ventricule sont plus
limités (52 & 24-h et 130 a 2-s). Les génes reliés a ’ECM, ADN/ARN, structure et
mobilité cellulaire et coagulation/inflammation ont démontré dans changements
marqués dans I’oreillette alors que ceux observés dans le ventricule sont reliés au
métabolisme et signalisation Ca®". ’importantes différences auriculo-ventriculaires
ont été observées au niveau basal (743 génes plus exprimés dans |’oreillette, 856 dans
le ventricule). Ce modéle a changé avec le temps, soit 1173 génes initialement
différents dans I’oreillette vs ventricule devenant égquivalents aprés 2-s VTP ; 576
génes initialement équivalents devenant différents aprés 2-s : 399 deviennet plus forts
“et 177 moins forts dans I’oreillette. Les résultats de Western Blot et PCR confirment
ceux des puces d’ADN. Conclusion: I.’IC induit par VTP entraine plus de
changements d’expression de génes dans I’oreillette que le ventricule ef al tére les
différences observées entre les deux chambres. Ces résultats sont révélateurs pour la

compréhension et la prévention du remodelage arythmogéne dans I’[C.

Mots clés : Insuffisance cardiaque, arythmie, oreillette, ventricule, expression, genes,

puces d’ADN, remodelage, fibrose, métabolisme.
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Abstract

Heart failure (HF) causes arrhythmogenic atrial and ventricular remodeling. We
previously observed marked left atrial (L A)-ventricular (LV) differences at some
specific points. This study assessed time dependent LA and LV gene expression
changes in HF. Methads: Three groups of 5 dogs were submitted to ventricular
tachypacing (VTP, 240 bpm) for 0 hrs (controls), 24 hrs or 2 wks. At end-study, RNA
was extracted from LA and LV cardiomyocytes and analysed by canine-specific
microarrays (>22,000 transcripts), confirmed by real-time RT-PCR and Western blot
assessment of selected genes. Results: LA showed dramatic gene expression
changes, with 1788 genes altered at 24-hr and 2236 at 2-wk VTP. LV gene changes
were more limited, with 52 changed at 24 hrs and 130 at 2 wks. Particularly marked
differences were seen in ECM genes; DNA/RNA genes; cell structure and mobility;
and coagulation/inflammation. Changes in LV were genes involved in Ca2+
signalling and metabolism. There was substantial atrial-ventricular differential gene
expression at baseline (743 genes significantly more expressed in LA, 856 in LV).
This pattern changed over time, with 1173 genes initially difterential in LA vs. LV
becoming equivalent at 2 wk VTP; and 576 genes initially equivalent becoming
differential at 2 wk VTP: 399 becoming stronger and |77 weaker in LA. RT-PCR and
Western blots confirmed microarray data. Conclusions: VTP-induced HF causes
dramatically more gene expression changes in LA than LV and dynamically alters the
LA-LV differential gene expression pattern. These results are relevant for

understanding and preventing arrhythmogenic remodeling in HF.

Key words: Heart failure, arrhythmias, atrium, ventricle, microarray, gene

expression, remodelling, fibrosis, metabolism.
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1. Introduction

1.1. L’insuffisance cardiaque

1.1.1.  Définition
Depuis plusieurs années, le fonctionnement du cceur a été défini, de maniére trés
générale, comme étant une pompe permettant la circulation du sang a travers le
systeme vasculaire. Il permet ainsi de procurer les nutriments et I’oxygeéne nécessaire
au bon foﬁctionnement des organes et de vidanger les déchets et le dioxyde de
carbone. Puisqu’il s’agit d’un syndrome et non d’une maladie, I’insuffisance
cardiaque est un terme général qui englobe plusieurs étiologies, mécanismes
pathophysiologiques et présentations cliniques qui entrainent une incapacité du cceur
a effectuer efficacement cette fonction de pompe et dont le cceur est la premiere

cause.” ™ Il en résulte une déficience a rencontrer les besoins métaboliques du corps.

La conceptualisation de la pathophysiologie de I’insuffisance cardiaque ne cesse
d’évoluer. Cette pathologie était autrefois considérée comme un simple probléme dii
au dysfonctionnement du ventricule gauche mais les recherches au cours des
derniéres décennies ont permis de constater qu’il s’ agissait en fait d’un syndrome
clinique d’une complexité trés élevée.'? L’insuffisance cardiaque est en fait un
syndrome qui peut étre causé par une multitude de facteurs étiologiques tel que
I’infarctus du myocarde, I’inflammation du myocarde, des mutations génétiques
entrainant une contractilité¢ cardiaque anormale, des valvulopathies cardiaques,

. . . . . . . 24
I’hypertension, des arythmies auriculaires et/ou ventriculaires et bien d’autres.
y s



Toutes ces pathologies agissent dans le développement de I'insuffisance cardiaque et
causent un remodelage ventriculaire important entrainant tout d’abord une
hypertrophie compensatoire et une dilatation des chambres causant une perte de force
de contraction considérable et diminuant la fraction d’éjection. De plus, tous ces
syndromes entrainent le développement de cercles vicieux ce qui fait en sorte que

I’insuffisance cardiaque entraine plus d’insuffisance cardiaque.

L’ insuffisance cardiaque congestive constitue une congestion circulatoire qui survient
en réponse a I'insuffisance cardiaque et a d’autres changements dans la circulation
périphérique, accompagné de ’activation du systéme nerveux sympathique et du
svstéme rénine-angiotensine. Ce syndrome s’accompagne généralement de signes
cliniques tels que la dyspnée, une grande fatigue, la tachycardie, I’aedéme pulmonaire

et bien d’autres. *

1.1.2. Classification de l'insuffisance cardiaque
La « New York Heart Association » a divisé I’insuffisance cardiaque en quatre
grandes classes selon son niveau de gravité. La classe 1 correspond aux patients
atteints de maladies cardiaques mais qui n’entrainent pas de limitation de leurs
activités physiques. La classe 2 englobe les patients dont ’activité physique est
légérement limitée par la maladie cardiaque. La classe 3 comprend les patients faisant
preuve d’une limitation marquée alors que la classe 4 est caractérisée par une
incapacité a effectuer n’importe quelle activité physique, méme trés simple, sans

inconfort. A ce stade, les symptomes de I’insuffisance cardiaque pcuvent étre présents



méme au repos.2™ Il existe de plus plusieurs types d’insuffisances cardiaques dont
trois catégories principales : 1a dysfonction systolique et diastolique, I’ insuffisance
gauche et ’insuffisance droite ainsi que le « backward » et le « forward heart

failure ».

1.1.2.1.« Backward » et « forward heart failure »
Tout systéme de pompe déficient peut faillir de deux maniéres : soit par un
remplissage inadéquat, soit par une éjection réduite. Deux théories ont été établies. Le
« backward heart failure » survient lorsque le ventricule est incapable de décharger
complétement son contenu augmentant le volume de fin de diastole. Habituellement,
le volume de fin de diastole augmente ainsi que la pression, suivi d’une augmentation
de la pression dans Poreillette du coté défaillant. Par la suite, I’oreillette se contracte
plus vigoureusement et la pression veineuse et dans les lits capillaires augmente,
entrainant une transudation des fluides des capillaires vers 1’espace interstitiel au
niveau des poumons, du foie, des tissus sous-cutanés et autres. Selon I’hypothése du
« backward heart failure », I’élévation du volume de fin de diastole dans le ventricule
gauche entrainerait une augmentation de la pression dans I’oreillette gauche puis dans
les veines pulmonaires et ainsi une transmission de cette pression dans la circulation
des artéres pulmonaires menant a I’hypertension pulmonaire et a une insuffisance du
cOté cardiaque droit. Une autre hypothése a ensuite été proposée, la « forward heart
failure » qui est reliée a une incapacité a délivrer efficacement le sang dans le systeme
veineux. Les principales manifestations cliniques reliés a cette hypothése seraient une

diminution de la perfusion des organes vitaux tel que le cerveau, les muscles



squelettiques et les reins menant ainsi a une confusion, a une faiblesse musculaire et a
la rétention d’eau et de sodium, augmentant le volume sanguin et entrainant ainsi une

surcharge au niveau de I’autre c6té du cceur.°

1.1.2.2. Dysfonction systolique et diastolique
Dans I’insuffisance ventriculaire, une distinction se fait au niveau de la dysfonction
systolique et diastolique relatant davantage 1’architecture ventriculaire que
I’hémodynamie systémique. Ces deux pathologies coexistent souvent chez un méme
patient. La dysfonction systolique décrit un ventricule large et dilaté dont le débit est
limité par une diminution de I’éjection. Elle présente souvent une augmentation du
volume de fin de diastole (« end-diastolic volume », EDV), une augmentation de la
pression en fin de diastole et un « stroke volume » normal ou légérement réduit. La
dysfonction diastolique représente un ventricule présentant souvent une hypertrophie
concentrique, dont la cavité est trés petite ou normale mais dont le remplissage est
limité. La dysfonction diastolique survient dans 40% des cas d’insuffisance cardiaque
et englobe les patients dont la fonction systolique est normale. Cette dysfonction
accompagne souvent des maladies mal contrdlées tel que I’hypertension. Les facteurs
contribuant a I’altération de la fonction diastolique sont I’hypertrophie, la fibrose,
I’ischémie et la surcharge. Les gens atteints de dysfonction diastélique présentent un

2-4-20

risque de mortalité moins élevé.



1.1.2.3. Insuffisance cardiaque gauche et droite
L’insuffisance cardiaque gauche et droite est directement en lien avec le cdté le plus
affecté du cceur. Puisque les deux cotés du ceeur font parti du circuit sanguin, il est
évident que I’un des c6tés ne peut pas pomper significativement plus de sang que
I’autre coté. Une insuffisance au niveau du ventricule gauche entraine & la fois un
engorgement du ventricule droit,.dﬁ a I’augmentation de la pression sanguine
pulmonaire mais peut aussi affecter le c6té droit du cceur via la pression exercée sur
le septum, particuliérement si le péricarde est intact. En clinique, I’insuffisance
gauche fait référence a des symptomes et des signes de pression élevée et de
congestion au niveau des veines et des capillaires pulmonaires. L’insuffisance droite,
quant a elle, est utilisée dans les cas présentant une pression élevée et une congestion
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au niveau des veines et des capillaires systémiques. <~ 0

1.1.3.  Incidence, pronostique et mortalité

Les maladies cardiovasculaires sont 1'une des plus fréquentes catégories de maladies
présentes au sein de la population mondiale. Aux Etats-Unis, prés de 80 millions
d’adultes (1 sur 3) sont atteints d’une des différentes formes de maladies
cardiovasculaires et prés de 900 000 personnes en meurent chaque année. En fait,
selon les données des 40 derniéres années, une personne sur 5 a des chances de
développer le syndrome de I’insuffisance cardiaque au cours de sa vie. Ces chances

doublent chez les personnes atteintes d’hypertension artérielle.



L’insuffisance cardiaque est un probléme majeur de santé public qui touche a elle
seule plus de 5,2 millions de personnes aux Etats-Unis. > L’incidence de cette maladie
varie de 1 & 5 cas par 1000 personnes par année (dont 75% présentent de
I’hypertension) et augmente de fagon considérable avec 1’dge pour atteindre 40 cas

par 1000 personnes par année chez les gens agés de plus de 75 ans.*?

L’insuffisance cardiaque est une maladie chronique qui peut évoluer sur plusieurs
années a partir d’un stade léger vers un stade sévére. Comme la plupart des maladies
cardiovasculaires, les hommes de moins de 75 ans sont plus susceptible d’en étre
atteint que les femmes alors qu’a partir de 75 ans et plus, ce sont les femmes qui en

sont le plus atteintes.

Entre 1994 et 2004, le taux de mortalité di a I’insuffisance cardiaque a augmenté de
28%.% Le taux d’hospitalisation pour I’insuffisance cardiaque a lui aussi augmenté au
cours des derniéres années se situant & environ 600 000 par année, soit le double de
I’ensemble des autres maladies cardiovasculaires. En fait, le taux d’hospitalisation a
augmenté de 159% aux Etats-Unis entre 1993 et 2003. L’insuffisance cardiaque
constitue la cause la plus fréquente d’hospitalisation des gens de plus de 65 ans aux
Etats-Unis. Cela engendre des coiits de soins de santé énormes dans ce pays
approchant les 38 billions de dollars US annuellement. * Malgré les avancements
iniéressants en recherche effectués au cours des derniéres années, 1’incidence de
I’insuffisance cardiaque ne cesse d’augmenter au Canada. Cela est en partie di au

vieillissement de la population et a I’augmentation de I’incidence de maladies



directement liées a I’IC tel que le diabete, ’hypertension et ’athérosclérose. De plus,
I’augmentation de I’incidence de I’'IC coincide avec la diminution du pourcentage de
mortalité chez les patients ayant subit un infarctus. Bien que la médecine aie
progressé et est maintenant plus en mesure de sauver les patients d’une crise
cardiaque, les dommages engendrés au myocarde demeurent et peuvent mener a long

terme au développement d’insuffisance cardiaque.

L’insuffisance cardiaque fait parti des maladies présentant une espérance de vie
considérablement écourtée. Chez les personnes atteintes d’insuffisance cardiaque,
20% des personnes mourront dans la premiére année, 80% des hommes et 70% des
femmes décéderons dans les 8 années suivant le diagnostic et seulement 15% des

femmes survivent plus de 12 ans.®

1.2. L’arythmie et insuffisance cardiaque

1.2.1.  Arythmies ventriculaires
Les arythmies ventriculaires sont généralement divisées en deux classes soit la
bradycardie, ou le cceur bat trop lentement (généralement moins de 50 battements par
minute) et son opposé, la tachycardie. La tachycardie peut étre causée par deux types
importants de dysfonction soit la premiére ou le cceur bat trop rapidement pour
permettre au cceur de pomper le sang normalement, ce qu’on appelle la tachycardie
ventriculaire. Cette vitesse €levée de battements, lorsque retrouvée seulement au
niveau du ventricule, vient du ventricule lui-méme. Cette arythmie, causant un

trouble de 1’éjection du sang, est promoteur de I’insuffisance cardiaque. La seconde



dysfonction est caractérisée par une dépolarisation des cardiomyocytes se faisant de
maniere désorganisée et empéchant la contraction significative du ventricule, ce
qu’on appelle la fibrillation ventriculaire. Cette perte de contraction significative

entraine la mort  moins d’étre arrétée immédiatement. 22

1.2.2.  Arythmies auriculaires

L’insuffisance cardiaque est I’une des causes cliniques les plus communes de
fibrillation auriculaire (FA), I’arythmie cardiaque soutenue la plus commune. La FA
se caractérise par un battement trés rapide de I’oreillette, soit généralement plus de
400 battements par minutes chez I’humain. Elle s’accompagne aussi d’activations
irréguliéres de I’oreillette et un manque de répétitivité du tracé de I’activité de

I’oreillette sur électrocardiogramme (ECG). Etant incapable de se rempliret/ouse

vider correctement, I’oreillette peut subir un important remodelage dit a une
augmentation du stress sur la paroi et une perte de contractilité contrélée. De plus, la
fibrillation auriculaire peut étre associée a de nombreuses complications sévéres telles
que des thromboembolies causées par le sang qui ne circule pas suffisamment au
niveau de I’oreillette. Parmi les complications possibles, on retrouve aussi des
palpitations, des douleurs a la poitrine et un souffle coupé. En plus de causer des
problémes auriculaires, la FA cause des problémes au niveau du ventricule entre autre
en empéchant le remplissage adéquat du ventricule dii a son désajustement dans la

vitesse et les temps de battements cardiaques, ce qui entraine aussi un manque au



niveau métabolique dans tout ’organisme vers lequel le sang est normalement pompé
par le ventricule. Ces facteurs pouvant eux méme causer I’insuffisance cardiaque, on
peut donc dire que I’insuffisance cardiaque peut causer la fibrillation auriculaire qui
peut a son tour causer I’insuffisance cardiaque. La fibrillation auriculaire serait
d’ailleurs I’une des principales causes du passage de I’insuffisance cardiaque
asymptomatique vers une symptomatique. 23420

Une étude de Li ef al a démontré la premiére évidence que I’insuffisance
cardiaque dans un modele canin induit par tachystimulation ventriculaire (VTP)
produit de la fibrose interstitielle au niveau de I’oreillette, ce qui produit un bris de
conduction et augmente la vulnérabilité a fibrillation auriculaire.* En fait, les patients
atteints d’insuffisance cardiaque ont six fois plus de chance de développer de la FA
par rapport aux autres, ce qui serait entre autre dit au développement de fibrose
interstitielle. La prévalence de la fibrillation auriculaire augmente avec le niveau de
progression de I’insuffisance cardiaque. Plusieurs études ont démontré que les
patients étant atteints d’insuffisance cardiaque sans fibrillation auriculaire auraient un
meilleur pronostique que ceux qui souffraient d’insuffisance cardiaque et de FA.
L’étude du remodelage physiologique et structurel de I’oreillette dans le cas des deux
pathologies, I'IC et la FA, démontre un développement important de fibrose,
d’activation neurohormonale, d’apoptose et de remodelage structurel important dans
les deux cas. Cependant, certaines €tudes ont démontré que contrairement a

P
el

. . . . . . . \ , . 4
I’insuffisance cardiaque, la fibrillation auriculaire serait tres souvent réversible.
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1.3. Différences auriculo-ventriculaires
Bien qu’ils fassent tous deux partie d’un seul et méme muscle, le cceur, les oreillettes
et les ventricules présentent un développement, une structure et une physiologie trés
différente. Le développement du cceur provient en fait d’une feuille du mésoderme
spécifique pour le développement cardiaque qui formera un tube linéaire. Chez la
souris, ¢’est apres 8 jours de développement que les ventricules et les oreillettes
commencent a se distinguer. La paroi de I’oreillette demeure mince, recevant le
retour veineux, alors que le ventricule commence a s’épaissir par hyperplasie et
hypertrophie, pour pomper le sang vers les artéres. " De plus, chacune de ses
chambres sont composées de cellules avec des caractéristiques structurelles,
fonctionnelles, métaboliques et électrophysiologique uniques. Au cours des derniéres
années, plusieurs études ont €té faites pour déterminer les différences entre les
oreillettes et les ventricules sains, autant chez les animaux que chez I’humain. Outre
les différences d’expression de I’ ANF et du BNP *' qui étaient bien connus, une
multitude de différences ont été¢ découvertes au niveau de I’expression des génes dans

I’oreillette et le ventricule sains.

L’expression de genes spécifiques a chaque chambre est critique pour le
développement normal et la fonction du muscle cardiaque. Tabibiazar ef al ont
démontré, en étudiant son profil transcriptionnel chez la souris, que le cceur présente
un motif d’expression des génes qui est spécifique a chacune des chambres. Selon
leur étude, plus de 2460 génes présentent un niveau d’expression plus élevé dans

oreillette alors que 2970 le sont dans le ventricule. Parmi ceux davantage exprimés
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dans oreillette figurent des génes encodant pour ; des génes cytosquelettiques tel
que la myosin light chain spécifiques aux oreillettes (Myla, MLC 1a), la régulatrice
A (MLC 2a); des protéines reliées a I’actine; des facteurs de transcription tel que les
« LIM proteins », des pfotéines riches en cystéine, et la protéine « dickkopf homolog
3 »; des molécules de la matrice extracellulaire tel que VCAM et « EGF containing
tubulin »; des protéines reliées a la croissance tel que la cyclin 1, I” «insulin-like
growth factor binding protein 6 », les protéines d’arrét de croissance 1 et 6; ainsi que

plusieurs ESTs et autres génes non caractérisés. °

Au niveau des ventricules, les génes présentant une expression plus forte que dans les
oreillettes sont des représentants de catégories similaires a ceux des oreillettes. Ii
s’agit en fait des geénes tel que la myosine ventriculaire Myosin light chain-1V et la
myosin light chain, plusieurs tropomyosines, des isoformes de |’actine et de la
myosine incluant 1’ alpha-actin cardiaque, la myosine Ib et X. De plus, plusieurs génes
spécifiques aux myocytes sont plus exprimés dans les oreillettes que dans les
ventricules tels que des protéines contenant des domaines LIM comme la Elfin et la

« four and half Lim domain 2 ». Des différences ont aussi été remarquées au niveau
de génes impliqués dans le transport du sodium et du potassium (Na/K ATPases),
dans le métabolisme du calcium (SERCAs), dans le métabolisme énergétique et

plusieurs protéines de la matrice. >’

Une étude effectuée par Tsubakihara ef al a démoniré des résultats semblables chez

I’humain. Bien que le pourcentage de génes différemment exprimés soit nettement
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inférieur (1% seulement), plusieurs geénes aussi démontrés dans d’autres études ont
été relevés tel que des genes encodant pour la régulation intracellulaire du calcium,
pour la production d’énergie, pour la transcription et la traduction ainsi que des
protéines du cytosquelette comptant parmi les 38 protéines dénombrées. De plﬁs, les
mémes isoformes de myosine, soit MLLC-2a, MLLC-1a et MLLC-2 (20kDa) ont
démontré un plus haut taux d’expression dans I’oreillette alors que les isoformes
MLC-1v et MLC-2-cardiac slow I’étaient davantage au niveau des ventricules. Ces
résultats ont aussi €été confirmés en grande partie par une étude de Zhao et al lors de

I’analyse génomique de I’oreillette et du ventricule.'®"’

L’étude de Barth er al a présenté des résultats bien différents chez 1’humain de ceux
de Tsubakihara au niveau quantitatif. Cette €tude a comparé, par puces d’ADN,
I’expression des génes de I’oreillette droite et du ventricule gauche. En effet, sur 11
740 génes détectés, 6274 (53%) ont présenté une différence de niveau d’expression
dans I’oreillette par rapport au ventricule. Plus précisément, 3300 étaient plus
gg(primés dans I’oreillette et 2974 dans le ventricule. Selon cette étude, les génes
reli€s aux transcrits mitochondriaux et ribosomaux ainsi que les membres des
familles des protéasomes et des cytochromes sont plus exprimés dans les ventricules
alors que ceux reliés a I’appareil de Golgi et aux vacuoles le sont davantage dans les
oreillettes. ® Cette étude a aussi confirmé en bonne partie les résultats obtenus par

Tabibiazar. °'®
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1.3.1.  Les protéines de transcription et le développement

Les différences dans 1’expression des geénes, régulées par des facteurs de
transcriptions développementaux, sont importantes pour le mouvement cellulaire et la
réponse locale aux signaux d’induction. D’importantes découvertes ont été faites ces
derniéres années et ont permis de documenter 1’expression de facteurs de
développement critiques dans le tissu cardiaque humain. Par les découvertes faites
lors de I’étude du profil transcriptionnel du cceur sain, Tabibiazar ef al ont pu faire
d’importants liens entre les facteurs de transcription régulant le développement
spécifique des différentes chambres et la définition des aspects contractiles et de
I’appareil cytosquelettique, de la fonction des canaux ioniques, du métabolisme
énergétique et des propriétés électrophysiologiques. Ils ont donc proposé un
paradigme de réseaux de régulation de la transcription qui maintiendrait les propriétés
spécifiques a chacune des chambres cardiaques. Ils suggerent entre autre un
important role de la protéine Dkk3, un antagoniste de la signalisation wnt, qui est
fortement présente dans 1’oreillette alors qu’elle est trés peu exprimée dans le
ventricule, ce qui suggére qu’elle jouerait non seulement un rdle important dans le
développement mais aussi dans le maintien de certaines fonctions cardiaque
spécifiques aux oreillettes, qui ne sont pas retrouvées dans les ventricules.
Contrairement a ce qui est retrouvé dans I’oreillette, la voie de signalisation wnt serait
activée dans le ventricule par de hauts niveaux de Dvl1, ce qui permet de croire que la
voie wnt aurait aussi un role important dans le maintient des fonctions spécifiques du

ventricule. Les médiateurs de la voie wnt agissant treés souvent en combinaison avec
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d’autres voies de signalisation tel que les protéines LIM (incluant les protéines
Cipher, MLP, FHL2, Elfin et CRP1 et 2) et le profil unique d’expression selon les
chambres de protéines LIM et de protéines qui y sont reliées renforcent aussi la
théorie mettant en évidence I'importance du réle de la modulation des facteurs de
transcription dans le maintient des propriétés spécifiques et distinctes des oreillettes et

des ventricules. '

De maniére similaire, Barth et al ont découvert que plusieurs génes de la voie WNT,
incluant « dishevelled 1 »(DVL1) et la « four-and-half LIM domains 2 » (FHL2)
étaient principalement exprimés dans les ventricules alors que les inhibiteurs de cette
méme voie, tel que dickkopf-2 et 3 (DKK2 et DKK3), étaient prédominants dans les
oreillettes.'® Tel que suggéré par Tabibiazar ef al , la voie de signalisation WNT
serait opposée par DKK3 dans I’oreillette alors qu’elle ne trouverait aucune
opposition et serait méme stimulée dans le ventricule par DVL1.>' Par contre, la
majorité des facteurs de transcription impliqués dans le développement cardiaque ne

‘ . i~ 17-18
miontrent pas d’expression spécifique pour I’une ou I’autre des chambres.'’
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Figure 1. Réseau de régulation de la transcription reliant le développement
cardiaque et I’expression des génes des chambres cardiaques proposé par
Tabibiazar et al .

1.3.2.  Signalisation du Ca**

Le calcium joue un réle crucial dans la régulation du processus de contraction-
relaxation du muscle cardiaque. Les détails de I’association du flux d’ions calciques a
la contraction musculaire ne sont pas encore parfaitement connus mais voici les

découvertes et hypothéses bien acceptées a ce jour. 2

Une petite quantité d’ions calciques pénétrent et quittent le cardiomyocyte durant

chaque cycle cardiaque alors qu’une beaucoup plus grande quantité entre et sort du
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réticulum sarcoplasmique (SR) dans la cellule. Chaque vague de dépolarisation
traverse les tubules T et ouvre les canaux calciques de type L (L-type calcium
channels) qui se situent prés de la citerne terminale du SR. Prés de ce méme endroit
sur le SR se retrouvent les récepteurs ryanodine (RyR) qui font un lien entre le SR et
les tubules T et forment un macrocomplexe de quatres RyR appelé “pied”, qui
| constitue un canal calcique simple. Lors de la dépolarisation, les canaux calciques de
type L sont activés et s’ouvrent pour permettre ’entrée de calcium qui ira se lier aux
RyR. Cette liaison entrainera un changement conformationnel qui permettra
I’ouverture du canal calcique formé par les RyR et entrainera le relachement de

calcium a partir du SR.

La triadine est une protéine transmembranaire majeure dans le SR qui forme un
complexe quaternaire avec les récepteurs ryanodine, la junctin et la calsequestrin,
protéine qui lie le Ca**entreposé dans le SR. *° La triadine est responsable de

|” arrimage de la calsequestrin au SR permettant le couplage fonctionnel avec le
récepteur ryanodine. Une altération de I’affinité du complexe troponin (Tn) (Tn-I,
Tn-C, Tn-T) pour le Ca®" controle aussi la réponse contractile du muscle cardiaque.
Une augmentation dans I’affinité du calcium augmente la tension développée durant
la systole ce qui entraine une difficulté pour le ceeur de relaxer et vice versa. TN-1
régule les interactions entre [’actin et la myosin, TN-C posséde 2 sites de liaison pour

le Ca®* et Tn-T se lie au complexe Tn 4 la tropomyosine.
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Les Ca”" entrent dans le SR par Iactivité de pompes calciques appelées SERCA.
Plusieurs isoformes de cette protéine existent mais la forme dominante dans le cceur
est la SERCA2a. Cette pompe ATPase transporte deux ions calciques par molécule
d’ATP hydrolysée et permettra I’accumulation de calcium dans le SR.
Phospholamban agit comme un inhibiteur de SERCA. Sous sa forme déphosphorylée,
il inhibe I’activité de SERCA par sa charge positive alors que sous sa forme
phosphorylée, I’inhibition du canal est levée. Deux protéines majeures sont
impliquées dans la phosphorylation de phospholamban, soit PKA en réponse 4 la
stimulation béta-adrénergique et I’AMP cyclique (AMPc) et I’autre par la
calmoduline et sa liaison au calcium. Ces deux protéines kinases ont deux sites
distincts de phosphorylation sur phospholamban et leur effet est additif bien que la
phosphorylation par PKA demeure la forme d’activation principale. Ainsi, une
augmentation de la vitesse d’entrée du calcium dans le SR augmente la rapidité de la

. . -10-11-12
relaxation musculaire. 2

L’étude de Tsubakihara ef a/ a démontré que le niveau d’expression de SERCA était
preés de deux fois plus €levé dans les oreillettes que dans les ventricules alors que
phospholamban, Tn-T, la calsequestrin et la triadine présentaient un niveau
d’expression moins élevé dans le ventricule. Des résultats similaires ont aussi été

- . 14-1
obtenus chez la souris et le rat dans d’autres études. >

Le calcium entré dans le SR est entreposé jusqu’a la prochaine reldche. Deux

protéines de stockage hautement chargées, la calsequestrin (dans le SR longitudinal)
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et la calréticuline (dans le SR jonctionnel), se trouvent dans une partie du SR prés des
tubules T. Le calcium stocké qui se lie 4 ces protéines demeure disponible pour la
prochaine décharge a travers les canaux de reladche de calcium (RyR). Certaines
études suggérent que la calséquestrin ainsi que deux protéines membranaires, la

triadine et la junctin, aideraient & réguler ’activité des RyR.*'*"! I-12

Pour balancer I’entrée de calcium qui survient dans les cellules cardiaques a
chaque dépolarisation, une quantité similaire de calcium quitte la cellule par I’un des
deux procédés suivants. 1) Par les pompes Ca/Na ATPases, chaque molécule de
calcium est échangée contre 3 molécules de sodium ou 2) par la pompe Ca-ATPase
du sarcolemme qui peut transférer le calcium contre un gradient de concentration. Les
pompes Ca/Na ATPases échangent le calcium selon le potentiel membranaire et la
concentration de sodium et de calcium des deux c6tés du sarcolemme pour rétablir

I’équilibre.?
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Figure 1, Signalisalion du calcivm daos le muscle cardiague. Les twbules T et 25 canaus
caloiques de type L répondent 3 la dépolarisation en faisant entrer une petite quantité de Ca®* qui ira
activer les RyR ot permetire la reldche de Ca®” du SR entrainant la contraction musculaire. Le Ca®* sera
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prochaine contraction. Figuse adaptée de Berridge et af "
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Dans I’insuffisance cardiaque, I’altération du couplage d’excitation-
contraction joue un role trés important. Il est maintenant prouvé qu’un déséquilibre
dans la signalisation du calcium perturbe la fonction contractile du myocarde. L une
des conséquences d’une anomalie dans la signalisation du calcium est la relation
force-fréquence. Dans le cceur normal, la force de contraction et le niveau de tension
développé augmentent selon la fréquence de stimulation. Dans le cceur insuffisant, on
peut observer une diminution de ’activité de la pompe SERCA (Ca/ATPase)
responsable de la réentrée du calcium dans le SR. Le cycle d’entrée et de sortie du
calcium du SR vers le cytoplasme est donc perturbé et cela entraine une importante
diminution de la réponse force-fréquence. Puisque 1’activité des pompes SERCA est
elle méme modulée par plusieurs protéines, on se doute que des altérations dans
I’expression ou ’activité de ces protéines peuvent elles aussi étre affectées. Ainsi,
certaines études ont prouvé que le niveau d’expression et de phosphorylation de
phospholamban étaient diminués dans certains cas d’insuffisance cardiaque. Le
nombre de RyR, constituant les canaux de relache calcique, présente des niveaux
d’expression inférieurs a la normale dans certains cas d’insuffisance cardiaque alors
qu’on observe aussi une hyperphosphorylation des la protéine kinase A, responsable
de la phosphorylation des RyR, ce qui entraine une fuite importante de Ca®" a partir
du SR vers le cytoplasme. Cette fuite réduirait le niveau sarcoplasmique de calcium,
le réentrée de calcium ainsi que la relache de calcium vers le cytoplasme. A ’opposé,
certaines études ont démontré une augmentation du niveau d’ARNm et de protéines
d’échangeurs Na'/Ca®". On croit que cela pourrait &tre un effet compensatoire de la

diminution du niveau de SERCA afin de permettre la sortie du calcium du
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cytoplasme. Pour ce qui est des protéines de stockage de calcium tel que la
calsequestrin, plusieurs études ont démontré que leur niveau n’était pas modifié dans

les cas d’insuffisance cardiaque %112

D’importantes différences dans I’expression de protéines reliées a la
signalisation ont été notées dans I’oreillette et le ventricule. Entre autre, il a été
suggéré que la durée de la contraction serait plus courte dans I’oreillette versus le
ventricule. Cela serait di & I’effet combiné d’un niveau plus bas de phospholamban et
plus haut de SERCA dans ’oreillette que dans le ventricule. Un ratio plus bas de
phospholamban / SERCA méne a une diminution de I’inhibition de SERCA et
augmente la prise de calcium accélérant ainsi le phénoméne de relaxation-contraction
dans I’oreillette par rapport au ventricule. '"76 D’ autres protéines telles que la
calsequestrin et certains RyR semblent étre exprimés de maniére équivalente dans les
deux chambres et leur expression ne serait pas modulée par le développement de
fibrillation auriculaire. ' Par contre, la présence de FA a été associée avec certains
changements dont entre autre la diminution de pompes Ca®*/ATPase du réticulum
sarcoplasmique et de canaux calciques de type L qui pourraient jouer un role

important dans la perturbation du cycle calcique dans la FA. 477747

1.3.3.  Métabolisme
La multitude de classes fonctionnelles exprimées différemment dans les oreillettes et

les ventricules procurent les bases pour la spécialisation physiologique des différentes
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régions cardiaques au niveau transcriptionnel, relatant les capacités fonctionnelles a

exprimer différemment des classes de génes.'®

Le cceur est un organe aérobique ayant de grands besoins €nergétiques. L’énergie est
nécessaire pour la contraction myofibrilaire et pour la relaxation, pour la réentrée de
Ca® dans le SR et pour la restoration de la concentration des ioﬁs. Dans
Pinsuffisance cardiaque, le lactate est une source plus importante pour la génération
d’énergie que dans le coeur normal.”! Plusieurs études se contredisent sur le fait que la
phosphorylation oxidative mitochondriale est modifiée ou non dans le cceur
insuffisant. Bien qu’une altération de la chaine oxydative ne soit pas
automatiquement retrouvée dans tous les modeles d’insuffisance cardiaque, on sait
par contre que défaillance du métabolisme cardiaque entraine le développement
d’insuffisance cardiaque en diminuant la force d’éjection du ventricule. Au centre de
cette dysfonction se retrouve I’incapacité de la mitochondrie a subvenir aux besoins
énergétiques du cardiomyocyte. La production d’ATP par la mitochondrie est en fait
utilisée a 75% pour la contraction musculaire et a 25% pour le maintient de
’homéostasie iohni.que. Bien qu’on comprenne relativement bien |’ utilisation de
I’ATP par la cellule, les mécanismes menant a une dysfonction de la chaine
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respiratoire sont encore mal connus.

Les cytochromes situés dans la membrane mitochondriale interne sont des
constituants de la chaine respiratoire qui couplent I’oxydation a la synthése d’énergie

chimique. Il a été reporté que dans des cas de cardiomyopathie dilatées, le niveau de
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cytochrome a était diminué alors quand dans des mitochondries de cceurs insuffisants,
on observe une diminution de la consomrﬁation d’oxygéne durant la phosphorylation
active et un taux réduit d’activité respiratoire liée a la nicotinamide adénine di
nucléotide réductrice (NADH).*>**?* Ces observations jumelées a d’autres soulevent
I’hypothése que I’insuffisance cardiaque pourrait étre due a une incapacité de la
phosphorylation oxidative a subvenir aux besoins en €énergie de la contraction
musculaire. Katz a proposé que les anormalités mitochondriales pourraient étre dues
a des dommages structuraux et résulter en une diminution de la disponibilité de
phosphates riches en énergie, contribuant ainsi au développement d’insuffisance

cardiaque.

Dans le modéle canin d’insuffisance cardiaque, le niveau d’ATP et le niveau total
d’adénine nucléotides (ATP, ADP, AMP), de créatine kinase et la concentration de
créatine phosphate ainsi que le ratio CrP/ATP est nettement dimihué. D’un autre coté,
le ratio ATP/AMP, et ATP/ADP sont maintenus pendant que la quantité totale d’AxP
est maintenue. La synthése et I’utilisation d’ATP sont toutes les deux diminués. Ces
observations permettent de croire que I’insuffisance cardiaque pourrait étre causée
par une diminution des réserves d’énergie ou du moins une diminution que la

diminution des réserves d’énergie contribue au développement d’IC. 2!

Parmi les acteurs du métabolisme cardiaque, I’enzyme créatine kinase (CK) agit en
catalysant le transfert de phosphate riche en énergie de I’ATP vers la créatine pour

former la phosphocréatine et I’ADP. La phosphocréatine est une molécule plus petite
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que I’ATP qui diffuse de la mitochondrie vers les myofibrilles, oil.la créatine kinase
myofibrilaire catalyse la formation d’ATP a partir de la phosphocréatine. La fonction
la plus importante de la CK est qu’elle agit comme tampon d’énergie, permettant de
maintenir des réserves riches en énergie sous forme de phosphocréatine, qui pourra
étre utilisée lors de grands besoins en énergie pour la synthése d’ATP. Plusieurs
isoformes de la créatine kinase existent, soit la CK-M, la CK-B et la CK-Mi.
L’enzyme sous forme active est présentée sous forme de dimere.

Une perte d’activité de la créatine kinase entraine une perte important de réserves
d’énergie et de la capacité de production d’ATP. Cette anormalité métabolique
contribuerait grandement a la dysfonction contractile. Le ratio phosphocréatine : ATP
pourrait étre prédicteur de la mortalité reliée aux maladies cardiovasculaires.”

Le besoin énergétique du ventricule domine ’expression des genes métaboliques et
mitochondriaux dans le myocarde ventriculaire puisque la phosphorylation oxidative
mitochondriale procure la majorité de I’énergie nécessaire pour la génération de la
force. De maniére intéressante, la sous-représentation des procédés métaboliques dans
I’oreillette semble étre le résultat d’une inhibition régionale-spécifique active des
procédés métaboliques. Cela serait entre autre da a la surexpression d’un groupe
fonctionnel de « régulation négative du métabol‘isme » dans I’oreillette. Ce groupe
comprend plusieurs facteurs de transcription, incluant des zinc finger proteins et les
facteurs «kruppel-like», autant que des membres des voies de signalisation tel que le
«tumor necrosis factor-alpha-induced protein 3», le «transforming growth factor-beta

inducibley, le «early growth response 1», le régulateur négatif du récepteur
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prostaglandine F2. Cela lie probablement I’inhibition transcriptionnelle du
métabolisme au TNF-alpha, TGF beta et a la signalisation prostaglandine dans

oreillette.'®
1.3.4.  Mort cellulaire

L’apoptose est I’une des deux formes de morts cellulaires et constitue un important
déterminant du remodelage cardiaque, I’autre étant la nécrose. La nécrose survient
lorsque le myocyte est privé d’oxygeéne ou d’énergie, menant a une perte de
I"intégrité de sa membrane, I’influx de fluides extracellulaires et la reldche d’enzymes
protéolytiques ce qui méne a la rupture cellulaire. Cette forme de mort cellulaire est
présente dans les maladies cardiovasculaires telles que les infarctus du myocarde et
les cardiomyopathies dilatées. En contraste avec la nécrose, ’apoptose est un
processus dépendant de I’énergie dans laquelle la mort cellulaire est programmée par
des génes précis menant a I’activation d’une cascade qui cause la dégradation de
l’A]V)N. Plusieurs facteurs impliqués dans ’activation de ces cascades sont présents et
parfois méme augmentés dans I’insuffisance cardiaque, incluant les catécholamines
agissant a travers les récepteurs beta-adrénergiques™*"%, I’angiotensine 11%, le

NO?!, p53*%et les cytokines inflammatoires.

Cette mort cellulaire, par la perte de cardiomyocytes, contribue a la perte de Lissus
contraclile qui entraine une hypertrophie compensatoire des cardiomyocytes et laisse

place au développement de fibrose de remplacement. Ces trois facteurs constituent
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des aspects importants du remodelage cardiaque impliqués dans I’insuffisance
cardiaque.25 L’étude de Hanna ef al montre une plus grande mort cellulaire au
niveau des oreilleﬁes que des ventricules. Dans I’étude de Barth, ils ont observé que
la classe fonctionnelle des genes reliés a la mort cellulaire est plus exprimée dans les
oreillettes que dans les ventricules, ce qui pourrait entrainer une plus forte
susceptibilité du myocarde auriculaire a subir la mort cellulaire programmée et

identifie plusieurs voies apoptotiques spécifiques aux différentes chambres.'®
1.3.5.  Fibrose et matrice extracellulaire

Les propriétés structurelles du ventricule et de ’oreillette ne sont pas uniquement
régient par leur composition cellulaire mais aussi par des tissus connectifs
interstitiels. Dans le cceur, ces tissus sont riches en collagéne de type I et de type IlI,

en protéoglycans tel que la fibronectine, et plusieurs facteurs de croissance tel que le

TGFp. 3+

Au site de blessure au niveau du tissu myocardique, le TGFB1 est reladché par les
plaquettes et par les cellules inflammatoires telles que les macrophages. Le TGFB1
latent se lie localement a la matrice extracellulaire et peut étre activé aprés une
blessure. Cette molécule agit comme chemoattractant pour les neutrophiles, les
cellules T, les monocytes et les fibroblastes. En ce déplagant vers la région affectée,

ces cellules deviennent activées au fur et 4 mesure que la concentration locale de
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TGFp1 augmente. Les monocytes recrutés sécrétent les facteurs de croissance des
fibroblastes, le TNF-o (tumor necrosis factor o) et I’interleukine-1 (IL-1), et les

fibroblastes augmentent leur synthése de protéines de la matrice extracellulaire tel
que le collagene, la fibronectine et les protéoglycans. Le TGFB1 inhibe de plus la

syntheése de métalloprotéases (protéases de la matrice extracellulaire, MMPs) et

stimule la synthése d’inhibiteurs de protéases, les TIMPs (tissue-inhibitor
metalloproteases). Le TGFB1 a donc pour effet d’augmenter la synthése de la matrice
extracellulaire en plus de diminuer sa dégradation. Le TGFB1 augmente de plus
I’expression de récepteur d’intégrine situés a la surface cellulaire ce qui fait en sorte
que les interactions entre les €léments de la matrice et I’assemblage de la matrice sont
tous deux augmentés. Le TGFB1 se lie de plus aux protéoglycans de la matrice
extracellulaire ou pres de la surface cellulaire et cette liaison permet de terminer la
production de TGFB1 lorsque la réparation tissulaire est compléte.”>>* Lors de
blessures répétitives, il y a une auto-induction continue du TGFp1 menant ainsi a une
surproduction de TGFB1 et a une production continue de matrice extracellulaire et de
fibrose tissulaire, ce qui est en fait un exces pathologique de réparation tissulaire. Ce
phénomene de surexpression de TGFp a d’ailleurs été observé chez des humains et
modéles animaux atteints de fibrillation auriculaire.* Cette surproduction de TGFpP1
surpasse le signal d’arrét de production et crée ainsi un cercle vicieux de production
de TGFPB1 menant a une croissance continue de fibrose. Cette fibrose myocardique
est probablement I’un des plus importants procédés biologiques dans le remodelage

structurel dans I’insuffisance cardiaque et les arythmies cardiaques. Le collagéne de
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type I, plus rigide que celui de type III qui est davantage élastique, est davantage
présent et méme remplace le collagéne de type II1 dans la fibrose, augmentant la
rigidité de la paroi du cceur. De plus, cette synthése de fibrose entre les cellules peut
générer des arythmies cardiaques en entrainant des bris de conduction entre les
cellules cardiaques et ainsi, une hétérogénéité électrique dans le muscle cardiaque.””
2 Ainsi, la fibrose agit dans I’insuffisance cardiaque entre autre de deux maniéres,
soit en agissant comme promoteur d’arythmies cardiaques et entrainant une
diminution de la force musculaire par la modification de la rigidité et la composition
de la paroi musculaire. Il existe en fait deux types de fibroses, soit la fibrose
réparatrice et la fibrose réactive. La fibrose réparatrice se forme en remplacement de
perte de tissus myocardique di a la nécrose, et est interstitielle. Contrairement a cette
derniére, la fibrose réactive est observée en absence dé perte cellulaire et survient en
réaction a [’inflammation et de fagon périvasculaire. Elle s’étend par la suite dans les
espaces interstitiels avoisinants. Ces deux formes de fibroses coexistent dans le

remodelage de I’insuffisance cardiague.>?%*

Plusieurs stimulis ont été suggérés comme augmentant le niveau de tissus fibreux
dans le cceur insuffisant. Outre le TGFB 1, ’angiotensine II agit comme autre forme
de stimulus. Ce peptide agit directement sur la fibrose et régule indirectement le
niveau de TGFP1 qui agit sur la réparation tissulaire. L’aldostérone, un stéroide dont
la production est stimulée par le systéme rénine-angiotensine, jouerait un rdle majeur

dans le développement de matrice extracellulaire. 26~
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En plus du TGFB L, du collagene et de la fibronectine, d’autres protéines jouent un
role important dans le remodelage autant normal que pathologique de la matrice
extracellulaire. 11 s’agit des métalloprotéases de la matrice (MMPs) et de leurs
inhibiteurs tissulaires (TIMPs). Les MMPs constituenti une famille de plus de 20
enzymes qui se divisent en deux types : celles sécrétées I’espace extracellulaire sous
forme latente de proMMP et celles qui sont liées a la membrane. Des protéines sérine
protéases sont responsables de I’activation des proMMPs par clivage. Ces protéases
activées se lient ensuite spécifiquement a des protéines de la matrice extracellulaire
tel que le collagéne. Par exemple, la MMPI1 est une collagenase et la MMP2 et

MMP9 sont des gélatinases.

Les TIMPs agissent comme inhibiteurs des MMPs par différents mécanismes
&’action en se liant & un ratio de 1 TIMP pour 1 MMP. Certains agissent en se liant
aux pro-MMP ou aux MMP membranaires et peuvent avoir un effet proactivateur sur
certaines MMPs. Par exemple, le complexe TIMP-2/MMP membranaire aurait pour
effet de faciliter I’activation de la proMMP2. En plus de se lier aux MMPs, les
TIMPs auraient aussi un effet sur la croissance cellulaire et sur le métabolisme
cellulaire. Chez les patients atteints de cardiomyopathies, les gélatinases MMP2 et
MMP9 ainsi que d’autres MMPs ont souvent été identifiées comme étant
surexprimées et suractivées par rapport au cceur normal. Elles contribueraient
grandement au remodelage de la matrice extracellulaire en dégradant les composantes

de la matrice et de la membrane basale ef @/ térant I’adhésion du myocyte a la
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membrane basale.®* Ceci ménera a une perte locale de continuité de myocytes avec la
matrice extracellulaire et diminuera ainsi la capacité a correctement transmettre la
contraction musculaire. *° Il a aussi été démontré qu’une augmentation de I’activité de
de I’expression des MMPs agissait comme pro-fibrotique et qu’une inhibition a long

terme des MMPs pouvait supprimer la fibrose cardiaque. %

L’étude de Barth ef a/ 4 démontré qu’une majorité des transcrits de collagéne testés
étaient plus exprimés dans I’oreillette droite que le ventricule gauche sain. De plus, le
niveau basal de TGF-betal est significativement plus élevé dans les oreillettes et une
série de facteurs profibrotiques ont aussi été retrouvés en plus grande quantité. Tous
ces génes suggerent que |’oreillette aurait une prédisposition pour le remodelage de la

. .
matrice extracellulaire.'®
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Table 1. Liste de MMPs répertoriés chez ["humain et leurs substrats.

Activité
enzymatique MMP ‘Substrats
Collagenase
g‘gfl‘:g“;g;;’ MMP-1  (Collagénes I, IL, IIT, VII, ¢t X, Gélatine, entactin, aggrecan
ggﬁ:g;g;z MMP-8  Collagénes L, 11, et I1], aggrecan
Collagenase-3 | MMP-13 [Collagénes I, 11, et [11, Gélatine, fibronectin, laminins, tenascin
(Collagenase-4””| MMP-18 |[nconnu
Gélatinases
:élatinase A MMP-2 Gélatir}e, Col}agénes.l, IV, V, Vil, et X, fibronectin, laminins, aggrecan,
tenascin-C, vitronectin
Gélatinase B MMP-9 G’élatine,.ColIagénes 1V, V, et XIV, aggrecan, €lastine, entactin,
vitronectin
Stromelysins
Stromelysin 1 MMP-3 G.é]atine,‘ Mbronectin, laminins, Collagénes I1I, IV, [X, el X, tenascin-C,
vitroneclin
Stromelysin 2 | MMP-10 |Collagéne IV, fibronectin, aggrecan
Stromelysin3 | MMP-11  [Fibronectin, Gélatine, laminins, collagéne IV, aggrecan
membranaires
. Collagenes I, I1, et 111, fibronectin, laminins, vilronectin, proteoglycans;
MTI-MMP MMP-14 | (20 proMMP-2 et proMMP-13 :
MT2-MMP MMP-15 |Activer proMMP-2
MT3-MMP MMP-16 |Activer proMMP-2
MT4-MMP MMP-17 |Inconnu
MT5-MMP¥ | MMP-24 |Activer proMMP-2
MT6-MMP MMP-25
Autres
Matrilysin MMP-7 (:}élaFi,ne, fibronectin, laminins, collagéne IV, vitronectin, tenascin-C,
¢lastine, aggrecan
Métalloélastase| MMP-12  |[Elastine
Unnamed®! MMP-19  [Inconnu
FEnamelysin MMP-20 |Aggrecan
MMP-23  |Inconnu
Endometase MMP-26
Inconnu

Adapté de Creemers et al .
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1.3.6. Systéme rénine-angiotensine

L’activation du systéme rénine-angiotensine joue un réle relativement minime dans la
réponse a court terme a des stimuli tels que 1’exercice mais elle joue un réle important
dans la restoration du volume des fluides aprés une hémorragie. 11 s’agit d’une
réponse adaptative. Dans I’insuffisance cardiaque, la réponse du systéme rénine-
angiotensine est cependant maladaptative. L’angiotensinogéene est d’abord présent
dans le systeme sous forme de précurseur inactif qui sera clivé par deux enzymes en
un peptide actif, ’angiotensine II. La premiére enzyme, la rénine, clive
I’angiotensinogéne et libére le décapeptide, I’angiotensine I. Par la suite, I’enzyme de
conversion de 1’angiotensine (ACE) permettra de générer un octapeptide,
[’angiotensine I1. Selon la littérature, I’angiotensine II peut étre libérée directement a
partir de I’angiotensine I par la chymase ou synthétisée directement a partir de

I’angiotensinogéne par I’action protéolytique de la kallikrein et la cathepsin G. **°

L’angiotensine I agit sur quatre récepteurs : AT1, AT2, AT3 et AT4. Les récepteurs
AT3 et AT4 sont encore trés peu connus. Le récepteur AT2, lui, est exprimé de fagon
ubiquitaire dans les tissus lors du développement fétal, suggérant un réle important
dans le développement fétal et la morphogénése. Son expression diminue rapidement
apres la naissance et demeure limité principalement a [’utérus, I’ovaire, a certaines
régions du cerveau et au ceeur. Son activation a généralement un effet inhibiteur,
contraire a I’activation du récepteur AT!, incluant la vasodilatation et I’inhibition de

la croissance. Bien que le récepteur AT2 soit exprimé dans le cceur aduite, le
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récepteur AT1 demeure celui qui prédofnine dans cet organe. 1l s’agit d’un récepteur
a 7 passages transmembranaires couplé a une protéine G et se divisent en deux types,
ATl et ATlg, qui sont similaires au niveau de leur séquence en acides aminés, leurs
propriétés pharmacologiques et leur profil de distribution dans le tissus cardiaque.
C’est le récepteur AT1 qui est responsable de toutes les propriétés physiologiques
bien connues reliés a ’angiotensine I, tel que I’élévation de la pression sanguine, la
vasoconstriction, la reldche de I’aldostérone et 1’absorption rénale de sodium et d’eau
pour augmenter la pression et le volume sanguin. Ce récepteur peut en fait étre vu
comme un activateur puisqu’il augmente la contractilité cardiaque, cause la synthese
de tissus fibreux et stimule I’hypertrophie cardiaque, un effet compensatoire pour
palier de la diminution de la force et du volume d’&jection. A long terme, cette
réponse contribue grandement au développement de I’insuffisance cardiaque et
devient une réponse maladaptative. Dans le cceur défaillant, I’angiotensine joué un
role trés important en stimulant entre autre ’activité des fibroblastes cardiaques et la
production de matrice extracellulaire contribuant a I’augmentation de la rigidité de la
paroi cardiaque et a la dysfonction diastolique entre autre en augmentant la éynthése
d’ ARNm codant pour le TGFB1.*° L’angiotensine II induit aussi la croissance et
I’hypertrophie des cardiomyocytes en induisant I’expression de proto-oncogenes et de

genes fétaux, et en augmentant la syntheése protéique. 3839

En plus de son action direct sur les organes régulateurs de I’hémodynamie,

I’angiotensine II stimule la sécrétion d’aldostérone, de vasopressine, de
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catécholamines et d’endothéline menant a I’amplification continue de plusieurs
facteurs aggravants faisant parti d’un cercle vicieux dans le développement

d’insuffisance cardiaque. 22!

1.4. Modéles animaux d’insuffisance cardiaque
Depuis plusieurs années, I'insuffisance cardiaque est le sujet de milliers d’études
scientifiques. En plus de I’étude chez les sujets humains, de nombreux modéles
animaux ont €t¢ développés, montrant des profils semblables a ce qui est observé
chez I’humain. Entre autre, une étude de Barth ef al a comparé les changements dans
I’expression des génes chez des humains atteints d’insuffisance cardiaque aux
changements observés chez la souris et ont obtenu un profil trés similaire.'® Les
souris, les rats et les chiens constituent les trois espéces les plus étudiées chez
lesquels différentes techniques sont utilisées pour générer le développement
d’insuffisance cardiaque. Parmi ces modéles apparait la ligature de |’artére coronaire
qui génére une ischémie au niveau du ventricule provoquant a court terme un
infarctus du myocarde et a long terme, le développement d’insuffisance cardiaque a
différents niveaux de gravité selon I’importance de |'infarctus généré par la ligature.
Une autre technique utilisée pour générer un infarctus est la création des
microembolies artificielles au niveau de ['artére coronaire soit en insérant un cathéter
et par |’injection de microsphéres. En alternative a I’infarctus du myocarde pour
générer un modele d’insuffisance cardiaque, il existe aussi certains modeles générés
par surcharge de pression au niveau ventriculaire, qui se produit par la constriction de

I’aorte ou de I’artére pulmonaire, menant ainsi a une sténose dans la valve aortique ou
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pulmonaire. Il est aussi possible de créer une hypertension en bloquant partiellement
les artéres rénales. D’autres techniques permettent de créer une surcharge de volume
en créant une incompétence au niveau de différentes valves. L’administration de
différentes drogues tel que I’adriamycine et la streptozotocin, I’induction du carence
en vitamine E ou des cardiomyopathies virales peuvent elles aussi mener a long terme
au développement d’insuffisance cardiaque mais rendent plus difficile la gestion du
degré de gravité de la maladie et le temps de développement. De plus, avec les
percées en biologie moléculaire, plusieurs modéles d’animaux transgéniques sont
maintenant disponibles. Ces modéles affectent différentes voies de signalisations
telles que le systéme de contraction musculaire, le métabolisme, les neurohormones et
la signalisation cellulaire. Ces modéles sont trés utiles pour étudier I’implication de
certaines protéines, mécanismes ou voies de signalisation dans le développement -
d’insuffisance cardiaque. ****¢ Finalement, le modéle utilisé dans le cadre de la
présente étude est celui de la tachystimulation ventriculaire. 23411 est réalisé en
implantant un régulateur cardiaque au niveau de [’apex du ventricule droit. Cette
technique est entre autre utilisée chez le chien et reproduit les conditions de
tachycardie observée chez I’humain, soit en induisant un rythme de 240 battements
par minute (trois fois la vitesse normale), pour une période de 2 semaines. Cela
conduit 4 une surcharge de travail du muscle cardiaque, induit un remodelage
important tel que le développement de fibrose et une restructuration de la chambre
cardiaque et entraine le développement progressit d’insuffisance cardiaque. “De
plus, I’insuffisance cardiaque prédispose a la fibrillation auriculaire, qui peut étre

. L . Ay . (. 202
facilement induite dans ce modele grace a un stimulus de courte durée. 021
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1.5. Traitements thérapeutiques
Le traitement de 'insuffisance cardiaque, des arythmies ventriculaires et des
arythmies auriculaires ont fait I’objet d’innombrables études aux cours des derniéres
années. Bien que ces différentes pathologies soient inter-reliées, les possibilités de
traitement différent selon 1’évolution et les causes de la maladie. Les traitements
pharmacologiques de I’ insutfisance cardiaque se distinguent en deux différentes
approches : le traitement d’insuffisance cardiaque de décompensation aigue et le
traitement d’insuffisance cardiaque chronique et stable. Le but de ces deux types de
thérapie est différent soit dans le cas d’insuffisance cardiaque aigue, de stabiliser
I"insuffisance cardiaque du patient et lorsque cet objectif est atteint, dans le cas
d’insuffisance cardiaque stable et chronique, d’augmenter I’espérance de vie, de
minimiser les symptdmes, d’améliorer la capacité fonctionnelle du coeur et de ralentir
la progression de la maladie. Parmi les agents pharmacologiques les plus utilisées
figurent les diurétiques, les vasodilatateurs, les agents inotropiques positifs et les

P 2-3-4-20
inhibiteurs neurohormonaux.

Les diurétiques scrvent a rétablir les changements hémodynamiques reliés aux reins
qui surviennent suite a ’activation du systéme rénine-angiotensine (libération accrue
d’aldostérone) et du systéme adrénergique (par [’augmentation de la vasopressine) en
réponse a la diminution de sang éjecté par le cceur défaillant. Ces changements se
traduisent par une augmentation de la rétention de sel et d’eau, augmentant ainsi le
volume des fluides afin de palier & cette baisse de pression. Cette réponse

maladaptative entraine une augmentation de la pression de fin de diastole et augmente
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le stress de la paroi lors de la diastole et de la systole, contribuant ainsi au
développement d’hypertrophie et de remodelage menant a I’insuffisance cardiaque.
En contrdlant le volume des fluides, les diurétiques permettent de diminuer la
progression du remodelage ventriculaire en diminuant la pression de remplissage.

De leur c6té, les agents inotropiques positifs tel que les glycosides cardiaque (ex.
digoxin), les agonistes adrénergiques et les inhibiteurs de phosphodiesterase, vont
agir respectivement sur les pompes Na'/K" ATPase, sur les mécanismes régis par les
récepteurs béta-adrénergiques et sur la conversion d’AMP cyclique en AMP au
niveau du réticulum sarcoplasmique. Ces trois différents mécanismes permettent de
réguler la contraction cardiaque dans I'insuffisance cardiaque et dans les différentes
arythmies. D’un autre c6té, I’administration d’agonistes -adrénergiques, entre autre
pour les problémes respiratoires, a été associé avec d’importants risques d’infarctus
du myocarde, de fibrillation auriculaire, d’insuftisance cardiaque et de mort subite en
augmentant la vitesse des battements cardiaques et en diminuant les concentrations de

potassium.87

Les inhibiteurs neurohormonaux sont a ce jour considérés comme le plus grand
avancement dans le traitement de I’insuffisance cardiaque. lls comprennent entre
autre les inhibiteurs de I’enzyme de conversion de ’angiotensine (ACE) et les agents
antiadrénergiques. Tel que décrit plus haut, de nombreuses cascades de signalisation
neurohormonale sont affectées dans |’insuffisance cardiaque tel que les récepteurs de

I’angiotensine, les récepteurs beta-adrénergiques, le récepteur du TNF-o et de
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’endothéline-1. Ils sont tous activés dans le cceur insuffisant et contribuent a la
croissance maladaptative, au remodelage et a la dysfonction du cceur défaillant.
L’inhibition de ces systémes pourrait donc prévenir et parfois méme renverser ces

effets biologiques.

Tel que mentionné précédemment, les patients atteints d’insuffisance cardiaque sont
plus sujets de développer de la fibrillation auriculaire et & I’inverse, la fibrillation
auriculaire prédispose au développement d’insuffisance cardiaque. Sachant que les
patients atteints de FA et d’insuffisance cardiaque présentent un pronostique et une
espérance de vie écourtée par rapport aux autres patients atteints d’insuffisance
cardiaque seulement, il est donc évident que le traitement des arythmies cardiaques
joue un role important dans la prévention et le traitement de I’insuffisance cardiaque.
Concernant le traitement des arythmies cardiaques, les drogues disponibles sont
principalement classées selon le fait qu’elles exercent un blocage principalement sur
les canaux sodiques, potassiques, calciques ou sur les beta-adrénorécepteurs selon la
classification de Vaughan Williams (tableau 2). Selon cette classification, la classe 1
agit de fagon prédominante sur les canaux sodiques et sont divisées en trois sous
groupes : la classe 1 A réduit le Vi et la durée du potentiel d’action, la classe 1B ne
modifie pas le Vmay et diminue la durée du potentiel d’action alors que la classe 1C
réduit le V. et prolonge la période réfractaire. La classe 2 est constituée de drogues
bloquant les récepteurs beta-adrénergiques. La classe 3, elle, est constituée d’agents
thérapeutiques agissant principalement sur les canaux potassiques et prolongent la

répolarisation-alors que la classe 4 agit sur les canaux calciques lents. “



Tableau II: Drogues antiarythmiques, cibles et effets

Classe Cible Exemples de drogues Effets cliniques
1A Canaux Na' Quinidine Réduit le Ve
Procainamide Prolonge la durée du potentiel d’action
Disopyramide
1B Canaux Na' Mexiletine Diminue la durée du potentiel
Lidocaine
1C Canaux Na' Flecainide Réduit le Vpax
Propafenone Prolonge la période réfractaire minimale
Moricizine
2 Bloqueurs beta-adrenergiques Propanolol Bloque le récepteur beta-adrénergique
Metoprolol
3 Canaux K~ Sotalol Bloque principalement les canaux
Amiodarone potassiques (ex. Ik et Ixs) et prolonge la
bretylium repolarisation.
Exerce aussi un effet de faible a modéré
sur les canaux sodiques, calciques et les
recepteurs beta-adrénergiques.
4 Canaux Ca”" Verapamil Bloque principalement les canaux
Diltiazem calciques de type lent (Ica-L).
Nifedipine Certaines drogues de cette carégorie
agissent aussi sur les canaux Ica.t
Autres Nceud AV Adenosine Produit un blocage auriculo-ventriculaire
ou empéche la réentrée au nceud sinusal.
Conduction du nceud AV Digoxin Controéle le rythme ventriculaire pendant

les épisodes de fibrillation auriculaire.




2. Hypothéses et méthodologie

L’insuffisance cardiaque est I’une des causes d’hospitalisation les plus
fréquentes dans les pays industrialisés et cause une mort prématurée des gens
qui en sont atteints. Son incidence et les cofts reliés aux traitements et au suivi
des patients ne cessent d’augmenter avec les années. 11 s’agit en fait d’un
syndrome constituant souvent une étape finale par laquelle se terminent
plusieurs maladies cardiovasculaires endommageant le cceur. Bien que
plusieurs études aient été faites sur le sujet, les traitements disponibles pour
I’insuffisance cardiaque ne permettent que de retarder son développement mais
la fin de la maladie demeure toujours fatale. L’insuffisance cardiaque, souvent
causée par d’autres problémes cardiovasculaires, entraine elle aussi des
complications importantes. 1l a entre autre été démontré que I’insuffisance
cardiaque augmentait considérablement les risques de développement de
fibrillation auriculaire, le type d’arythmie le plus commun en clinique, en
produisant de la fibrose interstitielle au niveau de I’oreillette et en favorisant le
maintient de la fibrillation auriculaire. La susceptibilité a développer de la FA
augmente avec la gravité de I’insuffisance cardiaque et le niveau de fibrose

retrouve a [’oreillette.

Plusieurs études a ce jour ont étudié les effets de la fibrillation auriculaire sur
I’expression des genes au niveau de I’oreillette ou de I’effet de I’insuffisance
cardiaque sur [’expression des génes de I’oretllette ou du ventricule. Cependant,

une seule étude a été faite a notre connaissance a ce jour et compare le
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remodelage auriculaire au remodelage ventriculaire pathologique dans un
modéle animal d’insuffisance cardiaque. Cette étude de Hanna ef al a démontré
qu’il existe des différences substentielles, qui évoluent dans le temps, dans le
remodelage des différentes chambres dans un modéle canin d’insuffisance
cardiaque. On retrouve, au niveau de ’oreillette, un développement plus
important et plus rapide de fibrose, un niveau d’inflammation, d’apoptose,
d’activation de TGFpB1 et de phosphorylation de ERK, JNK et p38 beaucoup
plus important aprés 24h de tachystimulation ventriculaire ainsi qu’une quantité
nettement plus élevée d’angiotensine Il que ce qui est observé au niveau du
ventricule. * Bien que cette étude ait permis d’établir clairement le fait qu’il
doit exister de grandes différences dans le remodelage des différentes chambres
cardiaques, a notre connaissance, aucun portrait global de ces différences n’a
été fait a ce jour. La prévention du remodelage auriculaire est devenu une cible
intéressante pour le traitement de la fibrillation auriculaire, principalement a
cause des effets secondaires graves de certaines droques antiarythmiques. Une
meilleure compréhension de ce remodelage permettra probablement d’identifier
des cibles potentielles afin de prévenir ces changements au niveau de
oreillette. En 2004 est apparu sur le marché la premiére puce d’ADN
permettant I’étude du génome canin. Or, tel que décrit plus haut, le modele
canin d’insuffisance cardiaque induit par tachystimulation ventriculaire
constitue un excellent modele d’étude de I’insuffisance cardiaque et de la
fibrillation auriculaire causée par I’insuffisance cardiaque. La technologie des

puces d’ADN est actuellement en pleine émergence. Il s’agit d’une technique
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semi-quantitative de plus en plus précise permettant d’avoir rapidement acces a
une quantité¢ importante d’information concernant les changements dans
I’expression des génes d’un organisme, dans le cas présent le remodelage

spécifique des diftérentes chambres cardiaques.

Des travaux publiés précédemment nous ont mené a nous poser les questions
suivantes: 1) Quels génes sont affectés ou impliqués dans le remodelage
auriculaire lors d’insuffisance cardiaque et quelle est I’évolution de ces
changements & travers le temps? 2) Quels geénes sont affectés ou impliqués dans
le remodelage ventriculaire lors d’insuffisance cardiaque et quelle est
I”évolution des changements a travers le temps? 3) Quelles sont les différences
dans le remodelage auriculaire (cceur insuffisant vs controle) versus
ventriculaire (cceur insuffisant vs contrdle) dans I’évolution de I’insuffisance
cardiaque? 4) Sachant que les ventricules et les oreillettes présentent a la base
(ceeur sain) des différences importantes dans I’expression des genes, comment

évoluent ses différence dans le développement d’insuffisance cardiaque?

C’est donc a partir de ces questions que le projet a pris forme. Des stimulateurs
cardiaques ont été installés au niveau de [’appexe du ventricule droite chez trois
groupes de 5 chiens. Les chiens ont été tachystimulés a une vitesse de 240
battements par minute pour une période de Oh (contréles opérés), 24h et 2
semaines, nous permettant d’étudier |’évolution du remodelage & différents
temps. Bien que certaines ¢tudes utilisent une tachystimulation de 4 a 5

semaines, |’étude de Hanna et al a démontré que les différences dans le
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remodelage entre 2 et 5 semaines €taient semblables au niveau de 1’apoptose, de
la fibrose, de I’inflammation et certaines voies de signalisation. Nous avons
donc préféré utiliser une période de deux semaines entre autre pour minimiser
la période d’expérimentation sur les animaux. Par la suite, les cardiomyocytes
ont été isolés du ventricule gauche et de I’oreillette gauche par digestion
enzymatique. Le choix de ces cellules est di au fait qu’il s’agit des cellules
contractiles du ceeur, largement impliquées dans la signalisation au niveau des
tissus cardiaques et qui occupent pres de 75% de la masse du tissu cardiaque
(30% du nombre cellulaire). Ces cellules sont de plus les principaux acteurs de
la 'contraction cardiaque. Suite aux isolations cellulaires, la pureté des
échantillons a été testée par Western Blot, en ciblant des protéines spécifiques
aux autres types cellulaires pouvant potentiellement contaminer les isolats.

L’ ARNm total a été extrait des cardiomyocytes et analysé par puces d’ADN
contenant plus de 21 000 transcrits. Suite aux analyses statistiques, les génes
présentant une différence d’expression significative ont été classés dans
différentes catégories. Différentes comparaisons ont été faites et sont présentées
dans le tableau 3. Par la suite, les résultats obtenus par puces d’ADN ont été
confirmés par PCR en temps réel en analysant le niveau d’expression de 18
génes connus, choisis au hasard pour représenter différent niveaux de
différences. Puisque la variation du niveau de production de protéines n’est pas
toujours directement relié aux diftférences d’expression du geéne, nous avons
aussi confirmé les changements observés par puces d’ADN au moyen de

Western Blot en étudiant 8 protéines diftérentes.
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Cette étude devrait permettre une meilleure compréhension du remodelage
auriculaire et ventriculaire, ainsi que de leurs différences, au cours du
développement de I’insuffisance cardiaque et de fibrillation auriculaire. Une
meilleure connaissance des différences permettra d’identifier des mécanismes
qui évoluent différemment dans les deux chambres, et suite a des études plus
approfondies, de peut-étre pouvoir cerner des cibles spécifiques pour chacune
des chambres permettant de traiter indépendamment, de fagon appropriée,

chacune des chambres et de prévenir le développement de FA et d’IC.

Tableau IT1: Diverses comparaisons de ’expression des génes faites dans le modéle canin
d’IC par VTP

VS LA LA LV LV LV

24h VTP [2sem VTP | Contrble 24h VTP 2 semaines
LA X X X
Contrble
LA X
24h VTP
LA X
2 semaines
VTP

LV X X

Controle
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3; 1. Abstract
Congestive heart failure (CHF) causes arrhythmogenic, structural and
contractile atrial and ventricular remodelling, with some important differences:
the atria show faster and greater inflammation, cell death and fibrosis. The
present study assessed time-dependent left atrial (LA) and ventricular (LV)
gene-expression changes in CHF. Groups of dogs were submitted to
ventricular tachypacing (VTP, 240 bpm) for 24 hours or 2 weeks, and
compared to sham-instrumented animals. RNA from isolated LA and LV
cardiomyocytes of each dog was analyzed by canine-specific microarrays
(>21,700 probe-sets). LA showed dramatic gene-expression changes, with
4785 transcripts significantly-altered (Q<5) at 24-h and 6284 at 2-wk VTP. LV
gene changes were more limited, with 52 changed at 24-hr and 130 at 2-wk
VTP. Particularly marked differences were seen in ECM genes, with 153
changed in LA (e.g. ~65-fold increase in collagen-1) at 2-weeks versus 2 in LV;
DNA/RNA genes (358 in LA, 7 in LV); protein biosynthesis (LA=327,
LV=14); membrane transport (LA=230, LV=8); cell structure and mobility
(LA=159, LV=6) and coagulation/inflammation (LA=147, LV=1). Noteworthy
changes in L.V were genes involved in metabolism (35 genes; creatine-kinase B
increased 8-fold at 2-week V'IP) and,Ca2+-signa[[ing. LA versus LV
differential gene-expression decreased over time: 1567 genes were
differentially-expressed (Q<1) at baseline, 1499 at 24-hour VTP and 8§97 at
2-week VTP. Real-time RT-PCR and Western-blot analyses for selected genes
confirmed microarray results. VTP-induced CHF causes dramatically more

gene-expression changes in LA than LV and dynamically alters the LA-LV



49

differential gene-expression pattern. These results are relevant to understanding
chamber-specific remodelling in CHF.
Key Words: heart failure, arrthythmias, remodelling, gene expression,

arrhythmias, metabolism, fibrosis

3.2. Introduction

Congestive heart failure (CHF) is a leading cause of hospital admission and
presently affects over 5 million Americans [1]. It is also one of the most
important causes of atrial fibrillation (AF), the most common sustained cardiac
arthythmia [2]. Both pathologies are associated with important structural,
electrophysiological, biochemical and molecular remodelling [3]. There are
significant atrial-ventricular gene-expression differences [4], as well as
differences between atrial and ventricular remodelling [5]. Ventricular gene-
expression changes have been studied in dogs with terminal CHF caused by
ventricular tachypacing (VTP) [6].

The VTP model of CHF also produces a substrate for AF that
reproduces many features observed in patients [7]. As in CHF patients,
ventricular-tachypaced CHF dogs show time-dependent development of
fibrosis, atrial and ventricular dilatation, and impaired ventricular and atrial
function, as well as time-dependent electrophysiological remodelling
manifested as ion-channel alterations and AF promotion [5, 8-11]. In view of
the different phenotypic features of atrial versus ventricular remodeling with the
development of VTP-induced CHF [5], it 1s reasonable to consider the

possibility that there may be chamber-specific patterns of gene-expression
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alterations. Furthermore, Barth ef al . have shown that the atrial gene-
expression pattern is changed in AF patients, becoming more similar to the
ventricular gene-expression pattern [12]. Whether similar changes in chamber-
specific gene-expression patterns occur in animal models of AF is unknown.
The canine VIP-model allows for observations at different time points during
the development of CHF, as well as the possibility to isolate. purified
cardiomyocyte preparations in order to obtain information about cardiomyocyte
gene-expression with minimal contamination from other cell-types. This study
was designed to use canine-specific microarrays to compare the evolution of
atrial and gene-expression changes over 2 weeks of VTP, sufficient time to
achieve the fully-developed AF substrate [13], as well as to determine whether

chamber-specific gene-expression patterns are altered over this time.

3.3. Materials and methods

3.3.1.  Animal Model
Animal care procedures were approved by the animal-research ethics
committee of the Montreal Heart Institute following guidelines of the Canadian
Council for Animal Care. Experiments were performed on three groups of five
mongrel dogs each, weighing 25-32 kg: 1 group each subjected to 24-hour or 2-
week VTP, and a control sham-instrumented group. All groups were handled
and followed as previously described [10, 13, 14]. A unipolar ventricular-
pacing lead was inserted into the right-ventricular apex under 1.5%-halothane
anesthesia and attached to a pacemaker in the neck. The pacemaker was

programmed to pace at 240 beats/min.



51

On study days, an ECG was recorded to confirm continued pacemaker-
capture. Dogs were then anaesthetized (morphine, 2 mg/kg s.c.; a-chloralose,
120 mg/kg i.v. load; 29.25 mg/kg/hr maintenance infusion) and ventilated.
Arterial and left-ventricular (LV) end-diastolic pressures were measured with
fluid-filled catheters.

Dogs were then euthanized by pentobarbital overdose, hearts were
removed and placed in Tyrode solution aerated with 100% O,. Left-atrial (LA)
and left-ventricular (LV) free walls were removed and perfused via coronary
arteries as previously described. Cell isolation was performed via collagenase

digestion [15]. Cell pellets were then snap-frozen and stored at -80°C.

3.3.2.  RNA Extraction

Cell pellets were immersed into Trizol (1 mL/100 mg of pellet) and pulverised.
Samples were centrifuged at 8,000 rpm, 15 minutes, and 4°C. The aqueous
phase was transferred and added to an equal volume of chloroform and
centrifuged (5 minutes, 8000 rpm, 4°C). The resulting aqueous phase was
added to an equal volume of isopropanol, incubated (-20°C, 45 minutes) and
centrifuged (8,000 rpm, 5 minutes, 4°C). Pellets were centrifuged in ethanol,
then re-suspended in 70% ethanol and incubated overnight (-20°C). Samples
were then re-centrifuged (13,000 rpm, 5 minutes, 4°C) and pellets dried and
resuspended in DEPC water. RNA concentrations were characterized on RNA
6000 nano-chips (Agilent 2100 Bioanalyzer). Samples with 260/280 nm OD

ratios <1.8 were rejected.



52

3.3.3.  Microarray Processing and Analysis

Fragmented cRNA (10 ng) was hybridized to Affymetrix GeneChip Canine
Genome Arrays (23,836 probesets detecting 21,700 transcripts) with
Affymetrix GeneChip one-cycle target labeling and control reagents Kkits.
GeneChip Fluidics Station 450 was used to stain and wash the chips, followed
by visualization on an Affymetrix GeneChip Scanner 3000.

Microarray expression data were subjected to Invariant Set
Normalization in dChip to correct inter-array difference in average brightness.
'The dChip algorithm was also used to calculate the Model Based Expression
Index to integrate probe intensities into one representative expression-
value/gene. Significance Analysis for Microarrays (SAM) was used to identify
differently-expressed genes in VTP versus sham comparisons at g-values<S,
implying that <5% of genes identified as differentially-expressed would be
false positives. Since there was an extremely large number of atrial-ventricular
gene differences, we reduced the g-value for the atrial-ventricular comparison
analysis to 1, to decrease false-positive identifications and have a more tractable
)
data set.

Genes without Affymetrix annotations were BLAST-searched for
mammalian sequence-homologies with E-value<10™. For functional
annotations, we used Affymetrix’s human-to-canine gene-mapping and the

human Gene Ontology (GO) database. Genes that could not be identified by

this process were classified by literature search.
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3.3.4. Real-Time RT-PCR
Real-Time RT-PCR (Gene Amp 5700, Perkin-Elmer) was used to confirm
microarray data for 18 selected genes. First-strand cDNA was synthesized
from 2 pg total RNA (High Capacity cDNA Archive Kit, Applied Biosystems).
On-line PCR was performed (duplicate analyses for each sample) with FAM-
labelled fluorogenic TagMan probes and primers (Assay-by-design, Applied
Biosystems). Target-gene signals were normalized to 18S-ribosomal RNA-
values. Primers and probe sequences are provided in Table 7. Data were
analysed with the comparative threshold cycle (Ct) relative-quantification

method.

3.3.5.  Western Blot Analysis
Protein-expression for 8 selected genes was analyzed by Western Blot. Protein
samples (100 ng) were subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis,
transterred to nitrocellulose or PVDF membranes and incubated with antibodies
listed in Table 8. Bands were quantified with QuantityOne sofiware and

normalized to GAPDH band-intensities on the same samples.

3.3.6. Statistics
Data are shown as meantSEM. Comparisons were periormed with analysis of

variance (ANOVA) and Tukey’s test.
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3.4. Results
VTP caused a decrease in arterial pressure and increase in L.V end-diastolic
pressure at 2 weeks (Table 4). At 2 weeks, all dogs had ascites, visibly dilated

hearts and pulmonary congestion.

3.4.1. VTP-Induced Changes Relative to Sham
Relative to sham dogs, 4785 LA genes were differentially expressed by 24-hour
VTP and 6284 by 2-week VTP. In contrast, 52 were differentially expressed in
the LV at 24-hour VTP and 130 at 2-week VTP. Figure 5 shows mean mRNA-
expression for each transcript versus corresponding sham values for each group
of dogs. Red points are statistically-significant changes versus sham, blue
points were not significantly different between groups.

Figure 7 shows the number of significantly up- and down-regulated
genes in each functional category. In LA, there were almost equal numbers of
genes up- and down-regulated at 24-hour VTP (45% down, 55% up) and in 2-
week VTP (50% down, 50% up). In contrast, most of the significant LV
changes consisted of down-regulation at 24-hour VTP (88% down, 12% up), a
predominance that remained but was less striking at 2 weeks (68% down, 32%
up). Substantial changes were seen for all gene groups in LA, but particularly
larger numbers of changes were seen in DNA/RNA synthesis and degradation,
metabolism, protein synthesis and degradation, signal transduction and
transport.

Although the numbers of genes changed were much greater in LA than

LV, the relative numbers of up- versus down-regulated genes were often similar
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for both. For example, at 2-week VTP gene categories with more up- than
down-regulated genes in LA included cell cycle and growth (96 up/63 down),
immunity (121 up/26 down), and cell structure and mobility (97 up/62 down).
Corresponding results for LV were 3 up/l down, 1 up/0 down, and 4 up/2
down. For ECM genes, 124 were upregulated and 29 down in LA after 2-week
VTP, compared to 1 gene each up- and down-regulated in LV. Other gene-
classes showed more downregulated than upregulated genes after 2-week VTP,
once again with parallel patterns in LA and LV: metabolism-relatedvgenes
(LA: 175 up/306 down, LV: 4 up/31 down) and DNA and RNA synthesis (LA:
117 up/241 down, LV: 2 up/5 down). Finally, some gene-categories showed
similar numbers of up- and down-regulated genes, e.g. signal-transduction
genes, with LA: 215 up-regulated and 205 down-regulated after 2-week VTP,
LV: 8 up/8 down. For most gene-groups, the relative portion of up- versus
down-regulated genes was qualitatively similar for 24-hour and 2-week VTP.
A notable exception was protein synthesis and degradation, for which about
twice as many genes were up- versus down-regulated at 24 hours (190 versus
97 respectively), whereas the ratio was inverted at 2 weeks (126 up/201 down).
Large LA-LV differences were observed in relation to ECM-gene
expression. Many important ECM-genes showed large statistically-significant
changes in LA without statistically-significant changes in LV. For example, 16
probe-sets corresponding to 12 transcripts encoding collagen-related genes were
significantly increased in the LA at 2-week VTP. Particularly impressive
differences occurred in collagen-1/alpha-1 (~65-fold increase versus sham in

LA), collagen-3/alpha-1 precursor (~20-fold increase versus sham), and
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collagen-1/alpha-2, collagen-5/alpha-1 and collagen-12/alpha-2 (all increased
~10-fold). The large LA-LV differences in these collagen genes and the fact
that most of the collagen-gene expression increases were significant in LA at 2-
week but not 24-hour VTP agrees well with the time-course and magnitude of
fibrosis changes in the 2 chambers [5]. Additional differential ECM-gene
changes of inferest included those in fibronectin (significant, ~11- and 17-fold
increases in LA at 24-hour and 2-week VTP respectively), €lastin (~10-fold at
2-weeks), fibrillin-1 (~2.5 and ~8-fold at 24-hour and 2-week VTP), TIMP-1
(~6-fold increased at 24-hour and 2-week VTP) and TIMP-3 (50%-decrease at
24-hour VTP).

Although relatively few genes were significantly altered in LV, some
interesting patterns emerged. The most affected categories were signal
transduction, protein synthesis and degradation, and metabolism. A number of
respiratory-chain complex genes were down-regulated at 2—\yeek VTP in LV,
including NADH dehydrogenase Fe-S protein 8 (35% decrease versus sham),
succinate dehydrogenase (25% decrease), ubiquinol-cytochrome oxidoreductase
(25% decrease). Other metabolism-related genes that were significantly and
prominently decreased at 2-week VTP in LV included glutathione-transferase
(~60% decrease), NADH-ubiquinone oxidoreductase 30-kDa subunit (~30%),
succinate-dehydrogenase precursor (~20%), succinate co-A ligase (~25%) and
succinyl-coA  synthetase (~33%). Interestingly, creatine-kinase was
significantly up-regulated >8-fold in LV at 2-week VTP, versus ~5-fold in LA
at the same time point. Two genes encoding proteins involved in Ca*-related

arrhythmogenesis were significantly up-regulated in LV at 2-week VTP:
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calmodulin (types 1 and 3 increased ~40 and 90% respectively) and FKBP12

(increased ~70%).

3.4.2.  Evolution of LA-LV Expression Profile Differences

Figure 6 compares the mean value of mRNA expression levels for all
transcripts in LA versus LV, based on paired samples obtained from each dog
at each time point. Blue points indicate non-significant changes in LA versus
LV while values in red are significantly-different (g-value<l). In the sham
group, 1567 genes were differently-expressed in LA versus LV, while 1499
were differential at 24-hr VTP and 897 at 2-wk VTP, In the sham group, almost
as many genes show lower-level expression as higher-level in LA versus LV
(53% versus 47%). At 24-hr VTP, fewer genes showed lower-level expression
in LA (44% lower and 56% higher) and this difference increased further at 2-
wk VTP (33% lower-level and 66% higher-level in LA than LV). Thus,
although the number of LA-LV gene expression differences decreased with
VTP, their pattern changed, with an increasing proportion becoming
attributable 1o genes upregulated in LA.

The temporal evolution of LA-LV differentially expressed gene groups
is illustrated in Figure 8. For a number of gene-groups differently expressed in
LA versus LV, differences tend to increase afier 24-h VTP and then decrease
after 2 wks: e.g. DNA and RNA synthesis (430 differential genes in shams,
444 at 24-h VTP, 311 at 2-wk); metabolism (sham: 458, 24-h: 487, 2-wk: 395);
protein synthesis and degradation (sham: 414, 24-h: 443, 2-wk: 315); signal

transduction (sham: 425, 24-h: 482, 2-wk: 387); transport (sham: 227, 24-h:
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273, 2-wk: 210). For most gene categories, these changes were equally
distributed between increased and decreased expression-level in LA compared
to LV for each time point. Immunity-related genes showed a somewhat
different pattern (sham: 103, 24-h: 127, 2-wk: 124), with differential genes

remaining increased at 2-wk VTP.

3.4.3.  Real-Time PCR Results
Quantitative Real-Time-PCR was performed on 18 genes for each group of
dogs. Genes believed to be of pathological importance were selected to
represent over-expressed, under-expressed or nonsignificantly-changed genes.
Figure 9 compares gene expression-levels by real-time RT-PCR with
microarray results, which showed a good correlation (R*=0.90). Detailed
results are presented in Table 5. Of the 72 values obtained by real-time RT-
PCR, 75% (54) showed concordant statistical significance or non-significance
with microarray analysis. Over 97% (70) of the sample-sets showed changes in

the same direction with both methods. Thus, there was good agreement overall.

3.4.4. Western-Blot Results
Western-blot analysis was performed on 8 selected proteins. Figure 10 presents
representative blots. Table 6 compares the mean results of Western-blot
analysis to corresponding microarray findings. Statistical congruence
(significant changes in the same direction for both protein and mRNA or no
significant change in either) was seen for 23/32 (72%) of data sets. Of the

remaining 9 cases of statistical non-convergence (significant for one but
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nonsignificant for the other), the values for 6 of them were of the order of +25%
of each other. Although there was good overall and qualitative agreement
between mRNA-expression and protein-expression changes, some quantitative
differences existed, particularly for secreted proteins (e.g. IL1-Ra and collagen-

3 alpha-1 chain show larger mRNA than protein changes).

3.5. Discussion
In this study, we compared mRNA-expression changes in LA and LV over two
weeks of VTP-induced CHF in the dog. The results show striking
discrepancies in the atrial versus ventricular response, time-dependant evolution
of expression-changes and alterations in chamber-selective gene-expression

profiles.

3.5.1. LA-LV Gene-Expression Differences With and Without HF
A variety of investigators have noted substantial gene-expression differences
between atrial and ventricular tissues of mouse [16], dog [17] and human hearts
[12, 18, 19]. A particularly detailed analysis was reported by Barth et a/ . [18].
They used a commercially-available microarray directed towards 11,740
transcripts to compare gene expression between 17 right-atrial (RA)
appendages from patients undergoing open-heart surgery with LV transmural
tissue-slices from 5 non-failing donor hearts. At a false-discovery rate of
<0.03, they found differences in 6,274 transcripts (53% of probe-sets available),
with 3,300 being more strongly-expressed in atrium and 2,974 in ventricle.

They noted stronger expression of genes related to metabolism in LV and a
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predominance of genes involved in signal transduction and apoptosis in atrium,
findings similar to ours. The overall number of atrial-ventricular differences
that they observed is similar to what we noted with a similar statistical-
significance cut-off (data not presented here) and the balance between atrial-
predominant and ventricular-predominant genes is similar in our study
compared to theirs.

We are not aware of previous studies that analyzed the evolution of
atrial-ventricular gene-expression differences with the development of CHF.
Barth er al noted that in atria of AF patients upregulation occurred
predominantly in “ventricular-predominant” genes and down-regulation in
“atrial-predominant™ genes, producing a “ventricularization” of the atrial gene-
expression profile [12]. We noted a similar type of phenomenon, with the
number of statistically-significant LA-LV gene-expression differences
decreasing with the advent of CHF (Figure 6). A total of 1273 of the 1599 of
genes with significantly-differential LA-LV expression in shams were no
longer significantly different at 2-wk VTP, presumably mostly because of LA
expression changes (since few statistically-significant changes occurred in LV).
On the other hand, 1086 genes that were LA-LV equivalent in shams showed
significant LA-LV differences at 24-h VTP and 576 at 2-wk VTP. Thus, it
seems that CHF greatly reduces the LA-LV gene-expression differences that are
present in the normal heart, only to replace them by a range of pathological

responses with some degree of chamber-selectivity.
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3.5.2.  Gene-Expression Changes in CHF and Differential Atrial-
Ventricular Response

CHEF produces deterioration in cardiac function and significant reprogramming
of cardiac gene-expression. Barrans et al . found O\l/er 100 of 10,848 expressed
sequence-sequence tags to be changed >1.5-fold in LVs of patients with end-
stage cardiomyopathy [20]. Relatively few studies have compared atrial versus
ventricular gene-expression changes in CHF. Kiib er al . studied human atrial
and ventricular gene-expression response differences by comparing 8
terminally-failing ischemic and dilated cardiomyopathic hearts with 5 non-
failing donor hearts via microarray-analysis.* They found about twice as many
significantly-changed genes at the atrial level, and noted a predominance of
down-regulated genes (103) compared to upregulated (13) in the ventricles. We
similarly found a predominance of gene downregulation in the LV (Figure 7B),
and although there was a much greater quantitative discrepancy we also noted a
stronger gene-response to CHF in the atrium versus ventricle. Kaib er al . noted
that only ~7% of significantly-changed genes were common to both atria and
ventricles, a figure of similar order to that which we noted (~2%).

We were unable to identify studies comparing directly atrial with
ventricular gene-expression profile changes in animal CHF models. Gao et al .
used human gene microarrays to compare ventricular gene-expression between
4 normal dogs and 4 dogs with terminal CHF caused by 4-wk VTP [6] (atrial
geﬁe-expression v;/as not assessed). They noted a much larger number of
statistically-significant ventricular gene-expression changes in CHF, over 1000,

once again with about 20 times as many genes (971) down- as up- (49)
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regulated. Like us, they found down-regulation of metabolic pathways and
transport genes. The discrepancy in the number of statistically-significant
ventricular gene-expression changes 1ibetween their study and ours is likely due
to the fact that they studied dogs with terminal CHF after 4-wk VTP
(LVEDP~30), whereas our dogs had less severe decompensation with a

maximum of 2-wk VTP.

3.5.3.  Extracellular Matrix Remodeling
Extracellular matrix (ECM) remodeling is of particular importance in creating
the AF substrate in CHF [2, 3, 5, 7-11]. ECM-related genes showed
dramatically-different remodeling in LA versus LV. About 150 LA ECM-
transcripts were significantly altered at 2-wk VTP, compared to 2 at the LV |
level. Some notable examples include highly-significant ~20 and ~65-fold
increases in LA collagen-3 and collagen-1 genes respectively, versus non-
statistically significant 4.5 and 7.9-fold increases in the LV. LA fibronectin
gene-expression increased significantly by ~12 and ~18-fold at 24-h and 2-wk
VTP, while LV fibronectin averaged ~1.5 and ~2.7 times sham values at 24-h
and 2-wk VTP (P=NS for both). Tissue-inhibitor of matrix metalloprotease-1
(TIMP-1) was ~6-fold increased in LA at 24-h but not 2-wk VTP, whereas
matrix metalloproteinase-9 (MMP9) was increased ~6-fold at 2-wk but not 24-h
VTP; neither were significantly altered in LV. These important ECM-gene
expression differences parallel and account for the much greater fibrotic

response of atrial versus ventricular tissue in this model [5].
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3.5.4. Metabolism

The failing myocardium is characterized by an important reduction in high-
energy phosphate and phosphotransferase enzymes such as creatine kinase.
The single largest group of LV gene-changes occurred in genes involved in
metabolism. Although most metabolism-related genes were down-regulated,
the creatine-kinase B (CK-B) gene showed striking 8-fold up-regulation at 2-
wk VTP. The creatine kinase isoenzyme CK-B is involved in the formation of
the active forms CK-BB and CK-MB. Previous studies have shown that the
activity of the CK-MM isoform is decreased by ~30%, but the activity of the
CK-MB isoform is at least two-fold higher in the failing heart, correlating with
a 5-fold increase in CK-B isoenzyme in the ventricles [21, 22].

Gao et al noted down-regulation of ventricular genes involved in
energy production in end-stage VTP-induced CHF [6]. We also observed
marked decreases in components of the respiratory chain complex-I (CI), II
(CII) and III (CIII). NADH dehydrogenase Fe-S proteins 3 and 8 (CI),
succinate dehydrogenase complex. (CII) and ubiquinol-cytochrome C
oxydoreductase (CIIT) all showed reduced expression at 2-wk VTP in both atria
and ventricles. NADH and succinate dehydrogenase produce reduction
reactions that create a H'-electrochemical gradient toward the inner
mitochondrial membrane. These H'-ions are driven back into the
mitochondrial matrix via ATP-synthase and allow the production of ATP.
Respiratory-chain systems also play an important role in regulating oxidative
stress and thereby apoptosis, which is of great importance in CHF progression

[23, 24].
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3.5.5. Cd**-Signaling
Remodeling of Ca*"-handling is emerging as an important pathophysiological
paradigm in atrial and ventricular arrhythmogenesis related to heart disease
[25]. Key components include the calmodulin/Ca2+-calmodulin—dependent
protein-kinase-II (CaMKII) and ryanodine receptor-FKBP12/12.6 systems |25-
27]. Of the relatively small number of LV genes up-regulated at 2-wk VTP,
FKBP12 and calmodulin are prominent. FKBP12 was also increased in LA at

24-hr and 2-wk VTP.

3.6. Potential Significance
The present study is, to our knowledge, the first systematic assessment of atrial
versus ventricular mRNA-expression remodeling differences in an animal CHF
model. In addition, we made comparisons over time that allowed us to identify
the dynamic development of gene-expression changes. Our findings show a
striking difference between the LA and LV response, which sheds light on
previously-noted differences between the atrial and ventricular neurohumoral
responses, apoptosis, inflammation, cell-death and fibrosis in the same model
|5]: the LA changes peaked much earlier and were up to 10-fold greater in
magnitude compared to LV [5]. Taken together with the results of previous
work, our findings suggest that the rapidly-developing CHF associated with
tachycardiomyopathy places a particularly great burden on the atria. The
differential gene-response must reflect strongly-induced programs of atrial

adaptation (o a very major stress. Further work designed to clarify the atrial-
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remodeling programs may help in the development of novel approaches to
preventing atrial arrhythmogenic substrate development, an important evolving
theme in AF therapeutics [28]. The relatively limited number of LV gene-
expression changes likely reflects a greater capacity of the ventricles to cope
with a tachycardic stress and is consistent with previous observations of
dramatic ventricular recovery upon termination of tachypacing. Interestingly,
although hemodynamic function and ventricular dimensions recover completely
following the cessation of VTP, atrial structural remodeling remains, as does a

persistent substrate that can sustain AF [29, 30].

3.7. Potential Limitations
Atrial and ventricular remodeling could affect the expression of the control
genes we used (18-S rRNA and GAPDH) but this proved not to be the case in
the present study. Gene-expression changes are only part of the adaptive
response to a stressor- important components not considered in the present
study include wide-scale changes in protein expression, as well as in protein
processing, membrane trafficking and post-translational regulation, all of which
certainly must have occurred and played important roles. The time-points we
examined were selected based on previous evidence for important early-phase
changes at 24 hours and near steady-state late-phase changes at 2 weeks of
VTP-induced remodeling, particularly at the atrial level [5, 13]. However,
other time points would be interesting to study, particularly as ventricular
function deteriorates rapidly towards terminal CHF. The model that we used

(VTP) is widely-employed and mimics well some forms of clinical CHF [31];
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however, observations of LA versus .V remodeling in other clinically-relevant
experimental paradigms might provide different results and would be of great

interest.
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TABLE IV. Hemodynamic and Electrophysiological Changes

Sham 24-hrs VTP 2-wks VTP
Pressures (mmHg)
Systolic-arterial 1367 109£16* 108+15*
Diastolic-arterial 9045 68+9* 70412
LV End-diastolic 1+] 542 16+5**

*P<0.05, **P<0.01 versus sham.
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subunit

24-hrs LA 2-wks LA 24-hrs LV 2-wks LV
Gene ID Real-Time Genechips Real-Time Genechips Real-Time Genechips Real-Time Genechips

Signal transduction

Calmodulin 1604374 1.46+£0.17 0.99+0.02 1.68+0.20 1.19+0.12* 1.80+0.46 1.27+0.11 2.24+0.48 1.89+0.11*

Apoptosis

p33 1582452 1.83+0.44 1.06+0.05 1.52+0.24 0.97+0.05 1.25+0.32 1.16£0.05 1.46+0.26 1.12+0.09

Cathepsin S 1582636 14.02+5.36 5.71+1.65* 9.64+4.19 6.98+1.75* 0.68+0.25 0.99+0.11 0.98+0.34  1.2840.19

Caspase 1 1582623 10.69+4.14 2.53+0.52* 533+2.36 1.82+0.50 0.72+0.41 0.85£0.05 0.81+0.27 0.79+0.03

Cell structure and mobility . :

Smooth muscle gamma 1586210 2.39+0.44 3.39+0.52** 6.45+£3.60* 5.66+£2.95 1.16+£0.21 1.37+0.22 1.64+0.48 1.88+0.37

actin

Skeletal myosin light chain 1583107 0.50+£0.03* 0.66+0.03** 0.51+0.05* 0.66+0.04** 1.16+£0.16 1.18+0.10 1.01£0.27 1.32+0.32

2 .

Extracellular matrix

TIMP-1 1582383 7.6242.36 5.85+1.72* 8.91+£3.57 6.53+1.84* 1.28+0.88 1.01+0.45 1.23+x0.46 1.09+0.09

MMP-2 1582764 1.33£0.31 1.07+£0.18 8.17+1.38** 4.46+0.34** 1.55+0.64 1.15+0.14 2.36+1.23 2.01+0.51

Fibronectin 1582768 20.1947.15% 10.70+2.33* 23.67+7.68* 16.20+£2.62* 1.68+0.84 1.49+0.32 2.04+£0.46 2.75+0.42

* * *
Collagen alpha 1(III) chain 1591762 3.77+0.98 2.27+0.61 36.934+7.83* 20.18+1.54* 1.41+0.80 1.83+0.61 2.75+1.11 4.46+1.11
rec. * *

%NA-RNA synthesis

TFIIS 1585822 0.64+0.07 0.65+£0.09* 0.52+0.14 0.51+£0.06** 1.55+0.48 0.88+0.04 1.06+0.33 0.74+0.03*

EFTU 1583725 1.26+0.14 1.25+0,14 0.66+£0.10 0.72+0.09* 1.50+0.34 1.00£0.07 0.85+0.16 0.80+0.09

Immunity

Von Willebrand factor 1582505 1.43+0.20 1.42+0.24 2.63+0.35** 2.5440.18* 2.11£0.58 1.21+£0.33  2.78+0.51 1.91%0.27

(VWF)

Integrin beta-1 1591346 2.41+0.32** 1.97+£0.21** 1.33£0.07 1.09£0.05 0.79+0.29 0.57+0.05* 0.67+0.17 0.62+0.04*

FLAP 1601853 12.83+4.28* 3.32+0.58** 12.37+3.47* 4.70+0.74** 1.23£0.52 1.19+0.10 1.0240.27 2.47+0.29*

IL1-Ra 1582494 5.80+2.36 3.42+1.15 15.24+8.58 9.94+3.36* 0.37+0.18 0.60+0.05 1.49+0.88 0.65+0.05

Ion transport

HERG 1582833  0.57£0.04 0.76+0.04** 0.87+0.13 1.00+0.07 1.85+0.45 1.31+0.03* 1.13+0.19 1.33+0.18
~ Kchip-2 1582775 0.31+£0.07** 0.36+0.06** 0.13+0.03* 0.17+0.03** 1.14+0.35 0.57+£0.12 0.72+0.17  0.48+0.04

Metabolism

Cytochrome ¢ oxidase 1583218  2.26+£0.43 1.84+0.15%* 1.75£0.14** 1.64+0.04** 0.99+0.21 0.96+0.13  1.21£0.25 1.15+0.07
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Via

*P<0.05. ¥*P<0.01 versus sham dogs. 24-hrs LA VTP; 2-wks LA VTP=dogs ventricular-tachypaced for 24 hours in left atria and 2 weeks
respectively; 24-hrs LV VTP and 2-wks LV VTP= dogs ventricular-tachypaced for 24 hours in left ventricle and 2 weeks respectively.



TABLE VI. Comparison Between Microarray and Western Blot Results

Western P versus
Protein Gene ID Group Microarray Blot SEM CTL
(mean)
0.014

Calmodulin 1604374 24-hrs LA 0.99 1.35% 0.08
Signal transduction : e

P53 1582452
Apoptosis

Cathepsin L. 1583225
Apoptosis

Collagen3al 1591762
Extracellular matrix :

MMP-2 1582764
Extracellular matrix

FLAP 1601853

Immunity

IL1-RA 1582494

Immunity ewks:BA - 9942, 1450
24 hrs LV 0.6 0.57* 0.07
2-wks LV 0.65 0.62* 0.06

KCHIP2 1582775 [ 24hrsi weer A T

Transport - )il Ol
24 hrs LV 0.57 0.44* 0.08
2-wks LV 0.48 0.35% 0.06

* Statistically significant difference; P versus CTL indicates P value for difference
from control protein expression (Western blot). Microarray results, ** statistically
significant Q<I1, * Q<5. Dark grey=significant on both Genechip and Western;

Light Grey=non-significant on both.
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Table VIL. Gene specific primers and Tagman probes Sequences used in Real-time PCR analysis

84

Assay ID Gene Forward Primer Sequence Reverse Primer Sequence ) Probe sequence
1604374 Calmodulin GGCTGACCAGCTGACTAG CGTCCTTGTCAAAGAGGGAGAAG CTTGAACTCTGCAATCTG
1582623 Caspase 1 CAAACCGAAGGTCATCATCATCCA AGTCGCTGACCCACAGTTC CAGAGGTGAAAATCCTG
1582636 Cathepsin S TGGAACACTCAATGGGAATGCA CAGGGAACCCATCAAAGATATCACT CACCAGTCATGTCTCCC
1591762  Collagen alpha 1 (lli) chain prec. GGACCTCAAATTCTGCCATCCA CTTTGATCGCATCCAACTTGCA CAGTACTCTCCGCTCTT
Cytochrome c oxydase subunit
1583218 Via GTATGATTACCATCTCCCCAGGGA CATCGCCTACCCCCATCTC CAGGTCCAAGCCCTT
Elongation factor TFIIS (EF-
1585822 TFIIS) TCTTATGCAATGAATGTGGCAATCG CCTCACCTTGTTCACTGAAATCCT CTATCAGCAGAACTTCC
15683725 - Elongation factor TU (EFTU) TGACCGCGGCCATCAC CCTCGGGCTCGTTCTTCAG CTCGGCTAAAATCTTG
1582768 Fibronectin GTTCGGGAGGAGGTTGTTACC GAGTCATCTGTAGGCTGGTTTAGG CCTTGGTCCACAGAGT
1591346 Integrin beta-1 binding protein 2 GCAGAGTTGGTAGGCATGACT GCCAATCATGACGGCAAGATG CTGGCAGCTGCTTCC
1582494 IL1-Ra GGGAAGAGACCTTGCAGGAT TGGTTATTCCTCAGGTAGAAGGTCTT CAAGCCTTCAGAATCT
5-lipoxygenase activating protein
1601853 (FLAP) GCCTTTGAGCGGGTCTACA CCAGAGCACAACAAGGAAAGTG CTGCCAACCAAAACT
Matrix Metalloproteinase-2 (MMP-
1582764 2) GGAGCAAGAACAAGAAGACCTACAT CCAGGATCCATCTTCTTCTTGACTT CAAGTTCTGGAGATACAA
1582452 p53 protein (p53) ACTGAGGAGGAGAATTTCCACAAGA TCCATCTAGTGGCTTCTTCTTTTGC CAAGCGAGCACTGC
1582833 Potassium channel HERG AGCAGCGACACCTGTAACC CAGAAGCTGAAGATGTTGGACACT CTGTCAGGCGCCTTC
1582775 Potassium channel Kchip-2 CCTCAACAAGGATGGCTGCAT AGGTATACTTGCCCATCATGTCATAGA CCAAGGAGGAAATG
1583107 Skeletal myosin light chain 2 CGCAGTGTGACCGCTTCT GCAAATGTTCTTGTAGTCCACGTT ATGTTCCTGATCTCCTC
1586210 Smooth muscle gamma actin CCTCCAATCCAGACTGAGTACTTC CAGGATGCAGAAGGAGATCACA CATGAAGATCAAGATAT
Tissue inhibitor of

1582383 metalloproteinase (TIMP1) CCGCAGCGAGGAGTTTCT CGAAACTGCAGGTGTTGATCTG CAGGTTTCCGGCGACC
1582505 Von Willebrand factor (VWF) CATTCAGCTAAGAGGAGGACAGATC ACAGCCATCCTGGATAGTCTCAT ATGACACTGAAGCGTG




Table VIII. List of Antibodies

Primary antibodies used:

Protein ' Primary | Compagny Catalog number Lot
B antibody
Collagen type III | Mouse Chemicon MAB3392 23110303
GAPDH Mouse RDI RDI-TRK5G4-6C5 New lot
Cathepsin S Rabbit Calbiochem 219384 B57054
Calmodulin Mouse Upstate 05-173 30033
P53 Mouse Chemicon CBLA423 423212JF
Europe
MMP-2 Mouse Chemicon MAB3308 25040134
IL1-RA Rabbit Abcam Ab2573 92671
FLAP Mouse Transduction F82720 1
laboratories
Cathepsin L Rabbit Biomol SA-362 L1658
research
laboratories
Secondary antibodies used:
Primary Secondary Compagny Catalog number Lot
antibody antibody
Mouse Goat anti-mouse | Chemicon AP124P 25050017
IgG international
Rabbit Goat anti-mouse | Chemicon AP132P 2505014
| 1gG international
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Figure 5.

Figure 6.

Figure 7.

Figure 8.
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Figure legends
Overall mRNA expression-changes compared to sham at 24-h VTP in LA (A)
and LV (B), and at 2-wk VTP in LA (C) and LV (D) samples. The absolute
expression, in log(L), where L=mean sample luminescence, of each intervention-
group gene is plotted as a function of the corresponding value for the VTP-sham
group gene and represented as a single point. Red points are significantly
different from sham-controls (Q<5) whereas blue points are not significantly
different. Without any changes in mRNA-expression, all points would fall on the
black line of identity.
Total number of genes of each functional group for which mRNA was
significantly. Down- or up-regulated by atrial-tachycardia remodelling (left) or
ventricular-tachycardia remodelling (right). “Overlap” refers to the number of
genes that were significantly affected in the same direction at both 24-hrs and 2-
wks.
Changes in mRNA expression in LA compared to LV in shams (A), 24-h VTP
(B), and 2-wk VTP (C) samples. Format as in Figure 1. The absolute
expression, in log(L), where L=mean sample luminescence, of each intervention
group gene is plotted as a function of the corresponding value for the VTP-sham
group gene and represented as a single point. Red points are significantly
different from sham-controls whereas blue points are not significantly different.
Without any changes in mRNA-expression, all points would fall on the black line
of identity.
Total number of genes of each functional group for which levels were

significantly different in atria versus ventricles in shams, 24h VTP or 2-wk VTP.



Figure 9.

Figure 10.
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Correlation between expression changes by real-time PCR versus microarray or
each samples, for each of 18 genes. Regression lines are shown. Many points
are clustered in the <5-fold change range, which is therefore shown on an
expanded scale at the left.

Examples of Western blots for 8 proteins studied to compare protein versus

mRNA expression changes.



4, Discussion

Dans 1’étude faisant objet de ce mémoire, nous avons analysé et comparé les changements
dans I’expression d’ARNm dans les oreillettes et les ventricules, a différents temps, dans un
modele canin d’insuffisance cardiaque induit par tachystimulation ventriculaire. Les résultats
démontrent une importante évolutidn, dépendante du temps, dans les changements observés
dans I’expression des geénes. Une remarquable différence existe dans les bases moléculaires

du remodelage des chambres gauches du cceur insuffisant.
4.1 Relation avec les découvertes précédentes sur le remodelage auriculo-ventriculaire

Plusieurs études utilisant des puces d’ ADN ont ét€ effectuées sur des patients ou des modéles
animaux d’insuffisance cardiaque, mais seulement quelques unes d’entre elles comparent
I’expression des génes au niveau des oreillettes et des ventricules. A notre connaissance, cette
étude est la premiere & comparer dans le temps I’expression des génes au niveau de |’ oreillette
et du ventricule gauche, dans un mode¢le canin d’insuffisance cardiaque et principalement,

dans les cardiomyocytes.

K&db et al ont démontré que 288 génes étaient différemment exprimés dans le myocarde
insuffisant comparé au myocarde normal chez I’humain. Parmi ces changements, on
observait 4,5 fois plus de diminution que d’augmentation de I’expression des genes, et les
changements dans I’oreillette €taient deux fois plus nombreux que ceux observés dans les
ventricules. De leur coté, Barth ef al ont démontré, chez des patients atteints de fibrillation
auriculaire, que I’expression des génes auriculaires montrait une signature ventriculaire, c’est-

a-dire que I’expression des génes auriculaires dans un modele de FA tendait a s’approcher de
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I’expression ventriculaire normale (saine) de ces mémes génes.*® Bien qu’elles contribuent
grandement & une meilleure compréhension du remodelage et des différences auriculo-
ventriculaires, ces études possédent certains facteurs limitants tel que les difficultés d’obtenir
des échantillons homogenes & partir de différents patients avec différentes causes
d’insuffisance cardiaque et les différents traitements que ceux-ci ont suivi (ex. inhibiteurs
ACE, B-bloqueurs, glycosides cardiaques) pouvant affecter le remodelage et I’expression des
génes. D’autres études ont été effectuées afin d’étudier ’expression auriculaire et
ventriculaire chez des humains et des modéles animaux sains. Parmi les génes démontrant une
importante différence d’expression figurent plusieurs isoformes de I’actine et de la myosine,
des protéines du cytosquelette, des facteurs de transcription ainsi que des protéines impliquées

dans la régulation intracellulaire du calcium. "¢

Les changements observés dans le modéle canin d’insuffisance cardiaque induit par
tachystimulation ventriculaire sont semblables aux changements hémodynamiques,
électrophysiologiques et structuraux observés dans le coeur humain insuffisant.*****' Hanna er
al ont examiné les différences auriculo-ventriculaires de différents mécanismes tel que
I’apoptose, la fibrose, I’angiotensine 1l et I’infiltration de lymphocytes dans les tissus
cardiaques de chiens tachystimulés. Ils ont démontré qu’au niveau tissulaire, les changements
étaient beaucoup plus importants et plus rapides au niveau de I’oreillette que du ventricule.
Par contre, cette étude a été€ effectuée seulement au niveau de protéines spécifiques et aucune
mesure d’ARNm n’a été effectuée.”” Gao e al ont eux aussi utilisé le modéle canin
d’insuffisance cardiaque et I’ont comparé aux humains et certains modéles de souris
transgéniques d’insuffisance cardiaque. Ils ont étudié les différences d’expression entre le
ventricule gauche et le ventricule droit, démontrant que dans |’ insuffisance cardiaque en stade

final comparativement au cceur normal, on observait une importante réduction de I’expression
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de genes reliés a la production d’énergie, la contraction cardiaque et la modulation de

I’excitation-contraction.

Notre étude est la premiére, a notre connaissance, a comparer le remodelage génomique
auriculaire et ventriculaire dans un mod¢le canin d’insuffisance cardiaque en utilisant une
puce d’ADN de plus de 21 700 transcrits. Nos résultats démontrent clairement une énorme
différence quant au nombre et au type de geénes affectés et irhpliqués dans le remodelage au
niveau des différentes chambres et a des temps différents. Aprés 24h VTP, on observe environ
100 fois plus de génes dont I’expression est modifiée dans I’oreillette (VTP vs contrle) par
rapport au ventricule. Aprés 2 semaines VTP, cette différence demeure énorme (50 fois) alors
que 6284 génes présentent une différence d’expression dans I’oreillette gauche par rapport a
130 dans le ventricule gauche. En analysant le niveau d’expression des génes de I’0OG et le
VG chez un méme chien et pour une méme durée de VTP, il a aussi été observé que
I’expression des génes dans I’oreillette et dans le ventricule est trés différente chez les
contrdles opérés et que cette différence tend a diminuer avec la période de VTP (soit 50% de
moins apres 2 semaines VTP). D’ importantes différences ont été observées dans les deux
chambres cardiaques relativement aux génes de la matrice extracellulaire (ex. collagéne ype 1
alpha III augmenté 30 fois dans I’oreillette ét non changé dans le ventricule), du métabolisme
(créatine kinase B augmentée 5 fois dans I’oreillette et 8 fois dans le ventricule & deux
semaine VTP) et de la transduction du signal (calmoduline inchangée dans I’oreillette et

augmentée de 2,2 fois dans le ventricule).
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4.2 Différence dans le remodelage de ’expression des génes dans 'oreillette et le

ventricule

L’insuffisance cardiaque induite par tachystimulation ventriculaire méne a un important
remodelage structurel et ionique qui ressemble a I’insuffisance cardiaque observée chez
’humain en causant une dilatation cardiomyopathique dans les deux chambres et remodéle

. I’oreillette d’une maniére qui favorise fortement le développement de fibrillation
auriculaire.** Nos résultats présentent de nouvelles informations au sujet de ce remodelage.
Parmi les plus spectaculaires se trouvent les génes de la matrice extracellulaire qui présentent
un remodelage trés différent dans les deux chambres. La fibrose a été identifiée comme une
importante cause d’arythmie a la fois dans le ventricule et I’oreillette en causant des bris de
conduction qui stabilisent la réentrée et encourage la fibrillation. Dans le modéle d’IC induit
par VTP, aprés 2 semaines de VTP, il a été démontré que la fibrose est plus présente (10%1%)
dans Ioreillette que dans le ventricule (0,4+0,1%).*° Ceci est en accord avec nos résultats
puisque plusieurs génes important dans le développement de fibrose présentent un niveau
d’expression augmenté dans ’oreillette et non dans le ventricule. La majorité de ces
changements apparaissent dans I’oreillette aprés 2 semaines, moment o0 la fibrose est trés
présente, et sont absents a 24 heures alors que la fibrose n’a pas encore commencé a se
développer de maniére significative. Par exemple, ’expression de génes codant pour 9
différentes protéines de collagene est dramatiquement augmenté a deux semaines mais
inchangés (ou beaucoup moins changées) a 24h et complétement inchangé dans les
ventricules aux deux temps d’étude. D’autre part, les génes impliqués dans la réponse aigue
du développement de la fibrose, tel que la fibronectine, sont augmentés dés les premiéres 24h
de VTP. De plus, une évidence que les cardiomyocytes jouent un réle important dans le

remodelage cardiaque est qu’en plus de moduler le niveau d’expression du collagene et de la
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fibronectine, on observe des changements dans |’expression de certaines métalloprotéases de
la matrice extracellulaire (entre autre MMP-2) et des inhibiteurs tissulaires des
métalloprotéinases (TIMP-1 augmenté de 6 fois et TIMP-2 de 2 fois a 2 semaines alors que
TIMP-3 est diminué a 0,5 fois et 0,8 fois a 24 heures et 2 semaines respectivement). Cela
corréle avec le fait que le développement de fibrose est beaucoup plus important dans
I’oreillette que dans le ventricule et joue un réle important dans le développement et la

maintenance de la FA .+

Tel que discuté dans le papier de Cardin ef al , projet de recherche auquel I’auteur du présent
mémoire a participé activement pendant sa maitrise, le TGF]} a été identifié comme étant un
important facteur profibrotique. ****Pour continuer I’étude dq développement de la fibrose,
nous avons utilisé le « Human Protein Reference Database » et par la suite, le BLAST pour
identifier un total de 214 génes présents sur les puces d’ADN utilisées et codant pour des
protéines qui interagissent avec le TGF-P. Parmi ces genes, 85 genes sont différemment
exprirﬁés avec une valeur Q<1 dans I"oreillette alors qu aucun de ces 214 génes ne présente

de changement de niveau d’expression dans le ventricule.

En contraste avec le remodelage auriculaire, le remodelage ventriculaire présente un nombre
de changements beaucoup moins élevé. Parmi les plus importantes catégories de genes les
plus affectées figurent le métabolisme et la signalisation cellulaire. Le myocarde défaillant est
caractérisé par une importante réduction de phosphates riche en énergie et d’enzymes de
phosphotransferts tel que la créatine kinase. Dans la présente étude, le géne présentant le
changement le plus dramatique dans le ventricule est la créatine kinase B (CK-B) avec
augmentation de 8 fois dans le ventricule a 2 semaines VTP. Ce géne est aussi augmenté a

24h et 2 semaines dans I’oreillette (3 et 5 fois respectivement). L’ isoenzyme de la créatine
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kinase CK-B est impliquée dans la formation des formes actives CK-BB et CK-MB de
créatine kinase. Les changements du niveau de CK-B dans la myocarde surviennent avec les
changements de stress de la paroi cardiaque et sont probablement régulés par une régulation
post-transcriptionnelle complexe. Des études précédentes ont démontré que ’activité de
I’isoforme CK-MM est diminuée de 30% mais que I’activité de CK-MB est au moins deux
fois plus €levée dans le cceur insuffisant comparativement au cceur normal, ce qui corréle avec
une augmentation significative du contenu de I’isoenzyme CK-B dans les ventricules.*®*’
Basé sur les résultats de Shem et al , nous espérions une augmentation du niveau d’ARNm

codant pour CK-B dans I’insuffisance cardiaque mais aucun changement significatif dans

I’isoforme CK-M, ce qui corréle parfaitement avec nos résultats.>®

L’une des voies les plus affectées dans les ventricules est aussi reliée au métabolisme, la
chaine de transfert d’électron. Une importante diminution a été observée dans différentes
composantes des complexes [, II et [I de la chaine respiratoire. La NADH déshydrogénase
Fe-S protéine 3 et 8 (CI), le complexe succinate déshydrogénase (Cll) et I’ubiquinol-
cytochrome C oxydoréductase (CIII) démontrent tous un niveau d’expression plus bas ( 30%
moins) dans I’oreillette et le ventricule a deux semaines VTP mais demeurent inchangées a
24h VTP. La NADH déshydrogénase et la succinate déshydrogénase sont responsables de la
réaction de réduction qui produit un gradient électrochimique de H" a travers la membrane
interne mitochondriale. Ces H', ensuite localisés dans 1’espace intermembranaire sont
redirigés dans la matrice mitochondriale via I’ ATP-synthase et permettent la production
d’ATP, énergie qui sera utilisés par [’actomyosine ATPase et les pompes ioniques durant la
contraction et la relaxation des cellules cardiaques. En plus de sa responsabilité dans la
diminution de la production d’ATP, la chaine respiratoire a aussi été €tudiée pour son rdle

potentiel dans le stress oxidatif. Des études effectuées précédemment ont démontré une
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importante diminution au niveau des complexes I1l et IV.*® L’étude de Ide et al a fourni les
premieres écidences qu’une défaillance dans le transfert d’électron résultant d’une diminution
de Iactivité enzymatique du complexe [ menant a la production délétoire de ROS dans
I’espace intracellulaire, ce qui résulte en endommagement du myocyte dans I’ insuffisance
cardiaque en augmentant la génération de O,".% D’autres études ont prouvé qu’un lien intime
existe entre ROS, I’endommagement de I’ADN mitochondrial et une défectuosité dans la
fonction de transport d’€électrons et pourrait mener a une génération additionnelle de ROS
lequel pourrait jouer un role important dans le développement et la progression du remodelage
du ventricule gauche dans I’insuffisance cardiaque.®' Les résultats obtenus dans le cadre de la
présente étude démontre une diminution importante du niveau d’ARNm codant pour des
enzymes du complexe I, IT et III qui, en accord avec les études précédentes, pourrait a la fois
causer et étre causé par le stress oxydatif qui joue un important role dans différents
mécanismes de I’insuffisance cardiaque tel que I’apoptose.&m'65 Un méme ordre de
diminution (30%) a été observé dans |’oreillette et le ventricule pour les genes affectés
précédemment cités, suggérant que la dysfonction de la chaine de transfert d’électron peut a la

fois jouer un réle et étre similaire dans les deux chambres cardiaques gauches.

Une autre protéine étant affectée de fagon remarquable est la protéine « Lim | slimmer »
(FHL1, SLIM1) qui est augmentée de pres de 9 fois dans les oreillettes et 6 fois (mais non
significatif) dans les ventricules & 24h et cette augmentation diminue a 3 fois, dans I’oreillette
et le ventricule, aprés 2 semaines de VTP. [l a été démontré que cet isoforme des protéines
LIM est augmenté dans le tissu ventriculaire et septal chez I’humain atteint d’hypertrophie ou

7 . .
6667 Ces résultats sont par contre contrastants avec les résultats

d’insuffisance cardiaque.
obtenus par Yang et al qui ont démontré que I’expression de SLIM était diminuée dans les

cardiomyopathie ischémiques en phase terminale et les cardiomyopathies dilatées. Bien que
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son rdle ne soit pas encore bien connu, la surexpression de FHL1 dans les muscles
squeletiques induit une hyperélongation et la formation de multiples branchements
cytoplasmiques. Cette protéine a aussi ét€ associée avec une fonction similaire aux protéines
LIM musculaires comme étant impliqué dans I’interaction entre le filament mince et le
cytosquelette.ﬁg'/69 Mises ensembles, ces informations et nos résultats pourraient suggérer que
la protéine SLIM1 joue un réle dans le développement de I’hypertrophie du cardiomyocyte
dans I’insufisance cardiaque, principalement au début du développement de I’insuffisance

cardiaque. Ce serait encore plus important dans I’oreillette que dans le ventricule.

Une quantité d’informations qui ne cesse d’augmenter prouve que la défectuosité des canaux
ioniques peuvent mener a des arythmies ventriculaires et auriculaires. L’un des types de
canaux majeurs impliqués dans les arythmies sont les canaux ryanodine récepteurs qui
relachent le Ca’", une composante clée impliquée dans le couplage excitation-contraction qui
survient dans le myocarde a travers le mécanisme de reldche de calcium induite par lc
calcium. Les récepteurs RyR sont les principaux acteurs du complexe protéique qui module
directement ou indirectement leur fonction. Parmi ce complexe, on retrouve la calmoduline
(CaM), la calmoduline kinase II (CaMKI1) et les FKBP binding proteins (FKBPs).” La
protéine FKBP12 est I’isoforme le plus présent au niveau du cceur méme s’il a été proposé
que la protéine FKBP12.6 jouerait un réle plus important. L’isoforme FKBP12 se lie
principalement au récepteur ryanodinel (RyR1) et maintiént ce canal dans un état fermé dans
le muscle. |1 a été proposé que CaMKI| phosphorylerait les récepteurs RyR, causant ainsi un
relachement FKBPs et par le fait méme, ’ouverture du canal calcique. Puisque CaMKI| est
activé par la calmoduline liée au calcium, une surexpressiqn (et activation) de la calmoduline
pourrait mener a une suractivation de la CaMKII et une hyperphosphorylation des récepteurs

RyRs menant a une fuite de calcium du réticulum sarcoplasmique. Chez le modele canin
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d’insuffisance cardiaque, les résultats obtenus dans le cadre de cette étude ont démontré que la
calmoduline et le FKBP12 sont tous les deux augmentés dans le ventricule gauche aprés 2
semaines de VTP (respectivement 1,9 et 1,7 fois). Cependant, FKBP12 est aussi augmenté
dans I’oreillette a 24h et 2 semaines VTP mais pas la calmoduline. Comme FKBP12 ne
semble pas agir énormément dans le ceeur, nous pouvons supposer que 1’augmentation du
niveau de CaM sera plus efficace et augmentera le risque le fuite de Ca>* du SR dans le
ventricule. De plus, puisque la CaMKII est responsable de nombreuses cascades de
phosphorylation, I’augmentation de la CaM peut aussi mener & un important nombre de

changements dans les voies de signalisation.

4.3 Diminution dans le temps des différences entre ’expression auriculaire et

ventriculaire

[l existe de substentielles différences auriculoventriculaires dans I’expression des génes dans
le cceur sain. En fait, 1599 génes sont différentiellement exprimés dans |’oreillette et le
ventricule (dont 743 sont plus exprimés dans I’oreillette et 856 dans le ventricule). Ce modele
d’expression change avec la durée de la VTP alors que 1467 genes sont différemment
exprimés dans les deux chambres aprés 24h VTP et diminue 4 897 génes apres 2 semaines
VTP. En fait, 538 génes qui étaient initiallement plus et 635 génes moins qxprimés dans
I’oreillette deviennent équivalents a 2 semaines VTP et 576 initialement équivalents
deviennent différentiellement exprimés (399 deviennent plus et 177 moins exprimés dans

I"oreillette que le ventricule).

Il semble que 426 génes plus et 624 génes moins exprimés dans |’oreillette que dans le

ventricule chez les contrbles opérés deviennent équivalent a 24h et demeurent équivalents a 2
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semaines de VTP. De plus, un total de 223 génes différemment exprimés dans le LA et le LV
chez les groupe contrdle et a 24h de VTP deviennent équivalents a 2 semaines de VTP. Cette
équivalence est principalement due a un changement de I’expression des génes au niveau de
I’oreillette puisque trés peu de.changements sont observés au niveau du ventricule. Barth et al
ont démontré que le transcriptome auriculaire démontre une signature ventriculaire chez les
patients atteints de fibrillation auriculaire. Nos résultats confirment cette tendance a la
ventricularisation de I’expression des génes auriculaires puisqu’un total de 1273 sur 1599
zglénes différemment exprimés deviennent équivalents aprés 2 semaines de VTP, alors que la
fibrillation auriculaire est facilement présente dans le modé¢le animal. Ce phénoméne semble
€tre du aux changements observés dans I’oreillette davantage que ceux observés dans les
ventricules, tel qu’expliqué précédemment. D’un autre c6té, un total de 1086 genes qui étaient
initialement équivalents dans le groupe contrdle présentent une expression différente dans les
deux chambres aprés 24 heures et 576 apres 2 semaines de VTP. En excluant les répétitions,
un total de 1563 génes d’expression initialement similaire présentent une différence
significative lors du développement de I’insuffisance cardiaque. Nous pouvons donc dire que
la tachystimulation ventriculaire cause une expression des génes auriculaires similaires a ceux
des ventricules pour une partie des génes mais ce n’est pas le cas de la majorité des génes
puisque certains développement une différence avec le développement de I’ insuffisance
cardiaque. Une grande partie de ces différences (63%) sont observées aprés a peine 24 heures

d’insuffisance cardiaque et redeviennent équivalents aprés 2 semaines de VTP.

Parmi les résultats observés, le niveau d’expression de I’inhibiteur de métalloprotéases TIMP-
3 est 1,5 fois plus élevé dans I’oreillette que dans le ventricule dans le groupe contrdle tel que
répertorié dans la littérature’’ mais cette différence devient non significative aprés 24h VTP,

alors que I’expression dans ’oreillette (VTP vs contréle) diminue de 50% et que I’expression
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ventriculaire ne change pas par rapport au contréle. Cela signifie que le niveau auriculaire de
TIMP-3 est plus €levé dans le groupe contrdle et atteint le méme niveau que ’expression
ventriculaire du méme geéne aprés 24 heures de VTP, soit une signature ventriculaire. Une
déficience en protéine TIMP-3 a été montrée comme causant une pforonde dysfonction
systolique et diastolique en plus d’altérer la structure cardiaque (tel que I’hypertrophie) dans

3.% Cette déficience permet entre autre une hyperactivation

les souris knock out pour TIMP-
de MMP-9, résultant en un remodelage pathologique de la matrice extracellulaire. Selon ces
informations, I’importante diminution de I’expression de TIMP-3 dans les oreillettes par
rapport au niveau basal pourrait contribuer a I’activation des MMPs et résulter en un
remodelage pathologique de la matrice extracellulaire. Ces changements concordent aussi
avec les résultats obtenus par Hanna et a/ démontrant un niveau plus élevé du remodelage de
la matrice extracellulaire dans I’oreillette que dans le ventricule. D’autres études ont démontré
que le fait de réstorer le niveau de TIMP-3 est associé avec une inversion du remodelage (une

récupération) de la fonction et de la structure cardiaque.”®”"

4.4 Importance de l’étude

Les études effectuées sur I’humain sont a la fois trés révélatrices par rapport a I’ état
pathophysiologique chez [’humain mais sont aussi limitées par une série de facteurs tel que
les différents traitements thérapeutiques, I’étiologie de I’insuffisance cardiaque, le sexe,
’évolution de la maladie qui différe d’une patient a ’autre... Dans le cadre de I’étude de
I’insuffisance cardiaque et de la fibrillation auriculaire, les modéles animaux permettent de
contrdler ces facteurs et d’obtenir une homogénéité afin d’étudier le remodelage di a la
maladie seulement. Ceci contribue considérablement a diminuer les différences intra-groupe

et la variabilité des résultats de puces d’ADN ce qui permet de faire ressortir plus clairement
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les génes affectés par I’insuffisance cardiaque. La présente étude est, a notre connaissance, la
premiere étude des différences entre I’expression des genes dans I’oreillette et:le ventricule
gauche dans un modéle animal d’insuffisance cardiaque. L’importance de cette étude est
augmentée par le fait que cette comparaison est faite a travers le temps tel que des contrdles
sains (sham opérés), apres 24 heures de tachystimulation représentant la phase aigue de
développement d’insuffisance cardiaque et apres 2 semaines représentant la phase tardive de
développement d’insuffisance cardiaque. Cette comparaison permet d’identifier les différents
mécanismes affectés dans le développement de I’insuffisance cardiaque et I’évolution des
changements dans le temps. Les comparaisons ont été faites de deux maniéres différentes, soit
en comparant le niveau d’expression pathologique au niveau d’expression sain dans une
méme chambre pour voir I’effet du remodelage sur I’expression des genes. Cela permettait
ensuite de comprendre les différences en comparant les changements observés dans

I’ oreillette et dans le ventricule. Une autre comparaison a aussi été effectuée, il s’agit de
comparer [’expression des génes dans |’oreillette ct lc ventricule dans un méme animal pour la
méme période de tachystimulation (Oh, 24h et 2 semaines). En voyant les différences
observées entre I’expression auriculaire et ventriculaire dans une méme phase de
développement de I’insuffisance cardiaque, il est possible de voir I’évolution des différences
dans une méme chambre et vérifier la thése de |a ventricularisation de I’expression des génes
auriculaires. Cette étude a démontré que I’expression des génes de I’oreillette se rapproche de
I’expression ventriculaire en phase tardive de développement de |’insuffisance cardiaque,
comparativement a la phase hitive et le cceur normal. En plus de ce phénoméne, Ic
remodelage cause aussi une différentiation de I’expression de certains génes (presque le
méme nombre que pour la ventricularisation) de |’oreillette par rapport au ventricule. Tous

ces changements sont principalement dus au remodelage auriculaire et non ventriculaire.
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En comparant I’évolution des changements dans chacune des chambres au cours du
‘développement de I’insuffisance cardiaque par rapport aux contréles, cette étude a permis de
découvrir que les changements étaient de 100 et 50 fois supérieurs a 24heures et 2 semaines
VTP respectivement dans ’oreillette par rapport au ventricule. Ceci démontre que la
tachystimulation ventriculaire cause un remodelage génomique modéré au niveau du
ventricule et un remodelage trés important au niveau de I’oreillette. Cela le fait que
I’insuffisance cardiaque cause un remodelage important au niveau de I’oreillette et peu
entrainer le développement de fibrillation auriculaire. 11 a aussi permis d’identifier plus de
10 000 changements d’expression de génes observés dans les feux chambres cardiaques. La
classification et I’étude de ces génes a permis d’identifier des mécanismes potentiellement
affectés et ainsi de mieux comprendre en partie le remodelage qui prend place dans le
développement de I’insuffisance cardiaque. Ces différences trouvées constituent de plus une
mine incroyable d’informations pour I’étude du développement de la fibrillation auriculaire,
de Pinsuffisance cardiaque et du remodelage des deux chambres qui pourra servir de base
pour I’étude plus poussée de mécanismes précis, qui n’ont pu €étre fait dans le cadre de ce

projet.
4.5 Limitations potentielles

Nous ne pouvons certifier que les changements observés sont dus a une dégradation de
I’ARNm ou a sa synthése mais les analyses nécessaires a résoudre cette question ne sont pas
faisables a grande échelle présentement. Le remodelage auriculaire et ventriculaire pourrait
affecter I’expression des génes contrdles tel que I’ARNr 18s et GAPDH mais la présente
étude prouve que ce n’est pas le cas. De plus, I’expression des génes de I’oreillette pourrait

ne pas réfléter les changements de production de protéines. Par le fait méme, les changements
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observés par PCR en temps réel et par puces d’ADN pourrait ne pas réfléter les changements
de production de protéines, bien que les résultats obterius prouvent le contraire pour les
protéines et genes €tudiés. Des différences dans les facteurs de niveau de changements ont été
observés et réfletent les limites actuelles des puces d’ADN. Les changements observés par
puces d’ADN sont moins marqués que ceux par PCR. Bien que cette technique soit de plus en
plus précise, la puce d’ADN est encore considérée comme une technique semi-quantitative
ayant une moins grande sensibilité que le PCR. L’avantage marqué de la puce d’ADN qui
permet I’analyse 22 000 transcrits justifie son utilisation mais certains changements ont pu
étre sous-estimés. 1l aurait aussi été intéressant d’étudier les animaux aprés 5 semaines de
VTP, tel que dans quelques études utilisant le méme modéle animal. Cette période de
tacﬁystimulation ventriculaire permet d’obtenir une insuffisance cardiaque en phase finale
chez les chiens. Le choix d’utiliser un temps maximal de deux semaines de tachystimulation
ventriculaire a été justifié par le fait que les animaux présentent un important remodelage
structurel, ionique et électrophysiologique et ne présente pas de différences majeures avec le
remodelage observé apres 5 semaines VTP en ce qui a trait a ’inflammation, la fibrose,
I’angiotensine 1l et I’activation de ERK, JNK et certaines autres protéines. Le coiit de I’étude
des génes par biopuces et de la production du modele étant trés élevé en plus de demander un
temps important et d’agraver |’état de santé des animaux (certains animaux décédent avant la

fin du protocole), nous avons jugé que ce temps n’était pas nécessaire.

[l a ét€¢ démontré que I’insuffisance cardiaque entraine une augmentation du ratio de tissu
interstitiel par rapport au tissu myocardique dans le coeur. Cela est principalement di a la
mort des cardiomyocytes et a ’augmentation significative de la croissance des fibroblastes.
L.a présente étude ct celle de Hanna et al, entre autre, démontreﬁt que le remodelage observé

dans le développement d’insuffisance cardiaque causé par tachystimulation ventriculaire
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entraine un remodelage nettement plus important au niveau auriculaire que ventriculaire. Bien
que ’objet de ces études ne soient pas de déterminer la contribution des fibroblastes a ce
remodelage mais plutot la contribution des cellules contractiles, ces résultats suggerent tout de
méme une augmentation de la croissance des fibroblastes, directement li€s au développement
de la fibrose. Une contamination des échantillons par ce type cellulaire pourrait en partie

expliquer I"augmentation de I’expression de collagéne et de fibronectine observés au niveau

de ’ARNm.

Nous avons cherché des protéines cibles, spécifiques pour chaque type cellulaire pouvant
potentiellement contaminer les isolations de cardiomyocytes. 11 s’agit de DDR2 pour les
fibroblastes,”” PECAM-1 et PSGL pour les cellules endothéliales et les lymphocytes,
caldesmone pour les cellules musculaire lisses et la NA/K ATPase pour les cardiomyocytes.
Nous avons comparé I’expression de ces protéines dans les isolations de cardiomyocytes de
["oreillette, du ventriule, dans les tissus cardiaques tel que le septum, l’oreillette et le
ventricule, dans le cerveau et dans ’aorte. Nous n’avons détecté aucune présence de DDR2,
PSGL, PECAM-| et caldesmone dans les isolats de cardiomyocytes. Ces protéines étaient
fortement présentes dans les échantillons tissulaires. Cela suggére que le niveau de
contamination des échantillons est trés minime. De plus, on observe une augmentation de la
quantité de NA/K ATPase dans les échantillons d’isolations cellulaires par rapport aux

échantillons tissulaires.
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Figure 11. Vérification des la purcté des cardiomyocytes recueuillis par isolation enzymatique.

Bien que nous ne puissions €carter totalement la possibilité de contamination des €chantillons
de cardiomyocytes par d’autres types cellulaires tel que les fibroblastes, ces résultats
suggérent que cette contamination est minime. lLes changements dans [’expression du
collagéne et de la fibronectin seraient donc reliés aux changements dans 1’expression des

génes au niveau des cardiomyocytes et non du tissu cardiaque entiers.

De plus, involontaire mais inévitable, |’isolation enzymatique des cardiomyocytes entraine un
stress au niveau cellulaire et un changement au niveau des protéines de la surface cellulaire.
Bien que la dissociation enzymatique des cardiomyocytes puisse avoir un effet sur

I’expression des geénes des cardiomyocytes, ces changements ne devraient pas influencer
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grandement les résultats puisque tous les échantillons ont subit un traitement semblable.
Ainsi, en comparant par exemple ’expression des génes dans les oreillettes 24h VTP aux
oreillettes contrdles, les cardiomyocytes des deux €chantillons comparés devraient avoir subit
un stress semblable et les changements encourus le seront dans les deux échantillons,

s’annulant ainsi lors de la comparaison de I’expression des génes entre les deux échantillons.

4.6 Recherches futures
Les recherches faisant I’objet de ce mémoire constituent un avancement scientifique par les
découvertes faites concernant les génes dont I’expression est affectée dans I’insuffisance
cardiaque. 1l est maintenant démontré que les oreillettes et les ventricules réagissent trés
différemment et que ces différences évoluent dans le temps dans le développement
d’insuffisance cardiaque. Avec plus de 4000 genes présentant une différence d’expression
aprés 24 h de VTP et 6000 aprés 2 semaines, cete étude a généré une foule de résultats qui
sont impossibles a analyser en totalité dans le cadre d’un projet de maitrise. Parmi les projets
intéressants qui pourraient faire suite a cette étude figure I’étude approfondie de diverses
voies de signalisation identifiées. Par exemple, les résultats ont démontré que la matrice
extracellulaire était grandement affectée dans I’oreillette mais que ces changements étaient
quasi inexistants dans le ventricule. Une étude plus poussée des métalloprotéases, des
inhibiteurs de métalloprotéases et des différentes protéines structurelles de la matrice
extracellulaire tel que le collagéne et la fibronectine permettrait probablement d’identifier des
cibles pharmacologiques potentielles afin de réduire le remodelage structurel de la matrice
extracellulaire cardiaque dans le développement d’1C. Les modifications de la matrice étant a
la fois responsables d’une perte de force de contraction et une perte de conduction dii a la

fibrose, le ralentissement, I’arrét ou méme une inversion des changements reliés a ces génes
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contribuerait grandement a ralentir le développement de I’insuffisance cardiaque. Plusieurs
études ont démontré que le TGFB1 et ’angiotensine Il peuvent induire le développement de la

fibrose interstitielle. Dans le présent projet, 85 génes reliés au TGFB1 présentent un
changement de niveau d’expression significatif dans I’oreillette, la ou le développement de
fibrose s’est avéré étre le plus important dans I’étude de Hanna ef al . Ces changements
d’expressions sont absents au niveau du ventricule, 1a ou la fibrose est peu développée apres 2
semaines de VTP. Ces génes reliés au TGFBI pourraient donc étre intimement reliés au
développement de la fibrose. La comparaison de I’expression des génes traités avec des
inhibiteurs de I’enzyme de conversion de ’angiotensine pourrait nous permettre d’identifier
des mécanismes clés dans le développement de fibrose relié a I’angiotensine 11 et au TGFB1,
dans I’insuffisance cardiaque. De plus, bien que les cardiomyocytes représentent 75% du tissu
cardiaque, d’autres cellules, telles que les fibroblastes, agissent fortement dans le
développement de la fibrose. L’étude de tissus entiers ainsi que I’isolation de fibroblastes et
I’étude de I’expression leurs génes, a travers le temps, permettraient de mieux comprendre la
contribution des différents types cellulaires dans le développement de la fibrose et d’identifier
les mécanismes clés dans le développement d’insuffisance cardiaque. Bien que I’expression
des genes soit un bon indicateur des changements observés dans une voie de signalisation,
différentes protéines peuvent ne présenter aucune différence d’expression mais présenter un
niveau de production modifiée ou encore un niveau d’activation différent. L’étude de la
quantité de protéines par Western Blot et de I’activation des métalloprotéases et des
inhibiteurs de métalloprotéases par zymographie permettrait de mieux comprendre les
principaux acteurs et leurs liens au niveau tissulaire, au niveau des cardiomyocytes et des
fibroblastes dans le développement de I’insuffisance éardiaque. Le collagene étant sécrété a

I’extérieur de la cellule, I’étude tissulaire de I’expression des génes permettrait certainement
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une meilleure compréhension au niveau protéique que I’étude au niveau de cardiomyocytes

seulement.

Neubauer a rapporté qu’un changement dans le métabolisme est souvent observé dans
I’insuffisance cardiaque, point qui a aussi été reflété dans notre étude de I’expression des
geénes. Parmi les rares mécanismes affectés de maniére similaire dans ’oreillette et le
ventricule figurent I’expression des génes de la chaine respiratoire. Les différents mécanismes
par lesquels la chaine respiratoire est affectée et affecte le développement de I’insuffisance
cardiaque sont encore mal connus. De plus, le réle des changements observés dans la chaine
de transport d’électron fait encore I’objet de nombreuses questions et discussions a savoir si
ces changements sont la cause ou la conséquence du développement de la dysfonction
cardiaque. Parmi les espéces canines, le doberman pinscher a démontré une plus grande
fréquence de développement de cardiomyopathies dilatées. L une des hypothéses reliée au
développement de ces problemes cardiaques est reli€ au fait que les doberman présentent un
profil d’expression des génes reli€s a la chaine respiratoire différent des autres races tel
qu’une diminution la NADH déshydrogénase et de I’activité de I’ATP synthase. Une étude
plus approfondie des changements observés dans I’expression de la chaine respiratoire
permettrait sans doute de mettre en lumicre les différentes protéines et genes modulés dans
I’insuffisance cardiaque. De plus, une étude de leur activité et de la synthése d’ATP qui y est
reliée permettra de voir les modifications réelles de I’énergie disponible pour la contraction
des cellules musculaires. La majorité des inhibiteurs de la chaine respiratoire sont
actuellement fatals pour I’animal (ex. certains poisons 4 rats). La capacité d’inhiber
partiellement un ou des génes cibles de la chaine respiratoire permettrait de déterminer si ce

changement serait un élément causal de I’insuffisance cardiaque. Cette étude peut cependant
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étre faite au niveau cellulaire avec des agents tel que ’antimycine A bloquant les complexes

IIT et IV de la chaine respiratoire et en étudiant I’effet sur la contraction cellulaire.

Ces projets ne représentent qu’une partie des études possibles a partir des données générées
par la présente étude. Puisque des changements dans I’expression des genes ont été
démontrées dans plusieurs classes de génes (ex. matrice extracellulaire, métabolisme,
inflammation, ADN/ARN, apoptose...) plusieurs approches peuvent étre utilisées afin
d’identifier des mécanismes impliqués dans le remodelage cardiaque et ainsi identifier des

cibles pharmacologiques potentielles.



5. Conclusion
Il a été démontré dans des études antérieures que I’insuffisance cardiaque causait une
remodelage structurel, fonctionnel, ionique et génique au niveau de l’oreillette et du
ventricule. Cependant, peu d’études se sont attardées aux différences de remodelage entre
’oreillette et le ventricule. Une étude de Hanna et a/ & derniérement démontré d’importantes
différences entre le remodelage auriculaire et ventriculaire. L’oreillette démontre un
remodelage quantitativement plus important et plus rapide au niveau du développement de la
fibrose, de I’infiltration de globules blancs et de I’apoptose au niveau tissulaire. Ces résultats
nous ont poussé a nous poser certaines question qui n’avaient, & notre connaissance, jamais
été étudiées. Tout d’abord, cette étude avait pour but d’identifier quels génes sont affectés ou
impliqués dans le remodelage auriculaire et dans le remodelage ventriculaire lors
d’insuffisance cardiaque, quelles sont les différences entre les deux chambres et quelle est
[’évolution de ces changements a travers le temps. Dans le cadre de ce projet de recherche, la
tachystimulation ventriculaire entraine un changement d’expression de 4785 génes aprés 24
heures par rapport aux contrdles opérés et 6284 génes apres 2 semaines. Les changements au
niveau ventriculaire sont beaucoup moins spectaculaires puisque seulement 52 génes
démontrent une différence de niveau d’expression aprés 24 heures de VTP et 130 aprés 2
semaines. Un portrait (diminutions vs augmentation) des changements observés a été établi
pour les différentes classes de génes permettant d’identifier les génes reliés a la matfice
extracellulaire, & I’ADN/ARN, a la synthése protéique et a la coagulation/inflammation
comme étant des classes de genes étant particuliérement plus affectées dans I’oreillette que
dans le ventricule. D’importants changements ont été observés tel que I’expression du
collagene alpha [ type III qui est pres de 65 fois plus exprimé dans I’oreillette apres 2
semaines VTP que dans les contrdles. Parmi les catégories de génes présentant le plus de

changements d’expression dans les ventricules figurent les génes reliés au métabolisme, tel



109

que la créatine kinase B et certains génes de la chaine respiratoire, ainsi que des génes reliés a
la signalisation du calcium tel que la calmoduline et FKBP12. L’étude a différents temps a
permis de constater une importante réponse aigue (24h VTP) puisque plus de 4000 génes sont
affectés, en plué de démontrer que le remodelage augmente en stade avancé (2 semaines
VTP). De plus, certains génes affectés en phase aigue ne le sont pas en phase avancée et vis
versa. Plusieurs €études ont démontré que les ventricules et les oreillettes présentent a la base
(cceur sain) des diftérences importantes dans I’expression des génes. La présente étude avait
aussi pour but de voir comment évoluent ces différences dans le développement
d’insuffisance cardiaque. Les résultats ont démontré que pres de 1567 étaient différemment
exprimés au niveau basal (controle) alors que ce nombre diminue & 1499 genes a 24h et 897
genes a deux heures. Les changements €tant peu nombreux dans le ventricule, ce
rapprochement de I’expression des deux chambres est principalement dii aux changements
d’expression a travers le temps dans Ioreillette. Une étude précédente a démontré une
ventricularisation de I’expression des génes des oreillettes lors de fibrillation auricu laire. Nos
résultats confirment partiellement cette hypothése puisque certains génes de I’oreillette
s’approchent effectivement du niveau d’expression ventriculaire aprés deux semaines de
VTP, mais on observe aussi un nombre important de génes, qui €était initialement équivalents
dans les deux chambres, devenir différemment exprimés. Ceci démontre une fois de plus des

mécanismes de remodelage différents dans ’oreillette et le ventricule.

En plus d’avoir répondu aux hypothéses de départ, ce projet fourni une foule de
renseignements sur les différences auriculo-ventriculaire dans un modéle canin d’insuffisance
cardiaque pouvant étre analysés en profondeur dans des projets de recherche futurs. Ces
projets pourraient mener a la découverte de cibles pharmacologiques pour le traitement ou la

modulation du développement de I’insuffisance cardiaque.
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