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Résumé

Plusieurs études expérimentales ont montré qu’une alimentation riche en graisses
altére la fonction contractile du myocarde conduisant a une insuffisance cardiaque. A cet
effet, nous nous sommes proposé d’étudier les effets d’un régime hypergras sur la fonction
contractile du myocarde chez Psammomys obesus. Pour cela, nous avons soumis des rats des
sables « Psammomys obesus » a un régime hyperlipidique pendant 16 semaines. A la fin de
I’expérimentation, 1’analyse du profil plasmatique a montré une perturbation du bilan
lipidique marqué par une augmentation des triglycérides, de cholestérol total, du LDL-
cholestérol, du HDL-cholestérol ainsi que du rapport d’athérogénosit¢ LDL/HDL. De plus,
I’analyse cellulaire et tissulaire du myocarde a montré un changement de son architecture au
profit d’'une augmentation de la taille des cardiomyocytes et I’installation d’une fibrose

interstitielle et périvasculaire caractéristique d’une hypertrophie pathologique.

Nous avons enregistré par ailleurs sur le plan moléculaire, des modifications de
I’expression des geénes du cycle contraction-relaxation notamment Serca2a, RyR2, aMHC et
CaMPK, a I’origine de ’altération de I’homéostasie du calcium et du développement d’un
dysfonctionnement diastolique. Ces altérations sont compliquées par l’installation d’une
réaction inflammatoire et d’un processus apoptotique marqués par 1’augmentation de
I’expression du TNFa, de I’ll-1, des CAMs notamment VCAM et ICAM, et les marqueurs
d’apoptose Bax et Bcl-2.

En définitive, ’administration d’un régime hyperlipidique a des rats a provoqué des
altérations structurelles du myocarde, 1’activation des processus d’inflammation,
d’hypertrophie et d’apoptose ainsi que I’altération de I’expression des protéines du cycle

contraction- relaxation caractéristiques d’une cardiomyopathie contractile.
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Introduction

Notre étude s’inscrit dans le cadre de travaux menés au sein de notre équipe de
Physiopathologie Cellulaire et Moléculaire, qui concernent I’implication de certains facteurs
de risque (dyslipidémidémie, obésité, DT2...) dans la genése et le développement des

complications cardiovasculaires (Aouichat-Bouguerra et al, 2001 ; Hamlat et al., 2010)

Ces dernicres années, I’hygiéne de vie alimentaire que connaissent aussi bien les pays
développés que en voie de développement a subi un changement trés important au profit
d’une alimentation déséquilibrée et hypercalorique, a 1’origine de 1’installation de 1’obésité.
Cette dernicre est devenue un probléme clinique majeur et un véritable fardeau pour la santé
publique. Les données épidémiologiques et expérimentales indiquent en effet que ce nouveau
mode de vie alimentaire est a 1’origine de 1’apparition de la plupart des maladies cardio-
vasculaires dont principalement I’altération de la contractilit¢ qui conduit a I’insuffisance

cardiaque.

Dans les conditions physiologiques, le cceur utilise la B-oxydation des acides gras a
longue chaine comme source principale d’énergie (60-70% de I'ATP généré), nécessaire pour
assurer les fonctions du myocarde, notamment la contraction (Neely et al., 1972). La
disponibilité des substrats est en rapport avec la demande d’énergie du cceur car les
cardiomyocytes ont peu de capacité de synthése de novo et de stockage des acides gras (Van
der Vusse et al., 2000). De ce fait, I’alimentation riche en graisses entraine une augmentation
de l'absorption, du stockage et de 1’oxydation des acides gras libres (Rider et al., 2013) ; ceci
est associé a une augmentation du risque d'insuffisance cardiaque (Kenchaiah et al., 2002,
Mandavia et al., 2012). En effet, malgré 1'augmentation de l'oxydation des acides gras par le
myocarde, la disponibilité excessive de ces derniers conduit a un déséquilibre entre leur
absorption et leur oxydation, conduisant & un dépot accru de lipides potentiellement toxiques
pour le cceur (Chiu et al., 2005 ; Lopaschuk et al., 2007). Cette accumulation de lipides
myocardiques est impliquée dans la détérioration de la fonction cardiaque, (Finck et Kelly,
2002 ; Cole et al., 2011) et dans le développement d'une cardiomyopathie via différents
processus (Zhou et al., 2000 ; Tsuji et al., 2001 ; Leopoldo et al., 2010). La régulation a la
hausse de 'oxydation des acides gras entraine des troubles du métabolisme du myocarde qui
conduit & une augmentation du stress du Sarcoplasme, causant une perturbation de

I’homéostasie du Ca*".



Introduction

Beaucoup d'attention a été¢ accordée aux effets cliniques de régimes hyperlipidiques
sur l'incidence et les mécanismes sous-jacents de l'athérosclérose et de la maladie

coronarienne responsables du développement et de la progression de l'insuffisance cardiaque.

Notre objectif est d’aborder le processus sus-cité par le cycle contraction — relaxation
apres instauration d’une obésité provoquée par un régime hyperlipidique chez un mod¢le tres

sensible au stress nutritionnel, Psammomys obesus.

A cet effet, nous avons réalisé notre étude sur une période de 4 mois au terme de laquelle

nous avons analysé :

» Le profil plasmatique par le dosage des différents paramétres sériques, tel que
glucose, triglycérides, cholestérol total, LDL-cholestérol et HDL-cholestérol
» Le profil tissulaire par une étude histomorphométrique et immunohistochimie.
» Le profil génomique par la caractérisation de I’ARNm codant pour :
i) Les protéines du cycle contraction-relaxation du réticulum endoplasmique
(Serca2a, RyR2, aMHC),
i1) les collagénes I et III marqueurs de la matrice extracellulaire
ii1) les molécules proinflammatoires, notamment certaines cytokines (TNF-a, IL-1 et
IL-6) ainsi que certaines molécules d’adhésion notamment VCAM et ICAM
iv) Certains marqueurs de I’apoptose (Bax et Bcl2) et de I’hypoxie (HIF-1a)
v) Certaines molécules de I’hypertrophie (IGF-1, IGFR et NFAT)
» Le profil protéomique par la caractérisation de protéines clés impliquées dans la

régulation de Serca2a, PLN et PKA(c-a).
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Chapitre I : métabolisme énergétique du ceeur
A. Métabolisme des acides gras dans le myocyte cardiaque

La demande énergétique du cceur est trés élevée. Cette énergie est assurée entiérement par
I’oxydation mitochondriale des acides gras et des glucides (glucose et lactate). Le cceur utilise
préférentiellement les acides gras comme principal combustible (Mc Garry et al, 1980 ; Mc
Garry et Foster, 1989). Cela permet une production considérable d’énergie (plus de 60% de la
production cardiaque d’ATP sur 24 heures) (Grynberg et al., 2002). L’utilisation des acides
gras par le cceur est liée a la source, la concentration et le type d'acides gras livré au cceur,
ainsi que la présence de substrats énergétiques concurrents. La régulation de la B- oxydation
des acides gras est contrdlée a plusieurs niveaux notamment au niveau de la lipoprotéine
lipase (LPL), la captation d'acide gras par les myocytes cardiaques, leur estérification en acyl

CoA, la captation mitochondriale et la f-oxydation.
A.1. Source des acides gras

Les acides gras fournis au cceur sont soit des acides gras libres liés a 1’albumine
(AGL) ou des acides gras libérés de tri-acylglycérols (TAG) contenus dans les chylomicrons
ou les lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) (Eaton , 1971 ; Van der Vusse et al., 2000).
Les deux sources contribuent de maniere significative a I’approvisionnement d’acides gras au
myocyte cardiaque. En fait, les concentrations circulantes normales des acides gras libres
(AGL) sont comprises entre 0,2 et 0,3 mmol (Stanley et al., 2005). Cependant, ces niveaux
peuvent varier considérablement, de concentrations trés faibles dans la circulation feetale
(Girard et al, 1992) a des concentrations plus élevées de 2 mmol/L au cours des contraintes
séveres telle, I’infarctus, I’ischémie et le diabéte (Kurien et al., 1969 ; Kurien et Oliver, 1971 ;
Lopaschuk et al., 1994). De méme, I’activation du systéme nerveux sympathique pourrait
aussi majorer les concentrations circulantes des AGL et ceci par [’augmentation
principalement de la sensibilité des récepteurs adrénergiques qui stimulent 1’activité¢ de la
protéine lipase au niveau du tissu adipeux (Kurien et Oliver, 1971). Cette activité se trouve
accentuée surtout pendant et aprés un accident ischémique myocardique (Kurien et Oliver,
1971 ; Mueller et Ayres, 1980 ; Oliver, 2006) ou d’insuffisance cardiaque chronique (Stanley
et al., 2005). L’augmentation chronique ou aigué des AGL a un impact majeur sur le taux de
la captation cellulaire et la f-oxydation des AG (Bing, 1954 ; Lassers et al., 1972 ; Wisneski
et al., 1987). En outre, les TAG des Chylomicrons sont ¢également une source efficace

d’acides gras qui peuvent rivaliser avec les AGL (Hauton et al., 2001 ; Augustus et al., 2002 ;

3



Rappel Bibliographique

Niu et al., 2006). De méme, les acides gras contenus dans les TAG des VLDL (Hauton et al.,
2001 ; Niu et al., 2006). L'activité de la lipoprotéine lipase (LPL) est responsable de la
majoration des AGL dérivés de chylomicrons et des VLDL qui sont acheminés
principalement vers la B-oxydation (Niu et al., 2006). De plus, Tiebel et al. (1999);
Takahashi et al. (2004) ont montré ’expression des récepteurs VLDL/ Apolipoprotéines
(Apo E) dans le cceur et 1'absorption des VLDL par cette voie a été proposée pour étre une
source possible d’acides gras myocardiques (Kamataki et al., 2002 ; Niu et al., 2006 ). Cette
partie importante d'acides gras dérivés des TAG des VLDL médiée par le récepteur VLDL /
Apo E est répartie de manicre égale entre la P-oxydation et les dépodts des lipides
intramyocardiques (Niu et al., 2006 ; Pillutla et al., 2005), et ce qui pourrait conduire a des
répercussions potentiellement importantes dans le développement de la lipotoxicité cardiaque

(Pillutla et al., 2005).
A.2. Lipoprotéines lipase

Puisque la majorit¢ des AGL circulants sont présents sous forme TAG dans les
lipoprotéines, 1'hydrolyse de ces TAG par la LPL est un déterminant important de la captation
globale des acides gras et leur B-oxydation dans cceur (Pulinilkunnil et Rodrigues, 2006 ; Lee
et Golberg, 2007). La LPL, fonctionnelle, est présente a la surface de la cellule endothéliale
des capillaires et initialement synthétisée en tant que pro-enzyme inactive formée d’un
monoméere dans le réticulum endoplasmique (RE) du myocyte cardiaque lui-méme
(Pulinilkunnil et Rodrigues, 2006). Par la suite, la pro-enzyme est activée entre le RE et
l'appareil de Golgi avant d'étre sécrétée comme un homodimeére actif qui se lie a la surface
cellulaire de myocytes cardiaques au niveau des protéoglycanes a sulfate d'héparane (HSPG)
(Pulinilkunnil et Rodrigues, 2006). La LPL est par la suite transférée sur la face luminale des
cellules endothéliales au niveau des sites a HSPG formant un complexe LPL-HSPG,
internalisé puis exposé du c6té luminal de la cellule endothéliale (Pulinilkunnil et Rodrigues,
2006). Les modifications de la synthese, de 1'activation, de la sécrétion et de la dégradation de
la LPL pourraient avoir un impact significatif sur ’approvisionnement des acides gras au
myocarde, de leur captation et de leur dégradation par B-oxydation. En général, les situations
de I’augmentation de I’activité LPL sont associées a une augmentation de la f-oxydation des
acides gras (An et al., 2005). Bien que les données soient variables, le diabéte et la résistance
a l'insuline sont également associés a une augmentation de la quantit¢ de LPL cardiaque
présente sur la surface luminale des cellules endothéliales (Pulinilkunnil et Rodrigues, 2006).

La surexpression de la LPL cardiaque chez la souris est associée a des adaptations similaires

4



Rappel Bibliographique

au diabéte notamment l’augmentation de la captation d'acide gras et par conséquent

I’apparition de cardiomyopathies (Yagyu et al., 2003).
A.3. La captation myocardique des acides gras

Le cceur a une capacité limitée quant a la synthése de novo d’acides gras (AG). Ainsi, son
métabolisme repose principalement sur I'apport exogeéne des AG provenant de la circulation
dont principalement les AGL liés a 1’albumine et ceux des lipoprotéines riche en TAG (Van
der Vusse et al., 2000). Le taux de captation des AG par le ceceur n'est pas principalement
sous contrdle hormonal mais il est largement déterminé par la concentration artérielle en AG
qui peuvent varier, de niveau, trés faible dans la circulation feetale, a des taux plus élevés
(supérieurs a 2 mmol/L) chez un adulte avec un diabéte non contrdlé et un syndrome

métabolique (Lopaschuk et al., 2010).

Bien que le passage des AGL liés a I’albumine dans les cardiomyocytes a travers la
membrane plasmique soit assuré par la diffusion passive, ce mécanisme a une cinétique lente
et est inhibé par les protéases (Goldberg et al., 2009). Pour faciliter la captation des AG, le
ceeur est doté d’un systeme de transporteurs d’AG que sont les translocases (FAT) / CD36 et
les protéines de transfert (FATP) (An et Rodrigues, 2006). Parmi ces transporteurs potentiels,
le CD36 joue un role majeur dans le sarcolemme des myocytes cardiaques (Harmon et
Abumrad, 1993). En effet, des études portant sur des souris a CD36 invalidé ont montré que le
transport a travers les CD36 est responsable jusqu'a 70 % de la captation des AG dans les
cardiomyocytes (Habets et al., 2007). Des études de Luiken et al., 2004 impliquant soit
I’inhibition, soit la suppression de FAT/CD36 ont montré que 50 a 60 % de la captation des
acides gras et leur oxydation par le coeur se produit via ces transporteurs (Kuang et al., 2004).
Les patients présentant un déficit en CD36 ont un taux faible de captation des acides gras
(Fukuchi et al., 1999 ; Nozaki et al., 1999 ) confirmant le rdle clé de CD36 dans la régulation
du métabolisme des acides gras cardiaque in vivo. De plus, il a été démontré que 1’insuline et
la contraction peuvent stimuler la translocation de FAT/CD36 vers la membrane
sarcolemmale, via 1’activation de 1°'AMP-activated protein kinase (AMPK), ce qui facilite

I’absorption des acides gras (Luiken et al., 2004).
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A.4. Controle cytoplasmique des acides gras

Une fois dans le cytoplasme, les acides gras sont convertis en esters acyl-CoA a longue
chaine par 1'acyl-CoA synthétase (FACS) (Figure 1). IlIs peuvent étre ensuite utilisés pour la
synthése d'un certain nombre de composés intermédiaires de lipides intracellulaires ou étre
transférés dans les mitochondries par la carnitine. La conversion des acides gras en lipides
complexes tels que TAG, diacylglycérol (DAG) et céramides a récemment recu un intérét
considérable car 1'accumulation de ces intermédiaires a été impliquée dans le développement
de la résistance a l'insuline et de I'insuffisance cardiaque (Petersen et Shulman, 2006 ; Muoio

et Newgard, 2008).

Par ailleurs, une alimentation riche en acides gras et une production accrue des acyl-CoA
a longue chaine peut influencer le niveau de ces intermédiaires qui sont potentiellement
nocifs. En effet, la surexpression cardiaque des FACS (Lee et al., 2004) ou des FATP1chez
des souris (Chiu et al., 2005) augmente la captation cardiaque d'acide gras et la conversion en
acyl CoA a longue chaine. Cela conduit a 1’accumulation cytoplasmique de lipides, a une
désorganisation myofibrillaire et au développement d’une grave cardiomyopathie dilatée.

(Lionetti et al., 2005 ; Dyck et al., 2006 ; Okere et al., 2007).
A.S. La captation mitochondriale des acides gras

La carnitine palmitoyltransférase (CPT) 1 est une enzyme clé dans les mitochondries, elle
catalyse la conversion de 1’acyl-CoA a longue chaine en acyl-carnitine a longue chaine. Ce
dernier est transporté a travers la membrane mitochondriale interne par une carnitine,
I’acylcarnitine translocase (CT) qui présente une large spécificité pour le transport d’ester
carnitine a travers la membrane mitochondriale notamment 1’acétyl-carnitine (Longo et al.,
2006 ; Schulz, 2007). Une fois dans la matrice, I’acyl-carnitine est reconverti en acyl-CoA a
longue chaine par le CPT2 situ¢ au niveau de la membrane interne mitochondriale du c6té de
la matrice (Schulz, 2007). Enfin, I’acyl-CoA a longue chaine produit par CPT2 intégre la voie
de la B-oxydation des acides gras (Mc Garry et Foster, 1980; Weis et al., 1994).
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Figure 1. Métabolisme des acides gras dans le cceur (Lopaschuk et al., 2010).

Les acides gras utilisés par le coeur proviennent principalement des acides gras liés a 1'albumine ou a partir des acides gras
contenus dans les chylomicrons ou les triglycérides (TAG) des lipoprotéines de tres faible densité (VLDL). Ces acides gras
sont captés par le cceur, soit par la diffusion ou par l'intermédiaire de transporteur CD36/FATP. Une fois a l'intérieur du
compartiment cytosolique du myocyte cardiaque, ces acides gras (liés a des protéines de liaison d'acides gras) sont estérifié
en acyl-CoA par acyl-CoA synthétase (FACS). L’acyl-CoA peut étre ensuite estérifié en lipides complexes tels que TAG
ou le groupe acyl est transféré a la carnitine par la carnitine palmitoyltransférase(CPT) 1. L’acylcarnitine est alors la navette
dans les mitochondries ou elle est reconvertie en acyl-CoA par la CPT 2. La majorité de ces acyl- CoA pénétrent ensuite
dans le cycle [-oxydation de l'acide gras et produit ’acétyl CoA, les NADH et FADH2. Sous certaines conditions, la
thioestérase mitochondriale (MTE) peut cliver la longue chaine acyl CoA en anions d'acides gras (FA) lesquels peuvent
traverser la matrice mitochondriale via les protéines de découplage.

A.6. La B- oxydation des acides gras

La B-oxydation dégrade I’acyl CoA en acétyl CoA qui entre dans le cycle des acides
tricarboxylique (ou cycle de Krebs). Le cycle produit les équivalents réduits (NADH et
FADH2) qui permettent via la chaine respiratoire de la membrane mitochondriale, la
phosphorylation oxydative en produisant ’ATP a partir de I’ADP, du phosphate et de
I’oxygene (Grynberg, 2001). Les enzymes de la B-oxydation des acides gras sont sous le
contrdle de la transcription et des conditions d’accélération de la B-oxydation des acides gras,

en relation avec 1’augmentation de I'expression d'un certain nombre d’enzymes de la B-
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oxydation (Lopaschuk et al., 2007). Ces changements transcriptionels sont dus dans une large
mesure au PPARa (Peroxysome proliferator activated receptor) et au PGC-1-a (Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) (Huss et Kelly, 2004 ; Madrazo et

Kelly, 2008 ; Desvergn et al., 2006).
B. Métabolisme du glucose dans le myocyte cardiaque

Dans les conditions normales, le glucose est I’un des substrats majeurs utilisés par le
cceur. Le métabolisme du glucose est régulé a plusieurs niveaux en particulier la captation, la
glycolyse et la décarboxylation du pyruvate. La captation du glucose cardiaque dépend du
gradient transmembranaire du glucose et le contenu sarcolemmal en transporteurs de glucose
(Glutl et Glut4) (Pessin et Bell, 1992 ; Kraegen et al., 1993 ; Luiken et al., 2004). Glutl a une
localisation sarcolemale et représente la fixation cardiaque basale. En comparaison avec
Glutl, Glut4 est le transporteur dominant dans le cceur adulte. Dans les conditions basales,
une majorité des Glut4 est située dans un pool intracellulaire et leur translocation a partir du
compartiment intracellulaire a la membrane sarcolemmale nécessite de 1’insuline (Luiken et
al., 2004). Autre que le recrutement des Glut4 a la membrane sarcolemmale, 1’insuline
controle également le transport du glucose a travers la régulation de I’expression du gene des
Glut (Olson et Pessin, 1995 ; Laybutt et al., 1997 ). 1l faut noter que la captation du glucose
initiée par Glut pourrait également €tre stimulée par des mécanismes indépendants de
I’insuline. Des études récentes ont montré que I’AMPK favorise aussi la redistribution des
Glut4 vers la membrane du sarcolemme (Li et al., 2004 ; Yang et Holman, 2005). Une fois a
I’intérieur du cardiomyocyte, le glucose subit la glycolyse laquelle contribue a la production
de 10% de ’ATP total généré. Le pyruvate généré a trois destinations : la carboxylation en
oxaloacétate ou malate, la réduction en lactate et surtout la décarboxylation en acétyl-CoA. A
I’oxydation, le pyruvate est transporté dans la mitochondrie et décarboxylé en acétyl-CoA par
le pyruvate déshydrogénase (PDH) (Wu et al., 1998 ; Huang et al., 2003). L’Acétyl- CoA
pénétre ensuite dans le cycle de ’acide tricarboxylique ou il est finalement décomposé en
H20 et CO2 pour la production d’ATP. D’autres hydrates de carbone comme le lactate jouent

un réle important dans la production de I’énergie cardiaque (Chatham, 2002).
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C. La voie de la signalisation de I’insuline dans les cardiomyocytes

La liaison de I’insuline a son récepteur sur la surface cellulaire stimule son activité
tyrosine kinase intracellulaire qui catalyse la phosphorylation des résidus de tyrosine du
substrat du récepteur de I’insuline 1 (IRS-1). Ce dernier joue un role clé dans la transmission
de la signalisation de l'insuline dans les myocytes cardiaques en activant deux voies
principales, la voie de la phosphatidylinositol 3 -kinase (PI3K) et la voie de la mitogen-
activated protein kinase (MAPK) (Coort et al., 2007). La PI3K est largement impliquée dans
la signalisation métabolique en controlant 1'utilisation des substrats dans le cceur. Précisément,
la PI3K catalyse la conversion du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en
phosphatidylinositol-3, 4, 5- triphosphate (PIP3) qui initie une cascade de kinases activant la
voie de la signalisation protéine sérine / thréonine kinase B (PKB) ou Akt. L'activation de
cette voie conduit a la translocation des Glut 4 du compartiment intracellulaire vers le
sarcolemme, ce qui augmente le taux de captation du glucose. La PI3K favorise ¢galement la
translocation FAT/CD36 des compartiments de stockage intracellulaires au sarcolemme dans

les cardiomyocytes de rats adultes (Luiken et al., 2002) (Figure 2)

En conséquence, l'insuline augmente les capacités de la captation des acides gras mais au
lieu d'étre oxydés, ils sont stockés dans le pool intracellulaire (Dyck et al., 2001). Dans les
conditions physiologiques, l'utilisation du glucose est réduite par l'augmentation de
l'oxydation des acides gras via le cycle de Randle. Cependant, aprés un régime riche en
glucides, le substrat énergétique cardiaque préférentiel bascule vers l'utilisation du glucose
(60-70 %), facilité par les taux €levés d'insuline. Chez les rats Zucker obéses, 1’altération de la
captation des acides gras dans le coeur semble se produire plus tot que la dérégulation de la
captation du glucose (Kolter et al., 1997). Cela pourrait s’expliquer par I'accumulation trés
nocive des lipides intracellulaires (Zhou et al., 2000 ; Atkinson et al., 2003). En effet,
'accumulation de lipides intracellulaires dans le coeur est la conséquence de 1’augmentation
de l'expression des enzymes de la lipogenese, couplée a une diminution d’expression des

enzymes de 1'oxydation des acides gras.
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Figure 2. La régulation de métabolisme dans le cceur normal par I’insuline et ’AMPK
(Palomar et al., 2013).

Lors de la captation par Glut4, le glucose est phosphorylé par I'hexokinase en glucose -6-phosphate lequel est stocké sous
forme de glycogene et/ ou converti en pyruvate. Ce dernier passe dans la mitochondrie via un support spécifique (PC) ou il
subit une décarboxylation oxydative par le complexe pyruvate-déshydrogénase (PDC). La liaison de I’insuline a son
récepteur, active la phosphorylation des résidus tyrosine au niveau de IRS-1 activant a son tour la PI3K qui initie une
cascade de kinases notamment la protéine kinase B (PKB) / Akt, responsable de la translocation de Glut4 vers la membrane
cellulaire des cellules cardiaques en augmentant ainsi la vitesse d'absorption du glucose. La PI3K favorise également la
translocation de FAT/CD36 au sarcolemme des cardiomyocytes. L’activation de ’AMPK par la phosphorylation de son
résidu Thr-172 induit ’inhibition de 1’acétyl-CoA carboxylase (ACC). Cela entraine la diminution des niveaux de malonyl -
CoA réductase, un inhibiteur de la CPT- 1. Par ailleurs, I'AMPK favorise 1'expression myocardique du Glut4 et sa
translocation a la membrane plasmique ce qui stimule les enzymes de la glycolyse.

D. Interaction entre le métabolisme des acides gras et du glucose

Dans le cceur perfusé, 50 a 70 % de l'acétyl-CoA provient de la -Oxydation des acides
gras et 30 a 50% du pyruvate (Wisneski et al., 1990 ; Stanley et al., 1997). Ce dernier a trois
destinées principales : conversion en lactate, décarboxylation en acétyl-CoA, ou carboxylation
en malate ou en oxaloacétate (Figure 3). La décarboxylation du pyruvate par le pyruvate
déshydrogénase (PDH) est l'étape irréversible clé de 1’oxydation des glucides (Patel et
Korotchkina, 2006). Cette enzyme est un complexe multi-enzymatique situé¢ dans la matrice
mitochondriale ; elle est sous le controle d’une régulation allostérique. En effet, la PDH est
inactivée par une phosphorylation via une PDHK spécifique et activée par une
déphosphorylation via une phosphatase spécifique, la PDHP (Patel et Korotchkina, 2006)
(Figure 3). La PDHK est inhibée par le pyruvate et par la diminution du rapport de 1’acétyl-
CoA / CoA et NADH/NAD" (Patel et Korotchkina, 2006). Il existe quatre isoformes de
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PDHK (PDHKI1 - 4) et le PDHK4 est l'isoforme prédominant dans le cceur et son expression
est rapidement induite par le jeline, le diabéte, et les ligands PPARa 1 (Bowker-Kinley et al.,
1998 ; Harris et al., 2001 ; Patel et Korotchkina, 2006). La circulation élevée des AGL et
l'accumulation intracellulaire des acides gras a longue chaine augmentent le PPARa. Celui-ci
stimule 1’expression de PDHK4 lequel a son tour phosphoryle le PDH en induisant son
inhibition et donc une moindre oxydation de pyruvate provenant de la glycolyse et lactate
(Huang et al., 2002). L'oxydation du pyruvate et l'activit¢é de PDH dans le cceur sont
diminuées par les taux élevés de la B-oxydation (Lopaschuk et al., 1994 ; Schwartz et al.,
1994). En outre, Les taux ¢levés de la B- oxydation inhibent aussi les isoformes 1 et 2 de la
phosphofructokinase (PFK) donc la glycolyse par l'intermédiaire d’une augmentation de la
concentration cytosolique de citrates. Ce cycle « acide gras-glucose » - a été décrit par Philip
Randle et ses collaborateurs dans les années 1960 (Randle et al., 1963 ; Randle et al., 1964) et

donc est généralement appelé sous le nom de " cycle de Randle.
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Figure 3. Le cycle Randle (Glucose — acide gras) (Lopaschuk et al., 2010).

Le cycle Randle décrit la relation réciproque entre 1'acide gras et le métabolisme du glucose. La production accrue de 'acétyl-
CoA dérivé de la B-oxydation des acides gras diminue 1’oxydation du glucose (pyruvate) par l'intermédiaire de l'activation de
pyruvate déshydrogénase kinase (PDK), la phosphorylation ultérieure et I'inhibition du pyruvate déshydrogénase (PDH) (1).
La PDHK est également activé par I'augmentation des rapports mitochondrial de NADH / NAD" en réponse a 1’augmentation
de la B-oxydation des acides gras. L’apport accru de 1’acétyl-CoA au cycle de TCA peux diminuer la glycolyse par les effets
inhibiteurs de citrate sur la phosphofructokinase -1 (PFK -1) (2). A l'inverse, la production accrue de 'acétyl-CoA dérivé de
I'oxydation du glucose (pyruvate) inhibe la B- oxydation des acides gras a I’enzyme terminale de la B-oxydation des acides
gras; le 3- céto -acyl CoA thiolase (3). L'acétyl -CoA dérivé de I’oxydation du glucose (pyruvate) grace a l'activité de la
carnitine acétyl-transférase(CAT) et la formation ultérieure de l'acétyl -carnitine est un substrat pour carnitine- acétyl -
carnitine transférase (CACT). La CACT exporte 1’acétyl- carnitine dans le cytosol, ou il peut étre reconverti en acétyl -CoA
par le biais de l'activité de la CAT cytosolique. L’acétyl-CoA cytosolique est un substrat pour l'acétyl-CoA carboxylase
(ACC) qui peut augmenter la production de malonyl-CoA ; un inhibiteur endogéne CPT I (4), et par conséquent diminution
de ’oxydation des acides gras.
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E. L’altération du métabolisme cardiaque au cours de I’obésité et du diabéte
E.1. Le flux d’acide gras

Dans les conditions physiologiques, la libération des acides gras libres a partir du tissu
adipeux est bien régulée de telle sorte que des quantités appropriées d’AGL soient libérés en
réponse aux besoins énergétiques des tissus, y compris le ceeur. Lorsque 1'équilibre entre les
apports et les dépenses énergétique est perturbé suite a une consommation excessive des
lipides, le tissu adipeux stocke l'exces, les adipocytes s’hypertrophient considérablement et
libérent des taux élevés d’AGL circulants et de TAG (Kashyap et al., 2003 ; Koutsari et
Jensen, 2006 ; Boden, 2008 ). Ces niveaux ¢levés des AGL peuvent également accélérer la
synthése des TAG des VLDL dans le foie, ce qui contribue a I’installation d’une
hyperlipidémie (Lewis et al., 1995). Des études sur ’homme et sur des modéles d’animaux
ont montré qu'un changement métabolique fréquent au cours de l'obésité implique une
¢lévation dans la circulation des AGL et des TAG (Buchanan et al., 2005 ; Koutsari et
Jensen, 2006). De plus, l'augmentation des AGL ainsi que le contenu de TAG
intramyocardique semble augmenter progressivement avec l’indice de masse corporelle
(Szczepaniak et al., 2003). Il a été noté que l'accumulation d’AGL et de TAG dans le
myocarde contribue au développement du dysfonctionnement cardiaque tel I'insuffisance
cardiaque (Sharma et al., 2004 ; Chiu et al., 2005). L’augmentation de l'apport d’acides gras
au cceur augmente leur captation et leur dégradation par la B-oxydation (Buchanan et al.,

2005).
E.2. La captation des acides gras et le stockage endogeéne des TAG

La captation accrue d’acides gras observée au cours de 'obésité et du diabete dépend aussi
d’une plus grande expression des transporteurs de ces acides gras ainsi que de leur
disponibilité sarcolemmale. La captation des acides gras est élevée au cours de I’insulino-
résistance chez les rats Zucker et ce, associ¢e a une plus grande disponibilit¢ de FAT/CD36
ainsi que la FABP dans la région sarcolemmale (Luiken et al., 2001 ; Coort et al., 2004). Il a
¢été aussi montré que l'hyperinsulinémie associée a la résistance a 1’insuline au cours de
I’obésité conduit a la stimulation de la translocation de CD36/FAT au sarcolemme dans les
myocytes cardiaques de rat (Luiken et al., 2004 ; Koonen et al., 2005). Par ailleurs, une autre
étude rapporte que l'augmentation de 1'expression de FAT/CD36 contribue a la résistance a
l'insuline par le fait qu’il existe une corrélation positive entre le contenu sarcolemmal de

FAT/CD36 et de TAG cellulaire dans le muscle chez des patients obéses et atteints du diabéte
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de type 2 (Sampson et al., 2003 ; Bonen et al., 2004). En outre, les stocks intramyocardiques
de TAG sont trés faibles et augmentent rapidement avec le jeun a court terme ou la restriction
alimentaire chez 1'homme (Hammer et al., 2008) et chez les rongeurs (Opie et al., 1963) et
cela en raison de la grande disponibilité des AGL et des corps cétoniques. De méme, I'obésité

et le diabéte augmentent aussi ces stocks de TAG intramyocardiques (Atkinson et al., 2003).
E.3. La p-oxydation et son controéle

Des études ont montré que les souris obeses soumises a une di¢te induit une obésité
(DIO) utilisant la B- oxydation des acides gras comme principale source d'énergie pour le
cceur. De plus, Aasum et ses collaborateurs, (2003) ont également montré que les taux de la
B-oxydation sont élevés dans les cceeurs des souris db / db. Cependant, les acides gras et leurs
dérivés peuvent également modifier directement 1'expression des enzymes du métabolisme,
notamment les récepteurs nucléaires de la famille PPAR et leur Co-activateur PGC-1 (Gilde et
al., 2003 ; Francis et al., 2003 ; Buchanan et al., 2005 ). En effet, 1’activation de ces
récepteurs nucléaires exacerbe la capacité de la B oxydation et son alimentation dans le cceur
(Carley et Severson, 2005). Il apparait donc que les troubles métaboliques précoces de
l'obésité et de diabéte se produisent indépendamment des variations de PPARa / PGC-1 et de
leurs cibles de transcription en aval (An et Rodrigues, 2006 ; Abel et al., 2008).Cependant, la
suralimentation chronique et 1'obésité semblent activer la voie de signalisation PPARa / PGC
-1 résultant d’une augmentation des ARNm des protéines qui contrdlent la B-oxydation des
acides gras dont la CPT1, FATP1, FACS1 et CD36 (Finck et al., 2002 ; Abel et al., 2008).
La surexpression des PPARa chez la souris accélére la B- oxydation des acides gras et altére
la capacité d’utiliser le glucose avec un phénotype similaire au cceur diabétique (Finck et al.,
2002 ; Duncan et al., 2007). En outre, les souris surexprimant les PPARa ont une réduction
significative dans I’expression de 'ARNm des Glut4 (Finck et al., 2002). Par ailleurs, les
PPARa« activent aussi la transcription de PDHK4 qui phosphoryle et inhibe le complexe PDH
et par conséquent induisent I’altération de I’oxydation du glucose. En effet, les souris
surexprimant des PPAR a ont une expression accrue de PDK4 associ¢ a une diminution des

taux d’oxydation du glucose dans le cceur (Hopkins et al., 2003)( Figure 4).
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Figure 4. Le controle du métabolisme énergétique dans le cceur par 1’axe PPAR/PGC-1a
(Palomer et al., 2013).

Aprés la liaison des acides gras a longue chaine (LCFA) et leurs produits eicosanoides a leurs ligand, les PPAR
s'hétérodimerisent avec le récepteur acide rétinoique 9-cis (RXR). Cette étape est suivie par le recrutement de co-activateur
(PGC-10) et sa liaison a I"'éléments de réponse PPARe (PPRE), situé¢ dans la région promoteur de génes cibles de PPAR
(ACS, CPT-1, FAT/CD36, GLUT4, PDK4, etc), impliqués dans la chaine de transport d'électrons, la biogenése

mitochondriale, la B-oxydation des acides gras et le métabolisme oxydatif du glucose.

F. Les principales sources des espéces réactives a I’oxygéne (ROS) et leurs effets

dans les cardiomyocytes

Le cceur est une pompe contractile a forte consommation d'O2 comparativement a tous
les autres organes et qui pourra augmenter huit fois ou plus, dans des conditions de charge du
travail maximal. Des mécanismes complexes sont impliqués pour faciliter le maintien d'un
équilibre entre l'approvisionnement en O2 du myocarde et sa consommation pendant les
fluctuations physiologiques de la fonction contractile et la charge du travail. Sous les
contraintes pathologiques telles que 1'hypoxie et I’ischémie, des changements dans la structure
et / ou dans la fonction des cardiomyocytes apparaissent et sont coordonnés par des

modifications dans l'expression génique et protéique et / ou dans l’activité de diverses
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protéines. Les mécanismes redox sont souvent pointés du doigt en impliquant des voies de
signalisation diverses (Brutsaert, 2003). En effet, dans les cardiomyocytes, les ROS sont
générés par diverses sources, notamment les mitochondries, les NADPH oxydases de la
famille de Nox et le monoxyde d’azote synthase (NOS). (Augusto, et al., 2002 ;
Winterbourn, 2008) conduisant généralement a des modifications post-traductionnelles des
protéines redox. L’implication de ce stress dans le développement de certaines pathologies
notamment I’insuffisance cardiaque, a €té bien établie et serait en relation avec 1’activation en
cascade de signalisations maladaptive qui conduisent a une altération de I’homéostasie du
calcium (Ca?"), caractéristique fondamentale de la plupart des formes d’atteintes cardiaques

(Rajasekaran et al., 2007) (Figure5).
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Figure 5. Les sources principales des ROS et leurs effets sur le cardiomyocyte (Celio et al.,

2011)

Une variété de signaux peut initier la signalisation redox, par exemple, des contraintes telles que 1'hypoxie. Cela entraine
l'induction et / ou des changements dans la production des ROS par des sources impliquant la NO synthase (NOS), NADPH
oxydases (NOX) et les mitochondries. Les principales espéces générées dans un premier temps sont NO, O2' - ou H20;. Ceux-
ci agissent souvent au niveau moléculaire et participent par des voies différentes aux modifications post-traductionnelles des
protéines. En général, la production de bas niveau des ROS peut étre impliquée dans les processus potentiellement adaptatifs
tels que I'adaptation a 'hypoxie et & la modulation de couplage excitation-contraction (ECC). D'autre part, la génération de
niveaux plus élevés de ROS et / ou oxydants plus puissants tels que *OH peut entrainer une pathologie importante a la suite
de dommages macromoléculaires.
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G. Le métabolisme cardiaque dans les conditions pathologiques : I’hypertrophie

pathologique et ’insuffisance cardiaque

Il est bien établi que le métabolisme cardiaque subit une reprogrammation en réponse a
une atteinte cardiaque, caractérisée par le recours accru au métabolisme du glucose et la
diminution de I’oxydation des acides gras (Young et al., 2001 ; Akki et al., 2008). Cela a été
constaté dans le cceur hypertrophié qui est caractérisé principalement par une régulation
importante de la captation du glucose et la glycolyse (Allard et al., 1994; Nascimben et al.,
2004). Ces modifications souvent associées a une baisse de 1’oxydation des acides gras et qui
représentée probablement par une capacité réduite par le métabolisme oxydatif mitochondrial.
Selon Lehman et Kelly, 2002, dans les modéles d’animaux de petite taille, le changement de
substrat est associé a la régulation négative des mécanismes de la transcription de 1’oxydation
des acides gras et de la biogenése mitochondriale via PPARa et PGCla. Le passage de
I’utilisation de 1’oxydation du glucose au profit des acides gras améliore l'efficacité de
l'oxygéne disponible pour la synthése de I'ATP (Burkhoff et al., 1991; Korvald et al., 2000).
Cela devient particulierement important au cours de l'insuffisance cardiaque causée par une
cardiomyopathie ischémique chronique ou l'approvisionnement en oxygéne est limité
(Davidoff et al., 2004 ; Suarez et al., 2008). D’autres études ont montré que le basculement
métabolique dans le cceur hypertrophié est associ¢ a une diminution de la synthése globale
d'ATP (Allard et al., 1994) et cela par le fait que la glycolyse et sa contribution a la synthése
d'ATP totale est limitée et présente une quantité <5% de I'énergie totale utilisée par le cceur
(Allard et al., 1994). En outre, l'entrée de glucose dans le ceeur adulte est commandée par
l'insuline, dont le défaut d’utilisation serait responsable de limiter la disponibilité de glucose
et donc de compromettre les capacités de synthése de I'ATP (Swan et al., 1997 ; Nikolaidis et
al., 2004) (Figure 6).
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Figure 6. Le remodelage métabolique et le développement de I’insuffisance cardiaque.
(Kolwicz et al., 2013).

Au cours de I’hypertrophie pathologique et en réponse a une surcharge mécanique, par exemple une hypertension ou un
post-infarctus du myocarde, cela est accompagnée par un remodelage métabolique caractérisé par une diminution de
l'oxydation des acides gras (FAO) et I’augmentation de la glycolyse. A 1'inverse, I’apport élevé et continu de substrats dans le
cceur des personnes obeses et diabétiques conduit & une augmentation de la FAO avec une diminution de I’oxydation du
glucose (Glc ox). Cette condition de surcharge lipidique compromet l'efficacité cardiaque. Quelle que soit le facteur
déclenchant, la persistance des perturbations métaboliques conduit & la progression de 1’insuffisance cardiaque.
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Chapitre II : Homéostasie du calcium du myocyte cardiaque
A. Cycle excitation- contraction- relaxation et protéines régulatrices

Le réticulum sarcoplasmique (RS) est le systtme membranaire des cellules cardiaques qui
joue un role prédominant dans le couplage excitation-contraction cardiaque (Konrad et al.,
2003). Pendant la systole (la contraction) et lorsque un potentiel d'action arrive a la cellule, le
calcium Ca?’ entre dans les cardiomyocytes par les canaux calciques voltage-dépendants
(canaux calciques membranaire de type L). Ce calcium se lie et active le récepteur ryanodine
(RyR2) situé sur la membrane du RS qui déclenche la libération de Ca**. Ce processus est
appelé le calcium qui induit la libération du calcium ou CICR (Fabiato et Fabiato, 1997) et
qui amplifie et coordonne le signal Ca®" en interagissant avec des protéines de myofilaments
et en produisant la contraction. Lors de la diastole (relaxation), le Ca>" cytosolique doit étre
diminué rapidement et ceci est accompli par la pompe Ca**ATPase du RS (SERCA) qui
assure la captation de Ca®" dans le RS et dans une moindre proportion par I’échangeur
sodium/calcium (Na"/Ca?>"ou NCX) qui expulse le Ca?" dans I’espace extracellulaire (Bers,

2001) (Figure7).

Ca?* exit 0324-
x

ey SSTRRRRRRRRARARAAAS
o WU

............

Contraction cycle

Figure 7. Le cycle contraction-relaxation dans les cardiomoycyte (Braunwald, 2013)

Les ions calcium (Ca?" entrent dans la cellule par des canaux calcique de type L et déclenchent la libération de Ca?* du
réticulum sarcoplasmique via RyR : récepteur de la ryanodine pour initier la contraction ; le Ca?* quitte ensuite les myocytes
via l'échangeur Na'/Ca>* et SERCA2a : pompe Ca’>" ATPase du réticulum sarcoplasmique qui repompe le Ca®" vers le
réticulum sarcoplasmique (RS).
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B. Les protéines du cycle contraction-relaxation
B.1. Les canaux calciques de type L (LTCCs) ou DHPR (DiHydroPyridine
Receptors)

Les LTCCs sont des complexes multimériques constitués par un pore formé par la sous
unité a1 et ses combinaisons f3, 028 et la sous-unité y (Catterall, 2000). La sous-unité a1 sert
de composant fonctionnel principal du complexe de canal et se compose de quatre domaines
homologues (I a IV) contenant chacun six segments transmembranaires (S1-S6) (Zhang et al.,
2011). Des études ont estimé que pres de 75 % de LTCCs résident au niveau des jonctions de
la dyade dans les myocytes cardiaques (Scriven et al., 2000). Dans des cardiomyocytes
ventriculaires de mammiferes, les couplages dyadiques se produisent principalement dans la
direction transversale au réseau de tubules (T) qui représente un systéme complexe des
structures membranaires continues et interconnectées avec l'espace extracellulaire (Bers,
2002). Les tubules T s'étendent en profondeur dans le myocyte au niveau de chaque ligne Z
myofibrillaire, amenant la membrane plasmique a proximité immédiate de la jonction du RS a
travers la largeur de la cellule, ce qui permet une libération synchronisée de Ca** dans toute la
cellule pour chaque dépolarisation (Bers, 2002 ; Orchard et al., 2009). Des études ont été
faites et au cours desquelles le systéme tubulaire T a été isolé en utilisant un choc osmotique.
Cela a conduit a une diminution de 75-80 % des LTCCs. De plus, les LTCCs dyadiques sont
la cible de nombreuses voies de signalisations neurohormonales dont principalement celle de
la voie B-adrénergique/PKA, ce qui permet 1’augmentation de la contractilité en partie par

I'amélioration de LTCC (Kamp et Hell, 2000) (Figure 8).
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Figure 8. Représentation des tubules transverses, des canaux ioniques, des transporteurs

protéines clés et le réticulum sarcoplasmique (modifi¢ d’aprés Song et al., 2005). TT : Les
tubules transversales ; IP3 : Les récepteurs IP3 ; JSR : réticulum endoplasmique jonctionnel ; SL : sarcolemme
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B.1.1. La modulation des LTCCs par le cholestérol membranaire et les lipides

Il a été¢ démontré que les radeaux lipidiques et les cavéoles enrichis en sphingolipides,
en cholestérol et en phosphoinositides modulent les propriétés fonctionnelles d'un certain
nombre de canaux ioniques (Dart, 2010 ; Maguy et al., 2010). Les approches expérimentales
montrant que le role du cholestérol ou des lipides dans la fonction des canaux ioniques sont
souvent compliquées en raison de I’intervention d’un grand nombre de molécules de
signalisation qui régulent l'activité des canaux ioniques. Cependant, il existe une certaine
évidence que le cholestérol module directement les LTCC. L’exposition des cellules
musculaires lisses a des liposomes enrichis en cholestérol ont conduit & une augmentation
progressive des LTCC (Sen et al., 1992). Les stratégies thérapeutiques de modification
lipidique telles que les statines ou la supplémentation alimentaire en acides gras polyinsaturés
n-3 ont montré leurs effets comme traitement anti-arythmique. Ces substances exercent leurs
effets via plusieurs mécanismes notamment la modulation de 1’expression des canaux
ioniques et leur fonction (Xiao et al., 2005 ; Sandesara et al., 2008). L'action anti-arythmique
des acides gras polyinsaturés tels que l'acide eicosapentaénoique (EPA) a été partiellement
attribuée a une diminution des LTCC (Xiao et al., 1997 ; Xiao et al., 2005). De méme, la
simvastatine est responsable de la suppression des LTCC dans les myocytes ventriculaires de

souris (Vaquero et al., 2007).
B.1.2. L’altération de la fonction des LTCC dans les maladies cardiaques

Le déréglement de LTCCs est impliqué dans la physiopathologie de nombreuses
maladies cardiaques, en particulier 1'insuffisance cardiaque et la fibrillation auriculaire (Van
Wagoner et al., 1999 ; Antzelevitch et al., 2007). Plusieurs études ont suggéré que la
géométrie et la composition en protéines des compartiments sub-cellulaires associés a
l'activité des LTCC sont modifiées dans certaines maladies cardiaques (Gomez et al., 1997 ;
Heinzel et al., 2011). Ces changements pourraient avoir un impact direct sur la fonction et la
régulation de LTCCs et pourraient contribuer a des défauts de signalisation du Ca**, du
couplage EC et de l'instabilité électrique (Soeller et Cannell, 1997). D’autres études ont
montré qu’il y aurait un remodelage du systéme tubulaire T au cours de 1’’insuffisance
cardiaque et qui contribuerait a un couplage EC inefficace (He et al., 2001 ; Balijepalli et al.,
2003 ; Lyon et al., 2009). Ce remodelage structurel est associé a une diminution importante
de (~ 50 %) de la densité de LTCCs (He et al., 2001 ; Horiuchi-Hirose et al., 2011). Il a été

¢galement suggéré que le remodelage des tubules T pourrait modifier la géométrie des micro-
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domaines de la fente dyadique (Gomez et al., 1997 ; Heinzel et al., 2011 ; Heinzel et al.,
2008). Ces changements dans l'architecture et la composition des tubules T pourraient
perturber les complexes signaux macromoléculaires conduisant a une dérégulation des LTCCs

(He et al., 2001 ; He et al., 2005).
B.2. Le récepteur a la ryanodine (RyR)
B.2.1. Structure

Les RyRs sont les plus grands canaux ioniques. Chaque monomere est constitué¢ de 5000
acides aminés et a une masse moléculaire de 565 kDa. Il y a trois isoformes de RyR chez les
mammiferes. L’isoformel (RyR1) est prédominante dans le muscle squelettique (Marks et
al., 1989; Takeshima et al., 1989) tandis que 1’isoforme2 (RyR2) est prédominante dans le
muscle cardiaque (Otsu et al., 1990). L’isoforme3 (RyR3) est largement distribuée
(Hakamata et al., 1992). Les RyR portent trois grandes régions différentes non homologues
ou DR : DRI, DR2 et DR3 (Sorrentino et Volpe, 1993). Les chercheurs ont corrélé les
caractéristiques structurales des isoformes aux caractéristiques fonctionnelles dans une
tentative d’identifier les différents domaines concernés par la régulation de la RyR (Ottini et
al., 1996). La région N-terminale comprend environ 90 % de la chaine polypeptidique du
RyR, elle forme le domaine cytoplasmique qui sert d’un échafaudage et qui pourrait méme
moduler la fonction du canal (Marks et al., 2002). Cette partie cytoplasmique volumineuse du
RyR est dénommée le « pied » (Franzini et Jorgense, 1994). Le reste de la séquence de RyR
(10 %) correspond a la région C- terminale qui forme la partie transmembranaire (4-10
hélices) et les régions de pores du canal (Marks et al., 1989 ; Zorzato et al., 1990 ; Du et al.,
2002)(Figure 9).
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Figure 9. La structure primaire d'un récepteur du ryanodine (RyR) cardiaque et les domaines
de liaison des protéines phosphatases 1 et 2A, de la protéine kinase A et de la calmoduline
ainsi que de la calstabin-2 ou FKBP12.6 (Orabi et al., 2014).

Les protéines phosphatases 1 et 2A et la protéine kinase A se lient au récepteur du ryanodine cardiaque par l'intermédiaire de
leurs protéines adaptatrices spécifiques. Trois grandes régions différentes (non homologues) sont également indiquées et six
segments transmembranaires sont représentés.

Cam , calmoduline ; DR, région divergente; FKBP, calstabin-2; LIZ, leucine-isoleucine zipper ; PKA, la protéine kinase A ;
PP, protéine phosphatase; SR, réticulum sarcoplasmique

B.2. 2. Role des RyR dans le cycle de contraction

L’entrée ou la libération du calcium durant le cycle de chaque battement cardiaque est
initiée par un potentiel d'action (PA) ; c’est un signal électrique qui dépolarise la membrane
plasmique et I’invagination spécialisée appelé les tubules transverses (tubule T) (Steven et
Andrew, 2013). Les canaux calciques voltage-dépendants appelés aussi récepteurs des
dihydropyridines (DHPR) sont activés au niveau de ces tubules T par une dépolarisation qui
laisse entrer une petite quantité de Ca*>* dans la cellule (Steven et Andrew, 2013). La quantité
de Ca®" qui en résulte est insuffisante pour déclencher la contraction, mais suffisante pour
activer 1’ouverture du canal calcique du réticulum sarcoplasmique ou récepteur de ryanodine
(Lacampagne et al., 2008). Le calcium ainsi libéré du RS via RyR2 éléverait la concentration

cytosolique du Ca**, environ dix fois pour atteindre environ 1 uM. Ce processus est le CICR
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(Steven et Andrew, 2013). L’ouverture d’un seul DHPR est suffisante pour déclencher une
libération élémentaire de Ca®" (Ca*"-spark) générée par un petit groupe de RyR2. La
sommation de milliers de sparks associés au courant calcique de type L (CCTL) permet une
augmentation massive et transitoire de Ca?* cytosolique déclenchant la contraction
(Lacampagne et al., 2008). A la fin de la contraction, le calcium est alors repompé dans le RS
par le SERCA2a et a travers la membrane plasmique par I’échangeur Na™ / Ca?" (NCX),
entrainant la diminution de la concentration cytosolique du Ca?" [Ca®"] a des niveaux de base

de ~ 100 nM , ce qui provoque la relaxation (Steven et Andrew, 2013).
B. 2.3. Les principales protéines régulatrices du RyR
B. 2.3.1. Les protéines régulatrices cytoplasmiques
B. 2.3.1.1. La calstabine 2 (FKBP12.6)

C’est une enzyme a activité peptidyl-propyl-cis-trans-isomérase de 12,6 kDa qui se fixe
avec une forte affinité sur chaque monomeére du RyR2 du c6té externe du domaine
cytoplasmique. Dans le myocyte cardiaque, la concentration tissulaire de calstabinl est
supérieure a celle de calstabin2 mais I’affinité de RyR2 a cette dernicre est plus élevée par
rapport a celle de calstabinl (Timerman et al., 1996). Les mesures électrophysiologiques de
I’activité des RyR2 montrent que ’interaction de la calstabine 2 avec le RyR2 stabilise 1’¢état
fermé du canal pendant la phase diastolique en réduisant la libération de Ca®* du RS (Prestle
et al., 2001) ; sa dissociation augmente la probabilité d’ouverture (Po) et induit des états de
sous-conductance (Prestle et al., 2001). La calstabine 2 est certainement la protéine
régulatrice qui a suscité¢ a ce jour le plus grand intérét en raison de son réle important en

physiopathologie
B.2.3.1.2. La calmoduline

La Calmoduline (CaM) est une petite protéine cytoplasmique fixatrice du calcium et
régulatrice de nombreuses fonctions cellulaires (Tadross et al., 2008). Dans le muscle
cardiaque, la CaM module directement ou indirectement l'activité des protéines qui jouent un
role clé dans le couplage ECC et en particulier, celles qui sont responsables de la libération et
de la séquestration du Ca*" cytosolique du RS dont principalement la RyR (Yamaguchi et al.,
2003 ; Yang et al., 2014). Il a été montré que la CaM inhibe I’ouverture du canal de la RyR en
présence de concentration intracellulaire du Ca®" importante (Yang et al., 2014). Sous sa

forme libre en présence de concentration intracellulaire de calcium faible, la calmoduline
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favorise au contraire leur ouverture (Tripathy et al., 1995). Par ailleurs, une défaillance de la
liaison CaM-RyR leverait 1’effet d’inhibition de la CaM sur la fonction de la RyR a été
largement impliqué dans la pathologie cardiaque. De plus, il a été démontré dans des modéles
d’animaux que la diminution ou la suppression de la liaison de la CaM a la RyR est associée
a un déficit de la libération du Ca** du RS et conduirait a une hypertrophie cardiaque et a un

déceés prématuré (Yamaguchi et al., 2007).

B.2.3.1.3.La protéine kinase A (PKA), la Ca?'/calmoduline protéine Kinase-
dépendante (CaMKII) et la phosphatases de type 1 et 2A (PP2A).

La PKA et la CaMKII sont des kinases permettant la régulation de la phosphorylation
locale du RyR2. Pendant la stimulation B-adrénergique, les RyR2s subissent une
phosphorylation par la PKA et la CaMKII (Li et al., 2002 ; Capes et al., 2011). En effet, le
RyR2 contient différents sites de phosphorylation qui ont ét¢é mis en évidence: le site
Ser2808 lequel est phosphorylé a la fois par la PKA et la CaMKII (Witcher et al., 1991 ;
Wehrens et al., 2006 ; Benkusky al., 2007), le site Ser2814 qui est phosphorylé par CaMKII
(Pereira et al., 2013) et celui de Ser2030 qui est phosphorylé uniquement par PKA (Xiao et
al., 2006). Des données ont révélé que la phosphorylation du site Ser2814 augmente la fuite
du Ca?" des RyR menant a des états d’arythmies et pouvant exacerber certaines formes de
I’insuffisance cardiaque (Valdivia, 2012). Sous la stimulation B-adrénergique, la
phosphorylation dépendante de CaMKII au niveau de site Ser 2814 conduit & ’augmentation
de lactivité des RyR2 par la participation de I’Epac (protéine d’échange activée par ' AMPc)
en particulier I’isoforme Epac 2 qui augmente la fuite du calcium via les RyR2, réduisant la
charge du Ca®" au niveau du RS (Pereira et al., 2007 ; Pereira et al., 2013). De plus, il a été
proposé aussi que lorsque le RyR est phosphorylé par la PKA sur la Ser 2808, il induit la
dissociation FKBP12.6- RyR en augmentant la sensibilité des RyR au Ca*'et sa probabilité
d'ouverture et de son activation (Marx et al., 2000 ; Jiang et al., 2002) c’est un effet adaptatif
bénéfique en réponse a un stress. Cependant, une hyperphosphorylation chronique du RyR2
par la PKA a un effet délétere qui maintient le canal dans un état de sous-conductance
permanent (Jiang et al., 2002). Les PP2A sont également liées au RyR2 par leurs protéines
d’ancrage respectives, la spinophiline et la PR130. Les phosphatases et les phosphodiestérases
permettent respectivement de déphosphoryler le canal et de réduire localement Ila

concentration en AMPc.
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B.2.3.2. Les protéines régulatrices luminales de la RyR
B.2.3.2.1. La Calsequestrine (CSQ2)

La CSQ est une protéine clé dans le RS jouant un rdle de séquestration du calcium. La
CSQI est exprimée principalement dans le muscle squelettique a contraction rapide tandis que
la CSQ2 est exprimée en abondance dans le muscle squelettique a contraction lente et les
muscles cardiaques. Les CSQ sont des glycoprotéines qui constituent 27 % du contenu de
protéines jonctionnelles du RS a la différence de la RyR qui ne représente que 5%. La grande
capacité de la CSQ pour le Ca?" fait que le calcium libre dans le SR soit maintenu au moins a
un 1 mM quelque soit les variabilités durant le cycle de libération du calcium (Beard et al.,
2004). La CSQ ne séquestre pas seulement le calcium mais régularise aussi sa libération du
RS en communiquant avec le RyR par deux autres protéines clés, la Triadine et la Junctine. Il
a été¢ montré que la CSQ peut se lier directement a la RyR et régule son activité en absence de
triadine et junctin (Herzog et al., 2000). Dans le muscle, le complexe CSQ- RyR est essentiel
pour la signalisation normale du calcium puisque des mutations dans la CSQ peuvent
entrainer des arythmies et une mort cardiaque subite (Lahat et al., 2001 ; Viatchenko et al.,
2004 ; Terentyev et al., 2006). La CSQ inhibe a la fois les canaux RyR des cellules cardiaques
et squelettiques et modifie sensiblement la réponse du canal aux changements de
concentrations luminales du calcium (Beard et al., 2002 ; Terentyev et al., 2003; Beard et al.,
2005). Par ailleurs, une réduction importante de la concentration de calcium dans le RS
conduit a la fermeture des RyR2 a une période réfractaire qui se maintient jusqu’a la
reconstitution des stocks calciques du RS par la SERCA. Ces interactions entre la CSQ et la
RyR sont médiées par la triadine et junctin (Beard et al., 2002) (Figure 10). Terentyev et al.,
(2003) ont montré que la CSQ2 détermine la capacité de stockage du calcium du RS
cardiaque ainsi que la régulation de la quantité de calcium libéré du SR au cours de couplage

excitation-contraction.
B.2.3.2.2. La Triadine et la Junctine

La Triadin et la Junctin se trouvent dans de nombreux tissus ; en se liant & RyR et
CSQ, elles forment un complexe qui joue un role dans la signalisation du Ca** (Jones et al.,
1995 ; Tijskens et al., 2003). Des études ont montré que les changements dans les niveaux
d'expression a la fois de la Triadine et de la Junctine ont provoqué des changements
considérables dans la signalisation du Ca®" dans les myocytes cardiaques. En effet, la

surexpression de la triadine dans les myocytes cardiaques augmente la prédisposition a une

25



Rappel Bibliographique

arythmie (Terentyev et al., 2005) tandis que la surexpression de la Junctine réduit la charge du
Ca?" dans le RS (Kirchhefer et al., 2006). Ainsi, la Junctine et la triadine sont impliquées
dans le développement structurel, 1'organisation et le maintien des unités de la libération de
calcium dans le muscle cardiaque. Les sites d'interaction entre la CSQ2, la Triadine, la
Junctine et le RyR2 dans le complexe quaternaire sont des sites thérapeutiques potentiels pour

modifier la signalisation du Ca*".
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Figure 10. Représentation schématique du complexe macromoléculaire formé par le récepteur

de la ryanodine et ses protéines associées (Berridge, 2012).
CaM : calmoduline ; CSQ : calsequestrine ; FKBP : calstabine

B.2.3.2.3. La protéine HRC (Histidine Rich Ca**-binding protein )

Dans le muscle squelettique et cardiaque, la HRC est associée indirectement a la
RyRs via la triadine (Lee et al., 2001; Sacchetto et al., 2001 ; Arvanitis et al., 2007). Cette
interaction HRC- triadine est dépendante de la concentration du Ca*" et varie selon les tissus.
Dans le muscle squelettique et a forte concentration du Ca®’, la liaison HRC- triadine se
trouve inhibée (Lee et al., 2001) tandis que dans le muscle cardiaque, elle est fortement

renforcée ( Arvanitis et al., 2007).

Des études ont proposé que la région C-terminale correspondant aux résidus 600- 699 de

HRC est critique dans l'interaction avec la triadine (Sacchetto et al., 2001 ; Arvanitis et al.,
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2007) et cette région a également été identifiée comme le domaine de liaison pour le Ca?*dans
le muscle cardiaque. Une autre région de HRC, comprenant les résidus 320- 460, interagit
aussi avec le SERCA2a (Arvanitis et al., 2007). Par conséquent, la duel interaction HRC-
triadine et SERCA2a, est un mécanisme de régulation unique dans le muscle cardiaque

(Arvanitis et al., 2007)
B.3. La pompe SERCA du réticulum sarcoplasmique

Les SERCAs (Sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase) sont des protéines
membranaires du réticulum sarcoplamique (RS) de 110 kDa, ATP dépendantes qui
transportent les ions Ca®" du cytosol vers la lumiére du SR (Asahi et al., 2003). La protéine
SERCA est exprimée principalement en trois isoformes, SERCAIl, 2, et 3. En
outre, SERCAT lui-méme est exprimé en deux sous isoformes, SERCAla et 1b. SERCAla se
trouve dans les muscles squelettiques a contraction rapide chez l'adulte, tandis que SERCA1b
se trouve dans le muscle squelettique a contraction rapide au cours de la vie feetale et chez le
nouveau-né (Brandl et al., 1987). SERCA2 est la protéine du groupe de SERCA Ia plus
largement distribué et qui posséde aussi trois isoformes, 2a, 2b, et 2¢ (Vangheluwe et al.,
2005). SERCA2a est exprimé dans les muscles squelettiques a contraction lente et dans les
myocytes cardiaques, SERCA2b a été détecté dans divers tissus (Wuytack et al., 1998) et
I’expression du SERCA2c¢ a été détectée dans I'épithélium, 1'endothélium ainsi que dans les
cardiomyocytes (Gelebart et al., 2003). L’expression des isoformes du SERCA dans le
myocarde pathologique a été récemment montrée (Dally et al., 2010). Plusieurs protéines
régulatrices modulent l'activité de la pompe SERCA2 dont principalement le phospholamban
(PLN) et la sarcolipine (SLN). Le PLN est une protéine membranaire fortement exprimée
dans le muscle ventriculaire du cceur, il inhibe la fonction de la protéine SERCA (Simmerman
et Jones, 1998) tandis que la SLN, localisée principalement dans l'atrium, inhibe aussi la

protéine SERCA (Odermatt et al., 1998 ; Asahi et al., 2003).
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B.3.1.Les protéines régulatrices de SERCA2a

De nombreuses données expérimentales ont montré que les protéines impliquées dans la
libération du Ca®" de RS sont des complexes macromoléculaires tels que le récepteur de la
ryanodine. L'existence d'un autre complexe de protéines impliqué dans la régulation de la
captation du Ca**de RS a été récemment montrée principalement SERCA2a et ses protéines
associées. De plus, il a été not¢ que SERCA2a pourrait interagir aussi bien avec des protéines
situées du co6té luminal de RS telles que HRC (Arvanitis et al., 2007), la calreticuline, (Ihara
et al., 2005) et du coté cytosolique. En outre, le PLN et la sarcolipine peuvent aussi se lier au
domaine cytosolique et /ou transmembranaires de SERCA2a et conduire a une inhibition de
l'affinité de la pompe pour le Ca*" (Asahi et al., 2003 ; Bhupathy et al., 2007) (Figurel1). Le
PLN s'est révélée a ce jour étre un régulateur majeur de l'activité de SERCA2a, elle est la
seule protéine qui est associée directement au SERCA2a et qui est impliquée dans le

développement de certaines maladies cardiaques, telle que l'insuffisance cardiaque.

Figure 11. La représentation schématique de complexe PLN/ SERCA2a (Haghighi et al.,
2014)

Dans le couplage EC, la dépolarisation de la membrane sarcoplasmique active les DHPR, provoquant un afflux du calcium
qui active le complexe RyR, libérant le calcium du RS. Ce calcium déclenche la contraction des myofilaments et est ensuite
transporté dans le RS par le SERCA2a, qui est régulée par son partenaire de liaison, le phospholamban (PLN). A cela
s’ajoute de nouveaux partenaires formant un complexe dans lequel la HAX-1(HS-1 associated protein X-1) se lie au PLN et
stabilise son action inhibitrice sur SERCA2a. Le PLN interagit également avec la sous-unité régulatrice de la protéine
phosphatasel qui est elle-méme se trouve moduler par ses régulateurs ; inhibiteur-1 (I-1) et HSP20, modulant ainsi la
fonction du SERCA?2a a travers la phosphorylation du PLN. Le SERCA2a est également régulé post-transcriptionnellement
par le petit modificateur liée a 1’ubiquitine (SUMO-1), ce qui améliore la stabilité et I’activité de la fonction de la protéine
SERCAZ2a. La protéine HRC (Histidine Rich Ca**-binding protein) ; est une protéine multi-fonctionnel qui se lie et inhibe
SERCAZ2a, en modulant ainsi la fonction de la RyR par son interaction avec la triadine (TRI). Le complexe de la libération du
calcium du RS est composé de RyR, TRI, la junctine (JNC) et la calséquestrine (CSQ).
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B.3.1.1.Le phospholamban et la sarcolipine : similitudes structurelles

Les similitudes structurelles entre le geéne de PLN et celui de SLN ainsi que
I'homologie entre leurs séquences de protéines, suggérent que les deux molécules
appartiennent a la méme famille de protéines (Odermatt et al., 1997 ; MacLennan et al.,
2003). Les 52 acides aminés de PLN sont organisés en trois domaines. Le domaine
cytoplasmique (IA), constitué de 1 a 20 résidus dont les premiers sont susceptibles d’avoir
une conformation a — hélicoidale, le domaine (IB) ayant 21 a 30 résidus et le domaine (IT) de
31 a 52 résidus, c’est le domaine transmembranaire (Tada et Toyofuku, 1998 ; MacLennan et

al., 2003 ; Paterlini et Thomas, 2005).

D'autre part, la SLN est une protéine de la membrane de RS de 3lacides aminés
(Odermatt et al., 1997 ; Babu et al., 2005). De méme que pour le PLN, les acides aminés de la
SLN sont organisés également en trois domaines. Le domaine cytoplasmique,
transmembranaires et luminal. Les premiers acides aminés (Hobai et Rourke, 2001) de la SLN
sont hydrophiles et sont cytoplasmiques, les acides aminés suivants (Buffy et al., 2006) sont
hydrophobes et forment une seule hélice-o transmembranaire et les derniers acides aminés
(Arai et al., 1994) sont luminaux et hydrophiles (Odermatt et al., 1997 ; Mascioni et al.,
2005)(Figure 12).
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Figure 12. Représentation schématique de la séquence d'homologie entre la protéine PLN et
la SLN (Bhupathyet al., 2007).
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B.3.1.2.La Sarcolipine différe fonctionnellement de PLN

Les données disponibles suggerent que la SLN et le PLN régulent indépendamment
l'activité de SERCA2a (Asahi et al., 2004 ; Babu et al., 2005 ; Gramolini et al., 2006). Les
deux protéines, PLN et SLN inhibent I'activit¢ de SERCA cardiaque en diminuant 1’affinité de
la pompe pour le calcium (Asahi et al., 2004 ; Kadambi et al., 1996 ; Babu et al., 2006).
L’effet inhibiteur de SLN et PLN est levé par la stimulation B —adrénergique (MacLennan et
al., 2003 ; Asahi et al., 2004 ;Gramolini et al., 2006). Bien que le PLN et la SLN inhibent
I’activité de SERCAZ2a, il peut y avoir des différences importantes dans leur mécanisme de
régulation. Ainsi, 'effet inhibiteur de PLN sur SERCA2a est levé lors de I’augmentation des
concentrations de calcium (Kadambi et al., 1996 ; Asahi et al., 2000) alors que I’effet
inhibiteur de SLN sur SERCA2a persiste méme a des teneurs ¢levées en calcium (Asahi et al.,
2004 ; Babu et al.,, 2006). Ces différences fonctionnelles peuvent étre attribuées aux
différences structurelles de domaine luminal de ces deux protéines. En effet, bien que le PLN
et la SLN soient similaires dans leur domaine transmembranaire, SLN a un domaine luminal
supplémentaire dans le région terminale Ct (Odermatt et al., 1997). Les acides aminés de ce
domaine sont susceptibles d’interagir avec divers résidus aromatiques du domaine
transmembranaire de SERCA2a (MacLennan et al., 2003 ; Asahi et al., 2003; Gramolini et
al., 2004). 11 est bien établi que le PLN interagisse avec SERCA2a en inhibant son activité de
maniére réversible (Vangheluwe et al, 2006). Cette fonction inhibitrice de PLN sur SERCA2a
est modulée par la phosphorylation, la déphosphorylation et par I’augmentation du Ca>"
intracellulaire (Chu et Kranias, 2002 ; Asahi et al., 2000)(Figure13). Le PLN pourrait étre
phosphorylée sur deux sites distincts ; au niveau de la sérine 16 (Sr16) par la protéine PKA et
au niveau de la thréonine 17 (Thr17) par la CaMKII pendant la stimulation § —adrénergiques
(Autry et Jones, 1997 ; Chu et Kranias, 2002). La phosphorylation perturbe 1’interaction
physique de PLN avec SERCA2a et stimule ainsi le transport du Ca?>" au niveau du SR en
augmentant l'affinit¢ de SERCA2a pour Ca*" (Simmerman et Jones, 1998). Ceci, conduit
d’une part, a une augmentation de la vitesse de relaxation et d’autre part, a la charge de
Ca?"au niveau du RS laquelle par la suite augmente la libération de Ca®"du RS et déclenche la
contractilitt myocardique (Simmerman et Jones, 1998 ; Frank et al., 2000). La
déphosphorylation de PLN par la phosphatase de type 1 (PP1) conduit a l'inhibition de
SERCA (Napolitano et al., 1992).
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Figure 13. La modulation de la fonction Serca2a par le phospholamban et sarcolipine
(Braunwald, 2013).

Dans le SR, le Ca?" est fixé a la calséquestrine. Une augmentation du taux de la captation du Ca®* dans le SR améliore le taux
de relaxation (effet lusitrope). Le phospholamban (PL ou PLN), lorsqu’est phosphorylée (P), elle supprime l'inhibition
exercée sur la pompe Ca?*ATPase par sa forme déphosphorylée. De ce fait, la captation du Ca®" est augmentée, soit en
réponse a une surcharge du Ca?" cytosolique ou en réponse a une stimulation B-adrénergique qui active l'adénosine
monophosphate cyclique (AMPc). La calmoduline kinase peut étre un deuxiéme messager du systéme B-adrénergiques.

B.3.1.3.La protéine HRC

La HRC est un chélateur du calcium qui se trouve du coté luminal du RS et présente
une affinité faible mais de grandes capacités de fixation du calcium (Arvanitis et al., 2007).
La HRC aurait un role complexe dans le cardiomyocyte via son implication dans la captation
et la libération du calcium du SR (Arvanitis et al., 2010). C’est un régulateur a la fois de
I’activité du SERCAZ2a a laquelle son interaction est directe et de la fonction de la RyR via sa
liaison avec la tiadine (Arvanitis et al., 2007). Le role de cette protéine dans la fonction
cardiaque a été ¢lucidé par I’utilisation des modéles transgéniques. La surexpression modérée
de HRC dans les cardiomyocytes a été associée a une diminution du (CICR) et au taux de
concentration du calcium total, ce qui entraine une dépression de la contractilité¢ cardiaque
(Fan et al., 2004). L’augmentation modérée de I’expression de HRC a un effet plus prononcé
sur le transfert du calcium et de la contractilité cardiaque qui est 20 fois plus augmentée que
lorsque la calséquestrine est surexprimée (Sato et al., 1998). Par conséquent, la surexpression
transgénique de HRC dans le cceur déprime le taux de captation du Ca®" du RS, indiquant son
role inhibiteur sur SERCA2a et sur le cycle du calcium intracellulaire (Gregory et al., 20006).

Ces données suggerent que HRC pourrait étre un régulateur important de la fonction de
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SERCA2a et de RyR respectivement par un contact direct ou indirect. Cependant, les
interactions de HRC avec SERCAZ2a s’explique par le fait que lors de la relaxation et lorsque
les concentrations luminales du Ca?*(RS) diminuent, la HRC pourrait se lier 8 SERCA2a et de
ce fait, contrdler la vitesse de la captation du Ca** du RS. Quand les concentrations du Ca?*
luminales sont rétablies, I’interaction HRC-SERCA2 est atténué, ce qui entraine la

dissociation de SERCA2 et HRC (Lorenz et Kranias, 1997 ; Jachnig et al., 2006) (Figure14).

Figure 14. Représentation schématique des interactions de HRC dans le RS. Ces interactions
sont indiquées par une étoile (Demetrios et al., 2011).

La HRC pourrait se lier soit directement au SERCA, soit indirectement au complexe quaternaire (RyR) via la Triadine, elle
pourrait fonctionner comme un capteur de changements du Ca?*intra-SR en régularisant la captation ou la libération du Ca?*.

B.3.1.4.Inhibiteur-1/Protéine Phosphatase 1 (PP1)

La PP1 est une holoenzyme comprenant un domaine catalytique qui possede l'activité
phosphatase (Ceulemans et Bollen, 2004). Au niveau du RS cardiaque, la PP1 est régulée par
ses inhibiteurs endogenes ; inhibiteur-1(I-1) et inhibiteur-1(I-2) (Figurel5). De nombreuses
¢tudes ont montré que la principale déphosphorylation de PLN est celle assurée par la
phosphatase PP1 (MacDougall et al., 1991 ; Steenaar et al., 1992) et dont I’activité est
significativement élevée dans les cceurs défaillants (Neumann et al., 1997). De plus,
I’augmentation de PP1 peut étre 1'un des facteurs de dysfonctionnement et de remodelage
cardiaque d’ou I'usage de modeles transgéniques exprimant des niveaux élevé de PP1 (Carr et
al., 2002). Les cceurs transgéniques ont montré une fonction contractile basale déprimée et
une réponse P-adrenergique diminuée induisant une hypertrophie, une insuffisance cardiaque
et une mort précoce (Carr et al., 2002). D’autres données concernant le role de PP1 ont été
fournies par 1’étude de ses inhibiteurs endogenes I-1 et [-2. L expression cardiaque spécifique
d'une forme active de -2 (I-2 *) déprime l'activit¢ de PP1, améliore les paramétres

contractiles et augmente la cinétique du transfert du Ca?" (Kirchhefer et al., 2005). Ces effets
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sont associés a une augmentation de la phosphorylation du PLN sur Ser16 mais pas sur Thrl7,
suggérant d’étre un site spécifique de préférence pour PLN. Cela indique que la PP1 est un
modulateur négatif critique de la fonction cardiaque. Un autre régulateur endogéne de la PP1
est I-1 qui active la phosphorylation de PP1 sur Thr35 par la PKA, entrainant une diminution
de I’activité de PP1 (Neumann et al., 1991 ; Gupta et al., 1996). En effet, des études in vivo
utilisant des souris avec géne I-1 invalidé ont montré une fonction cardiaque basale déprimée.
En outre, la réponse B-adrénergique est altérée lorsqu’elle est associée a 1’augmentation de
I’activité de PP1 et a la diminution de la phosphorylation de PLN (Carr et al., 2002). En
revanche, la surexpression de I-1 améliore la contractilité et augmente la phosphorylation de
PLN par la stimulation de B-adrenergique (El-Armouche et al., 2003). D’autres études ont
montré également que la surexpression d’une forme active de (I-1c) diminue I’activité de PP1
et augmente la phosphorylation de PLN a la fois au niveau de Serl6 et Thrl4 ainsi que

I’augmentation contractile basale et apres la stimulation B-adrenergique (Pathak et al., 2005).

Sarcoplasm O

reticulum

Figure 15. La stimulation des agonistes B-adrénergiques et de la protéine phosphatase 1dans
la régulation de I’activité PLN/SERCA (Evangelia et al., 2012).

L’activation de la PKA conduit a I’augmentation de la phosphorylation de PLN, de I’inhibiteur-1 et de Hsp20
qui amplifient les effets stimulants de la voie B-adrénergique sur le transport du Ca*" (RS) et de la contractilité.
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B.3.1.5. La HAX-1 et sa régulation pour le complexe PLN/SERCA

La HAX-1 (HS-1 associated protein X-1) est une protéine avec un poids moléculaire
de 35 kDa, elle est exprimée de maniére ubiquitaire dans les mitochondries. Elle a été
initialement identifiée comme une protéine intracellulaire avec une fonction anti-apoptotique.
En effet, la surexpression de HAX-1 protege les cardiomyocytes contre 1’apoptose induite par
I’hypoxie/réoxygenation (Han et al., 2006). Des études plus récentes ont révélé que HAX -1,
¢galement localisé dans le RS est un régulateur important du cycle du calcium. Ces effets sont
médiés principalement par I’interaction de HAX-1 avec le PLN et dans une moindre mesure
grace a la modulation directe de SERCA2a. En effet, il a été aussi montré que HAX -1
pourrait interagir directement avec PLN au niveau d’une région comportant une séquence de
16 a 22 d’acides aminés dont les sites de phosphorylation sont Thr17 et Ser16, Ce qui suggere
que la liaison HAX-1/PLN peut controler I’activit¢ de PLN (Vafiadaki et al., 2007)
(Figurel6). De la méme fagon que pour I’interaction SERCA2/PLN, la liaison HAX-1/PLN
diminue par la phosphorylation de PLN via PKA et par ’augmentation des concentrations du
Ca?". Cela indique que HAX-1 peut réguler les propriétés fonctionnelles de PLN dans le cceur
(Evangelia et al., 2012). En effet, des études «in vivo», ont montré que I’interaction de
PLN/HAX-1 jouerait un role dans la modulation du cycle du Ca*" et de la contractilité
cardiaque. En outre, La surexpression cardiaque de HAX -1 diminue l'affinit¢é de SERCA2
pour le Ca*" et déprime la cinétique du calcium dans les myocytes. Par conséquent, la
diminution de HAX-1 améliore le cycle du calcium et la contractilité¢ cardiaque (Evangelia et

al., 2012).

Figure 16. L’association de HAX-1 avec PLN et SERCA2, deux protéines jouant un role central dans
la modulation de I’homéostasie du Ca®" et dans la fonction cardiaque (Vafiadaki et al., 2009)
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B.3.1.6.La protéine de choc thermique 20 (Hsp20)

Les HSPs, protéines de choc thermique dites chaperonnes sont synthétisées en
réponse a un stress cellulaire (Tissieres et al., 1974). La Hsp20, également connue sous le
nom HspB6, est une protéine de 20 kD. Elle est exprimée a des niveaux €élevés dans le muscle
cardiaque, vasculaire et squelettique, ou elle représente jusqu'a 1% des protéines totales (Fan
et al., 2005 ; Dreiza et al., 2010). Plusieurs études ont tenté d’¢lucider le role de Hsp20 dans
la contractilit¢ cardiaque et cardioprotection et il a été suggéré que la Hsp20 régule la
contraction myocardique via la régulation de 1’axe PP1/PLN (Qian et al., 2011). Cela
implique la liaison directe de Hsp20 avec PP1 et l'inhibition de son activité, ce qui conduirait
par conséquent a I’augmentation de la phosphorylation de PLN et a I’amélioration du cycle de
Ca®" au (RS). Des études in vitro sur des cardiomyocytes ont montré que la Hsp20 est
associée a une augmentation significative de la cinétique du Ca*" (Pipkin et al., 2003 ; Chu et
al., 2004). De plus, la surexpression cardiaque de la Hsp20 améliore considérablement les

paramétres contractiles (Qian et al., 2011).
B.4. L’échangeur sodium/calcium (Na*/ Ca?* ou NCX)

Le NCX est le mécanisme dominant d'efflux du Ca®" a travers la membrane plasmique
afin de rétablir son niveau initial aprés la contraction (Egger et Niggli, 1999 ; Wang et al.,
2005). Dans son mode de transport, le NCX exporte un ion Ca?" pour 1'adoption de trois ions
Na® (Kang et Hilgemann, 2004). Le NCX assure un transport actif secondaire qui fonctionne
dans les deux sens. L’extrusion du Ca** de la cellule (mode direct) ou son entrée a I’intérieur
de la cellule (mode inverse) (Abramson et al., 2012 ; Liao et al., 2012) est déterminé par les
gradients locaux des ions Na" et Ca®" de part et d’autre de la membrane plasmique ainsi que
par le potentiel de la membrane (Liao et al., 2012). Ces deux processus constituent la force
motrice pour le transport du Ca®". C'est I'entrée du Na® dans la cellule selon un gradient
électrochimique favorable qui fournit 1'énergie au transport du Ca** vers l'extérieur de la
cellule. L'échangeur Na'/Ca’" de type I (NCXI1) représente le mécanisme d'expulsion
principal du Ca*" de la cellule cardiaque durant la diastole (Bers, 2002). L'efficacité de
I'échangeur Na*/Ca** dans I'expulsion du Ca** est due au fait de sa distribution large au niveau
du muscle cardiaque (approximativement 250 a 400 échangeurs Na'/Ca®‘par pm?).
L’immunolocalisation du NCX a montré sa répartition dans tout le sarcolemme des cellules
ventriculaires, sur les disques intercalaires et au niveau des tubules T (Scriven et al., 2005 ;

Cavalli et al., 2007 ; Dan et al., 2007). D’aprés Yang et al., (2002) ; Despa et al., (2003), le
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NCX est localis¢ principalement au niveau de la membrane des tubules T car il peut assurer
une mobilisation rapide et synchrone du Ca?" du cytoplasme de la cellule lors de la relaxation
(Orchard et Brette, 2008). Le NCX1 est exprimé tres tot pendant la cardiogenése, avant méme
l'apparition des premiers battements cardiaques (Koushik et al., 1999). D’autres études
portant sur 1'inactivation du gene Ncx1 chez les souris ont révélé que ces dernieres décédaient
au cours du développement embryonnaire entre le 9°™ et le 10°™ jour 9 suite a l'absence de
battements cardiaques (Koushik et al., 2000 ; Wakimoto et al., 2000). De plus, les
cardiomyocytes de ces souris présentaient des signes morphologiques d'apoptose. Ces
données indiqueraient donc que la contribution de NCX1 dans le controle du Ca** des
cardiomyocytes est d'une grande importance. Des modéles animaux d'hypertrophie ou
d'ischémie cardiaque ont montré que I'expression et/ou l'activité de NCX1 était augmentée
dans ces états pathologiques (Pogwizd et al., 1999 ; Wang et al., 2001). D'autre part, des
altérations de l'activité du NCXI1 pourraient contribuer non seulement au dysfonctionnement
de la contraction, mais pourraient aussi altérer la configuration du potentiel d'action et

favoriser 'apparition d'arythmie cardiaque (Sipido et al., 2000 ; Sipido, 2002).
B.4.1. La régulation de I’échangeur Na*/Ca?*
B.4.1.1. Régulation dépendante du Ca?*intracytosolique

Lorsque les concentrations cytosoliques du Ca?* sont augmentées, les ions Ca** se fixent
a haute affinité sur des sites spécifiques situés dans la boucle cytosolique. Cela entraine une
augmentation de leur rigidité et leur potentiel électrostatique, conduisant & un changement de
la conformation de ’échangeur Na/Ca**. Ces changements conformationnels constituent
probablement un des événements les plus cruciaux dans la régulation de cet échangeur (Saba
et al., 2001). Lors de la contraction cardiaque, il est bien connu que 1'élévation de la [Ca**];
(intracytosolique) fait suite a l'ouverture des canaux calciques potentiel-dépendant de type L.
Toutefois, la contribution de I'échangeur Na*/Ca?" a 1'élévation de la [Ca®']i est également
possible lors de la dépolarisation (Bridge et al., 1990 ; Lederer et al., 1990). Le potentiel
d'inversion de l'échangeur Na'/Ca’'est de Il'ordre de -40 mV aux concentrations
physiologiques de Na* et de Ca®". Au repos, le potentiel de membrane (Em ) est inférieur au
potentiel de 1'échangeur Na'/Ca*" (ENa/Ca) et donc I’expulsion du Ca* via I’échangeur est
favorisée. Lors de la dépolarisation, lorsque le Em > ENa/Ca, le Ca*" peut entrer dans la
cellule via I’échangeur (mode inverse) et ce jusqu’au moment ou le Em = ENa/Ca

(repolarisation). Au cours de cette derniére, le potentiel de membrane négatif et la [Ca®']i
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élevée conduisent a une expulsion massive du Ca?* hors de la cellule via ’échangeur (mode

normal) (Bers, 2002).

B.4.1.2. Phosphorylation

L’activité de I'échangeur Na*/Ca?" peut étre aussi modulée par 'ATP (DiPolo et Beauge,
2002). Différentes études ont montré que I'échangeur Na/Ca®" est stimulé par I'ATP
cytoplasmique bien que celui-ci ne soit pas nécessaire a son fonctionnement (Hilgemann,
1992 ; Hilgemann, 1997). L'ATP régule l'activité de I'échangeur Na*/Ca®" par I’augmentation
de l'affinité des sites transporteurs pour les cations (Ca’>" et Na") (Hilgemann, 1996). Des
travaux réalisés sur des cellules cardiaques de rat ont montré que la phosphorylation directe
du transporteur par la voie des PKC et PKA était associée a une augmentation de l'activité de
'échangeur (Iwamoto, 1996). Comme les kinases, les phosphatases peuvent interagir aussi
avec le NCX auquel deux phosphatases sont associées PP1 et PP2A. PPl est associée au
NCXI1 soit directement, soit via mAKAP tandis que la phosphatase PP2A est associée a
mAKAP (Marx et al., 2001) (Figurel7).

Figure 17. L’organisation du complexe de signalisation macromoléculaire NCX1 (Schulze et
al., 2003).

L’organisation possible du complexe macromoléculaire NCX1 comprend PKA et PKC ainsi que mAKAP et phosphatases
PP1 et PP2A. Les kinases et phosphatases sont éventuellement liées par des protéines mAKAP. La protéine adaptatrice,
l'ankyrine est impliquée a relier le complexe de NCX1 avec le réseau du cytosquelette d'actine-spectrine.
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Chapitre III : homéostasie du calcium et cardiomyopathies
A. SERCAZ2a et ’altération de la contractilité : le dysfonctionnement diastolique

La diminution de recaptage du Ca*> dans le RS est un marqueur important de
’insuffisance cardiaque du fait de la perturbation de I’homéostasie du Ca** et de la
diminution de la relaxation. Par conséquent, SERCA2a et son régulateur PLN sont des cibles
thérapeutiques intéressantes, notamment avec la diminution de ’activité de SERCAZ2a dans
les cceurs défaillants (Schmidt et al., 1998). Des travaux antérieurs, utilisant le transfert de
genes d'adénovirus de SERCA2a et PLN dans des régions isolées des myocytes cardiaques
ont montré un rdle de SERCA2a dans I’augmentation du taux de transfert du Ca>" vers le RS
et donc de la diminution du Ca* cytosolique. De plus, la phosphorylation de PLN par la PKA
sur sérine-16 1&verait son inhibition sur SERCA2a en facilitant le recaptage du Ca** dans le
RS. Plusieurs expériences ont montré que l’altération de la fonction de PLN conduit a
l'amélioration de recaptage du Ca’' ainsi que de la fonction diastolique. Le PLN phospho-
mimétique (S16E) a été utilisée dans plusieurs modeles pour lever l'inhibition de PLN sur
SERCA2a notamment dans le modele de la cardiomyopathie dilatée chez le hamster
(Hoshijima et al., 2002). Dans ces études, 1’amélioration de la fonction diastolique du
ventricule gauche a été trouvée avec PLN (S16E). D’autres travaux ont montré 1’atténuation
de l’inhibition de SERCA2a et cela par I'inactivation de PLN ou la diminution de son
expression (Meyer et al., 2004). La réduction de la quantité de la protéine PLN a été obtenue
par injection d’un virus adéno —associted (AAV9) exprimant un petit ARN en épingle a
cheveux ( shRNA) contre le PLN chez les rats, Ce qui améliore considérablement la fonction
diastolique (Suckau et al., 2009). En outre, la PP1 qui déphosphoryle le PLN et diminue ainsi
l'activité de SERCAZ2a, a été étudiée sur un modele génétique de cardiomyopathie dilatée. Des
souris ont été injectées avec AAV9 portant shRNA contre PP1, ont montré une diminution de
25% de I’expression de la protéine PP1. Par rapport aux témoins et aprés 12 semaines, les
animaux injectés par AAV9 - shPP1 ont montré une meilleure fonction diastolique (Miyazaki
et al., 2012). Le concept de I'augmentation de SERCA par rapport au PLN pour améliorer
I’insuffisance cardiaque a été testé¢ aussi en exprimant SERCA dans différents modeles
d'insuffisance cardiaque. Dans un autre modele de rats dont ’artére coronaire est ligaturée et
ayant subi une injection de vecteurs lentivirus hébergeant SERCA2a ont montré deux mois

plus tard, une amélioration de la fonction ventriculaire gauche (Niwano et al., 2008).
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B. Pinflammation et I’altération de la contractilité

I1 a été montré que les cytokines jouent un role dans le développement et la progression
des anomalies cardiaques. En effet, plusieurs études ont constaté un taux accru de cytokines
dans le plasma ou le sérum des patients souffrant d’insuffisance cardiaque, tels que le TNF- a,
(Tumor necrosis factor alpha), I’IL-1(Interleukine-1), I’IL-6 ((Interleukine-1). De plus,
I’augmentation de ces facteurs inflammatoires n’a pas seulement été détectée dans la
circulation sanguine mais aussi dans le myocarde (Devaux et al., 1997 ; Damas et al., 2000).
L’augmentation de I’expression myocardique de ces cytokines ainsi que de leurs récepteurs
respectifs sur les cardiomyocytes et les leucocytes infiltrant, fait penser a I’existence d’une
interaction entre les cytokines et la pathogenese de ce trouble cardiaque. D’autres études
suggerent que les dommages induits par les radicaux libres d’oxygéne (ROS) dont la
peroxydation des lipides y sont impliqués (Keith et al., 1998). Chez les sujets sains, les
concentrations circulatoires et cardiaques de TNFa sont faibles (Arras et al., 1996 ; Aker et
al., 2003). Les souris dont les génes de TNFa, TNFR1 (récepteur de TNF) et TNFR2 sont
invalidés se développent normalement et n'ont pas de défauts cardiaques fonctionnels (Marino
et al., 1997 ; Kurrelmeyer et al., 2000) mais des concentrations ¢levées de TNFa altérent la
fonction myocardique. En effet, In vivo, le TNF-a exogéne diminue la fonction contractile
des cceurs normo-perfusés de rats (Bozkurt et al., 1998 ; Grandel et al., 2000) et de chiens
(Murray et Freeman, 1996 ; Dorge et al., 2002 ). Cet effet exogeéne est plus prononcé avec des
concentrations croissantes du TNFa (Yokoyama et al., 1993 ) et contribue a la dysfonction
contractile (Dorge et al., 2002 ; Li et al., 2009). Par ailleurs, I’homéostasie calcique qui est le
centre de la fonction des cardiomyocytes est également altérée par le TNFa. La captation du
calcium et sa libération par le RS ainsi que la réactivité¢ des myofilaments sont réduites par le
TNFa. Ce dernier, agissant via TNFR diminue également ’activité de la PKA par inhibition
de la voie B —adrénergique. Cela réduit la phosphorylation de phospholamban et diminue
I’activité de SERCA2a (Leineweber et al., 2006 ; Kumar et al ., 2007). De plus, d’autres
travaux suggerent que 1’augmentation de la concentration du TNFa altére la fonction

contractile par une formation accrue de ROS (Ferdinandy et al., 2000) (Figure 18).
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Figure 18. TNFa et la fonction contractile (Kleinbongard et al., 2010)

AA : acide arachidonique ; AC : acétylcholine ; AP : potentiel d'action ; CaMKII : Ca®* calmoduline- protéine kinase II
dépendante ; AMPc : adénosine monophosphate cyclique ; ERK : kinase extracellulaire régulée par un signal ; iNOS :
monooxyde d’azote synthase inductible, NO : monoxyde d’azote ; NOX : NADPH oxydase ; PKA : protéine kinase A ;
PKCC ,protéine kinase C{ ; PKG : protéine kinase G ; PLA2 : phosphohpase 2 ; PLB : phospholambam ; ROS : especes
réactives de l'oxygeéne ; RyR : récepteur de la ryanodlne S-1- P : sphingosine-l- phosphate ; S-1 -PR : récepteur de la
sphingosine -1-phosphate ; SERCA : Ca?*ATPase du réticulum endoplasmique ; Tm : tropomyosine ; TNFR : récepteur de
TNF ; TNI: troponine I ; XO : la xanthine oxydase.
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A. Matériel biologique
A.l. Présentation du modéle

Le rat des sables, Psammomys obesus (Cretzschmar, 1828), est un rongeur déserticole.
C’est le seul Gerbillidé de meeurs diurnes vivant au Sahara. De la taille d’un petit rat, il est
caractérisé par sa couleur fauve-roux, ses petites oreilles et sa queue relativement longue
terminée par un pinceau de poils foncés (Petter, 1952). Végétarien strict, il se nourrit
exclusivement de feuilles et de tiges de Chénopodiacées, plantes halophiles riches en eau
(80%) et en sels minéraux, telles Atriplex halimus, Salsola foetida, Traganum nudatum ou
Sueda mollis (Daly et Daly, 1973) sous les touffes desquelles, il creuse son terrier. Cet abri lui
confére un microclimat caractérisé par un degré d’humidité élevé (60 a 70%) et une
température relativement stable d’environ 25°C, lui permettant d’échapper partiellement a la
rigueur des conditions climatiques de son environnement désertique (Petter, 1961). Le rat des
sables est endémique, sa répartition est inféodée au réseau hydro-végétarien du Sahara (Petter,

1961) (figure 19).
A.2. La capture

Nos animaux proviennent directement du biotope, précisément de la région de Béni-
Abbes a 30°7 latitude nord et 2°10 longitude ouest, au nord-ouest du Sahara algérien, au bord
de I'oued Saoura a 1240 km au sud-ouest d’Alger. Le climat de cette région est de type
désertique chaud. Les écarts de température passent de 16°C en hiver (décembre-janvier) a
43°-45°C (juillet-aotit). Les périodes de pluies ont lieu au printemps et en automne, la
moyenne annuelle des précipitations est relativement faible, de I’ordre de 18-20 mm. Le taux
d’humidité passe de 15% en ét¢ a 45% en hiver. La photopériode passe de 10 heures
d’éclairement en hiver a 14 heures d’éclairement en été. L’animal diurne est capturé au cours
de la journée dans un piége de type live-trap muni de quelques tiges de plantes fraiches

déposées a I’entrée du terrier (figure 19).
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Position systématique :
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[ Classe : Mammiféeres

Ordre : RodentiaSuper-famille : Muridea
| Famille : Gerbillidae

Genre : Psammomys

Espéce : Psammomys obesus
Cretzschmar, 1828
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Figure19. Localisation géographique, biotope et capture du Rat des sables sauvage,
Psammomys obesus.

42



Matériels et Méthodes

B. L’animal

B.1. Psammomys obesus

Nous avons reproduit en laboratoire les conditions naturelles de vie de I’animal dans
son biotope naturel (Animalerie de I’'USTB Houari Boumediene, Alger). Ainsi, les animaux
sont répartis dans des cages individuelles, munies d’une litiére en sciure, renouvelée tous les
deux jours et d’une boite en bois pourvue de plusieurs ouvertures, pour leur servir de terrier
ou ils créent des conditions d’humidité proches de celles de leur biotope, en accumulant des
plantes salées riches en eau. La température de I’animalerie est maintenue constante, aux
environs de 25°C. Dans la journée, I’éclairage est réalisé par la lumicre artificielle (de 07h a
19h). A leur arrivée, les animaux continuent de recevoir les plantes salées provenant de leur
biotope et ce, pendant quelques jours. Cette nourriture est progressivement complétée puis
remplacée par des plantes salées (Salicornes) de la méme famille que celle du désert mais
poussant en bordure de mer (Anse de Kouali a Tipaza, Alger). Apres une période
d’adaptation, les animaux sont répartis en lots en fonction du régime alimentaire administré,

notre expérimentation a duré quatre mois.
B.2. Le régime
B.2.1. Le régime naturel

Le régime naturel administré est la plante halophile (Chénopodiacées) poussant en
bordure de mer caractérisée par une forte teneur en eau (80.79 %) et en sels minéraux (6.86

%).

Tableau I. La composition en pourcentage (%) des nutriments contenus dans le régime

naturel est la suivante :

Eau 80.79%
Mati¢res minérales 6.86%
Maticres grasse 0.40%
Maticres protéiques 3.53%
Hydrates de carbonne 8.42%
Les hydrates de carbone se répartissent en
= Sucres totaux 0.18%
» Lignine 1.12%
= Hemicellulose 2.62%
= Cellulose 2.23%
» Indéterminée : 2.27
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La valeur énergétique peut étre estimée a moins de 450 Calories par kilogramme de plantes
fraiches. La prise journaliére est de 50 g, I’animal regoit donc 20-22 Calories par jour.

B.2.2. Régime naturel associé de régime hyperlipidique (RNL)

Le régime lipidique est a base de jaune d’ceuf cuit. Chaque animal regoit quotidiennement %4
de jaune d’ceuf.

Tableau II. La composition en g pour 100g de jaune d’ceuf est la suivante :

Eau 40- 46
Matiéres séches 43.5-50
Protéines 13.5-17.5
Lipides 30-34

= Saturés 10.5-12

=  Monosaturés 16.5-19

= Polyinsaturés variables

= Cholestérol : 1.2-1.35
Glucides 0.18-0.25
Cendres 1-1.5
Calories 370-400
La composition en vitamines et sels minéraux (pg/100g d’oeuf)

=  Vitamine A 1000

=  Vitamine D 5

=  Vitamine E 5000

= Vitamine K 100

= Phosphore 540

= Fer 6.5

C. Techniques opératoires et analytiques
C.1. Poids des animaux, sacrifice et prélévement des organes

Afin de contrdler leur évolution pondérale, les animaux (Psammomys obesus) sont
régulicrement pesés, chaque début de semaine. L’évolution métabolique est suivie par des
prélevements du sang sur I’animal vigile par des ponctions au niveau du plexus rétro-orbital
de ’ceil a I’aide d’une pipette pasteur préalablement humidifiée avec de ’EDTA 0.2%. Apres

centrifugation, le sérum est conservé a -80°C pour le dosage des paramétres biochimiques.

Au terme de I’expérimentation (4 mois), les animaux sont sacrifiés aprés anesthésie a
I’'uréthane 22% (0.4ml/100g, Psammomys obesus). Les tissus (cceur, aorte) sont prélevés
rapidement, des fragments de coeur et d’aorte sont mis directement dans des tubes Ependorff

de 2 ml et plongés directement dans 1’azote liquide et conservés a -80°C.

44




Matériels et Méthodes

Le but de ces prélévements est de constituer une tissuthéque afin de procéder a des
analyses moléculaires. Pour 1’¢étude histologique et immunohistologique, les fragments (coeur

et aorte) sont fixés dans le paraformaldéhyde a 4 %.
C.2. Dosage des différents parameétres plasmatiques

Chez I’ensemble des animaux, nous avons effectué le dosage de certains parameétres
biochimiques sériques. Il s’agit du glucose, des triglycérides, du cholestérol total, du
cholestérol LDL et HDL. Le sang prélevé dans des tubes secs est immédiatement centrifugé a
3000 tours/min pendant 10 minutes. Le sérum récupéré servira aux dosages des différents

parametres selon la techniques spectrophotométriques ou sur automate.
C.3. Méthodes histologiques et immunohistochimie
C.3. 1. Coloration Hématoxyline/€osine

La coloration hématoxyline/€osine est une technique qui permet d’apprécier la
structure d’un tissu. Les lames déparaffinées sont placées dans une solution d’hématoxyline
de Mayer pendant 12 minutes. Elles sont ensuite rincées sous I’eau de ville pendant 5
minutes pour éliminer 1’excés de colorant, les éléments basophiles du tissu prennent une
coloration rouge-violette. Ensuite, les lames sont trempées pendant quelques secondes dans
I’acide chlorhydrique a 37 % et rincées a I’eau de ville pendant 5 @ 10 minutes jusqu’a
obtention d’une coloration violette des noyaux (ADN). Les lames sont ensuite placées dans
une solution d’éosine pendant 5 minutes pour colorer les ¢léments acidophiles du tissu. Apres
ringage, elles sont prgressivement déshydratées par passage dans des bains a degré croissant
d’alcool (déshydratation), passées rapidement dans des bains de toluéne pendant deux
minutes (deux bains) puis scellés avec une lamelle a 1’aide du DPX et conservées dans des

boites a température ambiante jusqu’a analyse sous microscope.
C.3.2. Coloration au trichrome de Masson (TM)

Cette coloration permet de mettre en évidence la fibrose (les collagenes) dans les
tissus. Aprés avoir déparaffiné et hydraté, les lames sont placées dans une solution
d’hématoxyline de Mayer pendant 12 minutes puis rincées dans de 1I’eau de ville pendant 5
minutes pour éliminer I’exces de colorant et lavées a 1’alcool chlorhydrique pendant quelques
secondes et rincées a 1’eau de ville pendant 5 a 10 minutes jusqu’a 1’obtention de la

coloration violette des noyaux. Elles sont ensuite disposées dans la solution de Ponceau de
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xylidine a 1 % pendant 3 minutes, rincées a I’eau distillée et placée 7 minutes dans la solution
phosphotungstique a 3 % puis rincées a ’eau distillée et placées dans la solution du vert
lumiere a 1 % pendant 3 minutes. Enfin, les lames sont rincées a 1’eau distillée, déshydratées
dans I’alcool & degré croissant, placées dans le toluéne et collées avec une lamelle jusqu’a

I’analyse microscopique.
C.3. 3. L’immunohistochimie

Les lames sont déparaffinées et réhydratées progressivement. Les antigénes sont
démasqués en incubant les coupes dans un tampon citrate (Dako, Glostrup, Danemark ) et
chauffé¢ dans un bain pendant 20 minutes a 95°C. L'activit¢ des peroxydases endogenes est
inhibée avec du peroxyde d'hydrogene (5%) pendant 10 minutes et les sites non spécifiques
sont bloqués par incubation avec I’albumine sérique bovine a 3% (BSA) pendant 30 minutes.
Les coupes sont incubées pendant une nuit a 4 °C avec l'anticorps monoclonal de souris anti-
my¢éloperoxydase (MPO; 1:100 dilué dans du PBS, R & D Systems, Minneapolis, MN). Les
sections sont ensuite incubées avec un anticorps secondaire de type anti-IgG de lapin
biotinylé¢ (Dako, Le Perray en Yvelines, France) puis avec la streptavidine — peroxydase
(Dako). Le complexe antigéne-anticorps primaire-anticorps secondaire est détecté a I’aide de
la diaminobenzidine (DAB), kit de substrat (AbCys Biologie, France). L'apparition d'une
coloration brune est observée sous microscope optique. Les coupes sont contre-colorées a
I’aide de I’hématoxyline (Sigma -Aldrich, St Louis, MO). Les controles négatifs sans sont

testés et se sont révélés négatifs.
C.3.3.1. Méthode de quantification

Sur un échantillon du tissu cardiaque témoin et expérimenté, dix champs intramyocardique
(microscopie optique. Gr x400) sont choisis au hasard. Pour chaque champs, le nombre de
neutrophiles extravasculaires (MPO-positif) est évalué. Les cellules inflammatoires
intravasculaires sont exclues. La surface de chaque champ a ensuite mesurée en utilisant le
logiciel Image J. Le nombre moyen de cellules inflammatoires (neutrophiles) extravasculaires

intramyocardiaques est calculé par mm?.
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D. Mesure de I’expression génique (ARNm)
D.1. Extraction tissulaires des ARN totaux
D.1.1. Broyage des échantillons et homogéisation par méthode au TRIzol

L’objectif de cette étape est la réduction des prélévements tissulaires en petites
particules (< Imm de diametre) afin de faciliter la lyse cellulaire par le TRIzol. Aprés avoir
broyé¢ le tissu (cceur) dans 1’azote liquide et la récupération du broyat, 100 mg de ce broyat est
mis dans chaque tube a fond rond avec une bille métallique (facilitant le broyage mécanique)
auquel est ajouté un volume de 500uL de trizol (permettant la lyse cellulaire en préservant
I’intégrit¢ des acides nucléiques). L’ensemble est passé au broyeur tissu. Apres, les

échantillons sont transférés dans des tubes neufs et les billes sont récupérées.
D.1.2. Centrifugation et récupération du surnageant- ajout de chloroforme.

Les différentes phases sont ensuite séparées avec du chloroforme (25% du volume
total) par centrifugation a 15 000g pendant 30 min a 4°C. La phase aqueuse supérieure
(contenant I’ARN) est récupérée apres centrifugation de 15min a +4°C et a 12000xg. L’ARN
total est précipit¢ en ajoutant 1’isopropanol (50% du volume total), récupéré apres
centrifugation (15min a 12000 g et a +4°C), lavé avec ’éthanol 75%, agité, centrifugé (+4°C

pendant 10 min a 7500 g), séché a température ambiante, dissous dans 1’eau et stocké a -80°C.
D.2. Evaluation de la concentration en ARN total

Cette étape, réalisée lors de la mesure de la concentration d’ARN par
spectrophotométrie. Elle permet de vérifier les rapports des absorbances A260nm/A280nm,
A260nm/A230nm qui révelent respectivement le degré de contamination de 1’échantillon
d’ARN par des protéines et par les solvants (phénol). Pour des ARNs de bonne qualité, ces

rapports doivent étre proches de la valeur de 2 (entre 1.8 et 2.0).
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D.3. Vérification de I’intégrité de ’ARN
D.3.1. Principe

L’ARN messager ne représente que 1 a 3 % de la quantité d’ARN total, alors que la
majorité est formée par I’ARN ribosomal qui représente plus que 80% de la quantit¢ d’ARN
totale chez les mammiferes. L’intégrité de I’ARN total est donc évaluée en évaluant ’intégrité
de I’ARN ribosomique. La présence de deux bandes uniques d’ARN, correspondantes aux
ARN ribosomaux 18S et 28S sur un gel d’électrophorése avec un rapport approximatif
28S/18S de 2,7/ indique que I’ARN total est intact. La présence d’autres bandes est un
indicatif de la dégradation de I’échantillon d’ARN total ou de contamination par de ’ADN

génomique.
D.3.2. Méthodes

La vérification de DI'intégrit¢ de ’ARN est réalisée par électrophorése de 500 ng
d’ARN total sur un gel d’agarose (1,5% d’agarose dans du TBE 1X + 0,1ul/ml d’agent
intercalant ; Gelred, Biotium) pendant 45 min a 100 mV. La présence de deux bandes d’ARN
témoigne de I’intégrité de I’ARN (Figure 20).

Figure 20. L’¢lectrophorése de ’ARN total au niveau du myocarde des rats témoins et
expérimentés. La présence de deux bandes d’ARN (28s et 18s) témoigne de I'intégrité de
I’ARN analysé.
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D. 4. Transcription inverse
D.4.1. Principe

La transcription inverse est I’étape permettant la synthése de I’ADNc a partir de
I’ARNm servant de matrice. Cette transcription nécessite une ADN polymérase ARN-

dépendante appelée la transcriptase reverse.
D.4.2. Matériels
- Echantillon d’ARN de concentration connue.

- Random primer (Invitrogen) a 3ug/pul (1/100): amorce a partir de laquelle la transcriptase

commencera la synthése de I’ADNc.

- Les dNTPs (Invitrogen) a 10 mM (dilués a 1/10): les 4 acides désoxyribonucléiques (dGTP,
dCTP, dATP, dTTP) qui serviront pour la fabrication de I’ADNc.

- L’RNAse out (Invitrogen) a 40U/ul: protection de 1’échantillon d’ARN des RNAses A, B et
C.

- Le DTT (DL-Dithiothreitol) a 0,1 Molaire (Invitrogen) : nécessaire pour la stabilisation et le

bon fonctionnement de I’enzyme de transcription.

- Le buffer (5X) (Invitrogen) : sert comme soluté et permet un fonctionnement optimal de

transcription.

- Superscript (Invitrogen) a 200U/ul : ¢’est la transcriptase inverse, enzyme de transcription

inverse.
- H20 sans RNAses.

- Appareil : Master cycler qui permet les variations de températures nécessaires pour le

déroulement de la transcription inverse.

D.4.3. Méthode

Un pg d’ARN total est utilisé pour la transcription inverse en présence de 1yl de
dNTP, 1ul de random primer, Sul de H2O, 1ul de RNAse out, 2ul de DTT, 4ul de buffer et
1ul de transcriptase réverse. L’ensemble est incubé dans le master cycler pour le déroulement
de la transcription inverse, consistant a 3 étapes de changement de la température: 10 min a
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25°C (homogénéisation), 50 min a 42°C (déroulement de la RT) et enfin 15 min a 70°C pour

I’arrét de la réaction.

Un pg d’ADNc est obtenu a partir de 1 ug d’ARN, dilué¢ a Sng/ml et stocké a -20°C.
D.5. PCR-quantitative en temps réel

D.5.1. Principe

Le principe de cette technique consiste en I’amplification d’un fragment d’ADN
correspondant au géne ¢tudié et présent dans un échantillon d’ADN copie résultant d’une
transcription reverse de I’ARN total. La PCR-quantitative en temps réel donne la possibilité
de suivre, en temps réel, I’évolution de la quantité d’ADN grace a la fluorescence. L'analyse
quantitative se base sur le phénomene d'amplification de la molécule d'ADN matrice
(correspondant a ’ARNm), ou a chaque cycle d'¢longation s'incorpore un fluorochrome
(SYBR-Green). Lors de cette amplification par PCR, le fluorochrome libre en solution
exhibe peu de fluorescence. Durant I’étape d’¢longation, une augmentation de la fluorescence
est associée a la quantité de fluorochrome se fixant a I’ADN double brin naissant. Suivi en
temps réel, ’augmentation du signal de fluorescence est observée pendant I’étape de
polymérisation et I’émission fluorescente décroit completement lorsque I’ADN est dénaturé a
I’étape suivante. Conséquemment, I’émission de fluorescence est mesurée a la fin de chaque
étape d’élongation pour chacun des cycles par un systéme de lecture intégré a 1’appareil de
PCR en temps réel qui permet de suivre 1’augmentation de la quantité d’ADN amplifié durant

la réaction (Bustin, 2000)
La courbe de I’évolution de la quantité¢ d’ADN au cours du temps montre 3 phases distinctes:

- Phase de bruit de fond, dans laquelle la quantit¢ d’ADN est inférieure au seuil de détection

par la machine

- Phase exponentielle, dans laquelle la quantité d’ADN montre une croissance exponentielle;

la quantité¢ d’ADN double a chaque cycle.

- Phase de plateau, qui représente la fin de I’amplification du fait que les composants de la

réaction d’amplification deviennent limitant.

Plus I’échantillon est concentré en ADN copie du gene étudié moins il faudra de cycles pour

atteindre un seuil de détection, le Ct (cycle threshold), pour lequel le signal fluorescent est
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significativement supérieur au bruit de fond. Le Ct représente, du fait de sa précision et de sa

reproductibilité, la base de quantification de I’expression des génes par cette technique.
D.5.2. Matériels
- Echantillons d’ADN copie obtenus aprés extraction d’ARN et transcription inverse.

- Primers (forwards et reverses) ou amorces (sens et anti-sens) (Eurogentec).

Génes Séquences des amorces

Sarco(endo)plasmic reticulum calcium ATPase 2 (SERCA2)

Sense 5'- GCAGGTCAAGAAGCTCAAGG -3'
Antisense 5'- CTCGATCACAAGTTCCAGCA -3'
Type 2 ryanodine receptor (RYR2)

Sense 5'- GGAACTGACGGAGGAAAGTG -3'
Antisense 5'- GAGACCAGCATTTGGGTTGT -3'
Myosin heavy chain isoform 6 (MYH6 or a-MHC)

Sense 5’-TCTCTTCCAGCCCTCTTTCA -3’
Antisense 5’- TGTTGGCGTACAGGTCTTTG-3’
AMP-activated kinase (AMPK)

Sense 5’-GACGCCCAGATGAATGCTA -3’
Antisense 5’- ATAATTTGGCGATCCACAGC-3°
Insulin-like growth factor 1 (IGF1)

Sense 5’-AAGCGATGGGGAAAATCAG-3’
Antisense 5’-AGCAGAGTGCCAGGTAGAAGA-3’
IGF type 1 receptor (IGFR)

Sense 5’-GGATTGAGAAAAACGCTGACC-3’
Antisense 5’- ATTCCTTTGGGGGCTTGTT-3’
Bcel2

Sense 5’-GTGGACAACATCGCTCTGTG-3’
Antisense 5’-CATGCTGGGGCCATATAGTT-3’
Bax

Sense 5’-CGTGGTTGCCCTCTTCTACT-3’
Antisense 5’-TCACGGAGGAAGTCCAGTGT-3’
Interleukin-16 (IL-10)

Sense 5’-AAAAATGCCTCGTGCTGTCT-3’
Antisense 5’-TCGTTGCTTGTCTCTCCTTG-3’

Interleukin-6 (IL-6)
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Sense 5’-CCACCAGGAACGAAAGTCA-3
Antisense 5’>-TCAGTCCCAAGAAGGCAACT-3’
Tumor necrosis factor- a (TNF-a)

Sense 5-ATGGGCTCCCTCTCATCAGT-3'
Antisense 5'-GCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3'
Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1)

Sense 5’- ACGACGCTTCTTTTGCTCTG-3’
Antisense 5’- GCAGTCCTTCTTGTCCAGGT-3’
Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM1)

Sense 5’- GCCCAAAATGAAGATGAACC -3’
Antisense 5’- GACGCTCCCAAAAGAAAAGA -3
Hypoxia-inducible factor-a (HIF-1a)

Sense 5'- CAGAGGAAGCGAAAAATGGA-3'
Antisense 5'- ACATAGTAGGGGCACGGTCA-3'
Pro-alphal collagen type 1 (Col1Al)

Sense 5'- GGTTTCAGTGGTTTGGATGG -3'
Antisense 5'- AGCTCCATTTTCACCAGGAC -3'
Pro-alphal collagen type 3 (Col3A1)

Sense 5'-AGGACAAAGAGGGGAACCTG -3'
Antisense 5'- CCACCAGGACTGCCATTATT -3'
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase 2 delta (CaMK2D)

Sense 5’- ATCCACAACCCTGATGGAAA -3°
Antisense 5’- GCTTTCGTGCTTTCACGTCT -3’

Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1)
Sense 5’- ACAGGCCAGACTTTGTTGGA-3’
Antisense 5’- TCCACTTTCGCTGATGACCAC-3’

- Supermix(Quanta), contenant : I’ADN polymérase, les ANTP, le buffer et I’agent intercalant
fluorescent (sybergreen)

- Plaque de PCR de 96 puits.
- Film adhésif.

- Machine de PCR Icycler (Bio-rad).
D.5. 3. Méthode : validation des primers

Avant de commencer notre étude, les primers choisis doivent tre validés en faisant
une PCR sur une série de dilutions d’un échantillon d’ADNc exprimant le géne d’intérét. Ces
dilutions permettront la constitution d’une courbe d’étalonnage de la relation linéaire inverse

entre les valeurs de Ct et les logarithmes des concentrations de I’ADNCc.
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La pente de cette courbe permettra de déterminer 1’efficacité de 1’amplification selon les

formules suivantes:

Pourcentage d’Efficacité(%) = [107/Pen®) _1] x100

Avec Efficacité = 107!/pente)

Un bon primer doit avoir une efficacité comprise entre 95% et 105%.
D.5.4. Protocole de PCR en temps réel

Le protocole consiste a amplifier 8,5ul d’échantillon d’ADNc en présence de 12,5ul
de supermix (contenant le SybrGreen ; Quanta), 2ul de primer sense (SnM) et 2ul de primer
antisense (5nM) pour chaque puits. L’amplification se déroule dans la machine "Icycler
(Biorad)" pendant environ 2 heures et chaque échantillon est amplifié en triplicat. La PCR est
basée sur un cycle de dénaturation-hybridation-élongation, chacune de ces étapes étant
pilotée par une température différente. Le protocole de la PCR en temps réel, comprend

plusieurs cycles, chaque cycle est constitu¢ d’une ou plusieurs étapes :

Cycle 1 : Dénaturation initiale ~ 95°C pendant 3 min
- séparation des doubles brins d’ADN,
- homogénéisation du milieu réactionnel par agitation

thermique et activation des ADN polymérases.

Cycle 2 : Amplification x 40  95°C pendant 10 sec

- Dénaturation
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60°C pendant 45 sec

- Hybridation des amorces

Cycle 3 95°C pendant 1 min

- Remettre la fluorescence de I’appareil a 0

Cycle 4 : 55°C pendant 1 min

Cycle 5 x 80 55°C pendant 10 sec
- Le systeme chauffe les échantillons de 55°C a 95°C par
palier de 0,5°C et a chaque étape il s’arréte 10 sec pour
recueillir les résultats. Cette étape permet d’obtenir la
courbe de fusion, afin d’assurer 1’absence de toute

hybridation non spécifique du produit PCR.

D.6. Analyse des données PCR : normalisation par rapport a ’expression du géne de

référence = quantification comparative

D.6.1. Principe

C’est probablement la méthode la plus utilisée de nos jours pour étudier les
changements de I’expression d’un géne d’un échantillon a ’autre (Murase et al., 2012) En
effet, elle est basée sur la comparaison de I’expression d’un geéne dans un échantillon inconnu
a un géne de référence et a un calibrateur (Livak et Schmittgen,2001). Le géne de référence
ou bien le normalisateur doit étre présent dans la méme plaque, que ce soit dans le méme puits
ou non. En effet, la RT-PCR peut étre associée a des variations significatives entre les
¢échantillons que ce soit au niveau de I’extraction de I’ARN total, de la fraction de I’ARNm
dans I’ARN total, de la qualit¢ de ’ARNm utilis¢ dans la transcription inverse en ADN
complémentaire, ou encore de 1’efficacité de la Reverse Transcriptase, de I’efficacité de
I’amplification en temps réel et des variations expérimentales de pipetage, entre autres
(Vandesompele et al., 2009). Tous ces facteurs peuvent influencer les résultats finaux de la
RT-PCR. Ceci peut amener I’expérimentateur a sur- ou sous-estimer les quantités de départ
du géne cible dans les échantillons a tester. Les investigateurs ont conclu que la meilleure
normalisation des données de qPCR serait I’approche de 1’utilisation des génes de référence

considérés comme contrdles internes (Vandesompele et al., 2009) . En effet, ces derniers sont
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présents dans les cellules et leurs ARNm des contrdles internes subissent les mémes
procédures d’extraction, de transcription inverse et de présence d’inhibiteurs d’enzymes que
les ARNm des génes cibles. Dans la méthode de quantification comparative, nous comparons
les quantités des échantillons inconnus pour un geéne cible aux quantités d’un géne
normalisateur dans le but de corriger le plus possible pour les facteurs de variations cités plus

haut.
D.6.2. Le choix du géne de référence

Le choix de geénes de référence optimaux peut changer d’une étude a 1’autre, chaque
chercheur doit valider son choix pour la normalisation des expériences de RT-qPCR.
Plusieurs geénes revenaient couramment dans la littérature comme étant stables dans plusieurs
¢tudes expérimentales. Généralement, le choix de la liste des génes de normalisation se fait
parmi ceux qui sont “’célebres’” ou couramment utilisés dans des protocoles similaires ou
encore bien proches de nos études. Pour notre étude, nous avons opté pour 1’hypoxanthine
phosphoribosyltransférase. C’est une transférase qui catalyse la conversion de I’hypoxanthine
en inosine monophosphate et la guanine en guanine monophosphate en transférant le groupe
5-phosphoribosyl de la 5-phosphoribosyl 1- pyrophosphate a la purine. Cette enzyme est
impliquée dans la formation des nouveaux nucléotides a partir des produits de dégradation des
anciens nucléotides (salvage pathway). Ainsi elle est utilisée comme gene controle dans

beaucoup d’¢études de RT-qPCR (Hori et al., 2009).
D.7. Méthodes de calcul : méthode comparative des Ct

C’est une méthode de quantification relative qui permet de calculer a partir d’une
formule mathématique le nombre de copies du géne ou de messager contenues dans un
tissu donné. Elle consiste, aprés coamplification du geéne cible avec un géne endogéne de

référence a comparer les Ct calculés a partir du tissu analysé et du calibrant.

Le calibrant est ici une solution d’acides nucléiques obtenue a partir d’un tissu sain
ou tissu controle. Le nombre de molécules de géne ou de transcrit initialement présents dans
le tissu analysé, normalisé par rapport au géne de référence et relatif au calibrant est alors

donné par la relation mathématique suivante : 2 ~*A

55



Matériels et Méthodes

dans laquelle :  AACt= ACt (tissu analysé) — ACt (calibrant) ,

avec : ACt=Ct (géne cible) — Ct (géne endogéne) .

Si 2-AACT >1, géne surexprimé dans la condition expérimentale par rapport a la condition

contrble

Si 2-AACT <1, géne sous-exprimé dans la condition expérimentale par rapport a la condition

contrdle.

Ct: cycle seuil du géne étudié
E. Western-Blot

E.1. Principe

Le principe de cette technique consiste a séparer des protéines en fonction de leur
poids moléculaire par SDS PAGE. Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane
de nitrocellulose par électroblotting. La révélation de la protéine recherchée se fait grace a
l'utilisation d’un anticorps primaire reconnaissant 1’antigéne de cette protéine puis d'un
anticorps secondaire (couplé a la peroxydase) dirigé contre l'espéce de l'anticorps primaire
utilisé. Les résultats sont ensuite visualisés par chimiluminescence et impression d'un film

photographique.
E.2. Méthode

Les protéines sont obtenues par lyse du tissu cardiaque dans une solution de lyse [Tris-
HCI pH 7.4, NaCl, NaF, sodium pyrophosphate respectivement a 25 mM, sodium vanadate (1
mM), EDTA, EGTA respectivement a 2.5 mM, phenylmethylsulfonyl fluoride (1 mM),
aprotinine, leupeptine respectivement a 5 ug-mL—1, SDS, deoxycholate and NP-40
respectivement a 0.50% (contenant des anti-protéases). Les homogénats de protéines totales a
raison de 50 pg/ échantillon migrent sur gel a gradient de type 4-12% SDS PAGE. Elles sont
transférées sur une membrane de nitrocellulose sous 1’effet d’un courant électrique de 15 V
pendant 30 min/membrane dont les sites non spécifiques de fixation des anticorps sont saturés
avec du lait a 5% dans le TBS (en mmol/l: TRIS-HCI: 50, CaCl2: 2, NaCl: 80), pendant 1h.
Des anticorps primaires anti-PLN total, anti-phospho- phospholamban (Ser16 et Thrl7), anti-
serca2a et B-actine (1/1000) et un anticorps secondaire couplé a la peroxydase de

horeseradish (HRP) (Millipore, Temecula, CA, USA), sont utilisés pour marquer nos
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protéines cibles. La visualisation des bandes est assurée avec le substrat ECL, permettant
d'amplifier le signal luminescent émis par l'activité peroxydase (par clivage du substrat par les
peroxydases). Cette lumiére sert a impressionner un film photographique, ou plus récemment,

par des caméras qui restituent une image numérique du transfert de western.
E.3. Analyse des résultats
E.3.1. Normalisation par les protéines de référence ou controéle interne:

Les contrdles interne sont essentiels pour les mesures précises de 1’expression
quantitative de la protéine cible du Western blot. Ces contrdles sont utilisés pour corriger des
erreurs présentées dans la quantité de 1’échantillon déposé dans les puits, dans le transfert
inégal de la protéine a travers la membrane. Les controles internes sont typiquement des
protéines omniprésentes exprimées a des niveaux ¢€levés. Le niveau d'expression de ces
contrdles doit rester le méme quel que soit le type de tissu ou de cellule et quelles que soient
les conditions expérimentales. Les actines font partie des protéines les mieux conservées dans
I'évolution et qui comportent trois principaux groupes isoformes : alpha, béta, et gamma. On
retrouve les actines alpha dans le tissu musculaire. Elles représentent une composante majeure
de l'appareil contractile. L’actine béta et gamma sont présents dans la plupart des différents
types de cellules en tant que constituantes du cytosquelette, et sont des médiateurs du trafic,
de l'intégrité structurale et de la motilité¢ cellulaire. Pour notre étude, nous avons utilisé

I’actine beta.
E.3.2. Quantification des protéines

La quantification des protéines révélées par immuno-détection, se fait en mesurant la densité
optique des bandes par densitométrie Bio 1D software (Vilber. Lourmat, France). Les valeurs
sont normalisées par rapport a la protéine de référence (B-actine). Chaque valeur est divisée

par sa correspondance, celle de B-actine
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Chapitre I : poids corporel et paramétres biochimiques sériques
A. Le poids corporel.

Comme montre le tableau III, aucune différence n’est observée, au début de
I’expérimentation, entre les deux groupes de Psammomys (controle et expérimentés) en terme
de poids corporel. Cette variable est demeurée stationnaire et non significative durant toute
I’expérimentation chez les animaux nourris au régime naturel. En revanche, nous avons
enregistré en fin d’expérimentation une augmentation nette du poids corporel chez le groupe
soumis au régime athérogene par rapport au controle. Cette augmentation est de 1’ordre de

22% et I’étude statistique s’est montré significative.
B. Le profil sérique

En début d’expérimentation, concernant les différents parameétres biochimiques sériques
dont le glucose, les triglycérides, le cholestérol LDL et HDL, nos résultats ne montrent pas de
différence statistique entre les deux groupes (expérimenté et contrdle). Au terme de
I’expérimentation, nous enregistrons une ¢lévation mais non significative de la glycémie chez
le groupe expérimenté. Cette glycémie est de 0.78 + 0.10 g/L par rapport a celle de début de
I’étude (0.6 £ 0.04 g/L). De plus, nos résultats ont montré des perturbations des paramétres
lipidiques notamment les triglycérides, le cholestérol total, le cholestérol-LDL et le cholestérol-HDL.
Concernant les triglycérides, le régime hyperlipidique administré aux rats pendant 16 semaines a eu
un impact puisqu’en fin d’expérimentation (4 mois), nous avons enregistré une augmentation
significative (*p< 0.05) de la triglycéridémie (1.04 = 0.31 g/L) chez les rats nourris au régime
hyperlipidique par rapport aux rats nourris au régime naturel (0.6 + 0.06 g/L). De plus, les taux
de cholestérol total, cholestérol - LDL et HDL sont augmentés dans le groupe expérimenté
par rapport au contréle et 1’étude statistique s’est montré respectivement significative
(*p<0.05) et tres significative (**p<0.001). En outre, afin d’évaluer le degré de dangerosité
du régime athérogene, le rapport LDL-c/ HDL-c a été calculé et nos résultats ont montré que
ce rapport est quatre fois supérieur chez les rats nourris pendant 16 semaines de régime

enrichi en lipides par rapport au groupe contrdle (3,64 contre 0,33; **p <0,001).
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Tableau III. Evaluation du poids corporel, de la glycémie et des parametres lipidiques chez

Psammomys obesus soumis a un régime athérogéne (régime naturel additionné de jaune d’ceuf
cuit) pendant 4 mois.

Période Début Apreés 16 semaines
de I’expérimentation d’expérimentation
(mois 0) (4°™ mois)
- Régime Régime Diéte Diete
Régime e .. .
naturel hyperlipidique | P naturel hyperlipidique | P
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Poids corporel, g 93+6 96 +£2 NS 99 +£8 123 +3 *k
Glucose, g/L 0.62 +0.06 0.6 £0.04 NS | 0.55+0.08 0.78 £0.10 NS
Triglycerides, g/L 0.51 +0.06 0.80+0.08 NS | 0.60+0.06 1.04 £0.31 *
Cholestérol total, g/L | 0.58+0.09 0.60 £+ 0.04 NS | 0.82+0.07 5.50+1.49 *
HDL-¢, g/dL 0.38 +£0.07 0.37+0.02 NS | 0.46 +0.08 1.15+0.14 %
LDL-c, g/L 0.12 +£0.03 0.12+£0.01 NS | 0.15+0.05 4.19+£1.38 *

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM.

** p<0,01 ; dicte lipidique versus dic¢te normale pour le poids corporel et HDLc.

*p <0,05 ; régime enrichi en lipides versus régime naturel au début et apres 16 semaines pour
les triglycérides, le cholestérol total et LDLc

NS : non significatif.
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Chapitre II : régime athérogéne et altération de la contractilité

A. Profil morphologique

Chez les animaux nourris au régime naturel, l'architecture du myocarde montre un aspect
normal avec des myofibrilles et des faisceaux musculaires biens agencés (figure 21A).
Aprés 16 semaines d’un régime enrichi en lipides, nous observons des modifications au
niveau des sections du myocarde, colorées a I’hématoxyline-éosine ; elles sont marquées par
une désorganisation de 1’agencement cellulaire donnant un aspect ondulé aux cellules avec la

présence d’un cedeme interstitiel reflétant I’altération de I’intégrité tissulaire (figure 21B).

Par ailleurs, la coloration au trichrome de Masson des coupes de myocarde des animaux
soumis au régime enrichi en lipides pendant 16 semaines a mis en exergue une fibrose
cardiaque interstitielle (figure 21D) et périvasculaire (figure 21E et 21F), remarquablement
augmentée par rapport aux rats témoins correspondants (figure 21C). Toutes ces altérations

suggerent 1’installation de zones ischémiques marquant une cardiomyopathie.

Dans ces conditions expérimentales, les deux colorations indiquent également la
présence de thrombose accompagnée de cellules inflammatoires et de vaisseaux néoformés,
indicateurs d’angiogenese et marquant un état d’hypoxie (figure 21F). Dans ce cadre et afin
de déterminer le degré de 1'exposition hypoxique locale du tissu myocardique dans ce mod¢le
expérimental de syndrome métabolique, nous avons jugé intéressant d’analyser l'expression
du géne HIF-la. Nos résultats ont indiqué un niveau d’expression de I’ARNm
significativement augmenté dans le myocarde des animaux soumis au régime athérogéne

pendant 16 semaines versus témoins (figure 22).

60



Résultats

} "‘ HNTIWEg

e S 3 B TRl e - .
& — = ,'v _

Figure 21. Etude histo-morphologique montrant des coupes colorées a I’hématoxyline-éosine et au
trichrome de Masson du myocarde d’animaux nourris au régime normal (A, C, E) et au régime enrichi en
lipides (B, D, F) pendant 16 semaines.

A : Figure montrant I’arrangement normal de ’architecture cellulaire du myocarde de témoin. B : Figure

montrant la désorganisation de I’architecture cellulaire (*), I’installation de 1’cedéme ( ), la thrombose

(*) accompagnée d’un envahissement des capillaires par les cellules inflammatoires et l’angiogenése(*)

(F) dans le myocarde des animaux expérimentés.
C, D, E et F: La coloration au trichrome de Masson a été effectuée pour mettre en exergue les zones

fibrotiques interstitielles et périvasculaires ( *) Les coupes sont obtenues x400.
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Figure 22. Expression myocardique du gene impliqué dans la réponse des tissus exposés a l'hypoxie (D), le
facteur- o inductible de I'hypoxie (HIF-1a) chez les animaux nourris au régime naturel (n = 10; colonnes blanches)
et au régime enrichi en lipides (n = 10; colonnes noires). Les valeurs sont exprimées en tant que moyenne + SEM.
*P <0,05 ; animaux nourris au régime hyperlipidique (RHL) contre les témoins correspondant.

B. Profil de I’expression des génes impliqués dans les cycles contraction- relaxation

et dans la fibrose

Comme I’illustre la figure 23, 16 semaines du régime enrichi en lipides a changé le
niveau d'expression myocardique des genes impliqués dans le cycle contraction-relaxation
dont principalement SERCA2a, RyR2, a-MHC et CaMK2D. Nos résultats ont montré une
forte altération de I’expression de certains génes et de certaines protéines marquées par une
diminution significative de 1’expression des génes codant pour les protéines SERCA2a et a-
MHC, ce qui contribue probablement a des perturbations de I’homéostasie du calcium
cytosolique. Cependant, 1'expression du géne codant pour la RyR-2 est restée inchangée dans
le groupe expérimenté comparativement au groupe témoin. En outre, le niveau d'expression
du géne codant pour la Ca™ calmoduline protéine kinase (CaMK2D) est significativement
augmenté (*p <0,05) dans le groupe soumis au régime hyperlipidique par rapport au témoin

(Figure 23).
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Figure 23. Expression myocardique des genes impliqués dans la contraction cardiaque,
SERCA2, RYR2, MYH6 ou a-MHC et CaMK2D chez les animaux soumis au régime
alimentaire naturel (n = 10 ; colonnes blanches) et au régime hyperlipidique (n = 10;
colonnes noires). Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM.

*P <0,05 ; animaux soumis au régime hyperlipidique contre les témoins correspondant pour
SERCA2a et CaMK2D

**P <0,01 ; animaux soumis au régime hyperlipidique contre les témoins correspondant
pour MYH6 ou a-MHC

Afin de confirmer les résultats en rapport avec les dépots de collagénes observés lors
de I’étude morphologique et sachant que ces derniers influent sur les propriétés mécaniques
passives du myocarde affectant les performances cardiaques passives, nous avons évalué
I’expression des collageénes totaux (collagéne I et collagene III) contenus dans le myocarde de
rats. A cet effet, nous avons montré des niveaux d’expression de I'ARNm du collagéne de
type I significativement augmentés dans le myocarde des animaux soumis au régime
hyperlipidique par rapport aux témoins. Le niveau d’expression du géne codant pour le
collageéne de type I est également augmenté et 1’¢tude statistique s’est montrée significative

par rapport au groupe témoin (figure 24).
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Figure 24. Expression myocardique relative des génes codant pour les collagénes de type 1
(Col1A1l) et III (Col3A1) chez les animaux nourris au régime naturel pendant une durée de
16 semaines (n = 10 ; colonnes blanches) et soumis au régime enrichi en lipides (n = 10;
colonnes noires). Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM. *P <0,05 versus les
animaux témoins correspondant.

C. Profil d’expression des protéines impliquées dans la contraction myocardique

dépendante du calcium

Les résultats présentés dans la figure (25) montrent 1’évaluation par Western Blot de
I’expression des protéines impliquées dans le cycle contraction-relaxation notamment le
SERCAZ2a et ses protéines régulatrices dont le phospholamban et la PKA(c-a). Nous avons
mis en évidence une diminution de 1’expression de la protéine SERCA2a dans le myocarde
des animaux soumis au régime hyperlipidique par rapport au groupe témoin. Cette diminution
correspond a la diminution d’expression génique de SERCA2a décrite précédemment (Figure
23). La diminution de I’expression génique et protéique de SERCA2a pourrait contribuer a la
diminution des stocks du calcium dans le réticulum sarcoplasmique. Ceci entrainerait une
diminution de la concentration intracellulaire en calcium dans les cardiomyocytes et pourrait

induire 1’altération de la contraction.

Concernant I’analyse de D’expression de la protéine régulatrice de SERCAZ2a,la
phospholamaban laquelle se présente sous deux formes, monomérique et pentamérique. Nos
résultats montrent qu’il n’y a pas de changement quant a 1’expression protéique de la PLN
totale (P+M) avec ses formes pentamérique (P) et monomérique (M) dans le myocarde des

animaux nourris avec un régime hyperlipidique par rapport au groupe témoin. Par ailleurs,
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nos résultats indiquent également 1’augmentation de 1’expression protéique de la sous-unité

catalytique (c-alpha) de la protéine kinase A indiquant une augmentation de son activité. Cette

derniére est une holoenzyme tétramérique avec deux sous-unités catalytiques (C) et deux

régulatrices (R) dont l'activité est dépendante de la concentration de ' AMP cyclique (AMPc)
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Figure 25. Figure A représentant les immunoblots respectifs de SERCA2a, PLN et PKA(c-a).Figures
B, C et D montrant 1’analyse quantitative de I’expression relative des différentes protéines
caractérisées.B : diminution significative de I’expression du SERCA2a dans le groupe soumis au régime
hyperlipidique ou RHL par rapport au groupe témoin.C : diminution non significative du PLN total
(P+M) dans le groupe soumis au régime hyperlipidique par rapport au témoin. D : augmentation de
I’expression de la (c-a) de la PKA dans le groupe soumis au régime hyperlipidique en comparaison

avec le controle.
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Chapitre III : régime athérogéne et ’inflammation
A. Profil morphologique et immunohistochimie

Les coupes histologiques du myocarde des animaux ayant re¢u un régime hyperlipidique
montrent une importante concentration de cellules inflammatoires et ce tant au niveau
tissulaire, sous forme d’infiltrats qu’au niveau capillaire (figure 26A et C) complétant le
schéma de [D’ischémie indiqué dans la figure (21F) précédemment. Par ailleurs,
I’immunohistologie que nous avons effectuée a permis de mettre en évidence et de
caractériser au niveau du myocarde le type d’infiltrat inflammatoire. A cet effet, un
immunomarquage a la myéloperoxydase (MPO) a été effectué et nous a permis de mettre en
évidence des neutrophiles extravasculaires colorés positivement a la MPO au niveau des
coupes du myocarde des rats soumis au régime enrichi en lipides comparativement au régime

naturel (Figure 27 A et B).
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Figure 26. Localisation des cellules inflammatoires au niveau interstitiel et capillaire du
myocarde soumis au régime hyperlipidique, aprés coloration a I’hématoxyline-éosine

Figure 27. Caractérisation des cellules inflammatoires infiltrées dans le myocarde aprés avoir
soumis les animaux au régime hyperlipidique pendant une durée de 4 mois. Immuno-coloration
des neutrophiles positivement colorées a la myéloperoxydase (MPO) au niveau du myocarde
des animaux nourris au régime naturel (A) et au régime hyperlipidique (B). Les fléches
indiquent les cellules positives. Barres d'échelle: 50 um.
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Afin de quantifier et de comparer le nombre de neutrophiles extravasculaires, une étude
morphométrique a ¢été effectuée et a montré une augmentation du nombre de neutrophiles
extravasculaires infiltrant le myocarde des animaux soumis au régime lipidique pendant 16
semaines par rapport aux témoins correspondants. L’étude statistique s’est révélée

significative (Figure 28).
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Figure 28. Evaluation du nombre de neutrophiles extravasculaires positifs a la MPO par
morphométrie dans les sections de myocarde d’animaux soumis au régime alimentaire naturel (n =
10 histogramme blanc) et au régime hyperlipidique (n = 10; histogramme noire). Les valeurs sont
exprimées en moyenne = SEM. ** P <0,01versus les contrdles.

B. Profil de ’expression des génes impliqués dans I’inflammation

Compte-tenu de I'importance de I'inflammation dans la genése de -certaines
cardiomyopathies, nous avons analysé l'expression de génes codant pour des cytokines pro-
inflammatoires ainsi que des molécules d'adhésion cellulaire (ICAM) et vasculaire (VCAM).
Seize semaines d’un régime enrichi en lipides a induit 1’augmentation de 1’expression
myocardique de geénes impliqués dans les processus inflammatoires, tels que l'interleukine-13
et le TNF-a par rapport aux témoins correspondants. En revanche, nos résultats ne montrent

aucun changement dans le niveau d’expression génique de I’interleukine-6 (Figure 29).

Nous notons aussi une augmentation de 1’expression génique des ICAM-1 et VCAM-1
chez ces animaux (Figure 30). L’augmentation de ces médiateurs inflammatoires confirme ce
qui a été observé lors de I’étude immunohistologique et qui a montré D’infiltration du
myocarde par un nombre ¢levé de neutrophiles chez les rats soumis au régime hyperlipidique

(Figure 27B).
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Figure 29. Expression myocardique des geénes codant pour les cytokines inflammatoires,
I’IL-18, ’IL-6 et le TNF-a. Les valeurs sont exprimées en tant que moyenne £ SEM.

*P <0,05 versus les controles.
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Figure 30. Epression myocardique des genes codant pour les molécules d'adhésion ICAM1 et
VCAMI chez les animaux nourris au régime naturel (n = 10; colonnes blanches) et au régime
enrichi en lipides (n = 10; colonnes noires).

Les valeurs sont exprimées en tant que moyenne £ SEM. *P <0,05, animaux nourris au régime
enrichi en lipides versus les controles

69



Résultats

Chapitre IV : régime hyperlipidique, hypertrophie et apoptose
A. Profil morphologique et morphométrique

L’hypertrophie représente un mécanisme d’adaptation du myocarde en réponse a
différentes contraintes. Au niveau histologique, cette hypertrophie qui est caractérisée par une
augmentation de la taille des cardiomyocytes est observée au niveau des sections du
myocarde des animaux soumis au régime hyperlipidique. En effet, la mesure des surfaces des
cardiomyocytes par morphométrie est augmentée par rapport a celle des témoins
correspondants (Figure 31). Ceci confirme et renforce ainsi 1’observation réalisée en

histomorphologie.
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Figure 31. L’hypertrophie des cardiomyocytes (évaluée par la surface des cardiomyocytes en micromeétre
carré) est exacerbée au niveau du myocarde des animaux nourris au régime hyperlipidique par rapport aux
témoins correspondants pendant une durée de 16 semaines. Les valeurs sont exprimées sous forme de
moyenne + SEM.

**P <0,01, animaux nourris au régime hyperlipidique versus des animaux témoins correspondants.
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Par ailleurs, nous avons procédé a 1’évaluation du niveau d'expression des ARNm des
facteurs susceptibles d’étre les acteurs principaux dans la mise en place de 1’hypertrophie
pathologique. Cette derniére survient suite a un remodelage au niveau du myocarde et
implique certaines molécules telles que I'IGF-1 et son récepteur I’'IGFR, ainsi que la
NFAT3C (Nuclear factor of activated T cells ¢3). Nos résultats ont montré une augmentation
de I’expression des ARNm de IGF-1 et NFATc3 dans le myocarde des animaux soumis au
régime hyperlipidique par rapport aux témoins correspondants. Cependant, I'expression du
gene IGFR n'est pas modifiée dans le myocarde du groupe d’animaux soumis au régime

hyperlipdique versus témoins (figure 32).
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Figure 32. L’expression myocardique des génes impliqués dans I’l'hypertrophie, IGF-1, son récepteur IGFR
(A) ainsi que la NFAT3c (B).

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne + SEM. **p <0,05, animaux nourris au régime
hyperlipidique versus des animaux témoins correspondants

Pour ce qui est de I’étude portant sur l’analyse de 1’activation des processus
apoptotiques de la voie intrinséque mitochondriale dans le myocarde d’animaux soumis au
régime hyperlipidique, nous avons évalué le niveau d’expression des geénes pro-apoptotique
Bax et anti-apoptotique Bcl-2. Nos résultats ont montré une augmentation de Bax et une
tendance a la diminution de I’expression du Bcl-2. Par conséquent, le rapport pro-apoptotique
(Bax/Bcl-2) est augmenté dans le myocarde du groupe expérimenté Versus témoins
correspondants, suggérant 1’activation des processus apoptotiques dans les cardiomyocytes

(Figure 33).

71



Résultats

*
2,0
)
£ = 15
Zo2
= o
-~
EXT 10
22
o =
fus ]
SN
z 0,5 |
0,0 ;

Bax Bel2 Bax/Bcl2

Figure 33. Expression myocardique des génes impliqués dans l'activation de la voie apoptotique
intrinséque mitochondriale, Bax (pro-apoptotique) et Bcl2 (anti-apoptotique) ainsi que le rapport
Bax/Bcl2 chez les animaux nourris au régime naturel (n = 10; colonnes blanches) et au régime enrichi en
lipides (n = 10; colonnes noires).

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM.

* P <0,05, animaux nourris au régime enrichi en lipides versus les contrdles correspondants.
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Discussion

Nos investigations ont porté sur une étude « in vivo » s’étalant sur une période de 4
mois au cours de laquelle deux lots d’animaux de Psammomys sont reconstitués ; lot des rats

obéses et un lot des rat normaux. Les résultats obtenus de cette étude ont révélé :

- des variations plasmatiques montrant les déréglements métaboliques.

- laltération de la contractilité du tissu myocardique révélant 1’installation d’une
cardiomyopathie caractérisée par la présence d’cedéme, de fibrose, d’inflammation,
d’hypertrophie pathologique, la thrombose, I’angiogenése.

- des modifications protéomiques et génomiques en rapport avec les altérations

tissulaires et cellulaires observées.
Chapitre I : poids corporel profil plasmatique

Les résultats de la présente étude ont montré que les rats des sables nourris au régime
enrichi en lipides pendant 4 mois présentent une augmentation de poids corporel final (p <

0,002) par rapport aux témoins.

Des travaux antérieurs, en rapport avec I’instauration d’un régime hypercalorique ont
montré son efficacité a promouvoir 1'obésité dans ce modele expérimental (Aouichat, 2001 ;

Hamlat et al., 2010).

Dans notre étude, le régime alimentaire enrichi en lipides a provoqué une augmentation
significative du taux des triglycérides. Cette ¢élévation plasmatique a été attribuée a une

inhibition de I'activité de I'enzyme lipase (Goldberg et al., 2008).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Tentolouris et al. (2008); Schrauwen et
Westerterp, (2000) qui montrent que la consommation de graisses et le défaut de leur
oxydation favorise le dépot de lipides notamment de triglycérides dans le tissu adipeux, ce qui

conduit a une augmentation du poids corporel.

Par ailleurs, les régimes alimentaires riches en graisses, conduisent & une résistance a
l'insuline et favorisent 1'obésité (Purnell et Brunzell, 1997). Nos résultats ont également
montré une augmentation significative du cholestérol- LDL et HDL, en accord avec I’étude de
Clarke et al. (1997) qui ont montré que ce régime augmente aussi les concentrations du
cholestérol-LDL et celui des HDL. Ceci suggére que I'augmentation favorable du cholestérol-
HDL suite a une augmentation de l'apport en cholestérol ne parvient pas a compenser

l'augmentation indésirable de la concentration totale de cholestérol-LDL. Par conséquent,
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I'augmentation de cet apport peut augmenter le risque de maladie cardiaque coronaire (Young

etal., 2002).
Chapitre II : Régime hyperlipidique et morphologie cardiaque.

En ce qui concerne 1I’analyse morphométrique et moléculaire du myocarde des rats nourris
au régime enrichi en lipides, nos résultats ont montré des signes d'inflammation et de fibrose.
I1 faut noter que les différents types de collagénes composant la matrice extracellulaire (MEC)
jouent un role important dans la fonction cardio-vasculaire et que le remodelage de la MEC

contribue a la dysfonction myocardique (Goldsmith et Borg, 2002 ; Porter et Turner, 2009).

Dans notre étude, nous avons observé des changements au niveau de ’expression des
collagenes de types I et III dans le myocarde des rats soumis au régime riche en graisses. Une
vaste réponse fibreuse interstitielle et périvasculaire a été observée dans le myocarde des rats
nourris au régime enrichi en lipides. Ces résultats rejoignent ceux de Swynghedauw, (1999)
qui montrent que I’insuffisance cardiaque et le remodelage myocardique sont caractérisé€s par
I'accumulation de différents types de collagénes et la perte de myocytes par apoptose ou
nécrose menant a une altération du réarrangement de la structure myocardique. Cela serait en

rapport avec ’infiltration des cellules inflammatoires au niveau du myocarde.

En effet, selon Cleutjens et al. (1995); Sun et al. (1998) ces cellules par la sécrétion
de transforming growth factor-beta (TGF-B) pourraient réguler 'activité des fibroblastes qui
jouent un réle central dans la progression de la fibrose sur la base de leur capacité a produire
du procollagene. Ces données rejoignent également les études de Carroll et Tyagi, (2005) et
Zhou et al. (2000) qui notent la présence d'une réponse fibrotique réactive dans le myocarde

de divers modeles d’animaux obéses.

Par ailleurs, la réponse fibrotique dans le myocarde des rats des sables nourris avec un
régime riche en graisses représenterait une manifestation inadaptée secondaire a la présence
d’une obésité associée a I'hyperlipidémie, I’insulinorésistance conduisant a 1'hyperglycémie

chronique en accord avec les travaux de Hamlat (2010).

74



Discussion

Chapitre III. Régime hyperlipidique et cycle de contraction-relaxation

La relation entre le régime alimentaire riche en lipides et les maladies
cardiovasculaires a été clairement établi cliniquement et dans les modeles expérimentaux. Des
¢tudes antérieures, ont montré que la dicte hypercholestérolémique modifie la fonction
contractile des cellules musculaires lisses artérielles (CML) et cela par le fait de
l'enrichissement de leur membrane plasmique en cholestérol ainsi que par l'altération de la

perméabilité au calcium (Chen et al., 1995 ; Step et Tulenko, 1994).

Dans le présent travail, I’analyse moléculaire de plusieurs parametres impliqués dans
la fonction du myocarde des rats soumis a un régime hyperlipidique a montré des altérations
de l'expression des genes et des protéines impliqués dans la contractilit¢ myocardique. Nous
avons enregistré une diminution du niveau d’expression de ’ARNm et de la protéine de
SERCAZ2a en comparaison avec les témoins correspondants (P <0,05). Cette pompe transfere
le Ca®" a partir du cytosol a la lumiére du RS aux dépens de I'hydrolyse d'ATP (Flagg et al.,
2009).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Huang et al. (2004) qui ont montré que le
niveau de ’ARNm du SERCAZ2a était corrélé a I'augmentation du cholestérol sanguin et
membranaire au cours d’une période de prise excessive de cholestérol. Ceci suggere
I’implication de la teneur en cholestérol membranaire dans la diminution de SERCA-2a. La
réduction de I'ARNm de SERCA-2a est également accompagnée d'une diminution de 50% de
son activité (Huang et al., 2004).

Dans ce scénario, la captation du calcium par le RS serait réduite, conduisant a des
taux de relaxation réduits et des teneurs en calcium du RS diminués entrainant par conséquent
la diminution de la libération de calcium du RS et une diminution de la vitesse de
raccourcissement (Morgan, 1991). Ces résultats suggerent que la diminution de l'expression
du SERCA-2a contribue a I’altération de la contractilité¢ cardiaque par la perturbation de
I’homéostasie du Ca*" intracellulaire induisant la dysfonction cardiaque, principalement la

dysfonction diastolique.

De plus, d’autres résultats, ont montré aussi que la perturbation de ’homéostasie du
Ca?" provoquée par I’altération de I’activité de SERCA2a génére une dysfonction diastolique

causant de l'insuffisance cardiaque (Brini et Carafoli, 2009).
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En outre, I’affinit¢ de SERCA2a pour le Ca®" est étroitement contrdlée par la
régulation de l'interaction PLN-SERCAZ2. Plusieurs études sur la souris (Dash et al., 2001 ;
Kadambi et al., 1996) et I’homme (Schmitt et al., 2003) ont montré que 1’altération chronique
de cette affinité serait due a I’augmentation de 1’inhibition de PLN par déphosphorylation. La
perte fonctionnelle de PLN chez ’homme conduit également a une activation chronique de
SERCA2a et serait impliqué dans la pathogénie pécoce de la cardiomyopathie dilatée
(Haghighi et al., 2003).

En accord avec les travaux sus cités, notre étude a révélé une diminution significative
de I’expression de la protéine SERCA2a. Cependant nous n’avons pas enregistré de
modification de I’expression de la protéine PLN totale, ce qui signifierait, soit qu’il n’y a pas
d'effet de nétre régime sur l'affinité SERCA2a-PLN, soit que cette diminution d’expression de

PLN serait attribuée a une réponse compensatoire par la phosphorylation.

En effet, la défaillance de la captation du Ca** par le RS est un stade précoce

compensée par une stimulation adrénergique accrue qui améliore la phosphorylation de PLN .

Il a été suggéré par ailleurs, que la diminution de l'activit¢ de SERCA-2a
accompagnée de la diminution de I’isoforme o et/ou du basculement de l’isoforme a a
I’isoforme B de MHC serait responsable de 1’altération de la contraction mécanique du cceur

(Herron et McDonald, 2001).

Nous avons pour ce qui nous concerne, ¢également constaté une diminution
significative de 1’expression de 'ARNm codant pour le MHC- o dans le myocarde des rats
nourris au régime athérogene. Selon Dillmann, (1984), la MHC-a est 'isoforme rapide, tandis
que la MHC-J est I'isoforme lente ; la MHC- étant une ATPase plus économique que MHC-

a, peut-Etre énergétiquement bénéfique pour le coeur défaillant.

Dans une autre étude portant sur le rat Zucker, Zaman et al. (2004), montrent que
l'expression de MHC-a est moins ¢élevée dans les cceurs isolés de rats Zucker obeses par
rapport aux Zucker maigres. Les altérations de la fonction contractile peuvent avoir pour
origine des effets combinés de la perturbation de I’homéostasie du calcium par la perturbation

du complexe SERCA2a-PLN et de I’altération de 1'expression des isoformes de MHC.

Dans le méme sens, le phénoméne de couplage excitation-contraction (ECC) est un
processus hautement coordonné par plusieurs voies de signalisation, principalement celles de

la PKA et de la CaMKII qui participent au contrdle de la signalisation intracellulaire du
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calcium et dont la dysrégulation conduit & un cceur pathologique. Nos résultats ont indiqué
une augmentation significative de l'expression de 'ARNm codant pour la CaMKIIdc
(isoforme cytoplasmique delta) et la PKAc-a (région catalytique) chez les rats nourris au

régime hyperlipidique pendant 4 mois versus controles.

Des ¢études antérieures ont montré que la surexpression de la PKA (C-a) augmente sa
capacité a phosphoryler d’autres sites dont celui du PLN pour améliorer la recaptation du
Cat++. Une autre étude ayant évalué 1’expression de la sous-unité¢ de la PKA (C-a) dans le
cceur de souris a montré que la surexpression de celle-ci- avait un impact délétére sur le ceeur
(Antos et al., 2001), ces souris développaient rapidement une cardiomyopathie et mourraient

de mort subite a cause de cycles de contraction-relaxation trop rapides.

Par ailleurs, selon Soltis et Saucerman, (2010), dans I’insuffisance cardiaque, une
augmentation de l'expression et de l'activit¢ de CaMKII est enregistrée. Cette derniére
impliquée dans le découplage (ECC), conduirait a I'arythmie et a I'insuffisance cardiaque,
condition caractérisée par une augmentation de Dactivité du canal Ca** et par la fuite du
calcium du RS menant & la perturbation de ’homéostasie du Ca?" et a la mort accélérée des

cardiomyocytes (Koval, 2010).

L’insuffisance cardiaque est associée a la surcharge en Ca** diastolique en raison d'une
fréquence plus élevée des étincelles du Ca®" a partir du RS (Libération élémentaire du Ca?* du
réticulum sarcoplasmique en raison de I'ouverture de récepteurs de la ryanodine). Ceci semble
étre da a la phosphorylation de la RyR2, potentiellement par CaMKII (Zhou et al., 2000). Les
souris transgéniques surexprimant l'isoforme cardiaque de CaMKIIdC ont montré une
hypertrophie cardiaque marquée, une altération de [I’expression et des niveaux de
phosphorylation de plusieurs protéines impliquées dans la signalisation Ca®*. Activée par des
concentrations plus élevées en Ca’" intracellulaire, la CaMKII phosphoryle une variété de
protéines impliquées dans le cycle ECC dont le canal de calcium de type L (LTCC), RyR2, le
SERCAZ2a ainsi que sa protéine inhibitrice, le PLN (Weggemans et al., 2001).

Les effets de la phosphorylation de CaMKII sur ces protéines conduiraient un plus
grand afflux de Ca®", une plus grande libération de Ca®" du RS et donc au renforcement de
l'activité de SERCA2a pour empécher I’appauvrissement du RS en Ca** (Weggemans et al.,
2001).
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Chapitre IV. Régime hyperlipidique et le phénoméne d’inflammation, le stress oxydatif,

I’apoptose et ’hypertrophie.

Le monocyte/macrophage est une cellule pivot dans l'athérogenese et l'inflammation.
L'adhérence des monocytes a I'endothélium suivie par la transmigration dans la couche sous-
endothéliale est un événement clé dans la pathogenése de I'athérosclérose précoce (Li et al.,
2006). Ce processus est médi¢ en partie par des molécules d'adhésion cellulaire (CAMs)
notamment les VCAM-1 et ICAM-1 et la E-sélectine, exprimées sur la membrane de
'endothélium, en réponse a plusieurs cytokines inflammatoires, dont I'IL1, le TNFa et

I’Interféron-gamma (IFNy) (Springer, 1994).

Dans notre étude, nous avons analysé et observé clairement une augmentation de
I’expression de I' ARNm de ces (CAM) et de TNF-a dans le myocarde d'animaux nourris par
un régime enrichi en lipides par rapport au groupe contrdle. Apres 4 mois de I’administration
de ce régime, l'expression de 'ARNm codant pour VCAM et ICAM-1 est augmentée dans le

myocarde.

D’aprés les travaux de Li et al. (1993), sur les lapins nourris avec un régime
athérogeéne, les VCAM-1 sont surexprimées par la cellule endothéliale et leur expression

précede l'apparition de macrophages dans le sous endothélium de I'artére.

En outre, notre ¢étude évaluant les conséquences de [I'hyperlipidémie induite par
l'alimentation riche en graisses au niveau du myocarde a montré 1’installation de
I’inflammation et d’un stress oxydatif associés a une expression accrue en MPO dans le
myocarde du groupe expérimental versus témoin. Ceci est en accord avec 1’étude de Libby et
al. (2010) montrant que l'augmentation du stress oxydatif est associée a une expression plus
élevée de la MPO dans le myocarde ischémique. Liu et al. (2009) ont montré qu’aprés 8
semaines de régime hypercholestérolémique, I’expression et 1’activité de la MPO leucocytaire

sont augmentées.

Par ailleurs, I’inflammation et la production de radicaux libres de I'oxygeéne sont
connues pour favoriser 1’activation des voies apoptotiques, via l'augmentation de I’expression
de la molécule pro-apoptotique Bax (Wehrens et al., 2004) et la diminution de l'expression de
Bcl-2 aux propriétés anti-apoptotiques. Autrement dit, la protéine Bcl-2 joue un rdle essentiel
dans la prévention de l'apoptose, en bloquant l'activation de caspases effectrices 3, 6 et 7, 31

et la libération du cytochrome ¢ mitochondrial (Gustafsson et Gottlieb, 2007).
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Nos résultats ont montré une diminution de I’expression de I'ARNm codant pour la
protéine mitochondriale Bcl-2 et une augmentation significative de 1I’expression de ’ARNm
codant pour la protéine mitochondriale Bax dans le groupe soumis au régime athérogéne par

rapport au groupe témoin.

Des études antérieures ont montré que la régulation négative de la protéine Bcl-2 et
I'augmentation de I’expression de Bax (en faveur d’une activation de I'apoptose) induites par
le stress oxydatif est potentiellement impliquées dans le dysfonctionnement contractile du
myocarde chez les animaux obéses nourris avec un régime alimentaire occidental (Flagg et

al., 2009).

L’apport excessif de nutriments dans un modele d'obésité induite par 1'alimentation
chez le rat conduit a des Iésions des cellules du myocarde dii @ une augmentation du stress
oxydatif et de I’apoptose. L'accumulation des métabolites des acides gras (en raison du
déséquilibre de 1'absorption du substrat et a I'oxydation) est associée a un dysfonctionnement

contractile du myocarde.

Nous avons par ailleurs, évalué le rapport Bax/Bcl-2. Nos résultats ont montré que le
myocarde des rats soumis au régime athérogéne a un rapport Bax/Bcl-2 élevé, ce qui

indiquerait une tendance de ces cellules a I'apoptose par rapport aux témoins.

En réponse aux contraintes que le myocarde a subi et afin de préserver son intégrité
fonctionnelle, le coeur a développé une hypertrophie pathologique compensée suite a un
remodelage cellulaire et moléculaire déclenché par plusieurs facteurs. A cet effet, nous avons
jugé intéressant de caractériser certaines de ces molécules dans le myocarde des animaux

soumis au régime athérogeéne et témoins, notamment IGF-1 et IGFR et NFAT.

Notre ¢étude a montré par analyse morphométrique une hypertrophie des
cardiomyocytes dans le groupe soumis au régime athérogéne versus témoins correspondants.
De plus, les niveaux d'expression des genes d’IGF-1, IGFR et NFAT ont indiqué une
augmentation d’IGF1 et NFAT et pas de variation pour IGFR. En revanche, les études de
Reiss et al. (1993) ont indiqué que l'insuffisance ventriculaire aigu€ est caractérisée a la fois

par une expression accrue de I'lGF-1 et de IGF-1R dans les myocytes stressés.
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En outre, d’autres travaux ont montré que 1’administration d’IGF-1 chez des rats
présentant un infarctus du cceur provoqué expérimentalement induisait une hypertrophie des
myocytes dans la partie du myocarde non infarcie avec une augmentation de la fonction

ventriculaire chez ces animaux (Duerr et al., 1995).

Dans les myocytes ventriculaires néonataux en culture, IGF-1 active la synthése de
I'ADN (Kajstura et al., 1994) et l'expression de la chaine Iégere de myosine-2, de la troponine,
et de I’actine a-squelettique (Ito et al., 1996) qui sont compatibles avec une réponse

hyperplasique et hypertrophique.

L’autre médiateur important impliqué dans la voie de la signalisation hypertrophique
et examiné dans cette étude est la NFAT. Nos données ont indiqué que le niveau d'expression
de son ARNm est régulé a la hausse dans le myocarde des rats soumis au régime athérogene,
ce qui signifierait que ce régime a induit des anomalies géométriques et fonctionnelles
cardiaques associées a l'expression accrue de protéines pro-hypertrophiques comme NFATc et

suggererait une hypertrophie pathologique chez nos rats soumis a ce régime.

La pathogénie de l'hypertrophie cardiaque serait dépendante de la signalisation du
calcium et médiée par la calcineurine, protéine calcium/calmoduline-dépendante protéine
phosphatase. Cette derniére déphosphoryle la NFAT, conduisant sa translocation vers le

noyau pour activer les genes cibles de « programme des genes hypertrophiques » (Crabtree et

Olson, 2002).
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Conclusion et Perspectives

L’administration d’une diete hyperlipidique (régime naturel additionné de jaune
d’ceuf (1/4) pendant 4 mois a provoqué des troubles métaboliques et des altérations

cellulaires, interstitielles et moléculaires au niveau du myocarde de Psammomys obesus.

Au niveau plasmatique, nous avons enregistré une augmentation des parametres
lipidiques notamment les triglycérides, le cholestérol total, LDL-cholestérol et HDL-

cholestérol.

Au niveau interstitiel et cellulaire, la réponse fibrotique a I’origine de I’augmentation
de composants de la matrice extracellulaire notamment les collagenes I et III est accentuée.

Cette réponse serait responsable de 1’altération de la fonction contractile du myocarde.

Au niveau génomique, la dic¢te hyperlipidique est a l’origine de 1’altération de
I’expression de I’ARNm de certaines protéines du cycle contraction-relaxation notamment
Serca2a, PLN, RyR2 et oMHC ainsi que certaines molécules de signalisation comme PKAc-a
et CaMKII impliquées dans la phosphorylation, responsables de la perturbation de
I’homéostasie du calcium conduisant a la dysfonction cardiaque notamment le

dysfonctionnement diastolique.

A cela s’ajoute D’installation de I’inflammation associée a 1’augmentation de
I’expression des CAMs notamment les ICAM, VCAM et certaines cytokines comme le TNF-
o, IL-let IL-6. En réponse a ces contraintes, le cceur a développé une hypertrophie
pathologique des cardiomyocytes mise en exergue par histo-mophométrie, induite par la

surexpression d’IGF-1 et de NFAT.

En définitive, cette é¢tude nous a permis d’avoir un apercu sur le dysfonctionnement du
cycle contraction-relaxation en rapport avec I’homéostasie du calcium.

Dans nos perspectives, il nous semble intéressant de cibler le profil énergétique par la
caractérisation de molécules impliquées dans le glucotoxicité¢ et la lipotoxicité comme
I’AMPK, la CPT1, I’ACS, les Glut 1 et 4, FAT CD36, PPARa, UCPs ainsi que la
caractérisation de quelques molécules de signalisation insulinique notamment IRS1.
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Analyse de ’expression des ARNm codés pour les différentes protéines :

- SERCA2a
HPRT SERCA2A ACt AACt 2AACt 1/2AACt
1 | Heart Cc 24,55 18,6 -5,95 0,00 1,00 1,00
2 | Heart Cc 24,65 17,95 -6,70 -0,75 0,59 1,68
3 | Heart C 24,55 18,5 -6,05 -0,10 0,93 1,07
4 | Heart C 24,75 18,25 -6,50 -0,55 0,68 1,46
5 | Heart HFD 23,7 18,6 -5,10 0,85 1,80 0,55
6 | Heart HFD 24,6 18,6 -6,00 -0,05 0,97 1,04
7 | Heart HFD 24,45 19,2 -5,25 0,70 1,62 0,62
8 | Heart HFD 24,85 18,9 -5,95 0,00 1,00 1,00
9 | Heart HFD 24,45 18,65 -5,80 0,15 1,11 0,90
10 | Heart HFD 27,55 21,35 -6,20 -0,25 0,84 1,19
11 | Heart HFD 24,25 19,65 -4,60 1,35 2,55 0,39
12 | Heart HFD 24,55 19,35 -5,20 0,75 1,68 0,59
13 | Heart HFD 23,7 18,9 -4,80 1,15 2,22 0,45
14 | Heart HFD 24,4 19,65 -4,75 1,20 2,30 0,44
15 | Heart C 24,2 18,6 -5,60 0,35 1,27 0,78
16 | Heart Cc 24,8 18,3 -6,50 -0,55 0,68 1,46
17 | Heart C 24,55 18,8 -5,75 0,20 1,15 0,87
18 | Heart C 24,3 18,4 -5,90 0,05 1,04 0,97
19 | Heart C 26,85 21,2 -5,65 0,30 1,23 0,81
20 | Heart Cc 24,35 19,15 -5,20 0,75 1,68 0,59
-RyR
HPRT RyanR ACt AACt 2AACt | 1/2AACt
1 | Heart C 24,55 24,85 0,30 0,00 1,00 1,00
2 | Heart C 24,65 25,2 0,55 0,25 1,19 0,84
3 | Heart C 24,55 25,05 0,50 0,20 1,15 0,87
4 | Heart C 24,75 31,1 6,35 6,05 66,26 0,02
5 | Heart HFD 23,7 24,65 0,95 0,65 1,57 0,64
6 | Heart HFD 24,6 24,8 0,20 -0,10 0,93 1,07
7 | Heart HFD 24,45 25,05 0,60 0,30 1,23 0,81
8 | Heart HFD 24,85 24,75 -0,10 -0,40 0,76 1,32
9 | Heart HFD 24,45 25,55 1,10 0,80 1,74 0,57
10 | Heart HFD 27,55 27,3 -0,25 -0,55 0,68 1,46
11 | Heart HFD 24,25 26,05 1,80 1,50 2,83 0,35
12 | Heart HFD 24,55 25,65 1,10 0,80 1,74 0,57
13 | Heart HFD 23,7 25,4 1,70 1,40 2,64 0,38
14 | Heart HFD 24,4 26,05 1,65 1,35 2,55 0,39
15 | Heart C 24,2 24,8 0,60 0,30 1,23 0,81
16 | Heart Cc 24.8 25,25 0,45 0,15 1,11 0,90
17 | Heart C 24,55 25,7 1,15 0,85 1,80 0,55
18 | Heart C 24,3 25,75 1,45 1,15 2,22 0,45
19 | Heart C 26,85 27,85 1,00 0,70 1,62 0,62
20 | Heart C 24,35 25,7 1,35 1,05 2,07 0,48




-IL-6

HPRT IL6 ACt AACt 2AACt | 1/2AACt
1 | Heart C 24,55 34,5 9,95 0,00 1,00 1,00
2 | Heart C 24,65 35,3 10,65 0,70 1,62 0,62
3 | Heart C 24,55 34,8 10,25 0,30 1,23 0,81
4 | Heart C 24,75 36,5 11,75 1,80 3,48 0,29
5 | Heart HFD 23,7 34,75 11,05 1,10 2,14 0,47
6 | Heart HFD 24,6 34,9 10,30 0,35 1,27 0,78
7 | Heart HFD 24,45 36 11,55 1,60 3,03 0,33
8 | Heart HFD 24,85 34,9 10,05 0,10 1,07 0,93
9 | Heart HFD 24,45 36,6 12,15 2,20 4,59 0,22
10 | Heart HFD 27,55 30,1 2,55 -7,40 0,01 168,90
11 | Heart HFD 24,25 34,85 10,60 0,65 1,57 0,64
12 | Heart HFD 24,55 36,75 12,20 2,25 4,76 0,21
13 | Heart HFD 23,7 35,1 11,40 1,45 2,73 0,37
14 | Heart HFD 24,4 33,15 8,75 -1,20 0,44 2,30
15 | Heart C 24,2 38,3 14,10 4,15 17,75 0,06
16 | Heart C 24.8
17 | Heart C 24,55 33,15 8,60 -1,35 0,39 2,55
18 | Heart C 24,3 38,4 14,10 4,15 17,75 0,06
19 | Heart C 26,85 29,6 2,75 -7,20 0,01 147,03
20 | Heart C 24,35 37,85 13,50 3,55 11,71 0,09
- 1-1p
HPRT IL1beta ACt AACt 2AACt | 1/2AACt
1 | Heart C 24,55 35,55 11,00 1,30 2,46 0,41
2 | Heart C 24,65 34,35 9,70 0,00 1,00 0,00
3 | Heart C 24,55 35,95 11,40 1,70 3,25 0,31
4 | Heart C 24,75 36,50 11,75 2,05 4,14 0,00
5 | Heart HFD 23,7 34,25 10,55 0,85 1,80 0,55
6 | Heart HFD 24,6 33,35 8,75 -0,95 0,52 1,93
7 | Heart HFD 24,45 33,40 8,95 -0,75 0,59 1,68
8 | Heart HFD 24,85 33,30 8,45 -1,25 0,42 2,38
9 | Heart HFD 24,45 -9,70
10 | Heart HFD 27,55 31,20 3,65 -6,05 0,02 66,26
11 | Heart HFD 24,25 34,45 10,20 0,50 1,41 0,71
12 | Heart HFD 24,55 35,70 11,15 1,45 2,73 0,37
13 | Heart HFD 23,7 34,15 10,45 0,75 1,68 0,59
14 | Heart HFD 24 .4 33,55 9,15 -0,55 0,68 1,46
15 | Heart C 24,2 37,50 13,30 3,60 12,13 0,08
16 | Heart C 24,8 34,90 10,10 0,40 1,32 0,76
17 | Heart C 24,55 33,80 9,25 -0,45 0,73 1,37
18 | Heart C 24,3 36,45 12,15 2,45 5,46 0,18
19 | Heart C 26,85 30,45 3,60 -6,10 0,01 68,59
20 | Heart C 24,35 37,30 12,95 3,25 9,51 0,11




-TNF-alpha

HPRT TNF alpha ACt AACt 2AACt 1/2AACt
1 | Heart C 24,55 35,95 11,40 0,50 1,41 0,71
2 | Heart C 24,65 36,2 11,55 0,65 1,57 0,64
3 | Heart C 24,55 35,8 11,25 0,35 1,27 0,78
4 | Heart C 24,75 35,9 11,15 0,25 1,19 0,84
5 | Heart HFD 23,7 34,6 10,90 0,00 1,00 1,00
6 | Heart HFD 24,6 35,9 11,30 0,40 1,32 0,76
7 | Heart HFD 24,45 36 11,55 0,65 1,57 0,64
8 | Heart HFD 24,85 35,8 10,95 0,05 1,04 0,97
9 | Heart HFD 24,45 36,1 11,65 0,75 1,68 0,59
10 | Heart HFD 27,55 34,5 6,95 -3,95 0,06 15,45
11 | Heart HFD 24,25 35,7 11,45 0,55 1,46 0,68
12 | Heart HFD 24,55 35,7 11,15 0,25 1,19 0,84
13 | Heart HFD 23,7 34,85 11,15 0,25 1,19 0,84
14 | Heart HFD 24.4 34,4 10,00 -0,90 0,54 1,87
15 | Heart C 24,2 37,1 12,90 2,00 4,00 0,25
16 | Heart C 24,8 37,25 12,45 1,55 2,93 0,34
17 | Heart C 24,55 35,45 10,90 0,00 1,00 1,00
18 | Heart C 24,3 37,55 13,25 2,35 5,10 0,20
19 | Heart C 26,85 33,65 6,80 -4,10 0,06 17,15
20 | Heart C 24,35 36,8 12,45 1,55 2,93 0,34
21 | Aorta C 27,7 32,6 4,90 -6,00 0,02 64,00
- Bax
HPRT Bax ACt AACt 2AACt 1/2AACt
1 | Heart C 24,55 25,35 0,80 0,00 1,00 1,00
2 | Heart C 24,65 25,15 0,50 -0,30 0,81 1,23
3 | Heart C 24,55 24,7 0,15 -0,65 0,64 1,57
4 | Heart C 24,75 25,85 1,10 0,30 1,23 0,81
5 | Heart HFD 23,7 24,75 1,05 0,25 1,19 0,84
6 | Heart HFD 24,6 24,8 0,20 -0,60 0,66 1,52
7 | Heart HFD 24,45 25,15 0,70 -0,10 0,93 1,07
8 | Heart HFD 24,85 25,05 0,20 -0,60 0,66 1,52
9 | Heart HFD 24 .45 25,3 0,85 0,05 1,04 0,97
10 | Heart HFD 27,55 27,65 0,10 -0,70 0,62 1,62
11 | Heart HFD 24,25 24,75 0,50 -0,30 0,81 1,23
12 | Heart HFD 24,55 24,65 0,10 -0,70 0,62 1,62
13 | Heart HFD 23,7 25,15 1,45 0,65 1,57 0,64
14 | Heart HFD 24.4 25,55 1,15 0,35 1,27 0,78
15 | Heart C 24,2 25,8 1,60 0,80 1,74 0,57
16 | Heart C 24,8 25,55 0,75 -0,05 0,97 1,04
17 | Heart C 24,55 26,05 1,50 0,70 1,62 0,62
18 | Heart C 24,3 25,95 1,65 0,85 1,80 0,55
19 | Heart C 26,85 28 1,15 0,35 1,27 0,78
20 | Heart C 24,35 25,9 1,55 0,75 1,68 0,59




Bcl-2

HPRT Bcl2 ACt AACt 2AACt 1/2AACt
1 | Heart C 24,55 31,65 7,10 0,00 1,00 1,00
2 | Heart C 24,65 31,4 6,75 -0,35 0,78 1,27
3 | Heart C 24,55 31,55 7,00 -0,10 0,93 1,07
4 | Heart C 24,75 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/O! | #DIV/0!
5 | Heart HFD 23,7 31,75 8,05 0,95 1,93 0,52
6 | Heart HFD 24,6 32,05 7,45 0,35 1,27 0,78
7 | Heart HFD 24,45 32,05 7,60 0,50 1,41 0,71
8 | Heart HFD 24,85 32,7 7,85 0,75 1,68 0,59
9 | Heart HFD 24,45 32,7 8,25 1,15 2,22 0,45
10 | Heart HFD 27,55 34,25 6,70 -0,40 0,76 1,32
11 | Heart HFD 24,25 32,65 8,40 1,30 2,46 0,41
12 | Heart HFD 24,55 32,35 7,80 0,70 1,62 0,62
13 | Heart HFD 23,7 31,7 8,00 0,90 1,87 0,54
14 | Heart HFD 24,4 32,4 8,00 0,90 1,87 0,54
15 | Heart C 24,2 32,6 8,40 1,30 2,46 0,41
16 | Heart C 24,8 32,25 7,45 0,35 1,27 0,78
17 | Heart C 24,55 32,15 7,60 0,50 1,41 0,71
18 | Heart C 24,3 31,95 7,65 0,55 1,46 0,68
19 | Heart C 26,85 34,95 8,10 1,00 2,00 0,50
20 | Heart C 24,35 32,4 8,05 0,95 1,93 0,52
21 | Aorta C 27,7 32,1 4,40 -2,70 0,15 6,50

Rapport Bax/Bcl-2

Bax Bcl2 Bax/Bcl2
1 | Heart C 1,00 1,00 1,00
2 | Heart C 1,23 1,27 0,97
3 | Heart C 1,57 1,07 1,46
4 | Heart C 0,81
5 | Heart HFD 0,84 0,52 1,62
6 | Heart HFD 1,52 0,78 1,94
7 | Heart HFD 1,07 0,71 1,52
8 | Heart HFD 1,52 0,59 2,57
9 | Heart HFD 0,97 0,45 2,14
10 | Heart HFD 1,62 1,32 1,23
11 | Heart HFD 1,23 0,41 3,03
12 | Heart HFD 1,62 0,62 2,64
13 | Heart HFD 0,64 0,54 1,19
14 | Heart HFD 0,78 0,54 1,46
15 | Heart C 0,57 0,41 1,41
16 | Heart C 1,04 0,78 1,32
17 | Heart C 0,62 0,71 0,87
18 | Heart C 0,55 0,68 0,81
19 | Heart C 0,78 0,50 1,56
20 | Heart C 0,59 0,52 1,15




HIF-a

HPRT HIF1 alpha ACt AACt 2AACt 1/2AACt
1 | Heart C 24,55 25,95 1,40 0,00 1,00 1,00
2 | Heart C 24,65 26,7 2,05 0,65 1,57 0,64
3 | Heart C 24,55 26,1 1,55 0,15 1,11 0,90
4 | Heart C 24,75 31,6 6,85 5,45 43,71
5 | Heart HFD 23,7 24,95 1,25 -0,15 0,90 1,11
6 | Heart HFD 24,6 25,8 1,20 -0,20 0,87 1,15
7 | Heart HFD 24 .45 25,7 1,25 -0,15 0,90 1,11
8 | Heart HFD 24,85 26,55 1,70 0,30 1,23 0,81
9 | Heart HFD 24,45 25,8 1,35 -0,05 0,97 1,04
10 | Heart HFD 27,55 28,7 1,15 -0,25 0,84 1,19
11 | Heart HFD 24,25 25,75 1,50 0,10 1,07 0,93
12 | Heart HFD 24,55 25,75 1,20 -0,20 0,87 1,15
13 | Heart HFD 23,7 24,85 1,15 -0,25 0,84 1,19
14 | Heart HFD 24,4 25,85 1,45 0,05 1,04 0,97
15 | Heart C 24,2 25,7 1,50 0,10 1,07 0,93
16 | Heart C 24,8 26,6 1,80 0,40 1,32 0,76
17 | Heart C 24,55 25,85 1,30 -0,10 0,93 1,07
18 | Heart C 24,3 25,6 1,30 -0,10 0,93 1,07
19 | Heart C 26,85 28,95 2,10 0,70 1,62 0,62
20 | Heart C 24,35 26,3 1,95 0,55 1,46 0,68
IGF-1
HPRT IGF1 ACt AACt 2AACt 1/2AACt
1 | Heart C 24,55 25,7 1,15 0,00 1,00 1,00
2 | Heart C 24,65 26,3 1,65 0,50 1,41 0,71
3 | Heart C 24,55 25,95 1,40 0,25 1,19 0,84
4 | Heart C 24,75 25,7 0,95 -0,20 0,87 1,15
5 | Heart HFD 23,7 24,25 0,55 -0,60 0,66 1,52
6 | Heart HFD 24,6 24,95 0,35 -0,80 0,57 1,74
7 | Heart HFD 24,45 25,6 1,15 0,00 1,00 1,00
8 | Heart HFD 24,85 24,65 -0,20 -1,35 0,39 2,55
9 | Heart HFD 24,45 26 1,55 0,40 1,32 0,76
10 | Heart HFD 27,55 28,5 0,95 -0,20 0,87 1,15
11 | Heart HFD 24,25 25,05 0,80 -0,35 0,78 1,27
12 | Heart HFD 24,55 25,7 1,15 0,00 1,00 1,00
13 | Heart HFD 23,7 24,75 1,05 -0,10 0,93 1,07
14 | Heart HFD 24,4 25,15 0,75 -0,40 0,76 1,32
15 | Heart C 24,2 26,5 2,30 1,15 2,22 0,45
16 | Heart C 24,8 26,75 1,95 0,80 1,74 0,57
17 | Heart C 24,55 26,8 2,25 1,10 2,14 0,47
18 | Heart C 24,3 25,1 0,80 -0,35 0,78 1,27
19 | Heart C 26,85 27,9 1,05 -0,10 0,93 1,07
20 | Heart C 24,35 25,65 1,30 0,15 1,11 0,90




-IGFR

HPRT IGF1R ACt AACt 2AACt 1/2AACt
1 | Heart C 24,55 27,3 2,75 0,00 1,00 1,00
2 | Heart C 24,65 28,5 3,85 1,10 2,14 0,47
3 | Heart C 24,55 27,55 3,00 0,25 1,19 0,84
4 | Heart C 24,75 25,75 1,00 -1,75 0,30 3,36
5 | Heart HFD 23,7 27,4 3,70 0,95 1,93 0,52
6 | Heart HFD 24,6 27,5 2,90 0,15 1,11 0,90
7 | Heart HFD 24,45 26,55 2,10 -0,65 0,64 1,57
8 | Heart HFD 24,85 271 2,25 -0,50 0,71 1,41
9 | Heart HFD 24,45 26,5 2,05 -0,70 0,62 1,62
10 | Heart HFD 27,55 27,85 0,30 -2,45 0,18 5,46
11 | Heart HFD 24,25 28,5 4,25 1,50 2,83 0,35
12 | Heart HFD 24,55 29,1 4,55 1,80 3,48 0,29
13 | Heart HFD 23,7 27,45 3,75 1,00 2,00 0,50
14 | Heart HFD 244 28 3,60 0,85 1,80 0,55
15 | Heart C 24,2 26,7 2,50 -0,25 0,84 1,19
16 | Heart C 24,8 26,9 2,10 -0,65 0,64 1,57
17 | Heart C 24,55 27,15 2,60 -0,15 0,90 1,11
18 | Heart C 24,3 27,75 3,45 0,70 1,62 0,62
19 | Heart C 26,85 28,65 1,80 -0,95 0,52 1,93
20 | Heart C 24,35 27,6 3,25 0,50 1,41 0,71
oaMHC
HPRT aMHC ACt AACt 2AACt 1/2AACt
1 | Heart C 24,55 16,95 -7,60 0,00 1,00 1,00
2 | Heart C 24,65 17,25 -7,40 0,20 1,15 0,87
3 | Heart C 24,55 17,65 -6,90 0,70 1,62 0,62
4 | Heart C 24,75 17,45 -7,30 0,30 1,23 0,81
5 | Heart HFD 23,7 18,05 -5,65 1,95 3,86 0,26
6 | Heart HFD 24,6 17,75 -6,85 0,75 1,68 0,59
7 | Heart HFD 24,45 19,15 -5,30 2,30 4,92 0,20
8 | Heart HFD 24,85 18,75 -6,10 1,50 2,83 0,35
9 | Heart HFD 24,45 17,75 -6,70 0,90 1,87 0,54
10 | Heart HFD 27,55 20,75 -6,80 0,80 1,74 0,57
11 | Heart HFD 24,25 19,15 -5,10 2,50 5,66 0,18
12 | Heart HFD 24,55 18,4 -6,15 1,45 2,73 0,37
13 | Heart HFD 23,7 17,25 -6,45 1,15 2,22 0,45
14 | Heart HFD 24,4 18,25 -6,15 1,45 2,73 0,37
15 | Heart C 24,2 17,5 -6,70 0,90 1,87 0,54
16 | Heart C 24,8 18,4 -6,40 1,20 2,30 0,44
17 | Heart C 24,55 17,75 -6,80 0,80 1,74 0,57
18 | Heart C 24,3 16,6 -7,70 -0,10 0,93 1,07
19 | Heart C 26,85 20,7 -6,15 1,45 2,73 0,37
20 | Heart C 24,35 17,6 -6,75 0,85 1,80 0,55




- ICAM-1

HPRT aMHC ACt AACt 2AACt 1/2AACt
1 | Heart C 24,55 16,95 -7,60 0,00 1,00 1,00
2 | Heart C 24,65 17,25 -7,40 0,20 1,15 0,87
3 | Heart C 24,55 17,65 -6,90 0,70 1,62 0,62
4 | Heart C 24,75 17,45 -7,30 0,30 1,23 0,81
5 | Heart HFD 23,7 18,05 -5,65 1,95 3,86 0,26
6 | Heart HFD 24,6 17,75 -6,85 0,75 1,68 0,59
7 | Heart HFD 24 .45 19,15 -5,30 2,30 4,92 0,20
8 | Heart HFD 24,85 18,75 -6,10 1,50 2,83 0,35
9 | Heart HFD 24,45 17,75 -6,70 0,90 1,87 0,54
10 | Heart HFD 27,55 20,75 -6,80 0,80 1,74 0,57
11 | Heart HFD 24,25 19,15 -5,10 2,50 5,66 0,18
12 | Heart HFD 24,55 18,4 -6,15 1,45 2,73 0,37
13 | Heart HFD 23,7 17,25 -6,45 1,15 2,22 0,45
14 | Heart HFD 24,4 18,25 -6,15 1,45 2,73 0,37
15 | Heart C 24,2 17,5 -6,70 0,90 1,87 0,54
16 | Heart C 24.8 18,4 -6,40 1,20 2,30 0,44
17 | Heart C 24,55 17,75 -6,80 0,80 1,74 0,57
18 | Heart C 24,3 16,6 -7,70 -0,10 0,93 1,07
19 | Heart C 26,85 20,7 -6,15 1,45 2,73 0,37
20 | Heart C 24,35 17,6 -6,75 0,85 1,80 0,55
-VCAM-1
HPRT VCAM1 ACt AACt 2AACt 1/2AACt
C 24,55 31,7 7,15 0,00 1,00 1,00
C 24,65 32 7,35 0,20 1,15 0,87
C 24,55 32,2 7,65 0,50 1,41 0,71
C 24,75 #DIV/0! #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/O!
HFD 23,7 31,05 7,35 0,20 1,15 0,87
HFD 24,6 31,55 6,95 -0,20 0,87 1,15
HFD 24 .45 30,2 5,75 -1,40 0,38 2,64
HFD 24,85 29,7 4,85 -2,30 0,20 4,92
HFD 24,45 32,2 7,75 0,60 1,52 0,66
HFD 27,55 34,35 6,80 -0,35 0,78 1,27
HFD 24,25 29,3 5,05 -2,10 0,23 4,29
HFD 24,55 29,65 5,10 -2,05 0,24 4,14
HFD 23,7 30,65 6,95 -0,20 0,87 1,15
HFD 24.4 31,65 7,25 0,10 1,07 0,93
C 24,2 32,25 8,05 0,90 1,87 0,54
C 24,8 32,9 8,10 0,95 1,93 0,52
C 24,55 32,1 7,55 0,40 1,32 0,76
C 24,3 32,75 8,45 1,30 2,46 0,41
C 26,85 32,75 5,90 -1,25 0,42 2,38
C 24,35 32,05 7,70 0,55 1,46 0,68




-NFAT

HPRT NFATc3 ACt AACt 2AACt 1/2AACt

1 | Heart C 24,60 28,5 3,90 0,00 1,00 1,00
2 | Heart C 25,20 28,75 3,55 -0,35 0,78 1,27
3 | Heart C 25,60 29,2 3,60 -0,30 0,81 1,23
4 | Heart C 25,55 29,65 4,10 0,20 1,15 0,87
5 | Heart HFD 24,35 28 3,65 -0,25 0,84 1,19
6 | Heart HFD 25,10 28,3 3,20 -0,70 0,62 1,62
7 | Heart HFD 25,25 28,8 3,55 -0,35 0,78 1,27
8 | Heart HFD 25,50 29,15 3,65 -0,25 0,84 1,19
9 | Heart HFD 24,80 29,4 4,60 0,70 1,62 0,62
10 | Heart HFD 27,10 29,65 2,55 -1,35 0,39 2,55
11 | Heart HFD 24,80 27,35 2,55 -1,35 0,39 2,55
12 | Heart HFD 25,70 28,9 3,20 -0,70 0,62 1,62
13 | Heart HFD 26,75 30,1 3,35 -0,55 0,68 1,46
14 | Heart HFD 25,20 29,3 4,10 0,20 1,15 0,87
15 | Heart C 24,25 29,35 5,10 1,20 2,30 0,44
16 | Heart C 23,95 29,1 5,15 1,25 2,38 0,42
17 | Heart C 24,65 28,95 4,30 0,40 1,32 0,76
18 | Heart C 24,65 29,7 5,05 1,15 2,22 0,45
19 | Heart C 27,00 31,85 4,85 0,95 1,93 0,52
20 | Heart C 24,60 30,4 5,80 1,90 3,73 0,27

C : Control

HFD : Régime riche en lipides




Les parametres plasmatiques dans le groupe des témoins (T) et des expérimentés (E)

A t=0 (Initiale)

N° Gluc mmol/I Gluc(g/l) |CH(mm/I) CH(g/!) Try(mmol/l)[Try(g/1) LDL(mmol/1)[LDL( g/1) HDL(mmol/I)|HDL(g/I) CPK(U/L)

Tl 3,4 0,61 1,32 0,51 0,27 0,66 0,34 0,13 0,9 0,35 220
T2 4,19 0,75 0,78 0,30 0,49 0,43 0,13 0,05 0,48 0,19 280
T3 2,79 0,50 1,18 0,46 0,66 0,58 0,21 0,08 0,77 0,30 329
T4 3,14 0,57 1,16 0,45 0,31 0,78 0,26 0,10 0,85 0,33 455
T5 2,6 0,47 1,3 0,50 0,49 0,43 0,31 0,12 0,91 0,35 437
T6 3,6 0,65 1,34 0,52 0,46 0,40 0,21 0,08 1,05 0,41 252
T7 2,7 0,49 3,29 1,27 0,9 0,79 0,98 0,38 0,21 0,08 306
T8 2,3 0,41 1,12 0,43 0,57 0,50 0,07 0,03 0,85 0,33 335
T9 4,97 0,89 1,72 0,67 0,83 0,73 0,3 0,12 1,9 0,74 277
T10 4,97 0,89 1,72 0,67 0,83 0,73 0,3 0,12 1,9 0,74 277
E1l 2,55 0,46 1,65 0,64 1,18 0,75 0,49 0,19 0,96 0,37 274
E2 3,56 0,64 1,55 0,60 0,35 0,31 0,4 0,15 1,06 0,41 681
E3 2,85 0,51 1,95 0,75 0,92 0,81 0,46 0,18 1,13 0,44 253
E4 5,55 1,00 1,82 0,70 1,61 0,85 0,16 0,06 1,14 0,44 1023
ES5 3,57 0,64 1,33 0,51 0,83 0,73 0,23 0,09 0,74 0,29 281
E6 3,49 0,63 2,07 0,80 1,16 0,55 0,39 0,15 1,16 0,45 282
E7 3,81 0,69 2,35 0,91 1,26 0,85 0,49 0,19 1,36 0,53 275
ES 3,39 0,61 1,79 0,69 0,89 0,78 0,33 0,13 1,09 0,42 647
E9 3,93 0,71 1,97 0,76 0,63 0,55 0,37 0,14 1,31 0,51 551
E10 2,41 0,43 1,86 0,72 1,14 1,00 0,44 0,17 1,01 0,39 193




A t=4 mois (Finale)

N° Gluc mmol/I Gluc(g/l) |CH(mm/I) CH(g/1) Try(mmol/I)[Try(g/1) LDL(mmol/1)[LDL( g/1) HDL(mmol/I)HDL(g/!) CPK(U/L)

T1 8,03 0,36 2,05 0,79 0,76 0,67 0,34 0,13 1,45 0,56 421
T2 3,53 0,64 2,88 1,11 0,97 0,85 0,74 0,29 1,74 0,67 446
T3 3,65 0,66 1,77 0,68 0,56 0,49 0,31 0,12 1,29 0,50 325
T4 6,81 0,34 1,93 0,75 0,54 0,47 0,14 0,05 1,22 0,47 296
T5 4,36 0,78 2,08 0,80 0,63 0,55 0,1 0,04 0,42 0,16 688
T6 3,02 0,54 1,95 0,75 0,64 0,56 0,64 0,25 0,99 0,38 529
T7 2,48 0,45 1,32 0,51 0,27 0,24 0,34 0,13 0,9 0,35 220
T8 4,19 0,75 0,78 0,30 0,49 0,43 0,13 0,05 0,48 0,19 280
T9 3,14 0,57 1,16 0,45 0,31 0,27 0,26 0,10 0,85 0,33 455
T10 2,79 0,50 1,18 0,46 0,66 0,58 0,21 0,08 0,77 0,30 329
E1l 1,99 1,45 4,05 1,57 0,71 0,62 1,78 0,69 1,72 0,67 538
E2 2,75 0,50 21,19 8,20 1,04 0,91 16,78 6,49 3,52 1,36 270
E3 4,67 0,84 2,54 0,98 0,9 0,79 13,2 5,11 1,83 0,71 2088
E4 4,25 0,77 3,14 1,22 0,44 0,39 1,52 0,59 1,05 0,41 281
ES 2,73 0,49 6,39 2,47 1,47 1,29 3 1,16 2,99 1,16 1123
E6 3,11 0,56 2,02 0,78 0,42 0,37 0,55 0,21 1,25 0,48 329
E7 3,92 0,71 36,8 14,24 4,95 4,33 30,38 11,76 3,69 1,43 459
E8 2,51 0,45 4,17 1,61 1,08 0,95 1,3 0,50 2,43 0,94 292
E9 3,41 0,61 37,74 14,61 0,51 0,45 35,4 13,70 5,02 1,94 485
E10 3,79 0,68 5,83 2,26 0,53 0,46 2,61 1,01 3,19 1,23 1780







Mesure de I’hypertrophie des cardiomyocytes

Surface des cardimyocytes

Surface des cardiomyocytes

Nombre de (um?) dans le groupe (um?)
cellules controle dans le groupe expérimenté

1 256,61 389,79

2 76,62 391,30

3 99,92 423,72

4 187,69 360,53

5 239,9 361,94

6 279,35 488,59

7 165,25 360,35

8 234,88 424,41

9 265,89 349,23
10 256,63 306,66
11 304,22 317,67
12 234,92 276,19
13 69,11 400,00
14 139,91 229,87
15 209.,4 413,64
16 205,26 390,69
17 157,75 341,88
18 226,98 387,50
19 163,42 336,41
20 361,15 290,79
21 200,66 445,19
22 210,31 446,36
23 217,57 291,73
24 190,68 262,30
25 229,28 158,59
26 142,58 199,11
27 145,31 236,69
28 225,27 320,12
29 140,39 295,56
30 123.8 360,71
31 152,85 369,17
32 186,55 265,29
33 210,88 287,11
34 183,81 225,38
35 235,23 375,54
36 127,01 268,52
37 98,07 293,77
38 183,61 213,54
39 290,53 388,57
40 256,3 226,27
41 151,93 392,19
42 123,03 475,11




43 127,45 267,96
44 129,2 255,73
45 147,55 263,14
46 158,23 213,98
47 189,25 201,82
48 127,01 364,75
49 209,87 498,19
50 230,16 253,13
M 189,58 327,13
Ecartype 60,99 81,86
SEM 8,99 11,69




Abstract

Several experimental studies have shown that a high fat diet alters myocardial contractile
function leading to heart failure. For this purpose, we proposed to study the effects of lipids —enriched
diet on the contractile function of the myocardium in sand rat. For this, we submitted gerbils "sand rat"
to a hyperlidique diet for 16 weeks. At the end of the experiment, the analysis of the plasma profile
showed a marked alteration in the lipid parameters associated with an increase in levels of
triglycerides, total cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol and the LDL / HDL ratio.
Furthermore, cell and tissue myocardial analysis showed a change in its architecture in favor of an
increase in cardiomyocyte size and installation of interstitial fibrosis and perivascular characteristic of
a pathological hypertrophy. On the molecular level, our results showed an alteration expression level
of the level of several proteins involved in Ca®" signaling, including SERCA2a, RyR2, and CaMPK
oMHC, causing impairment of homeostasis calcium and the development of diastolic dysfunction.
These alterations are complicated by the installation of an inflammatory reaction and of an apoptotic
process marked by increased expression of TNF, IL-1, CAMs including VCAM and ICAM, and
markers apoptosis Bax and Bcl-2. Finally, the administration of a high fat diet to rats caused structural
alterations of the myocardium, the activation of inflammatory processes, hypertrophy and apoptosis
and the altered expression of the protein contraction-relaxation cycle characteristics contractile
cardiomyopathy.
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