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Résumé

Résumé

Les cardiopathies ischémiques sont une cause majeure de mortalité cardiovasculaire pouvant
aboutir a la mort subite par fibrillation ventriculaire (FV). Un des objectifs thérapeutiques
chez les coronariens est de diminuer la demande en O2 par réduction de la fréquence
cardiaque (RFC). Plusieurs médicaments dont les béta-bloquants et inhibiteurs calciques
répondent a cet objectif, mais peuvent étre responsable d’altération de la contractilité
cardiaque et d’effets secondaires limitant leur utilisation. Nous nous sommes intéressés aux
effets d’un inhibiteur sélectif du courant pacemaker If, 1’ivabradine (IVA) dont
I’administration induit une RFC sinusale. L’objectif de ce travail a été d’évaluer I’impact de
la RFC sur la propension a la FV et de comprendre les mécanismes fonctionnels et
métaboliques impliqués. Un premier travail a ¢été réalisé sur un modele d’ischémie
myocardique aigue. Dans un second travail I’impact de la RFC sur la sélection des substrats
pour la production d’énergie a été évalué sur cceur isolé et perfusé en mode travaillant. Nos
résultats démontrent que I’IVA dans les deux modeles a induit une RFC qui était associée in
vivo a une amélioration de la perfusion coronaire, une préservation de la structure
mitochondriale et du statut énergétique myocardique, réduisant la propension a la FV. Ex
vivo, la RFC n’a pas modifi¢ la sélection des substrats et le statut énergétique. En
thérapeutique, il est important d’améliorer les conditions tissulaires et de réduire la perte de
substrats lors d’ischémie myocardique, ’'IVA semble répondre a cette attente. Son effet

spécifique sur I’automaticité sinusale lui confere la possibilité d’agir en préventif et en curatif.

Mots clés

Fibrillation ventriculaire primaire, ischémie myocardique aigue, fréquence -cardiaque,

ivabradine, métabolisme énergétique myocardique, cardioprotection.

Intitulé et adresse du laboratoire

EA 4173, INSERM ERI22 Agressions vasculaires et réponses tissulaires
8 avenue Rockefeller

69373 Lyon cedex 08




Title

Functional and metabolic impact of heart rate reduction induced by a selective inhibitor of

pacemaker current /;, ivabradine: experimental approach in pig and mouse model.

Abstract

Ischemic cardiopathies are a major cause of cardiovascular mortality potentially leading to
sudden death by ventricular fibrillation (VF). In patients with coronary disease, one
therapeutic goal is to reduce oxygen requirements via slowing of heart rate (SHR). Several
medicinal drugs, such as beta-blockers and calcium inhibitors can achieve this goal, but can
result in altered cardiac contractility and various adverse effects, which restricts their use. We
focused our interest on the effects of a selective inhibitor of the pacemaker current /, namely
ivabradine (IVA), which can reduce sinusal heart rate. The aim of the present work was to
evaluate the impact of SHR on the propensity to VF and to better understand the
physiological and metabolism mechanisms involved. The first study was performed on a pig
model of acute myocardial ischemia leading to VF. In the second study, the impact of SHR
was evaluated using a mouse model of isolated perfused working heart. Our results
demonstrated that IVA induced SHR in both models and this was associated in vivo with
enhanced coronary flow, conservation of mitochondrial structure and myocardial energetic
status, thus reducing the risk of triggering ischemia-induced VF. Moreover, ex vivo, the
observed SHR did not change the selection of substrates for energy production. From a
therapeutic point of view, it is critical to improve the conditions within tissues and to reduce
the loss of substrates during myocardial ischemia. IVA apparently met this goal. Indeed, via

specific effects on sinusal automaticity, it can act both preventively and curatively.

Keywords

Primary ventricular fibrillation, acute myocardial ischemia, heart rate, ivabradine, myocardial

energetic metabolism, cardioprotection.
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ABBREVIATIONS

3lp .
ADP :

AMP :
AMPc :
AMPk :
ARN :

ATP :

bpm :

Ca®":

CPT:

CO,:

CoA:

Cr:

dMAPc :
dP/dtp.x VG :

dP/dtmin VG :

FADH, :
FAT:
FCs:
FV:
G6-P :
GLUT:
HCN :

im. :

phosphore 31
adénosine diphosphate
adénosine monophosphate
adénosine monophosphate cyclique
protéine kinase activée par ’AMP
acide ribonucléique
adénosine triphosphate
battement par minute
ion calcium
carnitine palmitoyltransférase-1
dioxyde de carbone
coenzyme A
créatine
durée du potentiel d’action monophasique corrigée
valeur maximale de la dérivée premiere de la pression ventriculaire
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valeur minimale de la dérivée premiére de la pression ventriculaire
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1on magnésium
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Les cardiopathies ischémiques représentent aujourd’hui une cause majeure de morbi-
mortalité cardiovasculaire, en particulier dans les pays industrialisés. Le vieillissement de la
population laisse prévoir une augmentation de la prévalence de ces cardiopathies ischémiques
dont le risque majeur est la mort subite par déclenchement de la fibrillation ventriculaire

[Boengler, Schulz et al., 2009]

L'arrét cardiaque inopiné ou mort subite est un probléme majeur de santé publique. I1
correspond a plus de la moitié des déces de cause cardiovasculaire et plus de 15% des déces
de toute causes confondues aux Etats-Unis [Zheng, Croft et al., 2001; Saxon, 2005]. De plus,
en France plus de 40 000 personnes décédent d'un arrét cardiaque dans leur environnement

familier, faute d'une intervention immeédiate et efficace.

La mort subite est définie comme une mort inattendue survenant immédiatement ou
dans I’heure suivant un changement abrupt de 1’état clinique stable [Koplan and Stevenson,
2009]. Souvent considérée comme le terme ultime de complications d'une tachycardie
ventriculaire, elle peut survenir de novo, en dehors de toute tachycardie ventriculaire
préalable. La mort subite peut alors €tre initiée par exemple, par une extrasystole ventriculaire
ou une fibrillation auriculaire rapide. Par ailleurs, une hypertonie sympathique qui abaisse le
seuil de fibrillation, favorise son déclenchement. Elle est souvent le fait d'une ischémie
myocardique, que celle-ci soit due a une insuffisance coronarienne connue ou aux
conséquences de la tachycardie ventriculaire, et représente depuis longtemps la cause majeure
de mort subite notamment en milieu extrahospitalier [Roelandt, Klootwijk ef al., 1984; Janse

and Wit, 1989; Koplan and Stevenson, 2009].
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C’est dans ce contexte que nous nous sommes intéressés dans le cadre de cette these, a
I’évaluation de la propension a la fibrillation ventriculaire d’origine ischémique (par exemple,
lors de la phase aigue d’infarctus du myocarde) et avons tenté de comprendre les mécanismes
tant fonctionnels que métaboliques qui pourraient étre impliqués. Par conséquent, les notions
de base sous-jacentes a tous I’ensemble de ces mécanismes seront présentées dans les

prochaines sections.

1. La fibrillation ventriculaire

1.1 Définition

Décrite pour la premiere fois par Hoffa et Ludwig en 1849, la fibrillation ventriculaire
est caractérisée par une activité électrique asynchrone, conduisant a une contraction
myocardique non coordonnée. Sa survenue peut étre mise en évidence, soit cliniquement
(symptomatologie de I’arrét circulatoire aigu) soit par une surveillance électrocardiographique
dans un service de réanimation, ou encore par un enregistrement ¢lectrocardiographique
continu (Holter) [Roelandt, Klootwijk ef al., 1984; Janse and Wit, 1989; Aramendi, de Gauna
et al., 2007]. Expérimentalement, la genese de la fibrillation ventriculaire peut étre apprécice
par la détermination du seuil électrique de fibrillation ventriculaire (SEFV) ou du temps
nécessaire a son déclenchement (temps du déclenchement de la fibrillation ventriculaire :
TDFV). La fibrillation ventriculaire résulte en une perte du débit cardiaque et du débit
coronaire menant a une ischémie globale cardiaque ce qui entraine une chute de 1’apport en

substrats et une accumulation de métabolites toxiques [Angelos, Griffith ef al., 1995].
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On définit deux types de fibrillation ventriculaire responsable de mort subite : la
fibrillation ventriculaire primaire et la fibrillation ventriculaire secondaire. La fibrillation
ventriculaire dite primaire est consécutive a I’occlusion partielle d’une artére coronaire et
survient a la suite d’un déséquilibre entre les dépenses énergétiques myocardiques exagérées
et I’apport énergétique insuffisant a la suite par exemple d’un spasme coronaire ou d’une
angine de poitrine [Kochs, Eggeling ef al., 1993; de Jong, Marsman et al., 2009]. Cette
fibrillation ventriculaire primaire n’induit pas de dommages cellulaires irréversibles et est
ainsi plus facilement maitrisable que la fibrillation ventriculaire dite secondaire. En effet,
cette dernicre fait suite a I’obstruction totale d’une artére coronaire ayant pour conséquence
I’apparition d’une nécrose tissulaire ventriculaire et des dommages cellulaires irréversibles en

aval de I’occlusion [Kochs, Eggeling ef al., 1993].

De nombreux facteurs de risque de la mort subite (sexe, altérations structurelles...) ont
¢été identifiés. Ainsi, son incidence est deux fois plus élevée chez ’homme que chez la femme,
et de 3 a 5 fois plus importante dans le cas de cardiopathie structurelle, en particulier les

pathologies coronariennes [Koplan and Stevenson, 2009].

Actuellement, un seul traitement existe, il consiste en I’application immédiate d’un choc
¢lectrique externe afin de rétablir 1’activité électrique cardiaque. Il n’y a pas de molécule
permettant d’augmenter le taux de survie apres arrét cardiaque chez I’homme [Stiell, Wells et
al., 2004]. Ce qui est surprenant étant donné les preuves expérimentales existantes qui
rapportent un effet bénéfique de plusieurs traitements vasoactifs sur la survie dans ces
conditions [Niemann, Cairns et al., 1992; Krismer, Wenzel et al., 2004]. Toutefois il est
important de noter que la premiére médication pour les patients a lieu en moyenne 18 min

apres I’appel des services médicaux d’urgence lors d’un arrét cardiaque extra-hdpital

19



[Rittenberger, Bost et al., 2006]. Il apparait donc important de développer de nouvelles
approches thérapeutiques afin de réduire les risques de déclenchement de la fibrillation

ventriculaire.

1.2 La fibrillation ventriculaire, une complication possible de
l’ischémie myocardique

1.2.1 L’ischémie

L’ischémie myocardique est définie comme un déséquilibre entre I’apport et les besoins
en oxygene et substrats [Rosano, Vitale et al.]. Au cours de I’ischémie myocardique, de
nombreuses altérations apparaissent tant d’un point de vue ionique, métabolique que

fonctionnel, pouvant conduire a 1’apparition de fibrillation ventriculaire.

1.2.2 Conséquences métaboliques de ’ischémie

Le myocarde requiert pour son activité contractile un apport énergétique, ou plus
exactement, un flux d’énergie, élevée. Ce flux élevé et permanent d’énergie assuré par la
synthése de molécules d’ATP est entretenu essentiellement par un métabolisme oxydatif,
nécessitant un apport important en oxygeéne. Ainsi, en conditions ischémiques, 1’équilibre
énergétique entre besoins et apports en oxygene et substrats est altéré. Ce déséquilibre
énergétique est responsable de modification des concentrations de phosphates a haute énergie,
dont une chute des concentrations d’ATP et phosphocréatine (PCr) myocardiques [Carvajal
and Moreno-Sanchez, 2003; Fragasso, Salerno et al., 2008; Lindbom, Ramunddal e? al.,
2008]. L’impact de I’ischémie myocardique sur le statut énergétique cardiaque sera développé

plus précisément dans la suite de I’introduction de cette these (paragraphe 2.2.3).
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De plus, I’ischémie myocardique partielle ou totale est responsable d’une altération de
la capacité des cardiomyocytes a produire du monoxyde d'azote (NO) réduisant ainsi la
vasodilatation adaptative [Rassaf and Luedike, 2010]. Il est proposé que ce phénomene
explique la baisse des capacités d’adaptation du réseau coronarien en cas de majoration des
demandes en oxygene particulierement lors de l'effort [Linke, Erbs et al., 2006]. D’ailleurs, la
fibrillation ventriculaire survient trés souvent lors d’un effort physique qui est responsable
d’une tachycardie et d’une augmentation des résistances vasculaires périphériques ou
postcharge. Dans ces conditions, ou le débit sanguin coronaire est réduit, le cceur ne peut
répondre a I’accroissement des demandes en oxygeéne. Ce phénomene justifie ’emploi de
substances capables de réduire la consommation myocardique en oxygene (MVO,;) (béta-

bloquants, inhibiteurs calciques, ivabradine...).

En outre, de récentes études tendent a prouver qu’une altération des fonctions
mitochondriales en rapport avec I’ischémie est probablement en cause dans les mécanismes
initiaux aboutissant au déclenchement de la fibrillation ventriculaire [Wang, Radhakrishnan et
al., 2007]. En effet, une ischémie transitoire provoquerait au niveau mitochondrial : 1) une
baisse de I’apport en O, ; ii) une perte des capacités d’absorption du Ca>" par la paroi
mitochondriale ; iii) ’ouverture de pores de transition des membranes avec libération de
facteurs pro-apoptotiques et de cytochrome c dans le cytoplasme et iv) une augmentation de la
production d’espéces réactives oxygénées communément appelées radicaux libres laquelle

induit une peroxydation lipidique des membranes mitochondriales.
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1.2.3 Altérations ioniques et cellulaires associées a I’ischémie

Les conséquences néfastes de 1’ischémie myocardique aigue sur le métabolisme
énergétique ne se limitent pas a la baisse de production des composés phosphorés riches en
énergie. En effet, diverses réactions liées au métabolisme énergétique produisent ou utilisent
des protons (H") [Dennis, Gevers et al., 1991; Avkiran, 2003], lesquels sont réutilisés en
conditions normoxiques. Lors d’une ischémie myocardique, le pH intracellulaire diminue
indiquant une accumulation d’ions H' intracellulaires. Cette accumulation est responsable

. . , FRpE— cr . +
d’une stimulation de 1I’échangeur Na /H" associée a un flux entrant d’ions Na .

A la suite d’une ischémie s’ajoute 1’absence d’un fonctionnement normal de la pompe
Na'/K'-ATPase, entrainant un défaut d’entrée d’ions K' [Shaw and Rudy, 1997; Rubart and
Zipes, 2005]. Ce phénomene s’aggrave avec la durée et I’'importance de I’ischémie et une
augmentation de la concentration intracellulaire d’ions Na' couplée a une diminution du
gradient transmembranaire Na’. Ce défaut d’entrée d’ions K est a la base des modifications
de la repolarisation ventriculaire pendant I’ischémie. Par ailleurs, la surcharge sodique
pourrait expliquer la réduction de I’entrée de Nat+ et de ce fait la durée, la vitesse de
dépolarisation et I’amplitude des potentiels d’action monophasiques [Schamroth and
Schamroth, 1984; Overholser, Zheng et al., 2008] et explique en partie la genese des
arythmies [Yoshiyama, Takeuchi et al., 1997; Gomez, Schwaller et al., 2002; Quinn, Currie e?

al., 2003].

De plus, la diminution du gradient transmembranaire sodique conduit a une diminution

e, , + 2+ . . . 2+ . .
de Pactivité de I’échangeur Na'/Ca™" favorisant la sortie d’ions Ca”', voire un fonctionnement
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. « q- , . 2+ .
en sens inverse, c'est-a-dire une entrée d’ions Ca” dans la cellule et une augmentation

excessive d’ions Ca®" lors de la diastole [Rubart and Zipes, 2005].

La Figure 1 illustre ’ensemble de ces changements ioniques qui font suite a une

1schémie myocardique.

Na* Na*HCO, Na*

Anaerobic
metabolism

Figure 1 : Schéma représentatif des mécanismes ioniques altérés lors de I’ischémie/reperfusion, menant a
I’accumulation de Na* et Ca*".

NHE-1, échangeur Na'/H" ; NBC, co-transporteur Na'-HCO;" ; Ch, canal Na* voltage-dépendant ;
PUMP, pompe Na*-K" ; NCE, échangeur Na'-Ca®". Figure issue de Gazmuri et al. [Gazmuri, Ayoub et al.,
2002].

Par ailleurs, I’ischémie myocardique est responsable du développement d’une
différence de polarité entre les cellules ischémiques et les cellules saines ce qui induit des
courants de lésions expliquant le sus-décalage plus ou moins important du segment ST
[Fischell, Fischell et al., 2005; Verrier and Nieminen]. Il est a noter que des arythmies

précoces (tachycardie ventriculaire, fibrillation ventriculaire...) apparaissent dans les toutes
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premieres minutes de I’ischémie myocardique et leur gravité est étroitement corrélée a la
survenue d’une tachycardie sinusale. A la phase tardive s’observent a nouveau plus
fréquemment des fibrillations ventriculaires dues a des macro-réentrées. Ces troubles du

rythme tardifs sont eux également dépendants de la fréquence cardiaque.

D’un point de vue fonctionnel, I’ischémie myocardique se traduit par une diminution
du débit coronaire en aval de I’occlusion créant une anomalie majeure de la cinétique
segmentaire du myocarde ventriculaire pouvant aller jusqu’a 1’akinésie [Cupo, Figueiredo et
al., 2007]. De plus, aprés 4 a 5 battements il apparait une altération rapide de la fonction
lusitrope ventriculaire gauche [Ootaki, Kamohara ef al., 2006]. Ces anomalies atteignent leur
maximum vers la 10°™ seconde avant méme que des troubles de la contraction ne se soient

installés.

Enfin, lors d’une ischémie-hypoxie la production de radicaux libres peut débuter
malgré un apport en oxygeéne réduit pouvant aboutir a des dommages cellulaires [Bertuglia

and Giusti, 2003; Bertuglia and Giusti, 2005; Nishino, Okamoto ef al., 2008].
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1.2.4 Les altérations de reperfusion

La reperfusion est 1’étape nécessaire a la préservation du myocarde et elle permet de
limiter les Iésions que I’ischémie engendre. Toutefois, la reperfusion elle-méme
s’accompagne de lésions et d’événements déléteres qui lui sont propres dont i) une
dégradation des propriétés mécaniques du muscle cardiaque tant pour la contraction que pour
la relaxation [Ferrari, 2000] qui peut toucher a la fois les régions ischémiques et les régions
saines ; 1) une baisse de I’excitabilité cellulaire avec 1’apparition de blocs de conduction
auriculoventriculaires et intraventriculaires (élargissement des complexes QRS) pouvant étre
a lorigine d’arythmies de réentrées [Friedman, 2007]; iii) des altérations du tissu
myocardique (myofibrilles, sarcolemmes, cedéme, accumulation de Ca’" intracellulaires et
foyers hémorragiques) apparaissent dés les premicres minutes de la reperfusion [Ojha, Roy ef
al., 2008]. Ces altérations physiopathologiques associées a la reperfusion sont désignées sous
le terme de 1ésions de reperfusion. Ces lésions, en s’ajoutant aux dégats qui se sont installés
durant I’ischémie, présentent des degrés d’intensité qui dépendent de la sévérité et de la durée
de I’ischémie. Par ailleurs, les arythmies de reperfusion sont d’autant plus graves que la
reperfusion est plus précoce du fait de 1’apparition de macro-réentrées [Das, Scott et al.] et
conduisent bien souvent au déclenchement de la fibrillation ventriculaire. Les fibrillations
ventriculaires consécutives a la reperfusion ne sont pas précédées d’extrasystolie alors que

celles qui apparaissent lors de 1’ischémie myocardique le sont.
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2. Role de la fréquence cardiaque

I1 est reconnu depuis longtemps que plus un animal est petit plus sa fréquence cardiaque
de repos est élevée et que son espérance de vie est plus courte qu’un animal plus gros de la
méme classe. Ceci s’explique par le ratio perte de chaleur (qui est fonction de la surface
corporelle) sur production de la chaleur (qui est fonction de la masse corporelle) qui augmente
lorsque la taille corporelle diminue. Aussi, la prévention d’une chute de la température
corporelle nécessite une augmentation du métabolisme corrélée a une augmentation de la

fréquence cardiaque [Levine, 1997].

Chez les mammiferes, a /’exception de I’Homme, il existe une relation linéaire inverse
entre la fréquence cardiaque et I’espérance de vie : la durée de vie augmente graduellement
avec la réduction de la fréquence cardiaque (Figure 2) [Levine, 1997]. Ainsi, comme illustré
dans la Figure 3, il semble que le nombre de battements cardiaques par durée de vie soit
prédéterminé chez les mammiferes et la relation entre le nombre de battements cardiaques
dans une vie rapporté a la masse corporelle est encore plus étroite. Ces observations suggerent
que malgré de grandes variations de masse corporelle et de fréquence cardiaque, le nombre
total de battements cardiaques dans une vie chez les mammiféres est remarquablement

constant.

L’équipe de Azbel rapporte que la consommation d’énergie par atome corporel par
battement cardiaque est identique chez tous les mammiferes, suggérant que la durée de vie est
prédéterminée par I’énergétique de base des cellules vivantes [Azbel, 1994]. 1l rapporte ainsi
que chaque atome consomme en moyenne 10 molécules d’oxygeéne par durée de vie et

environ 10”® molécule d’oxygene par battement cardiaque.
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Figure 2 : Relation semi-logarithmique entre la fréquence cardiaque de repos
et ’espérance de vie chez les mammiféres.

Figure issue de Levine [Levine, 1997].
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Figure 3 : Relation entre ’espérance de vie et le nombre de battements cardiaques total par durée de vie

Figure issue de Levine [Levine, 1997].
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Ainsi, une des possibilités pour rallonger son espérance de vie pourrait étre de diminuer
la consommation d’énergie via une réduction du nombre de battements cardiaques. Chez
I’Homme, par exemple, on compte 3 milliards de battements cardiaques en une vie. Ainsi, une
réduction de la fréquence cardiaque de 80 a 60 battements par minute (bpm) résulterait, de

maniere théorique, en une augmentation de 25% de 1’espérance de vie (Figure 4).

/ Fréquence cardiaque et espérance de vie \

/(3 mllllards de pulsatlons / Vlej\
50 bpm

200 bpm

60 bpm 80 bpm 100 bpm

115ans 29ans
) i) o

Figure 4 : Relation entre la fréquence cardiaque et ’espérance de vie.
Adapté de Cook et al. [Cook, Togni et al., 2006].

Pour une meilleure compréhension des effets de la baisse de la fréquence cardiaque sur
le systéme cardiovasculaire, il est important de considérer les mécanismes pathologiques liés
a une augmentation de celle-ci dans les maladies cardiovasculaires. En effet, plusieurs travaux
rapportent I’existence d’un lien entre une fréquence cardiaque élevée et diverses pathologies
cardiovasculaires ainsi qu’une augmentation de la morbi-mortalité cardiovasculaire [Palatini
and Julius, 1997a; Palatini and Julius, 1997b; Palatini, 2009]. Cependant, la relation entre la
tachycardie et la mortalité cardiovasculaire est encore assez complexe et beaucoup de
mécanismes sous-jacents semblent étre impliqués [Palatini and Julius, 1997b; Fox, Borer et

al., 2007; Reil and Bohm, 2007].
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2.1 Genese et controle physiologique de [Dactivité du nceud
sinusal

Chez I’Homme, et les mammiferes en général, 1’activité cardiaque spontanée est initiée
par une région spécifique du cceur : le nceud sinusal. En effet, bien que d’autres régions
cardiaques soient douée d’une activité électrique, comme le nceud auriculo-ventriculaire et les
fibres de Purkinje, le rythme cardiaque en conditions physiologiques est imposé par 1’activité
du nceud sinusal (activité pacemaker). Cette région est localisée dans 1’oreillette droite, a la
jonction du crista terminalis auriculaire et du tissu nerveux. Le nceud sinusal a été découvert
il y a plus d’un siécle par Keith et Flack [Keith and Flack, 1907] juste apres la découverte de
la jonction auriculo-ventriculaire par Tawara [Tawara, 1906; Silverman, Grove et al., 2006].
Le réle pacemaker dominant du nceud sinusal par rapport au nceud auriculo-ventriculaire et
aux fibres de Purkinje a été découvert par 1’équipe Gaskell chez la tortue a la fin des années
1800 [Gaskell, 1882; Gaskell, 1883]. De plus, le rythme intrinséque du nceud sinusal est plus
¢levé que celui du nceud auriculo-ventriculaire et des fibres de Purkinje masquant ces deux

derniers (Figure 5).

La fréquence cardiaque est donc principalement le reflet de I’activité du nceud sinusal
mais ne fournit pas d’information sur le reste du systéme de conduction cardiaque et sur le
myocarde ventriculaire qui peuvent étre dans certaines pathologies responsables d’arythmies

pouvant entrainer la mort subite [Verrier and Tan, 2009].
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Figure 5 : Représentation du systéme de conduction dans un cceur de mammifére.

OG, oreillette gauche ; OD, oreillette droite ; VG, ventricule gauche ; VD, ventricule droit.

L’activité du nceud sinusal est régulé via deux mécanismes : extrinséque et intrinseéque.
Sa régulation extrinseéque en réponse a une activité physique, mentale et aux états de veille
[Verrier and Josephson, 2009] est réalisée par I’activité des deux voies du systéme nerveux
autonome, la circulation hormonale et ’activité¢ baroréflexe (systéme cardiorespiratoire et
barorécepteurs). Sa régulation intrinseéque est, quant a elle, déterminée par les courants dit
pacemaker, dont le courant /; est le courant majeur [Mangoni and Nargeot, 2008; Verrier and

Tan, 2009].
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2.1.1 Controle extrinséque

Cette régulation du nceud sinusal est définie par 1’activité des deux voies du systéme
nerveux autonome, la circulation hormonale et [’activité baroréflexe. Les principaux
mécanismes d’augmentation de la fréquence cardiaque par le systéme nerveux autonome sont
I’accroissement de la pente de dépolarisation diastolique lente et la dépolarisation du potentiel
de repos en réponse a une libération de noradrénaline ou d’adrénaline. En revanche,
I’influence du systéme parasympathique, via 1’activité du nerf vague, induit une réduction de
la fréquence cardiaque. En effet, une libération d’acétylcholine augmente la perméabilité
membranaire aux ions potassium ce qui induit une hyperpolarisation des cellules du nceud
sinusal et finalement une diminution de la pente de dépolarisation diastolique lente [Verrier

and Josephson, 2009].

En dehors de la I’activité du systéme nerveux autonome, la régulation extrinseque de

I’activité du nceud sinusal se fait également via I’hypoxie, I’exercice ou la température.
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2.1.2 Controle intrinséque : les courants ioniques

Le contrdle de I’activité intrinseéque n’a été décrit que plus récemment avec ’apparition
des techniques électrophysiologiques de microélectrodes sur des préparations des cellules
isolées (techniques de « patch-clamp »). Ainsi, il a été¢ démontré que ’activité électrique
spontanée du nceud sinusal auriculaire est douée de propriétés particulieres [Mangoni and
Nargeot, 2008]. Contrairement aux cellules auriculaires ou ventriculaires, les cellules du
nceud sinusal ne possédent pas de potentiel de repos. A partir de la valeur la plus négative du
potentiel membranaire, appelée potentiel diastolique maximal, la membrane de ces cellules se
dépolarise lentement jusqu’a atteindre le seuil de déclenchement du potentiel d’action,
donnant naissance a un nouveau potentiel. Cette phase (phase4 du potentiel d’action
membranaire des cellules) est appelée dépolarisation diastolique lente et est a la base de
I’automaticité de I’activité électrique du tissu nodal, transmise a I’ensemble de cceur via le
tissu de conduction. Cette activité rythmique des cellules du nceud sinusal auriculaire est la
conséquence d’un effet coopératif de plusieurs types de canaux ioniques (Figure 6) [Mangoni

and Nargeot, 2008].

La premicre description en 1979 [Brown, Difrancesco et al., 1979] d’un courant entrant
activé par une hyperpolarisation membranaire dans une préparation de cellules pacemaker du
neeud sinusal auriculaire démontraient 1’existence d’un mécanisme capable de générer une
activité ¢lectrique spontanée et de modifier sa fréquence en présence d’une stimulation béta-

adrénergique.
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Dans les cellules sinusales auriculaires, la dépolarisation diastolique lente via le
potentiel diastolique maximal implique I’activation d’un flux ionique net entrant, capable de
générer et de maintenir cette phase. Il est admis que plusieurs mécanismes ioniques sont
responsables de la dépolarisation diastolique lente : (1) un courant de fond net entrant, /5, (bg
= background) démasqué rapidement par la désactivation du courant potassique retardé ; (i1)
un courant entrant calcique de type transitoire, /¢, 7 (T = Transitoire) ; (iii) enfin, un courant
entrant activé par une hyperpolarisation, /, (f = funny), appelé courant pacemaker [Mangoni

and Nargeot, 2008].

|Kr ______ A ___________________

ly  ----- M
...,
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Figure 6 : Schéma illustrant I’évolution en fonction du temps
des principaux courants ioniques impliqués dans I’activité sinusale spontanée.

I, = courant calcique lent ; I, 7 = courant calcique transitoire ; I, = courant potassique retardé ;
I, = courant pacemaker ; I,, = courant transitoire sortant ; Iy, = courant sodique.

Figure issue de Le Heuzey [Le Heuzey, 2004].
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2.1.2.1 Le courant de fond : I,

Comme pour la plupart des cellules excitables, les cellules du nceud sinusal possedent
un courant de fond qui est la résultante de plusieurs composantes. Il est principalement
constitué par la pompe sodium/potassium et 1I’échangeur sodium/calcium. La premiére est une
adénosine triphosphatase (ATPase) membranaire qui favorise la sortie de 3 ions sodium pour
I’entrée de 2 ions potassium, responsable d’un courant entrant net. Alors que I’échangeur
sodium/calcium permet I’entrée de 3 ions sodium et la sortie d’un ion calcium [Le Heuzey,
2004]. Contrairement au courant de fond des myocytes auriculaires, ventriculaires et des
cellules de Purkinje, celui des cellules nodales ne contient pas le courant Ik;, courant sortant
potassique responsable du maintient du potentiel de repos a des valeurs négatives (entre -90 et
-80 mV) proches du potentiel électrochimique des ions potassium [Bois and Lenfant, 1990;

Le Heuzey, 2004].

2.1.2.2 Le courant calcique de type T, Icar

Hagiwara et al. [Hagiwara, Irisawa et al., 1988] ont démontré la présence de deux types
de courants calciques dans des cellules sinusales de lapin : (i) le courant calcique de type lent,
Icar, ayant un seuil d’activation de -40 mV, (ii) et un courant calcique de type transitoire,
Ica 7, qui s’inactive plus rapidement et complétement en fonction du temps avec un seuil
d’activation de -60 mV. Ces auteurs étaient les premiers a rapporter un ralentissement de la
pente de dépolarisation diastolique lente aprés 'utilisation d’ions nickel bloquant le courant
Ic, 7 sans affecter le courant /¢, ;. Ces résultats suggerent la participation du courant /¢, ra la
phase de dépolarisation diastolique lente, tandis que le courant /¢,; participe d’avantage a la
phase de dépolarisation du potentiel d’action sinusal (phase ascendante systolique) [Ono,

Shibata et al., 2003].
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2.1.2.3 Canal pacemaker : courant I,

2.1.2.3.1 Canaux pacemaker

Le courant pacemaker /f est le courant majeur impliqué dans la dépolarisation diastolique
lente des cellules pacemaker et est régulé de facon directe pas I’AMPc intracellulaire [Vilaine,
2006]. Il s’agit d’un courant net entrant non spécifique, transporté par les ions sodium et
potassium (Figure 7). Son nom provient de sa particularité, en effet, il s’active pendant la
phase d’hyperpolarisation du potentiel d’action contrairement aux autres courants ioniques
qui s’activent apres une dépolarisation membranaire, d’ou le nom « funny ». Les études de
« patch-clamp » ont été les premicres a montrer que ce courant entrant est d’autant plus
important que le potentiel membranaire est négatif [DiFrancesco, Ducouret et al., 1989;

Mangoni and Nargeot, 2008].

Figure 7 : Schéma représentatif des courants sodiques et potassiques
impliquées des canaux pacemaker.

Adapté de Thollon ez al. [Thollon, Cambarrat et al., 1994].
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Le progres majeur dans la compréhension des mécanismes moléculaires a la base du
fonctionnement du canal pacemaker a été atteint suite au clonage des canaux activés par
I’hyperpolarisation sensible aux nucléotides cycliques (HCN) a la fin des années 1990
[Zagotta, Olivier et al., 2003]. Plusieurs isoformes de ce canal transportant le courant /; ont
été 1dentifiées, dont certaines localisées dans le nceud sinusal : les isoformes 1, 2, 3 et 4
[Clapham, 1998]. Ces canaux font partie de la super-famille des canaux voltage-dépendant
non sélectifs aux cations. Comme largement décrit dans la littérature [Biel, Schneider et al.,
2002; Rosenbaum and Gordon, 2004], ils posseédent 6 domaines transmembranaires (S1 a S6),
avec le domaine S4 fortement chargé positivement correspondant au « voltage sensor » et le
domaine P situé entre les segments S5 et S6 formant le pore permettant le passage et la
sélectivité des ions. Ces canaux HCN possedent également une partie N- et C-terminale
intracellulaire, dont la derniere correspond au site de fixation des nucléotides monophosphates

cycliques (AMPc) (Figure 8).
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Figure 8 : Représentation schématique des canaux HCN

Le canal HCN comporte 6 segments transmembranaires (S1 & S6), un domaine P formant un pore pour le
passage et la sélectivité des ions (P), une partie N- et C-terminale intracellulaire. Le « voltage-sensor » est
formé I’hélice du segment S4 fortement chargé positivement.

Figure issue de Verkek et al. [Verkerk, van Ginneken ez al., 2009].
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Ces quatre isoformes HCN ont été trouvés dans des cceurs de vertébrés, mais leur
expression varie en fonction du tissu cardiaque, de I’espéce, de 1’age et de 1’état
physiopathologique. Dans le myocarde, ce sont les cellules du nceud sinusal et les fibres de
Purkinje qui présentent le plus fort taux d’expression de ces protéines. [Shi, Wymore et al.,
1999; Han, Bao et al., 2002; Marionneau, Couette et al., 2005]. De plus, dans la plupart des
especes, I’expression majoritaire des canaux HCN dans le nceud sinusal est celle de 1’isoforme
HCN4 représentant environ 80% de 1’expression totale. Le reste de la transcription des canaux
HCN dans les cellules du nceud sinusal adulte correspond principalement aux isoformes
HCN2 [Moosmang, Stieber et al., 2001; Zicha, Fernandez-Velasco et al., 2005] et HCN1

[Shi, Wymore et al., 1999; Marionneau, Couette et al., 2005] (Tableau 1).

En outre, il existe une différence régionale dans I’expression de ces différentes isoformes
de canaux comme I’ont décrit Tellez ef al. [Tellez, Dobrzynski ef al., 2006]. En effet, ces
auteurs rapportent une expression augmentée des isoformes HCN1 et HCN4 au centre du

nceud sinusal de lapin par rapport a la périphérie.
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Tableau 1 : Expression de ’ARNm des canaux HCN dans le ceeur.

Reference Cell type Species Method?® HCN1 HCN2 HCN3 HCN4
Shi et al. 1999 SAN Rabbit RPA 189" 1% — 81%
Purkinje fibres Rabbit RPA 49% 11% - 40%
Ventricle Rabbit RPA = 100%% = =
Ventricle Rat RPA == 93% = 7%
Neonaltal ventricle Rat RPA . 82% — 18%
Ishii et al. 1999 SAN Rabbit N ND ND ND ++
Ventricle Rabbit N ND ND ND -
Atrium Rabbit N ND ND ND =
Moroni et al. 2001 SAN Rabbit N, ISH + ND ND ND
AVN Rabbit ISH o ND ND ND
Ludwig et al. 1998 Total heart Mouse N, ISH = + = ND
Yasui et al. 2001 Embrionic ventricle Mouse
9.5 dpc QPCR 36% 6% — 58%
18 dpc QPCR 199%F 459 = 36%
Moosmang et al. 2001 SAN Mouse ISH + + — +++
Ventricle Mouse ISH . ++ — +
Atrium Mouse ISH . + = +
Santoro et al. 1998 Total heart Mouse N = + — +
Human N - + ND ND
Ludwig et al. 1999 Total heart Human N e FF = +
Ventricle Human RT-PCR ND + ND +
Atrium Human RT-PCR ND + ND +
Seilert et al. 1999 Total heart Human N ND ND ND +

HCN, hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated; SAN, sinoatrial node; RPA, RNAse protection assay; N, Northern blot analysis; ISH, in situ hybridization;
QPCR, quantitative polymerase chain reaction; RT-PCR, nonquantitative PCR; AVN, atrioventricular node; dpc, days postcoitum; ND, not determined. Expression
levels: below detection level (—), just above background (=), low (+), moderate (++), high (+++).

“Each of the methods has specific intrinsic limitations. For this reason relative expression levels of HCN channel isoforms cannot be compared between the indi-
vidual studies.

"The percentage refers to the relative amount of a given HCN channel mRNA with respect to total HCN channel mRNA. The total expression of mRNA in rabbit
Purkinje fibres and ventricle is about 4% and 1%, respectively, of that found in rabbit SAN (Shi et al. 1999).

“ Total amount of HCN channel mRNA at 18 dpc corresponds to about 20% of the amount at 9.5 dpe.

Tableau issu de Biel ez al. [Biel, Schneider et al., 2002].

Ces quatre isoformes présentent des seuils d’activité, une cinétique et une sensibilité a
I’AMPc différents [Kaupp and Seifert, 2001; DiFrancesco, 2005]. Par exemple, les canaux
HCNI présentent un seuil d’activité plus positif, I’activité cinétique la plus élevée et la
sensibilité a I’AMPc la plus basse [Santoro, Liu et al., 1998; Ludwig, Zong et al., 1999a; Biel,
Schneider et al., 2002], alors que les canaux HCN4 sont activés plus lentement et tres
sensibles a I’AMPc [Ishii, Takano ef al., 1999; Ludwig, Zong et al., 1999b; Biel, Schneider et

al., 2002].
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2.1.2.3.2 Régulation autonome

En plus de contribuer essentiellement a la production d’une activité spontanée, le
courant pacemaker /r refléte également I’action chronotrope des neurotransmetteurs. En effet,
la région du nceud sinusal auriculaire chez les mammiferes est treés innervée par le systéme
nerveux autonome qui exerce une régulation directe sur I’activité pacemaker [Baruscotti,
Bucchi et al., 2005; Mangoni and Nargeot, 2008]. Ainsi, une stimulation béta-adrénergique
augmente le potentiel membranaire et 1’activité du courant pacemaker /, et donc la pente de
dépolarisation diastolique lente. Cette activation est déclenchée par une augmentation des
niveaux d’AMPc intracellulaire due a I’activation de I’adénylate cyclase via les récepteurs
béta-adrénergiques [Vilaine, 2006]. Il en résulte une diminution du temps de diastole et donc
une augmentation de la fréquence cardiaque. A I’inverse, une stimulation vagale entraine une
réduction de la fréquence cardiaque par diminution de ’activité¢ de 1’adénylate cyclase apres
activation des récepteurs muscariniques, réduisant ainsi les niveaux d’AMPc intracellulaire

[DiFrancesco and Tromba, 1988; Mangoni and Nargeot, 2008] (Figure 9).

Acétylcholine Noradrénaline

Figure 9 : Schéma représentatif des principaux courants des cellules du nceud sinusal auriculaire.
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2.2 Fréquence cardiaque et risque cardiovasculaire

La fréquence cardiaque est connue depuis longtemps pour étre le facteur le plus
important, en dehors de 1’activité contractile cardiaque, de la régulation de la consommation
myocardique en oxygeéne: MVO2 [Hall and Palmer, 2008]. Il est bien connu que
I’accroissement de la fréquence cardiaque augmente le risque de mortalité cardiovasculaire

[Cook, Togni et al., 2006].

En effet, depuis plusieurs années, des études soulignent 1’existence d’une corrélation
positive significative entre la mortalité cardiovasculaire, la mortalité¢ globale et la fréquence
cardiaque [Cook, Togni ef al., 2006]. Une des premieres €tudes a s’étre intéressée a cette
question a grande échelle date des années 1980 [Dyer, Persky et al., 1980]. Les auteurs ont
montré qu’il existait une relation positive entre la fréquence cardiaque et les différentes causes

de mortalité, en particulier coronaire et cardiovasculaire globale.

A Theure actuelle, les arguments cliniques et épidémiologiques démontrent que
I’augmentation de la fréquence cardiaque est un facteur prédictif de mortalité cardiovasculaire
[Palatini and Julius, 1997a; Palatini and Julius, 1997b; Palatini, 2009]. Les connaissances
actuelles suggerent deux mécanismes possibles : (i) la fréquence cardiaque a une action
directe sur la structure cardiovasculaire par un effet mécanique de la contrainte pulsatile ; (ii)
la fréquence cardiaque est le reflet d’une hyperactivité sympathique, elle-méme étant un
facteur de risque majeur du développement de Iésions athérosclérotiques et de ses
complications. Ainsi, certains auteurs suggerent qu’une fréquence cardiaque supérieure a 80-

85 bpm est considérée comme anormalement élevée car associée a une augmentation
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significative du risque cardiovasculaire [Palatini, 1999]. Une étude menée en France aupres
de 5 713 hommes actifs asymptomatiques, sans maladie cardiovasculaire décelable avec un
suivi par tests d’effort progressif standard sur une période de 23 ans a démontré que le risque
de mort subite et d’infarctus aigu du myocarde était augmenté chez les individus ayant une

fréquence cardiaque de repos supérieure a 75 bpm [Jouven, Empana ef al., 2005] (Figure 10).

[ Death from [J Nonsudden Bl Sudden death
any cause death from from myocardial
myocardial infarction
infarction
4.0
24
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23
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[
? 204 13 402
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S 15- 191 — S
229 21 27
104 286 33 11 14
0.5
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Figure 10 : Relation entre la fréquence cardiaque de repos et le risque de mortalité.

Sont représentés, les risques de mortalité de toute cause et de mort subite et non subite par infarctus du
myocarde. Le quintile le plus bas (groupe de référence) était composé d’individus dont la fréquence
cardiaque au repos était inférieure a 60 bpm.

Figure issue de Jouven ef al. [Jouven, Empana et al., 2005].
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2.2.1 Tachycardie et lésions athérosclérotiques

De maniere physiologique, I’artére est soumise en permanence a des contraintes
mécaniques pouvant, en conditions pathologiques, entrainer le développement de plaques
d’athéromes. Leur rupture est suivie de phénomenes de thrombose et d’une augmentation de
la rigidité¢ de la média. Dans des mode¢les animaux, il a été¢ démontré qu’une €lévation de la
fréquence cardiaque au repos favorise le développement de 1’athérosclérose par augmentation
des contraintes au niveau de la paroi artérielle [Kaplan, Manuck et al., 1987; Chatzizisis,
Coskun et al., 2007; Giannoglou, Chatzizisis et al., 2008]. Des études plus récentes rapportent
également qu’une fréquence cardiaque élevée augmente I’importance et la fréquence des
contraintes au niveau de la paroi artérielle ainsi qu’un raccourcissement du temps de diastole
qui facilite I’exposition de I’endothélium aux forces de cisaillement [Giannoglou, Chatzizisis
et al., 2008]. Cette augmentation du travail cardiaque et des contraintes imposées aux parois
artérielles favorise la croissance des cellules musculaires lisses et le dépdt de collagene, ce qui

aboutit au développement d’une rigidité artérielle.

De plus, des études angiographiques chez I’Homme ont montré qu’une augmentation
de la masse musculaire du ventricule gauche et de la fréquence cardiaque étaient associées a
une plus haute incidence de rupture de plaques dans les artéres coronaires [Heidland and

Strauer, 2001].
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2.2.2 Tachycardie sinusale et ischémie myocardique

Les cardiopathies ischémiques représentent aujourd’hui une cause majeure de morbi-
mortalité cardiovasculaire, en particulier dans les pays industrialisés. Malgré le recours aux
techniques de revascularisation de plus en plus fréquentes, le traitement médical reste
indispensable pour la majorité des patients. Par ailleurs, une revascularisation myocardique
n’est pas toujours recommandée [Saha and Marber, 2005]. Toutefois, I’efficacité¢ des
traitements médicaux habituels (béta-bloquants, dérivés nitrés...) est prouvée mais reste

limitée.

L’importance de la durée de diastole dans la perfusion myocardique n’est plus a
démontrer. En effet, la perfusion coronaire a lieu lors de la diastole qui représente une phase
importante pour [’oxygénation et I’apport en nutriments du myocarde. Ainsi, une
augmentation de la fréquence cardiaque est un facteur déclenchant ou aggravant la plupart des
épisodes d’ischémie myocardique par réduction du temps de diastole et donc la perfusion
myocardique et augmentation de la consommation d’oxygene. De plus, il est admis que la
tachycardie est le phénomene le plus délétere pour un cceur ischémique [Rosano, Vitale et
al.]. Ainsi une baisse de la fréquence cardiaque exercerait une action anti-ischémique liée a la
réduction de la MVO, et a ’augmentation du temps de perfusion en diastole [Guth, Heusch et

al., 1987; Heusch, Skyschally et al., 2008].
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En outre, une augmentation chronique de la fréquence cardiaque est un facteur
prédictif de mortalité cardiovasculaire plus particuliecrement chez les coronariens.
Inversement, la réduction de la mortalité cardiovasculaire observée avec 1’utilisation des béta-
bloquants et certains inhibiteurs calciques est attribuée en partie a la baisse de la fréquence
cardiaque qu’ils induisent [Nul, Doval et al., 1997; Vilaine, 2006; Rosano, Vitale et al.,

2010].

Plusieurs mécanismes ont été¢ avancé afin d’expliquer I’implication de la fréquence
cardiaque dans la mortalité d’origine ischémique, dont son role dans la genése de 1ésions
d’athérosclérose [Kaplan, Manuck et al., 1987; Custodis, Baumhakel ef al., 2008] et dans les

ruptures de plaques chez les coronariens comme décrit précédemment.

De plus, il a été démontré qu’il existe une relation inverse entre la fréquence cardiaque
et le seuil de fibrillation ventriculaire [Vaillant, Timour et al., 2008; Vaillant, Tsibiribi et al.,
2008; Zhou, Lei et al., 2009]. Ainsi, selon plusieurs auteurs, ce phénomene est responsable de
la fibrillation ventriculaire primaire et qui est donc lié a ’inadéquation entre 1’apport réduit en
oxygene et sa consommation exagérée : plus I’inadéquation est importante plus le risque de
fibrillation ventriculaire est élevé et inversement. En effet, une tachycardie tend a faciliter la
désynchronisation des cellules ventriculaires musculaires, en particulier dans un cceur soumis
a une ischémie myocardique, augmentant la MVO, et altérant la perfusion coronaire ce qui

peut conduire a la mort subite [Jouven, Empana ef al., 2005] (Figure 11).
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Chez les coronariens, il a été montré qu’une réduction de la fréquence cardiaque
permettait d’atténuer I’'impact délétere de 1’angine de poitrine et de 1’ischémie myocardique
[Rosano, Vitale et al., 2010]. En effet, I’étude de Stone et al. [Stone, Gibson et al., 1990]
rapporte que le propranolol qui induit une baisse de la fréquence cardiaque plus importante
que le diltiazem permet une meilleure prévention des épisodes d’ischémie myocardique
[Stone, Gibson et al., 1990]. D’autres études rapportent que ’effet bénéfique des béta-
bloquants est neutralisé lors de I’application d’un pacing auriculaire et donc du retour a la

normale de la fréquence cardiaque [Guth, Heusch et al., 1987; Aupetit, Frassati ef al., 1998].

Fréquence cardiaque 1

>
Athérosclérose

Stress oxydant 1
Stabilité de la plaque |

Insuffisance cardiaque + Epaisseur de la paroi artérielle 1
chronique
Tachycardiomyopathie 1 +
Demande en oxygene 1
Efficacité ventriculaire |
Relaxation ventriculaire | Ischémie
Consommation d’oxygene T
Durée de la diastole |
Perfusion coronaire |
Comorbidité
~— Remodelage

Hypertrophie cardiaque 1

Figure 11 : Réle de la fréquence cardiaque dans I’apparition de pathologies cardiovasculaire.
Figure adaptée de Reil ef al. [Reil, Reil ez al., 2009].
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2.2.3 Impact sur le métabolisme énergétique cardiaque

Comme précis¢ précédemment, 1’ischémie est responsable d’altérations myocardiques
notamment métaboliques. Ainsi, le métabolisme énergétique d’un cceur sain en conditions
normoxiques sera développé ci-apres afin de mieux comprendre I’impact de I’ischémie

myocardique sur ce métabolisme.

2.2.3.1 Métabolisme énergétique d’un cceur sain

L’ATP est la principale source d’énergie myocardique. En conditions normales,
presque toute la production d’ATP (>95%) myocardique est issue de la phosphorylation
oxydative mitochondriale. Le coeur a de faibles réserves en ATP et phosphocréatine : PCr
(~ 8 mM ATP et ~ 15 mM PCr) et un fort taux d’hydrolyse (0,5 umol/g de poids humide/s au
repos) ne lui permettant que quelques secondes d’autonomie [Mootha, Arai et al., 1997,
Gupta, Chacko ef al., 2009]. 1l existe donc un turnover tres rapide des réserves en ATP, soit
environ toutes les 10 secondes en conditions normales. Ainsi, le myocarde dépend d'un apport

continu et adéquat en oxygene et en substrats énergétiques [Stanley, Recchia ef al., 2005].

La machinerie métabolique est complexe et peut étre représentée par 3 principaux

mécanismes.

Le premier est I’utilisation des substrats énergétiques (Figure 12). Le cceur est un
organe omnivore qui utilise pour la production d’énergie principalement les acides gras et les
glucides (glucose et lactate), mais aussi les corps cétoniques et dans une proportion moindre
les acides aminés [Neely and Morgan, 1974; Stone, Gibson et al., 1990; Scolletta and

Biagioli]. En conditions normales, 60-90% de 1’acétyl-CoA entrant dans le cycle de Krebs
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provient de la béta-oxydation des acides gras, et 10-40% provient de 1’oxydation du pyruvate
issu du lactate et dans une proportion moindre de la glycolyse. Ainsi, la glycolyse contribue a
environ 5% de la production totale d’ATP, alors que 1’oxydation mitochondriale y contribue a
95%. L’oxydation de 1’acétyl-CoA issus des glucides et acides gras par le cycle de Krebs
conduit a la formation d’équivalents réducteurs (NADH) et de dioxyde de carbone (CO,)

(Figure 13).

Cependant, selon la nature du substrat énergétique métabolisé par le myocarde, la
quantité¢ d’oxygene utilisée pour la syntheése d’ATP est différente. L’acide gras est un meilleur
substrat que le glucose en termes de production d’énergie: 129 ATP par molécule de
palmitate oxydé sont produites contre 38 ATP par molécule pour le glucose [Neely and
Morgan, 1974]. En revanche, 1’oxydation d’une molécule d’acide gras, par exemple le
palmitate, consomme plus d’oxygene que 1’oxydation compléte d’une molécule de glucose.
Ainsi, le rapport ATP formé/oxygeéne produit qui représente le rendement énergétique, est de
2,6 pour le palmitate et 3,0 pour le glucose. Cette différence est sans conséquence en
conditions normoxiques mais pourrait devenir un facteur déterminant pour la fonction
cardiomyocytaire en situation de déficit en oxygeéne telle que I’hypoxie ou I’ischémie

[Scolletta and Biagioli, 2010].
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Figure 12 : Voies et régulation des substrats métaboliques myocardiques.

CPT-1, carnitine palmitoyltransférase-1 ; FAT, transporteur des acides gras /CD36 ; G6-P, glucose 6-
phosphate, GLUT ; transporteur du glucose ; MCT, transporteur des acides monocarboxylique ; PDH,

pyruvate déshydrogénase.

Figure issue de Stanley ef al. [Stanley, Recchia ef al., 2005].
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Figure 13 : Schéma représentatif du cycle de Krebs.

Le deuxiéme composant de
phosphorylation oxydative, c'est-a-dire la production d’énergie par la chaine respiratoire
mitochondriale. Les complexes de la chalne respiratoire mitochondriale (I a IV) permettent le

transfert des électrons du NADH a I’oxygene, au NAD et a 1’eau, créant ainsi un gradient

¢lectrochimique de protons a

I’ ATP synthase pour la production d’ATP par phosphorylation d’ADP [Scolletta and Biagioli,
2010]. Par la suite, la translocase des nucléotides adényliques (ANT) réalise 1’échange ATP —

ADP entre le cytoplasme et la mitochondrie, afin de permettre la sortie d’ATP vers le cytosol.

Figure issue de Berg [Berg, 2008].

travers la membrane interne mitochondriale. Ce gradient active
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Le troisiéme et dernier composant est le transfert et I'utilisation d’ATP déterminant le
transport et la consommation d’énergie par les myofibrilles cardiaques. Le transfert d’ATP est
rendu possible via le systéme créatine kinase (CK) (Figure 14) qui comporte ATP, ADP,
créatine (Cr), phosphocréatine (PCr) et phosphate inorganique (Pi). Ce systeme CK implique
le transfert de groupement phosphates entre la Cr et les nucléotides adényliques, réaction
catalysée par les différentes isoformes de la CK, au niveau cytosolique (MM-CK) et au

niveau de 1’espace inter-membranaire mitochondrial (mi-CK) [Neubauer, 1998].

Dans la cellule myocardique, la MM-CK est présente soit sous forme libre dans le
cytosol, soit fixée aux compartiments intracellulaires a proximité des ATPases (membrane

plasmique, myofilaments, réticulum sarcoplasmique).

Dans le compartiment cytosolique ’ATP est hydrolys¢ en ADP + Pi qui sont alors
transférés dans I’espace inter-membranaire mitochondrial afin de servir de substrats pour la
phosphorylation oxydative pour la resyntheése d’ATP (production d’ATP mitochondriale) [van
Beek, 2007]. L’ATP peut également étre resynthétisé a partir de la PCr et ’ADP, réaction
catalysée par la MM-CK couplée a I'ATPase de la myosine au niveau cytosolique. Cette
production nette d’ATP permet de maintenir un rapport ATP/ADP élevé, favorisant un

fonctionnement optimal de I'ATPase.

Ensuite, la mi-CK située dans I’espace inter-membranaire mitochondriale et couplée
aux phosphorylations oxydatives, catalyse la reformation de PCr et ADP a partir d’ATP et Cr
[van Beek, 2007]. L’ ADP libéré par la mi-CK est alors immédiatement disponible et stimule

la respiration mitochondriale qui est donc sous la dépendance de la mi-CK. La PCr est
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rapidement diffusée de la mitochondrie aux myofibrilles ou la MM-CK catalyse la formation

d’ATP a partir de PCr.

Le systeme créatine kinase joue un réle tampon afin de maintenir constant les niveaux
d’ATP. Le ratio PCt/ATP est un bon index du métabolisme énergétique cardiaque et une
valeur inférieure a 1,6 a été rapportée comme indice prédictif de mortalité cardiovasculaire
chez les patients présentant une cardiomyopathie dilatée. Par ailleurs, la littérature rapporte
qu'une augmentation de 20% du travail cardiaque provoque chez des patients atteints d'une
sévere coronaropathie une diminution du rapport PCr/ATP de 1,8 jusqu’a 0,9 pendant
I'exercice pour revenir a 1,3 apreés une phase de récupération de 2 min [Weiss, Bottomley et
al., 1990]. Cependant, I’analyse des niveaux d’ATP et PCr tissulaires chez les patients est
rendue difficile de par leur instabilité chimique lors de la collecte d’échantillons [Scolletta and

Biagioli, 2010].

Matrix

Mmch ohdrial Inner Membrane

Intermembrane Space

A'::'-e;.c. i .q.-: ef. r. a4 1IA. L\.\A.l\.l\. :.\.,q.. - ' L& _.' '\.:'." s -.‘ B A .!'\u' e .
MMM (il |r rLlLr |LFL|J) Mitechondrial Outer Membrane
SN I K x’ A

A AOCN,

Cytosol

Figure 14 : Schéma représentatif du systéme créatine kinase.

OxPhos, phosphorylation oxydative ; MIM, membrane mitochondriale interne ; MOM, membrane
mitochondriale externe. Figure issue de van Beek [van Beek, 2007].
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Figure 15 : Schéma résumant les 3 principaux mécanismes de la machinerie métabolique cardiaque.

Figure issue de Neubauer [Neubauer, 2007].

2.2.3.1.1 Meétabolisme des glucides

La voie glycolytique convertit le glucose-6-phosphate et NAD" en pyruvate et NADH,

ce qui permet de générer 2 ATP par molécule de glucose. Le NADH et le pyruvate produits

par la glycolyse sont soit utilisés dans la mitochondrie afin de générer du NAD" et CO,

(glycolyse aérobie), soit convertis en lactate et NAD" dans le cytosol (glycolyse anaérobie).
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La glycolyse s’effectue a partir du glucose exogeéne ou des réserves endogenes du
glycogene. Le transport du glucose a I'intérieur des myocytes est fonction du gradient de
glucose de part et d’autre du sarcolemme, il est rendu possible grace aux transporteurs de
glucose, principalement GLUT-4 et dans une moindre mesure GLUT-1 (Figure 12). Lors
d’une stimulation par I’insuline (ischémie, travail cardiaque augmenté) ou par I’activation de
I’ AMP-activated protein kinase (AMPKk) (exercice ou stress), les transporteurs de glucose sont
recrutés au niveau du sarcolemme, permettant une augmentation de I’utilisation de glucose

exogene [Stanley, Recchia et al., 2005].

La phosphfructokinase-1 (PFK-1) est une enzyme clé de la voie glycolytique et catalyse
la premicre étape irréversible du processus. Cette enzyme utilise I’ATP pour produire du
fructose 1,6-bisphosphate et est activée par ’ADP, AMP et Pi, alors qu’elle est inhibée par
I’ATP. Ainsi, la régulation de cette enzyme fait en sorte que la glycolyse augmente lors d’une
chute du potentiel de phosphorylation [Stanley, Recchia et al., 2005]. Le pyruvate formé lors
de la glycolyse a trois devenirs principaux : (i) la conversion en lactate, (ii) la décarboxylation

en acétyl-CoA et enfin (iii) la décarboxylation en oxaloacétate (OAA) ou malate (anaplérose).

La décarboxylation du pyruvate est 1’étape clé de I’oxydation des glucides et est
catalysée par la pyruvate déshydrogénase (PDH) (Figure 16). Au niveau -cardiaque,
I’oxydation du glucose et du pyruvate, ainsi que 1’activité de la PDH sont diminuées par une
forte oxydation des acides gras [Stanley, Recchia ef al., 2005]. En plus de la formation de
lactate et de I’oxydation par la PDH, le pyruvate peut rentrer dans le cycle de Krebs sous
forme d’OAA ou de malate. Cette réaction correspond a 1’anaplérose et a pour objectif de

maintenir les réserves d’intermédiaires du cycle de Krebs.
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Figure 16 : Régulation de ’oxydation du glucose et du lactate par la pyruvate déshydrogénase

Figure issue de Stanley ez al. [Stanley, Recchia et al., 2005].

2.2.3.1.2 Métabolisme des acides gras

Le bon fonctionnement du coeur repose sur un équilibre particulierement sophistiqué
des voies métaboliques lipidiques destinées a assumer I’utilisation et la transformation des

lipides en réponse aux besoins [Stanley, Recchia et al., 2005].

Le taux de capture des acides gras par le cceur est déterminé par la concentration
plasmatique d’acides gras non estérifiés qui varie chez ’Homme sain au cours de la journée,
ou lors d’un stress métabolique (ischémie, diabéte...). Les acides gras entrent dans la cellule
cardiomyocytaire soit par diffusion passive soit via des transporteurs transmembranaires dont
la translocase des acides gras (FAT dont la protéine CD36 est la forme la plus abondamment
exprimée dans le coeur) ou la protéine de liaison aux acides gras de la membrane plasmique

(FABPpm) [Stanley, Recchia et al., 2005]. Apres leur entrée dans les cellules, ils sont activés
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par passage sous la forme d’acyl-CoA par 1’acyl-CoA synthase. Le produit de 1’acyl-CoA
synthase, c'est-a-dire les acyl-CoA a chaine longue, peuvent alors étre soit estérifiés en
triglycérides phosphate acyl-transférase, soit transférés a I’intérieur de la matrice
mitochondriale via un systéme de transport carnitine-dépendant qui met en jeu 3 enzymes : la
carnitine palmitoyltransférase-I (CPT-1) située sur le feuillet externe de la membrane
mitochondriale, la carnitine/acylcarnitine translocase et la carnitine palmytoyltransférse-2
(CPT-2) située sur le feuillet interne de la membrane mitochondriale [van der Vusse, van
Bilsen et al., 2000; Stanley, Recchia ef al., 2005]. Une fois rentré, 1’acyl-CoA est soumis a la
béta-oxydation qui aboutit a la formation d’acétyl-CoA, lequel entre ensuite dans le cycle de
Krebs. Seuls les acides gras a chaine longue sont concernés par ce systeme de transport, les
acyl-CoA a chaine moyenne et courte entrant dans la mitochondrie par diffusion. Cette
navette carnitine, et plus particulierement la CPT-1, est I’étape limitante dans la dégradation
mitochondriale des acides gras. Lors de la béta-oxydation sont également produit en plus de
I’acétyl-CoA, des équivalents réducteurs, le NADH et le FADH2 [Stanley, Recchia et al.,

2005] (Figure 17).
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Figure issue de Stanley ef al. [Stanley, Recchia ez al., 2005].

2.2.3.2 Métabolisme énergétique d’un cceur ischémique

L’ensemble des mécanismes métaboliques décrits précédemment suppose un apport en
oxygene suffisant pour une adaptation instantanée de la balance énergétique entre production
d’énergie a partir des substrats et besoins (Figure 18.A). Advenant une ischémie, le premier
facteur limitant le métabolisme du cceur ne sera pas les substrats mais I’oxygene pour le bon
fonctionnement de la phosphorylation oxydative. Dans de telles conditions, le coeur passera
progressivement d’un métabolisme oxydatif et majoritairement lipidique a un métabolisme
majoritairement glucidique s’accompagnant d’une augmentation de la glycolyse (Figure

18.B).
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Dans les prochaines sections seront décrits les changements métaboliques qui
prévalent lors d’une ischémie de type modéré a sévere. Il convient de préciser que seuls les
changements suite a une insulte ischémique aigué seront abordés dans cette these. Toutefois,
il est connu que des conditions d’ischémie chronique qui prévalent entres autres chez les
patients coronariens conduisent a des modifications dans I’expression des génes métaboliques

et a la mise en place de mécanismes d’adaptation.
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Figure 18 : Schéma représentatif du contrdle du métabolisme énergétique cardiaque en normoxie (A)
et sous ischémie (B).

Figure issue de Foretz et al. [Foretz, Taleux et al., 2006].
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2.2.3.2.1 Ischémie modérée

Une ischémie modérée résulte en une diminution de la MVO, qui est couplée a une
augmentation de 1’état de phosphorylation (ADP/ATP) et de 1’état redox (NADH/NAD").
L’augmentation du rapport ADP/ATP méne a une augmentation de la glycolyse alors que
I’augmentation du rapport NADH/NAD+ mene a une réduction de 1I’oxydation du pyruvate et

une augmentation de la production de lactate [Salem, Stanley ez al., 2004].

Plus précisément, la glycolyse devient en partie anaérobie, ce qui fait chuter le nombre
d’ATP produits (2 a la place de 38) en dessous de la demande cellulaire. Le cardiomyocyte
est donc placé en déficit énergétique. En plus de cette diminution en ATP, une accumulation
d’ADP et AMP est observée, activant I’AMPk laquelle active la PFK, et donc la glycolyse,
mais aussi inhibe 1’acétyl-CoA carboxylase. Le malonyl-CoA chute et I’inhibition de la
CPT-1 est levée. Les acyl-CoA entrent librement dans la mitochondrie augmentant ainsi la
béta-oxydation. Ce phénomene est renforcé par ’action centrale des catécholamines qui
stimulent la lipolyse des adipocytes, libérant des acides gras dans la circulation sanguine, ce
qui augmente leurs disponibilités pour le cceur. Toutefois, une activité de béta-oxydation
résiduelle dans un contexte ou 1’apport en oxygeéne pour la phosphorylation oxydative est
limitant, peut avoir des conséquences néfastes pour la cellule. En fait, ceci peut mener a
I’accumulation de divers métabolites, soit des intermédiaires de la voie de béta-oxydation et
des équivalents réduits, lesquels pourraient bien contribuer non seulement a inhiber les
réactions enzymatiques du cycle de Krebs mais aussi a favoriser la production d’anions
superoxydes par la chaine respiratoire, principalement au niveau du complexe I. Pour contrer

ces potentiels effets néfastes d’une augmentation de 1’activité de la béta-oxydation en
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conditions ischémiques, des interventions visant a inhiber cette voie (par exemple avec la

trimétazidine) sont proposées.

2.2.3.2.2 Ischémie sévere

Dans des conditions d'ischémie sévere, la diminution de 1’apport en oxygeéne conduit a
I’arrét total du métabolisme aérobie. La glycolyse anaérobie qui s’effectue sous 1’action de
phosphorylase, fournit alors plus de 80% de la production de phosphates a haute énergie
[Jennings, Reimer et al., 1983; Zhou, Huang et al., 2008]. Le débit coronaire étant réduit, et
par conséquent I’apport en glucose, le glycogeéne intracellulaire est alors utilisé. Bien que la
glycolyse soit stimulée dans ces conditions, la production d’ATP devient peu rentable si elle
aboutit a la formation de lactate et non de pyruvate. La stimulation de la glycolyse
accompagnée d’une inhibition de 1’oxydation du glucose, induit, via ’hydrolyse de ’ATP
(glycolyse anaérobie), une production excessive de protons [Dennis, Gevers et al., 1991].
C’est ce découplage entre glycolyse et oxydation du glucose, dans une condition ou I’entrée
de protons dans la mitochondrie est aussi inhibée, qui produit la majorité des protons lors de
I’ischémie myocardique. Il s’ensuit une acidose intracellulaire, puis un effondrement des
réserves en phosphates a haute énergie dont une chute des concentrations de PCr plus précoce

que ’ATP et finalement une accumulation de phosphates inorganiques, d’ADP et AMP.

Ces facteurs biochimiques participent a ’altération de la contractilité du myocarde
soumis a I’ischémie [Ferrari, Pepi ef al., 1998], conduisant a 1’état de quiescence seulement
quelques minutes aprés le début de I'ischémie. Ceci peut-étre considéré comme un
mécanisme protecteur pour le myocarde car il permet une réduction importante de 1’oxydation

mitochondriale et donc de la consommation d’oxygene [Ferrari, Pepi ef al., 1998].
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La dysfonction ventriculaire peut étre réversible si les facteurs responsables de
I’ischémie, tels qu’une tachycardie, une augmentation du travail cardiaque ou une réduction
de I’apport en oxygene, sont levés. Cependant, cette dysfonction ventriculaire peut persister
plusieurs heures, voire plusieurs jours chez les patients aprés un épisode
d’ischémie/reperfusion, aboutissant a un « stunning » ou sidération myocardique caractérisée

par des altérations métaboliques spécifiques [Ferrari, Pepi et al., 1998].

L’ischémie peut persister pour des durées plus longues entrainant alors la mort
cellulaire. En clinique, cette situation décrit la phase aigue de I’infarctus du myocarde. D’un
point de vue métabolique, une ischémie prolongée résulte en une diminution du pH
intracellulaire et une augmentation progressive de la pression de repos et de la « rigidité
myocardique ». L’augmentation précoce de lactate est suivie d’une diminution des
concentrations d’ATP et de PCr tissulaire myocardique [Ferrari, Pepi et al., 1998]. Ainsi,
apres une stimulation initiale, la glycolyse anaérobie est inhibée par une acidose plus sévere.
A cette étape, des modifications ioniques importantes apparaissent dont une déplétion en K"
et Mg2+, et une surcharge du Na™ et du Ca®" intracellulaire : les concentrations tissulaires
globales de Ca®’ restent inchangées alors que les concentrations mitochondriales sont
augmentées, indiquant une redistribution intracellulaire de cet ion [Ferrari, Pedersini et al.,

1993].

L'ATPase des myofibrilles, qui consommait habituellement la majorité de ' ATP formé
par le métabolisme adrobie, est inactivée et la contraction est tres affectée dans la zone

ischémique. Il est important de noter que dans le myocarde ischémique, 30-35% de I'ATP est
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dépensé par 1'ATPase des mitochondries [Jennings, Reimer ef al., 1983; Kobara, Tatsumi et

al., 1996].

Aussi, les dommages structuraux et fonctionnels des mitochondries sont des
¢vénements précoces de I’ischémie [Lesnefsky, Moghaddas et al., 2001]. La mitochondrie
participe également au paradoxe de la reperfusion [Ferdinandy, Schulz et al., 2007] ; en effet,
la restauration des fonctions mitochondriales dépend de la durée et de I’importance de
I’ischémie. La reperfusion favorise la production de radicaux libres, la surcharge calcique
mitochondriale, qui prédisposent a ’ouverture du pore de transition membranaire et a la

libération de cytochrome c a I’origine d’un processus apoptotique.

2.2.3.3 Métabolisme énergétique et fibrillation ventriculaire

Comme décrit précédemment, les réserves myocardiques en ATP, principale source
d’énergie, sont faibles, expliquant le couplage étroit entre sa synthése et son hydrolyse. La
fibrillation ventriculaire maintient des besoins €nergétiques myocardiques comparables a un
ceeur travaillant [Ditchey, Goto et al., 1992; Gazmuri, Berkowitz et al., 1999; Gazmuri,
Ayoub et al., 2002]. Ainsi, lors de sa survenue et de I’arrét de la circulation coronaire, un
déséquilibre énergétique important apparait conduisant a une ischémie myocardique globale
[Kette, Weil et al., 1993]. Malgré l'absence de contractions fonctionnelles au cours de la
fibrillation ventriculaire, les myocytes restent métaboliquement actifs. Ceci s’explique en
partie par les forts taux de catécholamines endogenes [Lindner, Ahnefeld et al., 1990;

Angelos, Ward ef al., 1994].
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A la suite de privation en oxygéne, la phosphorylation oxydative cesse et le
métabolisme énergétique passe rapidement a un mode anérobie. Cependant, la production
d’ATP via la glycolyse anaérobie ne permet pas de compenser 1’hydrolyse d’ATP afin de
maintenir I’équilibre énergétique. Il en résulte donc une perte immédiate des réserves

myocardiques en PCr et plus tardivement en ATP [Neumar, Brown et al., 1991].

Si la reperfusion est rétablie rapidement, une récupération presque totale des réserves
en PCr peut avoir lieu [Piper, Noll ef al., 1994; Angelos, Griffith et al., 1995]. Toutefois,
seulement une régénération partielle d'ATP se produit en raison notamment de la lenteur de
synthése de novo d'ATP, comme rapporté par Angelos et al. aprés 90 min de reperfusion

[Angelos, Torres et al., 2000].
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3. Moyens pharmacologiques de lutte contre Ila
tachycardie sinusale.

Comme indiqué précédemment, I’inotropisme et le chronotropisme cardiaques sont les
facteurs importants de la MVO; et réduire leurs influences est un objectif fondamental du
traitement de 1’insuffisance coronaire. Cependant, les performances contractiles du coeur sont
altérées précocement dans les pathologies ischémiques, il est donc dangereux de vouloir les

diminuer davantage.

Ainsi, un des objectifs principaux dans le traitement de I’insuffisance coronarienne et
notamment dans la prévention de la fibrillation ventriculaire primaire, est de rétablir un

équilibre entre la consommation et la demande en oxygene.

Or, si peu de médicaments sont capables d’accroitre le flux sanguin en cas d’occlusion
coronarienne, la réduction des besoins peut étre obtenue avec un grand nombre de
médicaments tels que les béta-bloquants ou inhibiteurs calciques. Des tentatives ont déja été
faites avec les antiarythmiques de classe I de Vaughn Williams pour prévenir la fibrillation
ventriculaire. Cependant, ces antiarythmiques ne sont pas parvenus a réduire la mortalité
qu’ils ont méme aggravée dans de vastes essais randomisé€s, contrdlés vs. placebo. Ces essais
ont été réalisés avec les antiarythmiques les plus récents et les plus actifs de 1’époque, classés
comme produits Ic, tels que l'encainide et le flécainide [1989; Echt, Liebson et al., 1991].
Certes, 1'échec pouvait étre rapporté a la dépression de la conduction intraventriculaire
particulierement accentuée avec ces produits, mais les antiarythmiques de type Ib comme la
lidocaine ont abouti au méme résultat en dépit de leur influence bien moindre sur la

conduction [Hine, Laird ez al., 1989; Antman and Berlin, 1992].
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Des travaux réalisés dans le laboratoire de Pharmacologie Médicale de Lyon sur un
modele porcin de striction coronaire bréve équivalent & un spasme coronaire menant a la
fibrillation ventriculaire sont venus confirmer pleinement les données cliniques en ce qui
concerne les produits Ic [Faucon, Aupetit ez al., 1991; Timour, Aupetit et al., 1991; Aupetit,
Timour et al., 1993; Bui-Xuan, Aupetit et al., 1997] et Ib [Aupetit, Timour et al., 1993;
Timour, Aupetit et al., 1994; Aupetit, Timour et al, 1995] et n'ont pas révélé de
comportement différent des produits Ia tel que le disopyramide par exemple [Timour, Aupetit

et al., 1994].

L’importance du réle joué¢ par la tachycardie dans I’apparition des Iésions
athérosclérotiques indique qu’une diminution de la fréquence cardiaque pourrait retarder
I’apparition de ces l1ésions. L’équipe de Bassiouny [Bassiouny, Zarins ef al., 1994] a démontré
que chez le singe soumis a un régime enrichi en cholestérol, 1’épaisseur des plaques
d’athérosclérose développées au niveau aorto-iliaque était corrélée au produit de la fréquence
cardiaque et de la pression artérielle moyenne. Dans ce modele, la réduction de la fréquence

cardiaque a permis de retarder le développement des Iésions athérosclérotiques coronariennes.

Par ailleurs, la relation qui existe entre la fréquence cardiaque et le temps de diastole
lors d’un battement cardiaque n’est pas linéaire, une diminution méme faible de la fréquence
cardiaque induit une augmentation importante de la perfusion diastolique coronaire [Borer,
Fox et al., 2003; Sulfi and Timmis, 2006]. A noter qu’une réduction de la fréquence cardiaque
semble également faciliter le développement du réseau coronaire chez I’animal ainsi que la

circulation coronaire chez I’homme [Zheng, Brown et al., 1999].
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Ainsi, une réduction de la fréquence cardiaque s’avere étre un des objectifs les plus
importants dans le traitement des pathologies cardiovasculaires dont 1’angine de poitrine.
Dans ce travail nous comparons D’efficacité d’un des traitements les plus utilis¢ dans
I’insuffisance coronarienne, les béta-bloquants, a un inhibiteur du courant pacemaker

I’ivabradine.

3.1 Les béta-bloquants

Les béta-bloquants sont connus de longue date comme étant de bons antiarythmiques
cardiaques. Ils sont particulierement utilisés dans la prévention de la mort subite due a des
tachyarythmies ventriculaires associées a une ischémie myocardique aigu€, syndrome du QT
long conggénital, et l'insuffisance cardiaque congestive. De nombreuses études rapportent que
les béta-bloquants, en tant qu’antiarythmiques, réduisent I’incidence de mort subite d’origine
cardiaque, prolonge la survie chez les patients présentant une pathologie cardiaque [Singh,
2005]. Par ailleurs, comme rapporté dans plusieurs études, un tiers des individus hypertendus
présentent des signes cliniques d’activité sympathique accrue [Palatini, Longo et al., 2006].
Ainsi, les molécules capables de réduire la pression artérielle et la fréquence cardiaque par
réduction de I’activité sympathique ou blocage des effets périphériques, sont particulierement
bénéfiques dans le traitement de cette pathologie. De plus, comme mentionné précédemment,
une diminution de la fréquence cardiaque permet de réduire 1’impact délétere au niveau
hémodynamique de la tachycardie. Les béta-bloquants, par réduction de la fréquence
cardiaque, diminuent la MVO, et permettent une redistribution du débit coronaire au profit

des couches sous-endocardiques en allongeant la durée de diastole [Palatini, 2009].
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Cependant, en contradiction avec les résultats obtenus chez les patients en post-
infarctus, D’efficacité des béta-bloquants chez les sujets hypertendus s’est avérée plus faible
que prévue sur une base €pidémiologique [Lindholm, Carlberg et al., 2005; Khan and

McAlister, 2006].

Malgré la réduction de la fréquence cardiaque et la prévention de ’angine de poitrine
chez les coronariens, les béta-bloquants sont associés a plusieurs effets indésirables tels
qu'une hypotension, une dépression, une dysfonction érectile ainsi qu’une aggravation des
pathologies intrinséques du nceud auriculo-ventriculaire, des pathologies obstructives
pulmonaires ou de I’hyperlipidémie [Sulfi and Timmis, 2006]. De plus, un traitement aux
béta-bloquants peut également étre responsable d’une prise de poids [Palatini, 2009] et d’un

développement de diabéte.

Dans une méta-analyse récente qui rassemblait 12 études, regroupant 94 492 patients,
Bangalore et al. ont démontré que le traitement aux béta-bloquants aboutissait a une
augmentation de 22% du risque d’apparition de diabéte en comparaison a un traitement avec
des agents antihypertenseurs non diurétiques [Bangalore, Parkar et al., 2007]. En outre, des

effets « rebonds », parfois fatal, ont été rapportés lors de 1’arrét d’un traitement a court terme.
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3.2 L’ivabradine

L’ivabradine (IVA) ou 3-(3-[((7S)-3,4-dimethoxybicyclo[4,2,0]octa-1,3,5-trien7-
yl)methyl] methylamino}propyl)-1,3,4,5-tetrahydro-7,8-dimethoxy-2H-3-benzazepin-2-one,
hydrochloride) (Figure 19), découvert et mis au point par I’Institut de Recherches Servier,
représente l'une des plus importantes percées en soins cardiovasculaires des deux derniéres
décennies. L’ivabradine est le premier agent de réduction de la fréquence cardiaque pure. Il
agit par inhibition sélective et spécifique du courant pacemaker /f [Thollon, Cambarrat et al.,
1994; DiFrancesco and Camm, 2004] qui contrdle la dépolarisation diastolique spontanée au
niveau du nceud sinusal et régule la fréquence cardiaque. Cette inhibition est responsable
d’une diminution de la pente de dépolarisation diastolique lente [Thollon, Cambarrat et al.,
1994] et donc d’une réduction de la fréquence cardiaque sinusale. Ces effets sont spécifiques
du nceud sinusal, sans effet sur la conduction intra-cardiaque [Camm and Lau, 2003], la
contractilit¢ myocardique [Vilaine, Bidouard ef al., 2003] ou la repolarisation ventriculaire.
Contrairement aux béta-bloquants, qui constituent le traitement le plus courant contre 1'angor
stable, ’'IVA n'est associ¢ a aucun probléme d'ordre sexuel, a aucun effet respiratoire

indésirable provoqué par une constriction ou un spasme des voies respiratoires.

Les propriétés de I'IVA décrites lors des études pré-cliniques ont été confirmées chez
I’homme en particulier pour (i) sa sélectivité électrophysiologique par inhibition du courant /;
et donc réduction de la fréquence cardiaque sinusale sans modification de la conduction
auriculo-ventriculaire et de la repolarisation membranaire, (ii) sa sélectivité¢ hémodynamique
qui permet le maintient de la fraction d’¢jection chez des patients présentant un
dysfonctionnement ventriculaire gauche, et maintient de la contractilit¢ myocardique
(contrairement au béta-bloquants), (iii) son action anti-ischémique d’un niveau comparable a

celui d’un béta-bloquant.
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Figure 19 : Schéma représentatif de la molécule d’ivabradine.
J. Med. Chem., 1990, 33 (5), 1496-1504.

3.2.1 Efficacité clinique

L’ivabradine a montré son effet anti-angineux et anti-ischémique aux doses de 5 et
10 mg deux fois par jour dans plusieurs études cliniques randomisées vs. d’autres stratégies

pharmacologiques de traitement [Diaz and Tardif, 2006; Fox, 2006; Tardif, 2007].

Tardif et al., lors de I’étude « International Trial on the Treatment of Angina With
Ivabradine » (INITIATIVE) ont comparé les effets anti-angineux et anti-ischémiques de
I’tvabradine avec ceux d’un béta-bloquant, I’aténolol [Tardif, Ford et al., 2005]. Dans cet
essai en double-aveugle, 939 patients présentant une angine de poitrine stable ont recu de
I’IVA (2 la dose de 5 mg deux fois par jour pendant 4 semaines puis 7,5 ou 10 mg deux fois
par jour pendant 12 semaines) ou de I’aténolol (a la dose de 50 mg pendant 4 semaines et
ensuite 100 mg pendant 12 semaines). Tous les patients ont subi un test d’effort sur tapis
roulant lors de la randomisation et a 4 et 16 semaines de traitement. Les résultats de cette
¢tude démontrent la non-infériorit¢ de I'IVA par rapport a I’aténolol chez les patients

présentant une angine de poitrine stable.
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Par la suite, Ruzyllo ef al., ont comparé les effets anti-angineux et anti-ischémiques de
I’IVA avec I’amlodipine (un antagoniste calcique) [Ruzyllo, Tendera et al., 2007]. Dans cette
¢tude clinique en double-aveugle, 1195 patients avec des antécédents d’angine a 1’effort ont
recu de I’'IVA (a la dose de 7,5 mg ou 10 mg deux fois par jour) ou de I’amlodipine (a la dose
de 10 mg une fois par jour). Les patients ont été¢ soumis a des tests de tolérance a I’exercice en
vélo avant le début du traitement et ensuite une fois par mois, pendant 3 mois. Les résultats
rapportent que chez ces patients angineux, I’IVA a un effet comparable a I’amlodipine en ce
qui concerne I’amélioration de la tolérance a I’exercice et un effet supérieur sur la réduction
du produit pression-fréquence (utilisé comme marqueur de la consommation myocardique en

oxygene).

De plus, 1’équipe de Lopez-Bescos a étudié¢ 1’effet de I'IVA a plus long terme chez les
patients avec angine de poitrine. Dans cette étude, 386 patients présentant une angine de
poitrine chronique ont recu de I'IVA (a la dose de 5 ou 7,5 mg deux fois par jour) pendant 12
mois. Le nombre de crise d’angor par semaines a ¢té évalué ainsi que la consommation de
dérivés nitrés a action rapide sur toute la durée de traitement [Lopez-Bescos, Filipova et al.,
2007]. Les résultats de cette étude ont rapporté que I’'TVA était bien tolérée et présentait une
efficacité anti-angineuse chez les coronariens recevant un traitement anti-angineux

concomitant.

Enfin, I’équipe de Joannides et al., a comparé les effets de I'IlVA a ceux d’un béta-
bloquant sur la fonction cardiaque et hémodynamique au repos, lors d’un test tilt et lors d’un
exercice sur 9 volontaires sains ayant re¢u de 1’ivabradine (30 mg), du propranolol (40 mg) ou
un placebo. Ces auteurs rapportent que pour une diminution semblable de la fréquence

cardiaque au repos et a I’exercice, 1’administration aigue d’IVA réduit la consommation en
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oxygeéne myocardique de fagon similaire au béta-bloquant mais sans induire d’altération de la

fonction cardiaque [Joannides, Moore ef al., 2006].

3.2.2 Tolérance et effets indésirables

Actuellement, les données cliniques sur I’'IVA sont nombreuses. L’ensemble de ces
études rapportent que I’ivabradine est en général bien tolérée. L’effet indésirable
fréquemment rapporté (14% des patients) consiste en des troubles visuels dont les
phosphenes, sensations lumineuses pergues par 1'eeil et non provoquées par la lumicre, et qui
résulteraient de I'inhibition du courant /;, des cellules rétiniennes, courant identique au courant
Ir. Dans la plupart des cas, ils disparaissent spontanément au cours du traitement, et sont
toujours réversibles a I’arrét du traitement. En plus de ces troubles visuels, il a été rapporté

quelques cas de bradycardie, environ 3% des patients ayant recu I’'IVA.

3.2.3 Indications

L’Agence Européenne des Médicaments a approuvé I’emploi de I'IVA pour le
traitement de 1’angor stable chronique chez les patients ayant un rythme sinusal normal et
présentant une contre-indication ou une intolérance aux béta-bloquants. Cependant, ’'IVA est
contre-indiqué chez les patients présentant une bradycardie (fréquence cardiaque inférieure a

60 bpm), un bloc cardiaque ou arythmies.
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OBJECTIFS

L’objectif de ce travail de thése a été d’évaluer I'impact d’une réduction de la

fréquence cardiaque par administration d’IVA sur la propension a la fibrillation ventriculaire

d’origine ischémique et de comprendre quel(s) mécanisme(s) seraient impliqués.

Ainsi, dans une premi¢re partie de ce travail nous avons évalué¢ I’impact d’une

réduction de la fréquence cardiaque sur le risque de déclenchement de la fibrillation

ventriculaire sur un modele porcin de striction coronaire bréve mais totale menant a la

fibrillation ventriculaire. Ces travaux ont été réalisés au laboratoire de Pharmacologie

Meédicale (INSERM ERI22, Lyon, France) du Dr. Q. TIMOUR. La propension a la fibrillation

ventriculaire a été évaluée par mesure du seuil électrique de fibrillation ventriculaire (SEFV)

et du temps de son déclenchement (TDFV). L’effet de cette réduction a également été évalué

sur :

sur les modifications morphologiques (macroscopique et microscopique) avec la
détermination de la taille de 1’aire ischémiée par histoenzymologie, de
I’ultrastructure  cellulaire en microscopie électronique (mitochondries,
noyaux...), de I’apoptose ;

sur les modifications fonctionnelles avec 1’évaluation du flux sanguin
myocardique régional par tomographie par émission de positons ;

sur le statut énergétique cardiaque par détermination des concentrations
myocardiques des composés phosphorés riche en énergie en spectroscopie
RMN ;

sur I’activité d’enzymes impliquées dans le métabolisme énergétique cardiaque.

72



Afin de mieux comprendre I’impact de la réduction de la fréquence cardiaque induite
par ’'IVA, le métabolisme énergétique myocardique a été¢ étudi¢ de facon plus spécifique.
Dans une seconde partie, les effets de I’VA sur la fonction cardiaque et les flux énergétiques
ont été étudiés sur un modele murin de ceeurs sains isolés perfusés en mode travaillant semi-
recirculant, en conditions normoxiques. A 1’aide de Iutilisation d’isotopes stables et
d’analyse en chromatographie gazeuse couplée a un spectrometre de masse, il est possible
d’étudier spécifiquement la sélection des substrats pour la production d’énergie, expertise
spécifique du laboratoire du Dr. Ch. DES ROSIERS (Laboratoire du métabolisme
intermédiaire, Montréal, Canada). L’impact de I'IVA a été comparé a celui d’un béta-

bloquant couramment utilisé en clinique, le métoprolol.

73



74



PREMIERE PARTIE : Role de la fréquence
cardiaque sur la propension a la fibrillation

ventriculaire d’origine ischémique

75



Les travaux effectués au laboratoire de pharmacologie médicale a Lyon, ont eu pour
objectif principal de caractériser I’impact de 1’ivabradine, et plus précisément la réduction de
la fréquence cardiaque qu’elle induit, sur la propension a la fibrillation ventriculaire d’origine

ischémique. Ces travaux réalisés a Lyon ont fait I’objet de trois études différentes :

Dans une premiére étude (ETUDE 1), nous avons recherché I’effet doses de 'IVA et
déterminé la dose minimale efficace capable de retarder 1’apparition de la fibrillation
ventriculaire. Cette étude a fait ’objet d’un premier article publi€ : « Ivabradine induces an
increase in ventricular fibrillation threshold during acute myocardial ischemia: an

experimental study » (Journal of cardiovascular Pharmacology, 2008).

Dans la seconde étude (ETUDE 2), nous avons recherché les mécanismes qui
pourraient étre impliqués dans ’action de I'IVA sur le seuil électrique de fibrillation
ventriculaire. Ainsi, 'impact de I’'TVA a été évalué (i) sur I'ultrastructure des cardiomyocytes
(par microscopie ¢lectronique, étude 2a) et (ii) la perfusion myocardique (étude en
tomographie par émission de positons, étude 2b). Ces travaux ont fait I’objet d’un second
article soumis, pour publication : « Heart rate reduction with ivabradine increases ischemia-
induced ventricular fibrillation threshold: role of myocyte structure and myocardial

perfusion » (British Journal of Pharmacology, 2010).

Dans la derniére étude (E"T UDE 3), nous nous sommes intéressés plus
particuliérement a I’impact de I’ivabradine sur le métabolisme énergétique. Pour cela, la
propension a la fibrillation ventriculaire a été¢ objectivée par la mesure du temps de
déclenchement de la fibrillation ventriculaire d’origine ischémique. Le statut énergétique

cardiaque a été évalué par le dosage myocardiques des composés phosphorés a haute énergie.
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1. Méthodologie commune a I’ensemble des trois études

1.1 Préparation des animaux

1.1.1 Procédures d’anesthésie

Les animaux ont ét¢ prémédiqués 30 min avant le début de l'expérience par de la
kétamine (Imalgéne®, 20 mg/kg en i.v. Labo Merial, Lyon, France) afin de limiter le stress et
de diminuer les doses d’anesthésique général. L’état d’anesthésie générale a ensuite été induit
par du propofol (Diprivan®, 3 mg/kg en i.v. Astra Zeneca, Paris France) au niveau d’une veine
marginale de I’oreille) et entretenue par du chloralose (Sigma Aldriche, Allemagne) a la dose
de 100 mg/kg en i.v. via la veine jugulaire. Le chloralose a été choisi pour ses faibles effets

cardiovasculaires et sa durée d'action suffisante au bon déroulement de nos expérimentations.

Les animaux ont ensuite été trachéotomisés et une sonde de trachéotomie de type
trachéoflex n°8 a été placée dans la trachée permettant de ventiler les poumons des animaux.
La ventilation et le monitorage respiratoire ont été réalisés conjointement grace a un
respirateur Drager SA2 comportant un analyseur de gaz et un capnographe. Cet analyseur
était connecté au circuit respiratoire au niveau de l'extrémité de la sonde d'intubation
permettant ainsi de noter la fraction inspirée en oxygene (Fio,) et la pression partielle de CO,
dans les gaz expiré en fin d'expiration (Pet CO,). Le volume courant initial était fixé a
15 ml/kg et la fréquence imposée par le respirateur était maintenue fixe a un rythme de

15 cycles/min.
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1.1.2 Réalisation de I’ischémie

Aprés une thoracotomie médiane, une péricardectomie et une isolation de I’artere
interventriculaire antérieure, l'ischémie a été obtenue par occlusion totale (donc parfaitement
reproductible) de cette artére, dans sa partie proximale au moyen d'un fil préalablement passée
en anse autour d'elle. L’ischémie était appréciée de visu par l'aspect violacé du territoire non
perfusé (en aval de 1'occlusion) et plus objectivement par le niveau de décalage de segment

ST et de I'amplitude de 1'onde T dans la dérivation correspondante (DII) (Figure 20).

Figure 20 : Schéma représentatif de la région ventriculaire gauche soumise a I’ischémie.
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1.2 Détermination des parameétres électrophysiologiques

1.2.1 La fréquence cardiaque sinusale

Un électrocardiogramme de surface (ECG) a été enregistré sur un électrocardiographe
(Cardiolab Amplifier : Prucka Engineering Inc. Sugarland, Texas, USA) via une dérivation
standard DI ou DII a partir d’électrodes placées sur partie proximale des membres inférieurs
et supérieurs de I’animal. L’ECG a été suivi tout au long de I’expérimentation sur un
oscilloscope E-2089 (Siemens, Erlangen, Allemagne) permettant le suivi en continue de la
fréquence cardiaque qui a été enregistrée aux moments clés du protocole (avant, pendant et

apres occlusion coronaire).

1.2.2 La durée du potentiel d’action monophasique

L’activité électrique des fibres ventriculaires a été mesurée localement via une double
¢lectrode « Catronic ORX 6F » (Plastimed, France) insérée en sous-épicardique dans la zone
ventriculaire gauche soumise a I’ischémie. La durée du potentiel d’action monophasique
corrigée par la fréquence cardiaque (IMAPc) d’aprés la formule de Bazett (AMAP/RR'"* avec
RR Pintervalle R-R de ’ECG de surface), a été suivie tout au long du protocole sur un
oscilloscope E-2089 (Siemens, Erlangen, Allemagne) et enregistrée aux moments clés du

protocole. Elle a été¢ mesurée a 90% de la repolarisation ventriculaire.
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1.2.3 Evaluation de la fibrillation ventriculaire

1.2.3.1 Seuil électrique de fibrillation ventriculaire

Dans les études 1 et 2 la fibrillation ventriculaire a été objectivée par la mesure du seuil
¢lectrique de fibrillation ventriculaire : SEFV (évalué¢ en mA). Pour cela, I'occlusion coronaire
a ¢été¢ maintenue durant 1 min et l'ischémie a été appréciée de visu par l'aspect violacé du
territoire non perfusé (en aval de I'occlusion) et plus objectivement par le niveau de décalage
de segment ST et de l'amplitude de I'onde T dans la dérivation correspondante (DII). La
détermination du SEFV a été réalisée a une minute d’ischémie, par I’application d’une
stimulation électrique ventriculaire via une sonde bipolaire introduite en sous-épicardique
dans la zone soumise a I’ischémie (stimulateur S1 Hugo Sachs; Fribourg en Brisgau,
Allemagne). La fréquence de stimulation était variable selon le protocole et le produit utilisé,
avec des stimuli d'une largeur (durée) de 100 ms. L'accroissement progressif de l'intensité
d'entrainement par paliers de 0,5 mA toutes les 8 secondes a permis de déclencher la

fibrillation ventriculaire et ainsi de déterminer le SEFV.

Apres chaque fibrillation (a2 l'exception de la derniére), I'animal a bénéficié d'une
défibrillation par choc électrique externe a 360 Joules (Shiller, Bruker Medical SA, Defigard
3002, Wissembourg, France). A la fin de l'expérimentation, 'euthanasie a été obtenue en ne

pratiquant pas de défibrillation aprés la derniére fibrillation ventriculaire.
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1.2.3.2 Temps de déclenchement de la fibrillation ventriculaire

Dans 1’étude 3 réalisée a Lyon, la fibrillation ventriculaire a été évaluée par la mesure
de son temps de déclenchement: TDFV (mesuré en secondes). Pour cela, 1’occlusion
coronaire a été réalisée jusqu’a obtention de la fibrillation ventriculaire, sans application
d’une stimulation électrique ventriculaire (comme pour la détermination du SEFV). Le temps

nécessaire au déclenchement de la fibrillation ventriculaire a ainsi été mesuré.
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1.3 Détermination des paramétres hémodynamiques

1.3.1 Pressions artérielles

Les pressions artérielles (évaluées en mmHg) ont été enregistrés via un cathéter inséré
dans P’artére carotide gauche et connectée a enregistreur Hewelett Packard (M1166 A, model
66 S, Hewlett Packard Inc, USA). Les pressions artérielles systolique (PAs), diastolique
(PAd) et moyenne (PAm) ont été enregistrées en continue et analysées par le logiciel

Acqknowledge”.

1.3.2 Contractilité myocardique

La contractilit¢ myocardique a été évaluée par la mesure de la dérivée premicre de la
pression ventriculaire gauche en fonction du temps : dP/dtn., VG (évalué en mmHg/sec).
Pour cela, un cathéter de type « queue de cochon » a été introduit via I’artére carotidienne
droite (préalablement disséquée) jusqu’a I’apex du ventricule gauche afin d’enregistrer en
continue la pression intraventriculaire gauche. Le traitement informatisé¢ par le logiciel
Acgknowledge® (Biopac System Inc., Santa Barbara, CA, USA) a permis le calcul en
continue de la dérivée premicre de la pression ventriculaire gauche en fonction du temps et la

détermination de son pic maximal représentatif de la contractilit¢ myocardique.
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1.4 Détermination macroscopique de l’ischémie

1.4.1 Principe

Mise au point par Nachlas 1963 [Nachlas, Davidson et al., 1963], la technique est
basée sur la mise en évidence au plan macroscopique de ’activité succino-deshydrogénase
(SDH) au sein des cardiomyocytes. L’activité SDH, trés sensible aux variations du débit
coronaire (donc de I’apport en O,), diminue, voire disparait quelques minutes apreés un
accident ou insulte ischémique spontané ou aprés I’induction d’une anoxie

expérimentalement.

1.4.2 Méthode

A la fin de I’expérimentation, le cceur a été entierement prélevé, la masse ainsi que le
volume ont été déterminés successivement. Aprés excision des parois auriculaires et du
ventricule droit, ces parametres ont de nouveau €té¢ déterminés pour le ventricule gauche. Des
sections de ventricule gauche d’environ 2 mm d’épaisseur ont été coupées de la base a I’apex.
Il a été retenu 1 coupe sur 3 de facon aléatoire pour 1’analyse. Par la suite, les coupes retenues
ont été incubées 15 min a 37°C dans une solution contenant du nitro-bleu de tétrazolium
(NBT, 1 mg/ml) et du tampon phosphate a pH 7,2. La réaction a été arrétée au bout de 15 min
par une solution de formol a 10%. Cette réaction colore en bleu les zones myocardiques non
soumises a I’ischémie (activité SDH préservée) alors que le myocarde ischémique n’est pas
coloré. Apres fixation au formol (10%, 24 heures), les coupes ont été photographiées et les
surfaces totales, épargnées et ischémiques ont été mesurées par planimétrie (Image analyser,
Scion Image, Scion Corporation, Frederick, U.S.A). Les surfaces ainsi mesurées ont été
rapportées au volume puis a la masse du ventricule gauche afin de quantifier la proportion de

ventricule gauche hypoxique.
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2. ETUDE 1 : Caractérisation des effets de I’ivabradine
et de lischémie sur la propension a la fibrillation
ventriculaire

2.1 Protocoles d’études

2.1.1 Effet dose de I’ivabradine : étude 1, protocole 1

L’objectif de ce protocole 1 (Figure 21) a été de déterminer la dose minimale d’IVA
permettant d’obtenir une baisse de la fréquence cardiaque comparable a celle obtenue en
clinique (de I’ordre de 20%) corrélée a une meilleure prévention de la fibrillation ventriculaire

d’origine ischémique.

Trois doses d’IVA ont été testées: 0,25 — 0,5 et 0,625 mg/kg (N=6 pour chaque
groupe) et un groupe contrdle a re¢u une solution saline de volume identique a celui de I'IVA
(N=6). L’impact sur la fibrillation ventriculaire a été étudié par la détermination du SEFV. Ce
dernier a toujours été déterminé a 1 min d’ischémie : i) avant administration du traitement
(solution saline ou IVA) a une période de stimulation électrique ventriculaire de 300 ms
(c'est-a-dire une fréquence de stimulation élevée correspondant a 200 bpm) obtenue par
entrainement électrique ventriculaire; ii) aprés administration du traitement (solution saline ou
IVA) a une période de stimulation basale (10% au dessus de la fréquence spontanée de

I’animal afin d’étre dans les conditions physiologiques).
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Temps d’intervalle entre chaque détermination
15 min 15 min 15 min
| ] -
Préparation, 1er SEFV Zéme SEVF 3éme SEFV
stabilisation i Paci Paci
de I’animal Pacing acing acing
300 ms FCs basale FCs basale
Saline ou
IVA 0,25; 0,55 0,625 mg/kg

Figure 21 : Schéma du protocole 1 : étude de I’effet-dose de I’'IVA sur la propension 2 la fibrillation
ventriculaire d’origine ischémique.

2.1.2 Corrélation fréquence cardiaque et seuil électrique de

fibrillation ventriculaire : étude 1, protocole 2

L’objectif du protocole 2 (Figure 22) a été¢ d’étudier I'effet de la réduction de la
fréquence cardiaque induite par I'IVA sur le SEFV. La détermination du SEFV a toujours été
réalisée durant I’ischémie i) dans un groupe contréle ayant recu une solution saline (volume
équivalent a celui administré avec 'IVA ; N=9), a une période de stimulation de 300 ms
(200 bpm), et ii) dans un groupe ayant recu de 'IVA (a la dose déterminée précédemment ;

N=9) a une période de stimulation fixe de 450 ms.

Contrairement au protocole 1, les périodes de stimulation imposées ont été fixées a
300 ms (saline) et a 450 ms (IVA) afin de réduire les différences de fréquence cardiaque

existant entre animaux.
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Temps d’intervalle entre chaque détermination

T 15 min T 15 min T 15 min T >
Préparation, 1¢* SEFV 2¢me QEVF 3éme QEFV
stabilisation Pacing Pacing Pacing
de I’animal . .

300 ms 300 ms (saline) 300 ms (saline)
Saline ou 450 ms (IVA) 450 ms (IVA)

IVA 0,5 mg/kg

Figure 22 : Schéma du protocole 2 visant a étudier I’effet de I’administration d’IVA a la dose de 0,5 mg/kg
sur le SEFV en condition ischémique.

2.1.3 Role de Dischémie sur le seuil électrique de fibrillation

ventriculaire : étude 1, protocole 3

Deux protocoles différents ont été réalisés, le protocole 3a et 3b afin d’étudier I’'impact
de I’ischémie elle-méme lors de la détermination du SEFV pour de mieux comprendre les

effets de ’IVA observés lors des protocoles précédents.

2.1.3.1 Protocole 3a

Dans ce protocole 3a (Figure 23), le SEFV a été déterminé avant administration d’IVA
a une période de stimulation de 300 ms, puis apres administration d’IVA (a la dose de
0,5 mg/kg ; N=8) a une période de stimulation de 450 ms puis de nouveau a 300 ms afin
d’étudier I’effet fréquence. Pour chacune de ces conditions, le SEFV a été évalué sans

ischémie puis sous ischémie (2 1 min d’occlusion comme décrit dans le paragraphe 1.2.3.1).
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Temps d’intervalle entre chaque détermination
15 min 5 min 15 min 15 min 15 min 15 min _
I I 1 IVA 0,5 mg/kg T I T T
Prép.a.rati.on, 1" SEFV Déme QEEY 3éme SEVF 4éme SEFV 5eme QEFV 6eme SEFV
s(;:‘:,l ::?;ll;:' Avant Pendant Avant Pendant Avant Pendant
ischémie ischémie ischémie ischémie ischémie ischémie
Pacing 300 ms Pacing 450 ms Pacing 300 ms

Figure 23 : Schéma du protocole 3a visant a étudier ’effet de ’'IVA a la dose de 0,5 mg/kg et I’effet de
Pischémie sur le SEFV.

2.1.3.2 Protocole 3b

Dans ce protocole 3b (Figure 24), I’effet de I’'IVA sur la propension a la fibrillation
ventriculaire a été étudié dans des conditions non ischémiques, a différentes périodes de
stimulation (400 ms et 300 ms) avant et aprés son administration (a la dose de 0,5 mg/kg ;
N=4). Afin de pouvoir réaliser une stimulation ventriculaire a deux périodes différentes en
condition basale (avant administration d’IVA) et tenant compte de 1’impossibilité d’effectuer
une stimulation ventriculaire en dessous de la fréquence cardiaque de 1’animal, nous avons
choisi de diminuer la période de stimulation de 450 ms a 400 ms. La stimulation a 300 ms de

période étant une situation tachycarde, aucun ajustement était nécessaire.

Temps d’intervalle entre chaque détermination
15 min 5 min 15 min 15 min
t t "

Préparation, T I IVA 0,5 mg/kg 1 t
stabilisation . . .
de I’animal 1r SEFV 2¢me SEFV 3¢me SEVF 4¢me SEFV

Sans ischémie Sans ischémie Sans ischémie Sans ischémie

Pacing 400 ms  Pacing 300 ms Pacing 400 ms Pacing 300 ms

Figure 24 : Schéma du protocole 3b visant a étudier I’effet de ’'IVA a la dose de 0,5 mg/kg sur le SEFV en
condition non ischémique a 2 périodes de stimulation (400 ms vs. 300 ms).

87



2.2 Analyse statistique

L'ensemble des résultats de I'étude électrophysiologique, hémodynamique et
anatomopathologique a été analysé a l'aide du GraphPad Prism 4°. Chaque paramétre
enregistré dans chaque protocole (FCs, dMAPc, SEFV, PAs, PAd, PAm, dP/dtmax VG), ont

¢été étudiés de la fagon suivante :

Dans le protocole 1 (effet dose de I'IVA) et le protocole 2 (corrélation FCs et SEFV),
une ANOVA a deux voies pour des mesures répétées a été réalisée afin d’étudier 1’effet
groupe ainsi que 1’effet temps lors de I’administration des traitements (saline ou IVA). Un

post-test de Bonferroni a été effectué lorsque 1’analyse de variance était significative.

Dans les protocoles 3a et 3b une ANOVA a une voie pour des mesures répétées a été
réalisée, suivie d’un post-test de Tuckey lorsque 1’analyse de variance était significative afin
d’étudier D’effet (i) de ’administration d’IVA (protocoles 3a et 3b), (ii) de I’ischémie et

(protocole 3a) (iii) de la période de stimulation (protocole 3a).

La comparaison de la taille de la zone ventriculaire gauche soumise a I’ischémie a été
faite par une ANOVA a une voie pour le protocole 1 et par un test t non pairé pour le

protocole 2.
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2.3 Reésultats

Les fréquences cardiaques, la dMAPc ainsi que I’ensemble des parameétres
hémodynamiques représentés ci-apres, ont été enregistrées a 1 minute d’ischémie, avant

I’application de la stimulation électrique ventriculaire a période variable.

2.3.1 Etude de P’effet dose de ’ivabradine : étude 1, protocole 1

2.3.1.1 Résultats électrophysiologiques

Ce protocole avait pour objectif de vérifier I’effet de I’'IVA rapporté dans la littérature
et nous permettre de choisir la dose d’IVA ayant le meilleur impact sur la prévention de la

fibrillation ventriculaire dans notre modéle.

La détermination du SEFV a été effectuée avec une période de stimulation électrique
ventriculaire correspondant a la fréquence spontanée de 1’animal afin d’observer un effet le
plus physiologique possible de 'IVA. La fréquence cardiaque représentée ici a été mesurée a
une minute d’ischémie, avant la réalisation de la stimulation électrique ventriculaire pour la

détermination du SEFV.

A la dose de 0,625 mg/kg, la baisse de fréquence cardiaque est apparue trop
rapidement et de fagon importante, entrainant des troubles du rythme (extrasystoles, rythme
idioventriculaire...). Nous avons donc décidé de I’enlever de ’analyse statistique du fait de

I’instabilité de la fréquence cardiaque.

Ces résultats montrent un effet dose de I'IVA sur SEFV et la fréquence cardiaque :

plus la concentration d’IVA administrée est grande et plus la fréquence cardiaque diminue et
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le SEFV augmente (Figure 25 et Figure 26). Ces effets ne sont pas accompagnés de

modification de la dAMAPc par la fréquence cardiaque.
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Figure 25 : Evolution dose-dépendante du SEFV (étude 1, protocole 1).

SEFYV, seuil électrique de fibrillation ventriculaire. Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM.
* p<0,05 ; *** p<0,001 vs. controle
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Figure 26 : Evolution dose-dépendante de la fréquence cardiaque (étude 1, protocole 1)
FCs, fréquence cardiaque sinusale.. Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM.

* p<0,05 ; ** p<0,01 vs. controle.
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Tableau 2 : Impact de ’administration d’ivabradine a différentes doses (0,25 ; 0,5 et 0,625 mg/kg) sur la

durée du potentiel d’action monophasique corrigée (étude 1, protocole 1).

Baseline Traitement
dMAPc
Controle 11,7 £0,3 11,2 £0,2 12,1 £0,3
IVA 0,25 mg/kg 10,7 £0,3 104 £0,5 10,9 £0,3
IVA 0,5 mg/kg 119 £04 12,0 £0,8 124 +0,6
IVA 0,625 mg/kg 13,0 £0,4 12,8 £0,6 14,0 £0,9

dMAPc, durée du potentiel d’action monophasique corrigée pour la fréquence cardiaque,
d’aprés la formule de Bazett (AMAP/ARR). Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM.

2.3.1.2 Résultats hémodynamiques

L’administration d’IVA a dose croissante n’a induit aucune altération ni de la
contractilité myocardique objectivée par la mesure du dP/dt,,x (Figure 27) ni de la fonction

hémodynamique (Tableau 3).

20004 -l Saline

_ = IVA 0,25 mg/kg
g 1500 = IVAO0,5 mg/kg
g % ! E 4= IVA 0,625 mg/kg
é 10004

3
HE
=
& 5004
=

0 T T T
baseline f 15 min 30 min
Traitement

Figure 27 : Impact de I’administration d’ivabradine a différentes doses (0,25 ; 0,5 et 0,625 mg/kg)
sur la dP/dt,,,, (étude 1, protocole 1).

Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM.
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Tableau 3 : Impact de ’administration d’ivabradine a différentes doses (0,25 ; 0,5 et 0,625 mg/kg) sur la
fonction hémodynamique en conditions ischémiques (étude 1, protocole 1).

Baseline Traitement

PAs (mmHg)
Controle 80 +4 83 +3 76 +4
IVA 0,25 mg/kg 78 +£2 76 £3 73 +£2
IVA 0,5 mg/kg 86 +4 79 +£3 84 +£3
IVA 0,625 mg/kg 89 +5 79 £3 83 +£7

PAd (mmHg)
Controdle 64 +3 66 +3 59 £5
IVA 0,25 mg/kg 59 +£3 51 £3 45 +£5
IVA 0,5 mg/kg 64 £3 54 +£3 56 +£3
IVA 0,625 mg/kg 72 £6 51 £5 58 £5

PAm (mmHg)
Controle 70 £3 73 £3 65 £5
IVA 0,25 mg/kg 67 £3 59 +3 58 £3
IVA 0,5 mg/kg 73 £3 65 £2 69 +4
IVA 0,625 mg/kg 78 +£5 65 £6 70 £ 6

PAs, pression artérielle systolique, PAd, pression artérielle diastolique, PAm, pression
artérielle moyenne. Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM.

Suite a ces résultats la dose de 0,5 mg/kg a été choisie pour la suite de cette étude. A
cette dose, I’'TVA entraine une meilleure prévention de I’apparition de la fibrillation associée a
une réduction de la fréquence cardiaque de 1’ordre de 21% 30 min aprés son administration,

sans autre effet potentiellement délétéres.
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2.3.2 Corrélation fréquence cardiague - seuil électrique de

fibrillation ventriculaire : étude 1., protocole 2

Afin de mieux comprendre I’effet de la réduction de la fréquence cardiaque induite par
I’IVA sur la propension a la fibrillation ventriculaire, le SEFV a été évalué sous ischémie a
deux périodes de stimulation différente selon la molécule administrée : i) dans un groupe
contrdle ayant re¢u une solution saline a une période de stimulation de 300 ms, et ii) dans un

groupe ayant re¢u 0,5 mg/kg de I’IVA a une période de stimulation fixe de 450 ms.

2.3.2.1 Résultats électrophysiologiques

Le SEFV a été déterminé a une période de stimulation de 300 ms avant administration
des traitements (baseline) puis a une période de stimulation de 300 ms (groupe contrdle) ou

450 ms (groupe IVA 0,5 mg/kg).

- Contréle
4 IVA 0,5 mg/kg
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Figure 28 : Evolution du SEFV (étude 1, protocole 2).

Les valeurs sont représentées en moyenne = SEM. *** p<0.001 vs. controle.
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Une réduction significative de la fréquence cardiaque est observée apres
administration d’IVA en comparaison au groupe controle (*** p<0,001 ; Figure 29), sans

modification de la durée du potentiel d’action monophasique corrigée (Tableau 4).

150 4 saline
4 IVAO0,5 mg/kg
130F
g_ 110
2
O
= 90F
701 sokk
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50 1 1 1
baseline T 15 min 30 min
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Figure 29 : Evolution de la fréquence cardiaque (étude 1, protocole 2).

Les valeurs sont représentées en moyenne = SEM. *** p<(.001 vs. controle.
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Tableau 4 : Impact de ’administration d’ivabradine (0,5 mg/kg) sur la durée du potentiel d’action
monophasique corrigée (étude 1, protocole 2) en conditions ischémiques.

Baseline Traitement
Saline : P=300ms
P=300 ms IVA 0,5 mg/kg : P=450ms
dMAPc
Controle 11,7 £0,3 11,2 £0,2 12,1 +£0,3
IVAO0,5mg/kg 11,9 +£04 12,0 £0,8 12,4 £0,6

dMAPc, durée du potentiel d’action monophasique corrigée. Les valeurs sont représentées en
moyenne + SEM.

2.3.2.2 Résultats hémodynamiques

Comme rapporté dans le protocole précédent, la réduction de la fréquence cardiaque

induite par ’IVA n’entraine aucune altération de la contractilité myocardique.
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Figure 30 : Evolution du dP/dt,,x VG (étude 1, protocole 2).

Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM.
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Le Tableau 5 rapporte 1’évolution des pressions artérielles enregistrées a 1 min
d’ischémie. Les résultats montrent que I’administration d’IVA 0,5 mg/kg a entrainé une
diminution de la pression artérielle diastolique (* p<0,05) qui est une conséquence directe de

la réduction de la fréquence cardiaque.

Tableau 5: Impact de DPadministration d’ivabradine (0,5 mg/kg) sur la fonction hémodynamique
(étude 1, protocole 1) en conditions ischémiques.

Baseline Traitement
Saline P=300ms
P=300 ms IVA 0,5 mg/kg P=450ms
PAs (mmHg)
Controle 78 +3 76 £3 73 +4
IVA 0,5 mg/kg 74 +£3 70 £ 6 69 +5
PAd (mmHg)
Contrdle 57 £6 54 +4 54 +4
IVA 0,5 mg/kg 55 +4 42 +£3* 39 +£3*
PAm (mmHg)
Contrdle 66 £3 64 +£3 61 +4
IVA 0,5 mg/kg 63 +4 53 +4 49 +4

PAs, pression artérielle systolique, PAd, pression artérielle diastolique, PAm, pression
artérielle moyenne. Les valeurs sont représentées en moyenne £ SEM. * p<0,05 vs. contrdle.

2.3.2.3 Résultats morphologiques

L’étude macroscopique démontre que I’administration d’IVA a réduit la taille de la

région myocardique hypoxique en comparaison au groupe controle (*** p<0,001 ; Figure 31).
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Figure 31 : Taille de la région hypoxique mesurée (étude 1, protocole 2).

Les valeurs sont représentées en moyenne = SEM. *** p<(.001 vs. controle.
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2.3.3 Impact de Dlischémie sur le seuil électrique de fibrillation

ventriculaire : étude 1, protocole 3

2.3.3.1 Impact de ’ischémie et de ’administration d’IVA en normoxie ou

ischémie : protocole 3a

2.3.3.1.1 Résultats électrophysiologiques

La Figure 32 représente le SEFV déterminé avant et a une minute d’ischémie, avant et
pendant administration d’IVA a deux périodes de stimulation différentes (300 et 450 ms). Ces
résultats ne rapportent aucune différence du SEFV en conditions non ischémiques méme
apres administration d’IVA et pour n’importe quelle période de stimulation ventriculaire.
Cependant, sous ischémie 1’administration d’IVA augmente le SEFV uniquement lorsque que
celui-ci est déterminé a une période de stimulation de 450 ms (*** p<0,001 vs. baseline), et

non de 300 ms.
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Figure 32 : Impact de I’administration d’IVA sur le SEFV déterminé avant et pendant ischémie,
a périodes de stimulation variables (étude 1, protocole 3a).

Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM.
*%% p<0,001 IVA 450 ms vs. baseline et ** p<0,01 IVA 300 ms vs. IVA 450 ms pendant ischémie.
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A cet effet sur le SEFV est associée une réduction de la fréquence cardiaque de 1’ordre

de 25% (Figure 33) sans modification de la dMAPc (Tableau 6).
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Figure 33 : Impact de I’administration d’IVA sur la fréquence cardiaque déterminée avant et pendant
ischémie, a périodes de stimulation variables (étude 1, protocole 3a).

Les valeurs sont représentées en moyenne = SEM. ** p<0,01 vs. baseline avant et pendant ischémie.

Tableau 6 : Impact de ’administration d’ivabradine a la dose de 0,5 mg/kg la durée du potentiel d’action
monophasique corrigée, avant et durant I’ischémie myocardique (étude 1, protocole 3a).

Ivabradine 0,5 mg/kg

Baseline
P=300 ms P=450 ms P=300 ms
Sans Avec Sans Avec Sans Avec
ischémie  ischémie ischémie ischémie ischémie ischémie

dMAPc 11,6 +0,4 11,5 =04 11,5 £0,6 10,8 +£0,6 10,5 £0,6 11,0 £0,4

dMAPc, durée du potentiel d’action monophasique corrigée. Les valeurs sont représentées en

moyenne + SEM.
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2.3.3.1.2 Résultats héemodynamiques

La Figure 34 représente la contractilit¢ myocardique mesurée avant et administration
d’IVA, et avant ou pendant réalisation de 1’ischémie. Les résultats montrent que 1’ischémie

elle-méme est responsable d’une altération de la contractilité¢ myocardique.

De plus, I’évolution des paraméetres hémodynamiques sont représentés dans le Tableau
7. Les PAs, la PAd et la PAm diminuent pendant 1’ischémie en conditions basales (période de
stimulation de 300 ms). L’administration d’IVA semble prévenir la chute de la PAd et PAm,

mais pas la PAd, lors de la détermination du SEFV a la période de 300 ms.
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Figure 34 : Impact de ’administration d’ivabradine a la dose de 0,5 mg/kg sur la contractilité
myocardique, avant et pendant réalisation de I’ischémie (étude 1, protocole 3a).
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Tableau 7: Impact de I’administration d’ivabradine a la dose de 0,5 mg/kg sur les parameétres
hémodynamiques, avant et pendant réalisation de I’ischémie (étude 1, protocole 3a).

Baseline Ivabradine 0,5 mg/kg
P=300 ms P=450 ms P=300 ms
Sans Avec Sans Avec Sans Avec
ischémie 1schémie ischémie  ischémie 1schémie ischémie
PAs (mmHg) 97 +4 81 £ 2%* 93 +£2 87 +£2 95 +£3 78 +58$
PAd (mmHg) 71 +4 57 £ 3%* 71 £4 65 +4 67 +£3 57 £5
PAm (mmHg) 82 +4 66 +3* 79 £4 70 £5 79 +£3 65 £5

PAs, pression artérielle systolique; PAd, pression artérielle diastolique, PAm, pression
artérielle moyenne. Les valeurs sont représentées en moyenne = SEM.

*p<0,05 et **p<0,01 baseline pendant ischémie vs. avant ischémie. $$ p<0,01 IVA
P=300 ms pendant ischémie vs. avant ischémie.

2.3.3.2 Impact de ’administration d’IVA en normoxie : protocole 3b

2.3.3.2.1 Résultats électrophysiologiques

Ce dernier protocole avait pour objectif d’évaluer I’impact de ’'IVA en conditions
normoxiques sur le SEFV. La Figure 35 représente le SEFV déterminé avant et apres
administration d’IVA. Une diminution du SEFV est rapportée lors de 1’application d’une
stimulation ventriculaire rapide (P=300 ms) en comparaison a une période de stimulation
ventriculaire plus élevée (P=400 ms), en absence ou en présence d’IVA. La réduction de la
fréquence cardiaque obtenue sous IVA (Figure 36) sans modification de la dMAPc (Tableau
8), n’améliore pas le SEFV qu’il soit déterminé a une période élevée ou non. Ainsi, dans ces
conditions de détermination du SEFV en normoxie, I'IVA n’apporte aucun effet bénéfique

supplémentaires.
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Figure 35 : SEFV apreés administration d’IVA en normoxie (étude 1, protocole 3b).

SEFV, seuil électrique de fibrillation ventriculaire. Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM.
*% p<0,01 P=300 ms vs. P=400 ms.
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Figure 36 : Réduction de la fréquence cardiaque par ’IVA en normoxie (étude 1, protocole 3b)

FCs, fréquence cardiaque sinusale ; Isch., schémie. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM.
* p<0,05 IVA vs. baseline.
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Tableau 8 : Impact de I’administration d’IVA sur la durée du potentiel d’action monophasique corrigée
en normoxie (étude 1, protocole 3b).

Baseline Ivabradine 0,5 mg/kg
Isch. 1 Isch. 2 Isch. 3 Isch. 4
P=400 ms P=300 ms P=400 ms P=300 ms
dMAPc 11,0 £1,7 12,2 £1,0 11,3 +£1,3 11,5 £0,6

dMAPc, durée du potentiel d’action monophasique corrigée. Les valeurs sont représentées en
moyenne + SEM.

2.3.3.2.2 Résultats hémodynamiques

Le Tableau 9 rapporte les pressions artérielles et la contractilité myocardique. Dans
ces conditions de normoxie, I’administration d’IVA a la dose de 0,5 mg/kg, ne modifie pas la

fonction hémodynamique et contractile cardiaque.

Tableau 9 : Impact de I’administration d’IVA sur la fonction cardiaque hémodynamique en normoxie
(étude 1, protocole 3b).

Baseline Ivabradine 0,5 mg/kg
Isch. 1 Isch. 2 Isch. 3 Isch. 4
P=400 ms P=300 ms P=400 ms P=300 ms
PAs (mmHg) 100 £6 87 £6 95 +1 93 +5
PAd (mmHg) 77 +£8 68 +7 60 +2 61 +4
PAm (mmHg) 86 +£38 76 +£6 76 +1 76 +4
dP/dtax (mmHg/s) 1197 +£133 1212 +£152 1387 +374 1509 + 344

PAs, pression artérielle systolique; PAd, pression artérielle diastolique, PAm, pression
artérielle moyenne. Les valeurs sont représentées en moyenne = SEM.
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2.4 Discussion

Dans cette étude nous avons démontré que la baisse de la fréquence cardiaque induite
par I’'IVA a réduit la propension a la fibrillation ventriculaire d’origine ischémique (objectivée
par une augmentation du SEFV) et a limité la taille de la zone hypoxique sans modifier la
dMAPc qui est habituellement diminuée lors de 1’ischémie myocardique. L'ensemble de ces
effets n’était pas associé a des modifications du dP/dtm.x VG ni d’aucun autre parameétre
hémodynamique et électrophysiologique, contrairement a d’autres molécules couramment
utilisés en clinique dans le traitement des cardiopathies ischémiques comme les inhibiteurs
calciques ou les béta-bloquants [Lama, 2002], ce qui constitue une avancée thérapeutique
indéniable. De plus, I’originalité de I’action de 'IVA est que son administration entraine une
réduction dose-dépendante de la fréquence cardiaque [Vaillant, Timour et al., 2008]. Des
résultats similaires ont été¢ rapporté par DiFrancesco [DiFrancesco and Camm, 2004]. Ces
auteurs montrent effectivement une réduction dose-dépendante de la fréquence cardiaque par
I’IVA sans altération hémodynamique ou électrophysiologique, et sans modification de la

résistance des artéres coronaires.

Les médicaments actuellement utilisés dans la prévention de la fibrillation
ventriculaire (béta-bloquants ou inhibiteurs calciques) ont également été étudiés au laboratoire
de Pharmacologie Médicale de Lyon sur notre modele porcin d’ischémie myocardique aigue.
Contrairement aux antiarythmiques de classe I notamment Ia et Ic qui ont réduit le seuil
¢lectrique de la fibrillation ventriculaire [Faucon, Aupetit ez al., 1991; Timour, Aupetit et al.,
1991; Aupetit, Timour et al., 1993; Timour, Aupetit et al., 1994; Bui-Xuan, Aupetit et al.,

1997], les béta-bloquants [Aupetit, Frassati et al., 1998] et les inhibiteurs calciques [Bui-
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Xuan, Aupetit et al., 1997] ont, en revanche, réduit la propension a la fibrillation
ventriculaire. Toutefois, leur administration étaient associés a des altérations
¢lectrophysiologiques (allongement de I’intervalle PR) et/ou hémodynamiques (baisse de la
contractilité cardiaque). Ainsi, ’apport de I'IVA constitue une alternative thérapeutique
intéressante aux [-bloquants et aux inhibiteurs calciques en cas d’ischémie myocardique
particuliérement sensible aux variations de I’hémodynamique cardiaque. Dans ce travail, nous

avons analysé les effets de I'IlVA sur :

Ivabradine et fréquence cardiaque

Il est bien connu que I’ischémie myocardique conduit & des ectopies ventriculaires
voire a la fibrillation ventriculaire, cause majeure de mort subite des patients coronariens
[Boengler, Schulz et al., 2009]. Ce risque est augmenté en cas de tachycardie qui aggrave le
déséquilibre entre la demande et 1’apport myocardique en oxygene [Koplan and Stevenson,
2009]. Une réduction de la fréquence cardiaque sinusale, considérée comme marqueur de la
demande myocardique en oxygene et du travail cardiaque [Palatini, 2009], diminue la
consommation en oxygene et améliore la perfusion myocardique par 1’allongement de la
durée des diastoles [Heusch, 2008]. C’est ainsi que la baisse de la fréquence cardiaque induite
par I'IVA participe a la réduction du risque de déclenchement de la fibrillation ventriculaire

d’origine ischémique.

Fréquence cardiaque et durée de potentiel d’action monophasique

11 a été rapporté qu’a la suite d’une ischémie myocardique aigue telle qu’obtenue dans
notre modele, des altérations ioniques apparaissent des les premiéres secondes de 1’occlusion

coronarienne, dont une fuite cellulaire d’ions K" [Shaw and Rudy, 1997; Rubart and Zipes,
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2005] et une accumulation intracellulaire d’ions Na' et Ca*" [Rubart and Zipes, 2005]. Ces
modifications ioniques sont responsables de troubles de repolarisation ventriculaire et d’une
réduction de la durée des potentiels d’action monophasiques, lesquels conditionnent un
accroissement de 1’excitabilité [Lyons, Burgess et al., 1977; Schamroth and Schamroth, 1984;
Overholser, Zheng et al., 2008]. Par ailleurs, ces altérations peuvent générer des post-
potentiels dépolarisants tardifs, eux-mémes responsables du déclenchement de la fibrillation

ventriculaire et donc la mort subite.

Ainsi, I’ivabradine en réduisant la fréquence cardiaque par augmentation du temps de
diastole, tend a combattre la réduction de la dépolarisation ventriculaire secondaire a
I’ischémie dont la corrélation avec le potentiel de membrane a ét¢ démontrée par d’autres
auteurs [Janse and Wit, 1989]. De plus elle s’opposerait a la geneése de post-potentiels

dépolarisants tardifs.

Fréquence cardiaque et région hypoxique

La réduction de la taille de la région myocardique hypoxique rapportée dans ce travail
¢tait associée a une réduction du risque de déclenchement de la fibrillation ventriculaire. Des
travaux précédents réalisés au laboratoire de Lyon avaient rapportés des résultats similaires
[Vaillant, Timour et al., 2008; Vaillant, Tsibiribi et al., 2008] pouvant s’expliquer par la
baisse de la fréquence cardiaque. En effet, lors d’occlusion coronarienne, 1’ischémie s’étend
jusqu’aux limites du territoire anatomiquement irrigué par cette artére. L’augmentation de la
durée de diastole induite par I'IVA est associée a une amélioration de la perfusion
myocardique par les artéres coronaires fonctionnelles non ligaturées et/ou leurs branches
collatérales, ce qui pourrait ainsi expliquer la préservation de I’activit¢é SDH le marqueur

d’ischémie utilisé dans cette étude.
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Cependant, 1'identification précise du lien entre arythmie et réduction de la fréquence
cardiaque ne peut pas étre expliquée directement par la présente étude. Les effets hétérogenes
de l'ischémie myocardique (existence de zones frontalieres épicardiques et endocardiques, de
gradients de concentrations ioniques) n'ont pas €té¢ pris en compte. Bien que notre méthode
d’étude de la propension a la fibrillation ventriculaire par détermination du seuil électrique ait
été critiquée, elle s'est avérée fiable et reproductible [Tsibiribi, Bui-Xuan et al., 2006;

Vaillant, Timour ef al., 2008; Vaillant, Tsibiribi ez al., 2008].

Conclusion

L’IVA se montre donc expérimentalement capable de prévenir dans une réelle mesure,
la fibrillation ventriculaire d’origine ischémique. Son effet sur ’automaticité sinusale lui
confere la possibilité d’agir non seulement en préventif, mais également en curatif c'est-a-dire
aprés installation de I’occlusion coronaire. C’est dans 1’éventualité d’une inadéquation
transitoire entre I’afflux sanguin réduit et besoins nutritifs exagérés associée a un risque de
fibrillation ventriculaire primaire [Kochs, Eggeling ef al., 1993; de Jong, Marsman et al.,

2009] que I’on peut attendre cliniquement le plus str intérét de I’administration de I'TVA.
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3.ETUDE 2 : Propension a la fibrillation ventriculaire :
structure cardiomyocytaire et perfusion myocardique

3.1 Objectifs et protocoles d’étude

Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la protection contre la
fibrillation ventriculaire d’origine ischémique rapportée dans I’étude précédente, nous nous
sommes intéressés plus particulierement a I’impact de la baisse de la fréquence cardiaque sur

’ultrastructure cardiomyocytaire et sur la perfusion myocardique régionale.

Ainsi, des ischémies myocardiques ont €té obtenues par occlusion totale et bréve
(1 min) de Dartére coronaire interventriculaire antérieure selon la méthode décrite

précédemment (paragraphe 1.2.3.1) dans deux protocoles distincts.

Dans le protocole 1, 1’évolution des parametres électrophysiologiques (SEFV, FCs,
dMAP) et hémodynamiques (dP/dt.x VG et pressions artérielles) a été étudiée en fonction de
I’administration du traitement (solution saline ou IVA). L’excision terminal du cceur a
permis : 1) de déterminer la taille de la zone myocardique soumise a 1’ischémie (activité de le
SDH) ; ii) d’étudier ['ultrastructure cardiomyocytaire (en microscopie ¢€lectronique); iii)

d’évaluer I’expression de génes impliqués dans 1’apoptose (caspase 3, p53 et bel2 ; en PCR).

Dans le protocole 2, 1’étude de la perfusion myocardique par mesure du flux sanguin
myocardique régional (FSMR) a été réalisée en Tomographie par Emission de Positons
(TEP). Dans ce protocole 2, une occlusion coronaire totale et bréve (1 min) a également été

réalisée, mais aucune fibrillation ventriculaire n’a été induite.
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3.1.1 Impact de la baisse de la fréquence cardiaque sur la

morphologie myocardique : étude 2, protocole 1

L’objectif de ce protocole 1 (Figure 37) a été¢ de comparer 1’effet de deux fréquences
cardiaques, une élevée et I’autre basale sur le SEFV. La stimulation électrique ventriculaire a
¢été réalisée soit a une période 300 ms (200 bpm), soit a une période dite basale fixée a 10% en
dessous de la période cardiaque spontanée de 1’animal afin d’étre le plus proche possible des

conditions physiologiques.

Afin de tester ’impact de la réduction de la fréquence cardiaque par I’'IVA, le SEFV a
été déterminé avant et aprés administration d’une solution saline (Groupe contrdle, N=6) ou
d’IVA a la dose de 0,25 mg/kg (Groupe IVA, N=6). La dose d’IVA utilisée dans ce protocole
a ¢té réduite par rapport aux protocoles précédents. Cette réduction a été justifiée par les
résultats du protocole 1 de I’étude 1 qui a permis d’obtenir une baisse modérée de la

fréquence cardiaque sinusale et une bonne efficacité sur le SEFV.

Le SEFV a été déterminé sous pacing ventriculaire avec une période de 10% au-dessus de
la fréquence cardiaque sinusale (1%, 3™ et 5™ détermination du SEFV) ou aprés application
d’un pacing ventriculaire a fréquence élevée de 200 bpm obtenue avec une période de 300 ms

(257, 4™ ot 6°™ SEFV)).

15 min 5 min 15 min 15 min 15 min 15 min _
Salint ou
IVA 0,25 mg/kg
Préparation,  jergppy  pime SRRV 3émeSEVF  4¢meSEFV  5¢meSEFV  géme SEFV
stabilisation
de’animal Pacing Pacing Pacing Pacing Pacing Pacing
P=basale P=300ms P=basale P=300ms P=basale P=300 ms
L | I |
SEFV déterminés SEFV déterminés aprés
en baseline traitement

Figure 37 : Impact de la fréquence cardiaque sur le SEFV (étude 2, protocole 1).
Saline (Groupe contrdle) vs. IVA (Groupe IVA 0,25 mg/kg).

SEFYV, seuil électrique de fibrillation ventriculaire ; P, période de stimulation électrique ventriculaire.
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3.1.2 Impact de la baisse de la fréquence cardiaque sur la perfusion

myocardique : étude 2. protocole 2

L’objectif principal de ce protocole 2 a été, outre la mesure du FSMR lors de
I’administration d’IVA, de démontrer si 1’amélioration éventuelle de la perfusion
myocardique régionale lors de I’ischémie était due a la seule baisse de la fréquence cardiaque
obtenue par I’IVA ou si cette derniere agissait par un autre mécanisme. Afin de répondre a
cette question, nous avons analysé les modifications de la perfusion myocardique a la
reperfusion d’une ischémie lors d’une réduction de la fréquence cardiaque obtenue 1) soit par
stimulation électrique du nerf vague (N=4), ii) soit par ’administration d’IVA 0,25 mg/kg

(N=3) (Figure 38).

lére 2éme 3éme
occlusion occlusion occlusion
o | ‘ 2 3 4 15 6 7 18 9
Déterminations | | | | I I | | |
QuFSMR || || | N | |
Condition 1 Condition 2 Condition 3
FC spontanée Stimulation vagale Arrét de la stimulation vagale
FC spontanée IVA 0,25 mg/kg, i.v. Pacing auriculaire

Figure 38 : Impact de la baisse de la fréquence cardiaque sur la perfusion myocardique régionale
(étude 2, protocole 2).

FC, fréquence cardiaque ; FSMR, flux sanguin myocardique régional.
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3.2 Matériel et méthodes spécifiques de ’étude 2

3.2.1 Impact de la baisse de la fréquence cardiaque sur morphologie

myocardique : Etude 2. Protocole 1

3.2.1.1 Impact d’une baisse de la fréquence cardiaque sur ’ultrastructure
des cardiomyocytes

Immédiatement apres euthanasie, un prélevement de myocarde a été effectué au centre

de la région myocardique soumise a [I’ischémie pour 1’étude ultrastructurale des
cardiomyocytes en microscopie électronique. Les prélévements ont été fixés dans une solution
de glutaraldéhyde 4% et cacodylate-HCI (0,3 M, pH 7,4). Ils ont ensuite été fixés avec du
tétroxyde d’osmium 2% - cacodylate-HCI de sodium (pH 7.4 ; 1 heure), puis déshydratés avec
de I’éthanol a gradient croissant (30%, 50%, 70%, and 95%; 5 min) et de I’éthanol pure
(3*10 min). Une imprégnation a été effectuée avec de I’Epon A (50%) plus B (50%) plus
DMP30 (1,7%). Enfin, I’inclusion a été obtenue par polymérisation du mélange d’Epon
(60°C ; 72 heures). Des coupes de 60-90 nm ont été obtenues avec un ultramicrotome (RMC
MTX ; Elexience) et contrastée avec de 1’acétate d’uranyl et du citrate de plomb puis
observées avec un microscope électronique a transmission (JEOL 1200CX) au Centre
Commun d'Tmagerie Laennec (CeCIL, Université Claude Bernard, Faculté de Médecine Lyon

R.T.H. Laennec, Lyon). Ainsi, les 1ésions suivantes ont ainsi été évaluées :

- le nombre de noyaux présentant une rupture membranaire et une agglomération
irréguliere de la chromatine (sur 20 noyaux observés). Le noyau cardiomyocytaire a une
forme ovalaire, entouré de double membranes, la membrane externe est en contacte ave le
réticulum endoplasmique. Le nucléole, souvent unique se trouve proche d’un des pdles, la

chromatise, dispersée sous la forme de fines granulations.
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- le nombre de sarcolemmes présentant une rupture et des cedémes (sur 20

sarcolemmes observes) ;

- le nombre de ruptures jonctionnelles (sur 20 jonctions cellulaires observées) ;

- le nombre de cardiomyocytes nécrosés (sur 20 cardiomyocytes observés) ;

- le nombre de mitochondries présentant un déplacement, un gonflement, une

dégranulation ou des ruptures de crétes (sur 200 mitochondries observées) ;

- le nombre de capillaires ayant un épaississement de la lame basale et dont leur

noyau présente une mauvaise distribution de la chromatine (sur 20 capillaires observés).

3.2.1.2 Impact de la baisse de la fréquence cardiaque sur I’expression de
génes impliqués dans ’apoptose

Les caspases 3 et 9 dans le tissu cardiaque reflétent les processus apoptotiques durant
I’ischémie myocardique. L’activation de la caspase 9 entraine la libération du cytochrome ¢
par les mitochondries et caractérise la phase réversible. A 1’inverse, la caspase 3 caractérise la
phase irréversible de la chaine apoptotique [Czerski and Nunez, 2004]. La protéine
suppresseur de tumeur p53, intermédiaire de I’apoptose, agit soit par activation de la
« protéine de mort» Bax ou suppression de la transcription de la « protéine de survie »
Bcl-2, ou les deux. Un rétrocontrole négatif de Bcl-2 ou positif de Bax est associé¢ a une

activation de 1’apoptose apres ischémie/reperfusion [Zhao and Vinten-Johansen, 2002].

Des échantillons myocardiques ont été prélevés au centre de la région myocardique
soumise a I’ischémie, puis congelés immédiatement dans 1’azote liquide et stockés a -80°C.
Une qRT-PCR a été réalisée afin d’étudier I’expression des genes des 3 protéines impliquées

dans la cascade des réactions apoptotique.
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3.2.1.2.1 Extraction des ARN totaux

L’extraction des ARNs a été réalisée avec le kit RNeasy mini kit (Qiagen) selon un
protocole particulier pour des échantillons de muscle. Pour chaque prélévement de ceeur, des
coupes de 30 pm d’épaisseur ont été faites au cryostat et lysées dans du tampon de lyse (RLT
du kit : 10 mg d’échantillon dans 300 ul de RLT) dans des tubes a billes (lysing Matrix D)
adaptés au Fastprep (QBiogene). 590 ul d’eau dépourvue en RNase ainsi que 10 ul de
protéinase K (Qiagen ; 10 min, 55°C) ont été rajoutées a 1’homogénat. Les échantillons ont
ensuite été centrifugés 3 min a 10 000 g (a 20-25°C). Le surnageant a été prélevé et 450 ul
d’éthanol ont été rajoutés. La suite du protocole a été effectuée selon les instructions du

fabricant du kit.

3.2.1.2.2 FEtude qualitative et quantitative des ARN
Une étude qualitative et quantitatives des ARN a été effectuée a 1’aide du
Bioanalyseur 2100 (Agilent Technologies) sur une puce ARN 6000 Nano (sensibilité¢ de 25-
500 ng/ul; Agilent Technologies) par mesure spectrophotométrique sur un bioanalyseur 2100
(Agilent Technologies). La qualité de chaque ARN a été évaluée par I’indice de qualité RNI

(RNA Integrity Number) (valeur moyenne entre 7,8 et 9).

3.2.1.2.3 Transcription inverse (RT)

Les ARN totaux (0,8 ug) et 1 pl (500 ng) d'oligo dT (12-18) ont été dénaturés 10 min
a 70°C (afin d'éliminer les structures secondaires), puis placés dans la glace (« flash cooling »
afin d’éviter leur renaturation). La réaction s'est effectué dans un volume final de 20 pl
contenant 40 U (1 ul) de RNAse-out, 0,5 mM de chaque dNTP, 10 mM de dithiothréitol, le

tampon RT 1X et 200 U/ul d'enzyme Mu-MLV, a 42°C pendant 1,5 heure.
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3.2.1.2.4 PCR en temps réel (qPCR)

Principe : Le Light-Cycler est un thermocycleur a échanges thermiques trés rapides
(air pulsé), couplé a un micro-spectrofluorimetre. Son unité optique comporte trois canaux de
détection de la fluorescence et une source de lumicre. Il est piloté par un ordinateur
permettant 1'acquisition et le suivi en temps réel des données, contrairement a la PCR
classique qui donne des résultats en point final. La réaction d'amplification de la séquence
ADN cible suit les mémes étapes qu'en PCR classique c'est-a-dire dénaturation, hybridation,
extension. A la différence d'une PCR classique, la PCR en temps réel utilise une sonde
fluorescente qui permet la quantification et la caractérisation de I'amplicon formé. Les

résultats ont été obtenus a partir du logiciel d'analyse du Light-Cycler.

Quantification relative : la quantification relative des génes d'intéréts dans chaque
échantillon a été obtenue par rapport a un gene de référence non-régulé, ici la glycéraldéhyde-
3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) afin de normaliser nos résultats. Nous avons utilisé le
logiciel "Real Quant" (Roche) qui tient compte de l'efficacité d’amplification de chaque gene,
pour évaluer le rapport relatif entre différents échantillons. Ce rapport final est exprimé
comme le rapport du gene d'intérét / de référence de chaque essai divisé par le rapport du gene

d'intérét / géne de référence d'un échantillon.
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Liste des amorces utilisées :
[11-Genomic] caspase3-pig-L TTTCTTCAGAGGGGACTGCT 40
[11-Genomic] caspase3-pig-R CACGCCATGTCATCTTCAGT 40
[11-Genomic] p53-pig-L CTTTGAGGTGCGTGTTTGTG 40
[11-Genomic] p53-pig-R GGCTTCTTCTTTTGCACTGG 40
[11-Genomic] GAPGH-pig-L GGGCATGAACCATGAGAAGT 40
[11-Genomic] GAPGH -pig-R TGTGGTCATGAGTCCTTCCA 40
[11-Genomic] bel2-pig-FW GAAAAGCAAGTGGCAAGAGG 40
[11-Genomic] bel2-pig-Rev AGGCCTCCCAAAGTTTGACT 40
[11-Genomic] bel2-pig2-FW GAGATGCCAATTGGTGGAGT 40

[11-Genomic] bel2-pig2-rev AAAACAGGTGCCTCCTTTCC 40
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3.2.2 Détermination du flux sanguin myocardique régional : étude 2,

protocole 2

Le flux sanguin myocardique régional (FSMR, déterminé en ml/min/g) a été¢ quantifié
dans deux groupes d’animaux par TEP. La préparation des animaux des animaux était

similaire a celle décrite précédemment (Etude 1).

3.2.2.1 Conditions expérimentales

Le FSMR a été évalué a des moments clés du protocole :

i) avant occlusion coronarienne : déterminations 1, 4 et 7,

ii) a la reperfusion : déterminations 2, 5 et 8,

iii) 15 min apres la levée de I’ischémie : déterminations 3, 6 et 9,

dans 3 conditions :

i) a fréquence cardiaque spontanée : condition 1,

ii) a fréquence cardiaque diminuée : condition 2, soit par stimulation vagale soit
par ’administration d’IVA,

iii) lors du retour a la fréquence cardiaque initiale : condition 3, soit par arrét de la

stimulation vagale soit par pacing auriculaire.

La stimulation vagale a été réalisé aprés la mise en place sur un des nerfs vagues
(préalablement disséqué), d’une sonde de stimulation reliée a un stimulateur (Hugo Sachs,
Freiburg, Germany) permettant de délivrer des courants de 20 Volts, de 100 ms de période et

de 1,5 ms de durée.
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La stimulation auriculaire a été réalisée grace a une sonde d’entrainement placée dans
I’oreillette gauche et reliée a un stimulateur (Hugo Sachs, Freiburg, Germany) délivrant un
courant de 1 mA d’intensité, de 5 ms de durée et d’une période variable, basée sur la
fréquence cardiaque spontanée des animaux avant I’administration d’IVA aux conditions

basales.

3.2.2.2 Imagerie TEP

L’imagerie TEP utilise une classe de traceurs radiomarqués qui décroissent avec
I’émission d’un positon. Ce positon interagit avec un électron produisant deux photons
gamma de 511 keV qui partent sur une méme trajectoire mais en sens opposé. Ces rayons
gamma sont alors détectés par un ensemble de capteurs contenu dans la caméra TEP.
L’analyse TEP a été effectuée avec un tomographe Siemens/ECAT EXACT HR+ 63-slice
whole-body tomography). L’évaluation du FSMR a été effectuée par 1’injection d’un bolus

(10 secondes) de H,'°0O (250-300 MegaBecquerel) en i.v.

L’acquisition a été effectuée pendant 5 min a chaque injection de H," 0 et a permis la
détermination d’une série dynamique de 22 fenétres : 10 x 4 secondes ; 2 x 10 secondes ; 3 x
20 seconde ; 3 x 30 secondes. L’analyse de cette série a permis d’estimer le FSMR par

I’utilisation du modele de lida [Araujo, Lammertsma ef al., 1991; lida, Kanno et al., 1991].

3.2.2.3 Analyse d’images

Le FSMR a été estimé sur deux coupes (en position basale et apicale) dans le petit
axe. Six régions d’intérét ont été¢ dessinées dans chacune de ces coupes afin d’évaluer la

perfusion myocardique. L’une de ces régions d’intérét correspond a la région myocardique
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perfusée par [Dartére interventriculaire antérieure (face antérieure) et deux autres
correspondants a la région myocardique opposée (face postérieure non irriguée par cette

artére coronaire) que nous avons utilisée comme région contrdle.

Une analyse factorielle de séquence d’images médicales (FAMIS) [Frouin, Bazin et
al., 1992] a été appliquée a nos séries dynamiques afin d’obtenir des images représentatives

de la perfusion myocardique relative [Ahn, Lee et al., 2001].

Le FSMR normalisé par battement (ml/min/g/battement) a été quantifi¢ dans la région
myocardique soumise a I’ischémie (B1, Figure 39.A) et exprimé en pourcentage du FSMR de

la région contrdle (B2, Figure 39.B) : (B1-B2)/B2*100.

Ventricule Ventricule
droit gauche

Figure 39 : Tomogrammes illustrant le FSMR sans traitement a FC spontanée avant occlusion (A)
et a la reperfusion (B).

La couleur rouge indique une perfusion myocardique élevée.
Le FSMR est exprimé en pourcentage de la région controle : (B1-B2)/B2*100.
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3.2.3 Analyse statistique

3.2.3.1 Protocole 1

Une ANOVA a deux voies a été utilisées afin d’étudier I’effet temps et traitement sur
la fréquence cardiaque, le SEFV, la dMAPc et le dP/dty.x VG suivie d’un post-test de

Bonferroni lorsque I’analyse de variance ¢était significative.

La taille de la région myocardique soumise a I’ischémie ainsi que les niveaux

d’expression des génes pour 1’apoptose ont été analysés par I'utilisation d’un test t non pairé.

Un test non paramétrique de Mann-Whitney a été utilisé pour 1’analyse des résultats

en microscopie électronique qui correspondent a un dénombrement (variables non continues).

3.2.3.2 Protocole 2

Afin d’étudier I’effet temps et traitement (IVA ou stimulation vagale) entre les deux
groupes, une ANOVA a deux voies a été réalisée suivie d’un post-test de Bonferroni lorsque

cette analyse de variance était significative pour la fréquence cardiaque et le FSMR relatif.

Les conditions 1 et 4 ont été¢ également comparées afin d’étudier 1’effet plus
spécifiquement la baisse de fréquence cardiaque induite soit par stimulation vagale, soit par
I’administration d’IVA. Pour cela, une ANOVA a deux voies a été réalisée sur le FSMR
suivie d’un post-test de Bonferroni sur le FSMR normalisé par battement cardiaque

(ml/g/battement).
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3.3 Reésultats

3.3.1 Impact de la baisse de la fréquence cardiaque sur la structure

cardiomyocytaire : étude 2, protocole 1

3.3.1.1 Résultats électrophysiologiques

Dans ce protocole 1 (étude 2), le SEFV a été déterminé a période de stimulation
¢lectrique ventriculaire variable : a période basale (10% au dessus de la période spontanée de

I’animal) et a 300 ms (fréquence rapide).

L’analyse montre que le SEFV déterminé a période de stimulation basale est
significativement augmenté (*** p<0,001 ; Figure 40) apres 1’administration d’IVA qui est
associée a une réduction significative de la fréquence cardiaque (** p<0,01 vs. contrdle ;
Figure 41). Il est intéressant de noter qu’aucune modification de la durée du potentiel

d’action monophasique corrigée n’est rapporté dans ces conditions (Tableau 10).

-& Controle
sokk
59 kkok - [VAO0,25 mg/kg

4=

3

SEFV (mA)

T T T T T T
SEFV1 SEFV2 SEFV3 SEFV4 SEFVS SEFVé6
basale 300ms basale 300ms basale 300ms

Période de stimulation électrique ventriculaire

Figure 40 : SEFV en conditions ischémiques a périodes de stimulation ventriculaires variables
(étude 2, protocole 1).

SEFYV, seuil électrique de fibrillation ventriculaire.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM. *** p<0,001 IVA 0,25 mg/kg vs. groupe controle.
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Isch.1 Isch.2 Isch.3 Isch.4 Isch.5 Isch.6

Déterminations a 1 min d'ischémie,
avant stimulation électrique ventriculaire

Figure 41 : Fréquence cardiaque sinusale en conditions ischémiques (étude 2, protocole 1).
FCs, fréquence cardiaque sinusale ; Isch., ischémie.

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM. ** p<0,01 IVA vs. controle.

Tableau 10 : Impact de I’administration d’IVA a la dose de 0,25 mg/kg sur la durée du potentiel d’action

monophasique corrigée en conditions ischémiques (étude 2, protocole 1).
Ivabradine 0,25 mg/kg

Baseline
Isch. 1 Isch. 2 Isch. 3 Isch. 4 Isch. 5 Isch. 6

dMAPc
11,6 £0,3 12,1 £03 12,0 £0,3

11,2 £0,2
11,6 +0,4

Controle 11,9 £04 11,7 +£0,3
10,5 +0,7 11,0 £0,6 11,3 +0,2

IVA 0,25 mg/kg 10,9 £03 11,0 +0,4
dMAPc, durée du potentiel d’action monophasique corrigée ; Isch., ischémie. Les valeurs sont

représentées en moyenne + SEM.

3.3.1.2 Résultats hémodynamiques
Les résultats rapportés précédemment sur le SEFV et la fréquence cardiaque ne sont

associés a aucune modification de la contractilit¢é myocardique objectivée par la mesure du

dP/dtm.x VG (Figure 42).
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Cependant, une baisse de la pression artérielle diastolique et moyenne est observée
dans nos conditions ischémiques aprés administration d’IVA a la dose de 0,25 mg/kg

(Tableau 11), conséquence directe de la réduction de la fréquence cardiaque.

16004
-= Controle
14004
@ - [VA 0,25 mg/kg
o 12004
=
£ 1000+
é 8004
z
£ 600+
=
A 4004
=
2004
G L) L) L) L) L) L)
Isch.1 Isch.2 Isch.3 Isch.4 Isch.S5 Isch.6
Déterminations a 1 min d'ischémie,
avant stimulation électrique ventriculaire

Figure 42 : Contractilité myocardique conditions ischémiques (étude 2, protocole 1).
SEFYV, seuil électrique de fibrillation ventriculaire ; VG, ventricule gauche.

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM.

Tableau 11 : Impact de I’administration d’IVA sur la fonction cardiaque hémodynamique.

Baseline Ivabradine 0,25 mg/kg
Isch. 1 Isch. 2 Isch. 3 Isch. 4 Isch. 5 Isch. 6

PAs (mmHg)

Controle 84 +5 80 +4 83 £3 82 +4 76 £4 82 £3

IVA 0,25 mg/kg 83 +4 77 +2 68 +6 69 £3 69 £4 72 £3
PAd (mmHg)

Contrdle 68 +7 64 +3 66 +£3 62 +4 59 £5 65 £3

IVA 0,25 mg/kg 61 +5 59 +£3 43 £ 5%% 44 4% 45 £5 47 +4%
PAm (mmHg)

Contrdle 74 £6 70 £3 73 +3 71 +4 65 £5 72 £3

IVA 0,25 mg/kg 70 +5 66 +3 51 £5%* 53 £4* 54 +£5 56 £3

Isch., Ischémie ; PAs, pression artérielle systolique ; PAd, pression artérielle diastolique ;
PAm, pression artérielle moyenne. Les valeurs sont représentées en moyenne = SEM.

*p<0,05, **p<0,01 vs. baseline a la méme période.
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3.3.1.3 Résultats morphologiques

3.3.1.3.1 Taille de I’'ischémie

D’un point de vue macroscopique, 1’administration d’IVA dans nos conditions, a
réduit la taille de la zone myocardique soumise a 1’ischémie (*** p<0,001 vs. contrdle)

représentée par la perte de I’activité SDH.

kg

Taille ischémie (%)
N
[—}
[l

Controle

IVA 0,25 mg/kg

Figure 43 : Taille de la région myocardique hypoxique (étude 2, protocole 1).

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM. *** p<0,001 IVA 0,25 mg/kg vs. controle.

3.3.1.3.2 Ultrastructure cardiomyocytaire

L’analyse en microscopie électronique a révélé que 1’administration d’IVA dans nos
protocoles d’ischémie/fibrillation ventriculaire et reperfusion a permis une meilleure
conservation de [ultrastructure cardiomyocytaire, objectivée par un développement
significativement réduit de Iésions tant au niveau nucléaire, membranaire que mitochondriale

en comparaison aux animaux controles (Tableau 12).
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Tableau 12 : Changements ultrastructuraux observés sur des prélévements myocardiques terminaux,

dans la zone soumise a I’ischémie (étude 2, protocole 2).

Controle

IVA 0,25 mg/kg

Mitochondries (Figure 44)
Déplacement
Gonflement
Dégranulation
Rupture des crétes
Aspect des noyaux (Figure 45)
Rupture de la membrane nucléaire
Agglomération irréguliere de la chromatine
Sarcolemme

(Edeme
Rupture
Rupture jonctionnelle
(Edéme interstitiel
Nécrose cardiomyocytaire
Capillaires (Figure 46)
Noyaux

Epaississement membranaire

157,5 (135 ; 167.5)
150,0 (132,5 ; 155)
145,0 (125 ; 165)
132,5 (105 ; 134,5)

17,0 (15,5 ; 20)
15,0 (13 ; 18,5)

18,5 (17 ; 20)
14,5 (12 ; 16,5)
16,5 (15 ; 17,5)

2,0 (1,5;3)

13,5 (11; 16)

15,0 (13 ; 18.5)
14,0 (11,5 ; 14,5)

47,5 (32,5 ; 62,5) **
43,5 (32,5 ; 55) **
46,0 (32,5 ; 61,5) **
35,0 (32 ; 38,5) **

50(4,5;6,5) **
4,5(3,5;6,5) **

5,0 (2,5;5) **
6,5 (5 ; 8,5) **
6,0 (4 ; 8,5) **
1,0(1;2)
3,5(2,5;7) **

4,5(3,5;6,5) **
6,5(4,5;7) **

Les valeurs sont représentées en médiane (25°™ ; 75°™ percentile). ** p<0.01 vs. contrdle.

Les Figure 44, Figure 45 et Figure 46 représentent des coupes de myocarde observées

en microscopie €lectronique, et plus précisément les mitochondries, le noyau et les capillaires

sanguins.

La Figure 44 illustre des lésions mitochondriales rapportées principalement dans le

groupe contrdle. On note en particulier une rupture des crétes mitochondriales internes (*) et

des cedémes qui apparaissent en plages blanches dans les mitochondries (—»).
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Figure 44 : Représentation de lésions mitochondriales dans le groupe controle (A) et IVA (B).

* rupture des crétes ; —» gonflement mitochondrial. Coupe transversale x20.000.

Par ailleurs, il a été rapporté de plus fréquemment des Iésions nucléaires dans le
groupe contrdle (Tableau 12). La Figure 45 représente un noyau observé dans le groupe
contrdle (A) et dans le groupe IVA (B). On note une agglomération de la chromatine (*) ainsi
que des ruptures de la membrane nucléaire (—» ) dans les controles en comparaison au groupe

IVA ou une discrete margination de la chromatine est rapportée.

Figure 45 : Représentation de 1ésions nucléaires dans le groupe contréle (A) et IVA (B).

* agglomération de la chromatine ; —» rupture de la membrane nucléaire. Coupe transversale x8.000.
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La Figure 46 représente un capillaire myocardique du groupe contrdle (A) et IVA (B).
Sur la photo, on note particulierement, un épaississement important de la membrane basale

(—») observé majoritairement dans le groupe n’ayant pas regu 'IVA.

Figure 46 : Représentation de lésions des capillaires myocardiques dans le groupe contréle (A) et IVA (B).

—» épaississement membranaire. Coupe transversale x8.000.

3.3.1.3.3 Résultats apoptotiques

L’analyse de I’expression de genes impliqués dans le mécanisme apoptotique (p53,
Bcl-2 et caspase 3) ne révele aucune différence significative entre nos animaux contrdles et

ceux ayant regu de I'IVA.

Tableau 13 : Expression des niveaux de marqueurs apoptotiques mesurés sur des prélévements terminaux
de myocarde au niveau de la zone soumise a I’ischémie (étude 2, protocole 2).

Controle IVA 0,25 mg/kg
Caspase3 1,89 £ 0,44 3,18+ 0,92
bcl-2 1,09 + 0,27 0,61 + 0,09
p53 2,08 +£0,52 1,32 +0,37

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM.
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3.3.2 Impact d’une baisse de la fréquence cardiaque sur la perfusion

myocardique a la reperfusion : étude 2., protocole 2

Tout d’abord, I’administration d’IVA a la dose de 0,25 mg/kg ainsi que 1’application
d’une stimulation ventriculaire ont entrainé une réduction de la fréquence cardiaque similaire,

de ’ordre de 30% (***p<0,001 vs. condition 1) (Figure 47).

1204

1104 —- Stimulation vagale
100- —#-1VA 0,25 mg/kg

90+
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®
>
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

Condition 1 Condition2 Condition 3
Déterminations du FSMR

Figure 47 : Evolution relative de la fréquence cardiaque par rapport a la valeur basale
dans chaque groupe (étude 2, protocole 2).

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM. *** p<0,001 vs. condition 1 (baseline).

La Figure 48 représente I’évolution du FSMR normalisé relatif de la région
myocardique soumis a 1’ischémie par rapport a la région myocardique controle. L’analyse
révele une augmentation du FSMR normalisé relatif a la levée de ’occlusion dans la région
myocardique soumise a I’ischémie (déterminations 2, 5 et 8). Cette hyperémie a la
reperfusion est augmentée apres administration d’IVA (* p<0,05 condition 5 vs. condition 2)

et a la limite de la significativité pour les animaux ayant eu une stimulation vagale.
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La perfusion normalisée relative revient a la normale lors du retour au niveau initial
de la fréquence cardiaque obtenue par la stimulation auriculaire seulement dans le groupe
ayant recu de ’IVA (déterminations 7, 8 et 9), alors que I’hyperémie persiste apres 1’arrét de

la stimulation vagale.

300+

2504 Bl Stimulation vagale

Bl VA 0,25 mg/kg
200+
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FSMR relatif (%)
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0=

-50 ) ) ) ) ) ) ) ) )

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Condition 1 Condition 2 Condition 3
Déterminations du FSMR

Figure 48 : Evolution du FSMR normalisé relatif dans la région myocardique soumise a ’ischémie
rapporté a la région non soumise a I’ischémie (étude 2, protocole 2).

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM. * p<0,05 condition 1 vs. condition 2.

La Figure 49 représente le FSMR normalisé pour les conditions 1 et 4 plus
précisément, en condition basale (détermination 1) et aprés réduction de la fréquence
cardiaque induite par stimulation vagale ou administration d’IVA (détermination 4). Le

FSMR est rapporté par battement cardiaque.
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Figure 49 : Effet de la baisse de la fréquence cardiaque sur le FSMR normalisé (étude 2, protocole 2).

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM. ** p<0,01 et *** p<0,001 condition 4 vs. condition 1.

La Figure 50 est une représentation du FSMR a fréquence cardiaque spontanée (1) et

a la reperfusion myocardique (2). La couleur rouge indique le maximum de perfusion

sanguine.

Figure 50 : Tomogrammes représentant le FSMR a fréquence cardiaque spontanée (1) et a la reperfusion
sans traitement (2) (étude 2, protocole 2).
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3.4 Discussion

Les résultats de la présente étude effectuée sur notre modele d’ischémie myocardique
aigue, confirment ceux de 1’étude précédente. Dans ce travail nous démontrons pour la
premiere fois que ’administration d’IVA in vivo induit une préservation de 1’ultrastructure
cardiomyocytaire principalement mitochondriale lors d’ischémie / fibrillation ventriculaire,
ainsi qu’une amélioration de la perfusion myocardique a la reperfusion. De plus, nous
confirmons que la diminution de la fréquence cardiaque induite par I’'IVA est associée a une
réduction du risque de déclenchement de la fibrillation ventriculaire (augmentation du SEFV)
et de la taille de la zone hypoxique. Ces effets ne sont accompagnés d’aucune modification
de la dMAPc dont on observe un raccourcissement lors de 1’ischémie myocardique, de

I’activité apoptotique, de la contractilité myocardique ou de la fonction hémodynamique.

Plusieurs travaux ont démontré qu’une baisse de la fréquence cardiaque obtenue par
exemple avec les béta-bloquants diminuait le risque de déclenchement de la fibrillation
ventriculaire [Aupetit, Frassati ef al., 1998]. Ainsi, I’ensemble des effets cardioprotecteurs
rapportés dans ce travail s’expliquerait principalement par la réduction de la fréquence
cardiaque laquelle résulte en une amélioration de la perfusion myocardique qui participe donc
a son effet bénéfique [Monnet, Ghaleh ef al., 2001; Monnet, Colin et al., 2004; Ferrari,

Cargnoni ef al., 2006; Vaillant, Timour ef al., 2008].

Fréquence cardiaque lésions myocardiques

Nous avons démontré que la réduction de la taille de la zone myocardique hypoxique

est corrélée a une baisse de propension a la fibrillation ventriculaire tel que rapporté dans
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plusieurs études réalisées dans notre laboratoire [Vaillant, Timour et al., 2008; Vaillant,

Tsibiribi et al., 2008] et discuté dans le travail précédent.

D’un point de vue structural, il est bien décrit que des périodes prolongées
d’ischémie / reperfusion sont génératrices de lésions au niveau 1) membranaire
s’accompagnant d’une perte du potentiel de membrane, ii) nucléaire et iii) mitochondriale
pouvant mener a I’apparition d’arythmies ou si les I1€sions mitochondriales sont sévéres a la
mort cellulaire [Zhang, Liem et al., 2008]. Des études précédentes ont rapportées un effet
bénéfique anti-ischémique de I’'IVA dans de tels modeles d’ischémie prolongées [Monnet,
Ghaleh et al., 2001; Heusch, Skyschally et al., 2008; Ceconi, Cargnoni et al., 2009].
Cependant, peu d’informations ont été¢ rapportées sur I’effet de I'IVA lors d’occlusions
coronaires bréves pouvant mener a la fibrillation ventriculaire. Dans le présent travail, nous
démontrons que la réduction de la fréquence cardiaque induite par I'IVA s’accompagne
d’une moindre dégradation cardiomyocytaire et en particulier d’une conservation de la

structure mitochondriale assurant ainsi un maintient de la fourniture d’énergie au myocarde.

Plusieurs études ont démontré un développement de I€sions mitochondriales lors
d’une tachycardie induite par de I’administration de tritodothyronine [Venditti, Bari ef al.,
2008] ou par I’application d’un pacing auriculaire associé a une surcharge calcique [Liem,
Honda et al., 2007; Zhong, Zhang et al., 2007] qui est responsable de 1’ouverture des pores
de transition membranaire des mitochondries conduisant a une dysfonction
¢lectroméchanique ou a la mort cellulaire [Dong, Saikumar et al., 2006; Moshal, Metreveli et
al., 2008]. De plus, Couvreur ef al., ont récemment rapportés un effet protecteur de la baisse
de la fréquence cardiaque aprés administration d’IVA sur la dysfonction ventriculaire
secondaire a I’ischémie myocardique, cet effet était corrélé a une augmentation de

I’expression d’une protéine qui régule le couplage excitation-contraction et prévient la fuite
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de Ca®" du réticulum sarcoplasmique dans les premiéres minutes de 1’ischémie myocardique
[Couvreur, Tissier et al., 2010]. Ainsi, la réduction de la fréquence cardiaque pourrait
expliquer 1’effet protecteur contre 1’apparition des 1ésions mitochondriales secondaires a une

tachycardie.

Par ailleurs, la préservation de I’ultrastructure cardiomyocytaire et mitochondriales
dans notre étude, pourrait participer au maintient du métabolisme énergétique cardiaque
rapportés par Ceconi et al. Ces auteurs ont démontré que I'IVA préservait plus
particulierement les réserves d’ATP tissulaire et I’état rédox aprés ischémie/reperfusion sur

un cceur isolé et perfusé de lapin [Ceconi, Cargnoni et al., 2009].

Enfin, les séquences répétées d’ischémie/fibrillation ventriculaire n’ont pas induit
d’apoptose, ce qui s’explique probablement par le temps d’ischémie court [Li, Lang et al.,

2008; Sodha, Clements et al., 2008].

Fréquence cardiaque et perfusion myocardique

Malgré le nombre limité d’animaux dans le second protocole (di a la complexité de la
procédure de tomographie par émission de positon : TEP), cette étude démontre que d’une
baisse de la fréquence cardiaque induite soit par une stimulation vagale, soit par
I’administration aigue d’IVA, résulte une augmentation du flux sanguin myocardique
régional (FSMR) dans la zone myocardique soumise a I’ischémie a la reperfusion. A notre
connaissance, le recours a la TEP dans 1’évaluation pré, per et post ischémique du FSMR lors
des modifications de la fréquence cardiaque en situation ischémique aigue est une premiére
du genre. D’autres auteurs ont rapporté des résultats similaires lors d’ischémies
myocardiques prolongées mais avec des techniques de mesures invasives [Indolfi and Ross,

1993; Monnet, Ghaleh et al., 2001; Monnet, Colin et al., 2004; Heusch, Skyschally et al.,
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2008]. La perfusion myocardique, assurée par le débit coronaire, s’effectue lors de la diastole
et permet un apport adapté en oxygeéne et substrats nécessaire au fonctionnement cardiaque.
Ainsi, 'IVA en réduisant la fréquence cardiaque par augmentation spécifique du temps de
diastole, suggerent la présence d’un microenvironnement cellulaire meilleur. Ces résultats
pourraient expliquer en partie I’effet bénéfique sur la structure mitochondriale et la baisse de

la propension a la fibrillation ventriculaire observé dans 1’étude précédente.

L’équipe de Monnet [Monnet, Ghaleh ef al, 2001] précise que la baisse de la
fréquence cardiaque induite par I’IVA est associée a une amélioration de flux sanguin
subendocardique qui est abolit lors d’une stimulation auriculaire. Par ailleurs, Indolfi et al.
ont évalué le flux sanguin myocardique régional sous pacing auriculaire a différentes
fréquences cardiaques lors d’une ischémie myocardique et ont démontré qu’une baisse de la
fréquence cardiaque meéne a une amélioration de la perfusion subendocardique sans
changement de la perfusion subépicardique [Indolfi, Guth et al, 1991]. Ces auteurs
rapportent également qu’une réduction de la fréquence cardiaque est responsable d’une

redistribution de la perfusion myocardique.

De plus, un résultat semblable a celui obtenu avec I’'IVA a été décrit avec les béta-
bloquants qui était associés a une réduction de I’impact de 1’ischémie/reperfusion [Danchin
and Aly, 2004]. Cependant, contrairement a I'IVA, I’emploi des béta-bloquants étaient
¢galement associés a une perte de la fonction contractile myocardique. Par ailleurs,
I’application d’un pacing auriculaire, pour abolir la baisse de la fréquence cardiaque induite
par les béta-bloquants, s’accompagnait d’une réduction du FSMR [Guth, Heusch ef al., 1987]
conséquence de I’effet vasoconstricteur alpha-adrénergique [Simon, Ghaleh et al., 1995;

Heusch, Baumgart et al., 2000].
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Dans notre étude, ’application d’une stimulation auriculaire chez les animaux ayant
recu de I'IVA induit un retour de la fréquence cardiaque et du FSMR a des valeurs dites
basales. Ceci renforce I’idée que 1’amélioration de la perfusion myocardique s’explique
principalement par la réduction de la fréquence cardiaque chez ces animaux. En revanche,
I’arrét de la stimulation vagale n’est pas suivi d’un retour a la normale de la perfusion
myocardique régionale, ce qui pourrait s’expliquer par 1’effet vasodilatateur persistent du

peptide vaso-intestinal libéré lors de la stimulation vagale [Henning and Sawmiller, 2001].

Conclusion

Ainsi, la présente étude démontre que des séquences d’ischémie / fibrillation et
reperfusion conduisent a des altérations morphologiques et fonctionnelles cardiaques en
partie prévenues par I’IVA. L hypothese de I’effet protecteur de la baisse de la fréquence
cardiaque dans la préservation ultrastructurale et dans I’amélioration de la perfusion
myocardique peut étre émise, mais elle n’exclue pas d’autres mécanismes. L’influence
éventuelle de la baisse de la fréquence cardiaque sur 1’évolution des composés phosphorés
riche en énergie lors de I’ischémie myocardique pourrait constituer un autre mécanisme

protecteur dans la réduction de la propension a la fibrillation ventriculaire.
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4.ETUDE 3 : Impact de la fréquence cardiaque sur la
propension a la fibrillation ventriculaire : role du
métabolisme énergétique

4.1 Objectifs

L’étude précédente nous a permis de démontrer 1’effet bénéfique de la baisse de la
fréquence cardiaque via I'IVA sur la structure cardiomyocytaire et plus précisément
mitochondriale. Ainsi, les objectifs du présent protocole étaient d’évaluer les effets de cette
baisse de la fréquence cardiaque sur le statut énergétique myocardique afin d’expliquer es
effets bénéfiques de I'lVA sur la propension a la fibrillation ventriculaire d’origine
ischémique. Les effets de 'ITVA ont été comparés a ceux d’un béta-bloquant couramment
utilisé en clinique, le propranolol (PROPRA). Ainsi, dans cette troisieme étude, différents

parametres ont été analysés :

- D’évolution des parametres électrophysiologiques (FCs, dMAPc et TDFV) et
hémodynamiques (PAs, PAd, PAm et dP/dt,,x VG) comme décrit dans les études

précédentes,

- le statut énergétique par mesure des phosphates a haute énergie sur des échantillons

myocardiques terminaux prélevés dans la région soumise a I’ischémie,

- Dactivit¢ enzymatique cardiaque (phosporylase, succino-déshydrogénase,

ATPases).
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Une premiére partie de cette étude 3 a été destinde a I’évaluation de I’'impact de
I’administration des produits (saline, IVA et PROPRA) sur un cceur sain normoxique sur les
réserves ¢nergétiques et 1’activité enzymologique liée aux mécanismes ¢énergétiques

myocardiques.

Dans une seconde partie de cette étude 3, nous avons étudié la récupération a une
ischémie ayant menée a la fibrillation ventriculaire, aprés administration des produits (saline,

IVA et PROPRA) également d’un point de vue énergétique.

Enfin, dans une derniére partie, deux séquences d’ischémie suivie de fibrillation

ventriculaire (avant et aprés administration des produits : saline et IVA) ont été étudiées.

Les différents traitements (solution saline, IVA et PROPRA) ont ét¢ administrés apres
stabilisation des animaux comme ceci :

- solution saline a un volume identique a celui de 'IVA,

- IVA aladose de 0,25 mg/kg,

- PROPRA a la dose de 2,48 + 0,18 mg/kg + 10 pg/kg/min ajusté pour chaque
animal afin d’obtenir une baisse de la fréquence cardiaque sinusale semblable a celle obtenue

avec ’IVA.
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4.2 Protocoles d’études

Afin de nous approcher des conditions physiologiques, nous nous sommes intéressés a
un autre critére d’évaluation de la propension a la fibrillation ventriculaire : le temps de
déclenchement de la fibrillation ventriculaire. Pour cela, I’occlusion a été réalisée jusqu’a
obtention de la fibrillation ventriculaire sans application d’une stimulation ventriculaire, et

nous avons mesuré le temps avant le déclenchement de la fibrillation ventriculaire.

Dans cette étude 3, différents protocoles ont été réalisés afin de comprendre au mieux
le role joué par la fréquence cardiaque sur la propension a la fibrillation ventriculaire

d’origine et I’'implication du métabolisme énergétique.

4.2.1 Impact des traitements sur un ceeur sain en normoxie : étude 3.

protocole 1

Dans ce protocole 1 (Figure 36), nous nous sommes intéress€s a I’impact de chacun
des traitements (solution saline, IVA et PROPRA) sur un cceur sain d’un point de vue
fonctionnel et énergétique. Ainsi, ces traitements ont ¢té¢ administrés apres stabilisation des

animaux selon les doses décrites précédemment.

Les paramétres électrophysiologiques et hémodynamiques ont été suivis pendant
30 min apres administration de la solution saline (Groupe 1) et ’IVA (Groupe 2), et 60 min
apres 1’administration de PROPRA (Groupe 3). Les différentes durées d’étude ont été fixées

selon I’effet stable obtenu pour chaque traitement.
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A la fin de I’expérimentation, des échantillons myocardiques ont été prélevés dans la
région ischémique pour I’évaluation des réserves énergétiques et des niveaux d’activité

enzymatique impliquées dans le processus énergétique.

Saline IVA PROPRA
G1 l 30 min _ G2 l 30 min _ G3 l 60 min

v

\
A

Figure 51 : Impact des traitements sur un cceur sain normoxique (étude 3, protocole 1).

Saline : groupe 1; IVA : groupe 2 et PROPRA : groupe 3.

4.2.2 Impact de P’administration des traitements a la reperfusion

d’une ischémie/fibrillation ventriculaire : étude 3., protocole 2

Ici, I’objectif a été d’étudier I'impact de I’administration des molécules apres la
réalisation d’une ischémie ayant menée a la fibrillation ventriculaire. Pour cela, 1’ischémie a
¢té réalisée sous stimulation auriculaire rapide (de période 300 ms, c'est-a-dire 200 bpm)
jusqu’a obtention de la fibrillation ventriculaire. La stimulation auriculaire a la période de
300 ms a été choisie afin d’abolir toutes variations inter-individuelles et d’étre en situation

tachycarde.

Les différents traitements (solution saline : Groupe 4 ; IVA : Groupe 5 ; PROPRA :
Groupe 6 ; Figure 37) ont été administrées 15 min apres défibrillation (temps nécessaire a la
récupération de I’animal) selon les mémes conditions que précédemment (dose et durée
d’enregistrement des paramétres). A la fin de D’expérimentation, des prélévements
myocardiques ont ¢été¢ effectués pour le dosage des réserves ¢énergétiques et 1’étude

histoenzymologique.
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Figure 52 : Impact de I’administration des différents traitements aprés une séquence d’ischémie -
fibrillation ventriculaire (étude 3, protocole 2).

Saline : groupe 4; IVA : groupe 5 et PROPRA : groupe 6.
= = = = ¥ pacing auriculaire

4.2.3 Impact de ’administration des traitements a la reperfusion -

role de la fréquence cardiaque : étude 3, protocole 3

Plusieurs protocoles ont été effectués afin de tester I’impact de la fréquence cardiaque
sur la survenue de la fibrillation ventriculaire d’origine ischémique et sur le statut énergétique

myocardique.

4.2.3.1 Etude 3, Protocole 3a

L’impact de l’administration des traitements (solution saline, Groupe 7; IVA,
Groupe 8 et PROPRA, Groupe 9 ; aux doses indiquées précédemment) a la reperfusion de la

premiere séquence d’ischémie — fibrillation ventriculaire a été étudié (Figure 38).

La premiere occlusion a été réalisée comme décrit précédemment (stimulation
auriculaire de période 300 ms). Les molécules ont ensuite été administrées 15 min apres

défibrillation et les parametres enregistrés pendant 30 a 60 min (selon les produits).

La deuxieéme ischémie a été réalisée jusqu’a I’apparition de la fibrillation ventriculaire

a fréquence cardiaque spontanée. Les ¢Echantillons myocardiques destinés a 1’étude
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énergétique et histoenzymologique ont été prélevés dés 1’apparition de la fibrillation

ventriculaire.
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Figure 53 : Impact de I’administration des traitements sur la survenue de la fibrillation ventriculaire a

fréquence cardiaque spontanée (étude 3, protocole 3a).

Saline : groupe 7 ; IVA : groupe 8 et PROPRA : groupe 9.
= = = ® ® pacing auriculaire

4.2.3.2 EKtude 3, Protocole 3b

Enfin, dans ce dernier protocole, la baisse de la fréquence cardiaque induite par 'IVA

a été abolie a différents moments clé du protocole par I’application d’une stimulation

auriculaire rapide (Figure 40) :

dans le premier groupe, aucune stimulation auriculaire n’a été appliquée apres
administration d’IVA : Groupe 8,

une stimulation auriculaire rapide a été appliquée uniquement lors de la seconde
occlusion coronarienne pour annuler la baisse de la fréquence cardiaque a ce
moment précis : Groupe 10,

une stimulation auriculaire a été appliquée des I’administration d’IVA et pendant
les 30 min d’enregistrement des parametres et a été stoppée au moment
d’effectuer la seconde ischémie, afin d’abolir la réduction de la fréquence
cardiaque pendant ces 30 min : Groupe 11

dans le dernier groupe, une stimulation auriculaire a été appliquée dés 1’injection
d’IVA et pendant la seconde occlusion jusqu’a obtention de la fibrillation
ventriculaire, ceci afin d’abolir complétement 1’effet de la baisse de la fréquence

cardiaque : Groupe 12.
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Les prélevements ventriculaires destinés a la mesure des composé€s énergétiques et de
I’activité enzymatique liée au métabolisme énergétique ont été effectués au déclenchement de

la fibrillation ventriculaire terminale.
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Figure 54 : Impact de I’administration d’IVA sur la survenue de la fibrillation ventriculaire d’origine
ischémique, a différentes fréquences cardiaques (étude 3, protocole 3b).

= = = » ® pacing auriculaire
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4.3 Matériel et méthodes spécifiques de ’étude 3

4.3.1 Evaluation de temps de déclenchement de la fibrillation

ventriculaire d’origine ischémique

Le temps de déclenchement de la fibrillation ventriculaire (TDFV) est la durée au bout
de laquelle la fibrillation ventriculaire apparait apres réalisation de I’occlusion coronaire.
Dans ce modele, I'ischémie a été réalisée par occlusion de D’artére interventriculaire
antérieure comme décrit précédemment pour le SEFV et selon les conditions expérimentales
exposées ci-dessus. Nous nous sommes intéressés au TDFV afin de nous approcher
d’avantage en conditions physiologiques en comparaison au SEFV. Aprés la premiére
fibrillation, 1'animal a bénéficié d'une défibrillation par choc électrique externe a 360 Joules.
A la fin de I'expérimentation, 1'euthanasie, pour chaque animal, était obtenue en ne pratiquant

pas de défibrillation apres la derniére fibrillation ventriculaire.

4.3.2 Evaluation de Pactivité enzymatique myocardique

Le principe de cette technique est basé sur I’introduction d’un substrat spécifique a
I’intérieur de la cellule. Si I’enzyme est présente et/ou si une certaine activité enzymatique
persiste, la molécule finale est reconstituée et est révélée par une réaction colorée.
L’importance de D’activité enzymatique peut-étre quantifiée par l’intensité des réactions
colorées. Cependant, cette évaluation n’est que subjective, le score ne pouvant s’exprimer que
par une échelle semi quantitative de type « activité nulle (0), faible (1), moyenne (2), forte (3)

et tres forte (4) ».
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L’activité enzymatique de trois enzymes qui rendent compte de 1’activité métabolique

myocardique :

- la phosphrylase qui refléte une activité glycolytique accrue. La phosphorylase est la
premiere de la dégradation du glycogene en glucose 6-phosphate (G-6-P). L’activité
de cette enzyme est augmentée lors notamment d’ischémie myocardiaque [King and

Opie, 1998].

- la succino-déshydrogénase (SDH) qui reflete I’activité du cycle de Krebs. La SDH
est une enzyme du complexe II de la chaine respiratoire mitochondriale. Cette enzyme
assure les réactions d’oxydoréduction et est ainsi considérée comme un bon marqueur
de la capacité oxydative mitochondriale [Linderholm, Essen-Gustavsson et al., 1990;
Chalmers, Roy et al., 1992]. La production adéquate d’ATP peut étre évaluée par

I’estimation de I’activité enzymatique SDH.

- PATPase myofibrillaire Ca’*-dépendante qui refléte la consommation d’énergie.
Elle permet de maintenir la consommation d’énergie via la transformation d’ADP en
ATP au niveau de la membrane myofibrillaire. L’ATPase transforme I’ATP en ADP
en présence d’O, (métabolisme aérobie) alors qu’elle transforme I’ADP en ATP en
cas d’ischémie myocardique (métabolisme anaérobie). Une diminution de cette
activité a ¢€té rapporté lors d’insuffisance cardiaque, d’infarctus du myocarde [Wang,
Liu et al., 2002; Wang, Guo et al., 2004] ou encore de cardiomyopathies diabétiques
[Pierce and Dhalla, 1985]. Une réduction de la force de contraction cardiaque a
¢galement ¢été associée a une baisse de l’activité ATPase [Maddika, Elimban et al.,

2009].
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Les échantillons myocardiques prélevés dans la zone ischémique a la fin de chaque
expérimentation, ont ét¢ immédiatement congelés dans 1’isopentane placé dans 1’azote liquide
(-80°C). Cette méthode a permis une congélation quasi instantanée, sans formation de bulle
d’air autour du fragment, afin de préserver au mieux l’activité enzymatique. Ensuite, ces
échantillons ont été coupés au cryotome Leica CM 3050S d’épaisseur de 10pm. Apres la
réaction histoenzymologique les coupes ont fait I’objet d’une double lecture en aveugle par le
Dr. Alain Tabib (laboratoire de médecine 1égale, Faculté de médcine, Lyon Grange-Blanche)
et M. Nicolas Gadot (chargé d’études, ANIPATH - Centre d’Histopathologie du Petit Animal
de laboratoire, Faculté de Médecine RTH Laénnec) a I’aide d’un Microscope Nikon eclips E

400, muni dune caméra Sony DXC 390P et d’un systéme d’imagerie Alphylys®.

4.3.2.1 Evaluation de ’activité phosphorylase

4.3.2.1.1 Technique

Les coupes ont €té incubées pendant 1 h a 37°C dans une solution comportant 10 ml de
tampon acétate de Na (pH 5,5), 10 mg d’adénosine 5’ monophosphate, 50 mg de glucose-1-
phosphate, Glycogéne I1I, 4 ml d’éthanol 100°, 10 ml d’eau distillée. Aprés incubation les
coupes ont ¢été¢ immergées pendant 10 min dans du Lugol fort & 1%. Enfin, elles ont été

montées au glycergel.

4.3.2.1.2 Résultats recherchés
L’apparition de granulations noires/jaunes (de formazan couvrant les mitochondries)
en quantit¢ proportionnelle a D’activité phosphorylase représente 1’activité enzymatique

recherchée. La Figure 55 représente une activité phosphorylase considérée comme importante
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(A), moyenne (B) et faible voire nulle avec des aires entieres sont dépourvues de granulation
(C). Une activité considérée comme faible, voire nulle, signifie que le coeur travaille donc
essentiellement en aérobie. A I’inverse, une activité phosphorylase importante signifie que le

ceeur travaille principalement en conditions anaérobiques.

Figure 55 : Activité phosphorylase appréciée par la condensation des granulations qui coiffent les
mitochondries.

Coupes transversales x200.

4.3.2.2 Evaluation de ’activité succino-déshydrogénase

4.3.2.2.1 Technique

Les coupes ont été séchées pendant 20 min a température ambiante. Elles ont ensuite
¢été incubées pendant 2h a 37°C dans une solution comportant du tampon phosphate (0,2M,
pH 7.4), de I’acide succinique (0,2M), du nitro-bleu de tétrazolium (20mg/ml). Par la suite les
coupes ont été rincées avec une solution de NaCl 9%, et post-fixées dans une du formol
neutre pendant 10 min. Les coupes ont été lavées avec de 1’alcool 15° (5 min) puis rincées a

I’eau distillée. Enfin, elles ont ét€¢ montées au glycergel.

4.3.2.2.2 Résultats recherchés

La Figure 56 représente une activité SDH considérée comme importante (A), moyenne

(B) et faible voire nulle avec des aires enti¢res sont dépourvues de granulation (C). Une
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activité considérée comme faible, voire nulle, signifie atteste d’une capacité oxydative

mitochondriale réduite.

e B 5 - i . o EL. 2 b Ny

Figure 56 : Activité SDH appréciée par la condensation des granulations bleues qui coiffent les
mitochondries.

Coupes longitudinales x200.

4.3.2.3 Evaluation de ’activité ATPase myofibrillaire Ca2+-dépendante

4.3.2.3.1 Technique

L’évaluation de I’activité ATPase a été réalisée d’apres 1’étude de Padykula [Padykula
and Herman, 1955]. Les coupes ont été séchées a température ambiante. Une pré-incubation a
été effectuée dans une solution comportant du chlorure de calcium (10 ml a 0,18 M), d
barbital sodique (20 ml a 0,1 M) et de I’eau distillée (70 ml). Les coupes ont ensuite été
incubées pendant 20 min a 37°C dans une solution comportant de I’ATP (150 mg), du CaCl2
(10 ml) ; du barbital sodique (20 ml) et de I’eau distillée (70 ml). Par la suite les coupes ont
été rincées 3 fois 10 min avec de 1’eau distillée, puis immergées dans une solution de chlorure
de cobalt a 2%. Les coupes ont ensuite été rincées 3 fois 1 min a 1’eau distillée suivi d’un
passage dans une solution de sulfure d’ammonium a 1% pendant 20 secondes. Un dernier
ringage a été effectué a 1’eau distillée 3 fois 1 min suivie d’une déshydratation par passage

dans 1’alcool 95° puis 100°. Enfin le montage des lames a été fait.
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4.3.2.3.2 Reésultats recherchés

La Figure 57 représente une activit¢ ATPase considérée comme importante (A),

moyenne (B) et faible voire nulle avec des aires entieres sont dépourvues de granulation (C).

granulations bleues qui coiffent les mitochondries.

Coupes transversales x200

4.3.3 Evaluation des concentrations myocardiques en phosphates a

haute énergie

Les concentrations en composés ¢€nergétiques ont été déterminées par la technique
enzymatique et par spectroscopie a résonance magnétique nucléaire (RMN) du phosphore 31
('P).Ces dosages ont été réalisés par le laboratoire du Dr. Baverel (Métabolomique et

Maladies métaboliques, INSERM U820, Lyon, France).

4.3.3.1 Prélévement des échantillons myocardiques

A la fin des différents protocoles, dés déclenchement de la derniere fibrillation ou
I’euthanasie de 1’animal dans les groupes ou une fibrillation terminale n’était pas attendue,
plusieurs échantillons de cceur ont été prélevés successivement. Ces prélévements ont été

effectués tres rapidement (en moins de 20 secondes) par carottage. Afin d’obtenir une
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congélation instantanée, aussitot apres le prélevement, chaque échantillon a été plongé dans
I’isopentane contenu dans une coupelle, elle-méme refroidie par de 1’azote liquide puis

stockés a -80°C.

4.3.3.2 Traitement des échantillons

Les échantillons ont été dissous dans 2 ml de 4% d’acide perchlorique (HCIO4) par
gramme de poids frais afin de faciliter la dissolution des échantillons. Ils ont ensuite été
broyés par ultra-turrax et centrifugés pour séparer le culot du surnageant perchlorique qui a
été alors neutralisé par du 20% (poids/volume) d’hydroxyde de potassium. 1/5 du volume du
surnageant neutralisé a été conservé pour le dosage de I’ATP et de la PCr par méthodes
enzymatiques, les 4/5 restant ont été lyophilisés afin d’étre utilisés pour la mesure des dérivés
phosphorés par spectroscopic RMN au *'P. Le lyophilisat a été repris dans 550 ul d’un
tampon (pH 7,38 : imidazole 100 mM ; oxyde de deutérium 40%, azide de sodium 0,02M).
Apres centrifugation pour éliminer le précipité de sels, le surnageant de chaque tube a été

placé dans un tube RMN de 5 mm de diameétre.

4.3.3.3 Mesure des phosphates a haute énergie par spectroscopie a résonance
magnétique nucléaire

Chaque tube de RMN a été placé dans le spectromeétre RMN. Les données ont été

enregistrées avec un appareil Bruker AM-500WB en utilisant une sonde pour tubes de 5 mm

de diamétre, thermostatée a 20 + 0,5°C. Le programme de mesure du °'P a permis d’obtenir

un spectre RMN compos¢ d’une succession de pics de telle sorte que chaque atome de

phosphore était représenté par un pic. La position sur le spectre dépendait de la nature de la

molécule a laquelle il appartenait et de sa position a I’intérieur de la molécule. L’attribution
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des pics (correspondance entre pic et atome de phosphore concerné) a été effectuée en
utilisant les données de la littérature complétées par une vérification consistant a ajouter le
métabolite supposé et a rechercher si la surface du pic concerné augmentait, ce qui confirmait

alors ’attribution initiale.

La surface de chacun des pics est proportionnelle a la quantité des noyaux concernés.
La spectroscopie RMN donne une surface (identique aux erreurs expérimentales pres) pour
chacun des atomes de phosphore de I’ATP qui, de plus, a été vérifice par dosage
enzymatique : nous pouvons ainsi établir un facteur de conversion valable pour chacun des
pics de phosphore qui permet de traduire leur surface en umoles. Une vérification de la
qualité de la mesure RMN a été obtenue en comparant les quantités de PCr obtenues par

dosage enzymatique et par spectroscopie RMN.

Ainsi, la spectroscopic RMN du *'P a permis calculer la concentration myocardique
des composés phosphorés étudiés (I’ATP, ’ADP, I’AMP, la PCr et le Pi) permettant ainsi

I’évaluation d’un bilan énergétique myocardique.

Les rapports PCt/ATP et ATP/ADP ont été calculés a partir des concentrations
déterminées en RMN. Le rapport PCr/ATP s’est avéré étre un bon index du métabolisme
énergétique cardiaque et une valeur inférieure a 1,6 a été rapportée comme indice prédictif de
mortalité cardiovasculaire chez les patients présentant une cardiomyopathie dilatée [Scolletta
and Biagioli, 2010]. Le rapport ATP/ADP est indicateur de 1’état de phosphorylation
myocardique et de la demande en énergie [Schwartz, Reimer et al., 2007]. 11 a été rapporté
qu’'une ischémie méme modérée était corrélée a une diminution de ce rapport menant a une

augmentation de la glycolyse [Salem, Stanley et al., 2004].
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4.3.4 Analyse statistique

L’ensemble des parameétres électrophysiologiques a été analysé par une ANOVA a
deux voies suivie d’un post-test de Bonferroni lorsque 1’analyse de variance dtait

significative, afin d’étudier 1’effet temps et traitement.

Les parametres histoenzymatiques ont été mesurés de fagon semi-quantitative. Ainsi,
une analyse non paramétrique a été réalisée (test t non pairé de Mann-Withney ou une analyse

de variance Kruskall-Wallis selon le nombre de groupes étudiés).

Les concentrations en phosphates a hautes énergie ont été analysées soit par une
ANOVA a une voie suivie d’un post-test de Bonferroni, soit par un test t non pairé selon le

nombre de groupes étudié.
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4.4 Resultats

4.4.1 Impact de I’administration des traitements sur un ceeur sain en

normoxie : étude 3. protocole 1

4.4.1.1 Evaluation des paramétres physiologiques

4.4.1.1.1 Parametres électrophysiologiques

Ces groupes avaient pour objectif d’évaluer I’effet de 1’administration des traitements
sur un cceur sain en conditions normoxiques. L’analyse montre que ’administration d’IVA
(0,25 mg/kg, G2) et de PROPRA (2,48 +£0,18 mg/kg + 10 ug/kg/min, G3) a induit une
réduction significative (*** p<0,001 IVA ; * p<0,05 PROPRA) de la fréquence cardiaque en
comparaison au groupa controle (G1) (Figure 58), sans modification de la durée du potentiel

d’action monophasique corrigée (Tableau 14).
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Figure 58 : Impact de I’administration des traitements sur la fréquence cardiaque
sur un cceur sain en normoxique.

Les valeurs sont représentées en moyenne £ SEM. * p<0,05 et *** p<0,001 vs. controle.
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Tableau 14 : Impact de ’administration des traitements sur la durée du potentiel d’action monophasique
corrigée, sur un ceeur sain en conditions normoxiques.

Avant Apres
traitement traitement
dMAPc
Controle (G1) 12,0 £0,6 12,3 £0,6
IVA (G2) 11,2 £0,5 11,0 £0,6
PROPRA (G3) 11,4 £0,7 12,0 £0,6

Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM.

4.4.1.1.2 Paramétres hémodynamiques

L’administration d’IVA ou de PROPRA n’a induit aucune modification de la
contractilité myocardique (Figure 59). Cependant le PROPRA contrairement a I'IVA, est
responsable d’une augmentation significative des pressions artérielles systolique, diastolique

et moyenne (*** p<0,001 vs. controle) (Tableau 15) dans nos conditions normoxiques.
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Figure 59 : Impact de I’administration des traitements sur la contractilité myocardique
sur un cceur sain en normoxie.

Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM.
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Tableau 15 : Impact de I’administration des traitements sur la fonction hémodynamique, sur un cceur sain
en conditions normoxiques

Avant Apres
traitement traitement
PAs (mmHg)
Controdle (G1) 93 +£2 95 £6
IVA (G2) 96 +3 103 +2
PROPRA (G3) 105 +4 120 + 6***
PAd (mmHg)
Controdle (G1) 68 +£3 73 £6
IVA (G2) 64 +4 63 +£3
PROPRA (G3) 79 £5 91 +6*
PAm (mmHg)
Controdle (G1) 79 £3 83 +6
IVA (G2) 78 +4 81 +3
PROPRA (G3) 91 +4 104 £6

PAs, pression artérielle systolique; PAd, pression artérielle diastolique ; PAm, pression
artérielle moyenne. Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM.

* p<0,05 et *** p<0,001 vs. controle (G1).

4.4.1.2 Evaluation des paramétres enzymatiques

L’analyse de I’activité des enzymes impliquées dans le métabolisme énergétique que
nous avons étudiées (SDH, ATPase et phosphorylase) ne révele aucune différence

significative entre les animaux controles et ceux ayant recu de I’'IVA ou du PROPRA.

Tableau 16 : Impact de ’administration des traitements sur D’activité enzymatique myocardique d’un
ceeur sain, en conditions normoxiques.

Controle (G1) IVA (G2) PROPRA (G3)
SDH 1(1;1) 3333 3(12:3)
ATPase 1(1;1) 33333 3(1253)
Phosphorylase 1(1;2) 2(2;3) 2,5(1;3)

Les valeurs sont représentées en médiane (25¢me ; 75¢me percentile).
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4.4.1.3 Evaluation des paramétres énergétiques

Dans ces conditions normoxiques, seul le PROPRA accuse une chute significative des
concentrations en PCr (** p<0,01 vs. contrdle) associée a un baisse du rapport PCr/ATP
(* p<0,05 vs. contrdle) et une augmentation du rapport Pi/PCr (** p<0,01 vs. contréle). Par
ailleurs, le PROPRA induit une chute du rapport ATP/ADP (* p<0,05) en comparaison au
groupe controle. Malgré une tendance a la baisse des concentrations en PCr apres

administration d’IVA, aucune modification significative n’est rapportée (Tableau 17 et Figure

60).

Tableau 17 : Impact de ’administration des traitements sur les concentrations en phosphates a haute
énergie myocardiques d’un cceur sain, en conditions normoxiques.

Phosphates a haute énergie Controle (G1) IVA (G2) PROPRA (G3)
ATP (umol/gww) 3,69 £0,13 32 +£0,15 245 £0,31*
ADP (umol/gww) 0,54 £0,09 0,59 +£0,06 0,57 £0,05
AMP  (umol/gww) 0,22 +£0,05 0,14 £0,05 0,15 £0,03
PCr (umol/gww) 2,69 £0,44 1,83 £0,29 1,02 £0,19%*
Pi (umol/gww) 7,1 +£0,60 6,3 +0,60 6,88 +1,02
PCt/ATP 0,83 £0,13 0,57 £0,08 0,41 +£0,04%
Pi/PCr 3,68 £0,90 3,93 £0,67 8,05 +1,35%*#
ATP/ADP 6,44 +0,70 5,7 £0,57 4,24 +0,40%*

Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM.
* p<0,05 et ** p<0,01 vs. contrdle (G1) ; # p<0,05 vs. IVA (G2).
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Figure 60 : Impact de I’administration des traitements sur les concentrations en PCr (A), les rapports
ATP (B), PCr/ATP (C) et ATP/ADP (D) d’un ceeur sain, en conditions normoxiques.

Les valeurs sont représentées en moyenne £ SEM. * p<0,05 et ** p<0,01 vs. contrdle (G1).
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4.4.2 Impact de P’administration des traitements a la reperfusion

d’une ischémie / fibrillation ventriculaire : étude 3. protocole 2

4.4.2.1 Evaluation des paramétres physiologiques

4.4.2.1.1 Parameétres électrophysiologiques

L’administration d’IVA et de PROPRA a entrainé une réduction de la fréquence
cardiaque semblable de I’ordre de 25% ($$$ p<0,001 apres traitement vs. avant traitement)

(Figure 61), sans modification de la durée du potentiel d’action monophasique corrigée

(Tableau 18).
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Figure 61 : Impact de ’administration des traitements sur la fréquence cardiaque apreés une séquence
d’ischémie/fibrillation ventriculaire a fréquence cardiaque rapide.

Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM. $$$ p<0,001 aprés traitement vs. avant traitement.
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Tableau 18 : Impact de ’administration des traitements sur la durée du potentiel d’action monophasique
corrigée apreés une séquence d’ischémie/fibrillation ventriculaire a fréquence cardiaque rapide.

Baseline 1 Avant Apres
ischémie traitement traitement
dMAPc
Controle (G4) 12,1 £0,5 11,7 £0,5 11,8 £0,3 11,8 £0.,5
IVA (GYS) 122 £0,4 11,7 £0,6 12,5 £0,4 12,2 £0,5
PROPRA (G6) 11,7 £0,3 11,5 £0,3 12,3 £0,3 12,5 £0,6

dMAPc, durée du potentiel d’action monophasique corrigée. Les valeurs sont exprimées en
moyenne + SEM.

4.4.2.1.2 Paramétres hémodynamiques

Aucune différence significative n’est rapportée entre les différents groupes et dans le
temps, malgré une tendance a la baisse de la dP/dt;.x aprés administration du PROPRA
(Figure 62). Par ailleurs, I’administration de PROPRA est responsable d’une augmentation
significative des pressions artérielles. (Tableau 19) La dose de PROPRA a été ajustée pour
chaque animal afin d’obtenir une réduction de la fréquence cardiaque semblable a celle
obtenue avec I'IVA. La dose de PROPRA administrée pourrait donc étre trop élevée et

expliquer cette augmentation des pressions artérielles.
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Figure 62 : Impact de I’administration des traitements sur la contractilité myocardique apreés une
séquence d’ischémie/fibrillation ventriculaire a fréquence cardiaque rapide.

Tableau 19 : Impact de ’administration des traitements sur la fonction hémodynamique apreés une
séquence d’ischémie/fibrillation ventriculaire a fréquence cardiaque rapide.

Baseline 1 Avant Aprés
ischémie traitement traitement
PAs (mmHg)
Controéle (G4) 98 +4 75 £6 91 £3 92 £3
IVA (G5) 96 +4 76 +3 96 +3 95 +£5
PROPRA (G6) 100 +6 74 +6 94 +5 112 +4§§
PAd (mmHg)
Controéle (G4) 74 +£4 52 £5 68 +£4 69 +2
IVA (G5) 69 +4 49 +3 70 +3 65 +4
PROPRA (G6) 73 +5 57 £6 72 +4 90 +3§§§
PAm (mmHg)
Controle (G4) 86 4 60 £5 78 +4 79 £2
IVA (G5) 81 +4 58 +£3 82 +3 78 +£5
PROPRA (G6) 84 +6 64 £6 82 +5 101 38§

PAs, pression artérielle systolique; PAd, pression artérielle diastolique; PAm, pression
artérielle moyenne. Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM.

$$ p<0,01 vs. avant traitement ; $$$ p<0,001 vs. avant traitement.
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4.4.2.2 Evaluation des paramétres enzymatiques

Aucune différence significative n’est rapportée en ce qui concerne 1’activité

enzymatique myocardiques entre les différents traitements administrés (Tableau 20).

Tableau 20 : Impact de I’administration des traitements sur les fonctions enzymatiques myocardiques
aprés une séquence d’ischémie/fibrillation ventriculaire a fréquence cardiaque rapide.

Controle (G4) IVA (GY5) PROPRA (G6)
SDH 0(0;0) 2(2:2) 1(1;1)
ATPase 0,5(0;1) 3(2,5;3) 1(0,5;1,5)
Phosphorylase 1(0;1) 4(3,5;4) 2(2;3)

Les valeurs sont représentées en médiane (25°™ ; 75°™ percentile).

4.4.2.3 Evaluation des paramétres énergétiques

L’évaluation des concentrations myocardiques en phosphates a haute énergie n’a
révélée aucune différence significative entre les différents traitements administrés (solution
saline, IVA ou PROPRA) (Tableau 21). Les animaux semblent donc récupérer
indépendamment du traitement administré, de la premicre séquence d’ischémie/fibrillation

ventriculaire réalisée a fréquence rapide (200 bpm).

Tableau 21 : Impact de ’administration des traitements sur les concentrations en phosphates a haute
énergie myocardiques apreés une séquence d’ischémie/fibrillation ventriculaire.

Controéle (G4) IVA (GY5) PROPRA (G6)
ATP (umol/gww) 2,99 +£0,23 3,41 £0,20 3,06 £0,31
ADP (umol/gww) 0,59 +0,08 0,56 +0,08 0,51 £0,05
AMP  (umol/gww) 0,13 +0,05 0,11 +£0,04 0,08 £0,03
PCr (umol/gww) 1,98 +0,37 2,44 +0,37 2,48 +0,19
Pi (umol/gww) 7,47 £0,81 7,29 +0,98 6,56 +1,02
PCt/ATP 0,68 £0,13 0,72 £0,10 0,82 +£0,04
Pi/PCr 4,41 £0,79 3,44 +0,58 3,07 £1,35
ATP/ADP 5,23 £0,43 6,47 £0,49 6,24 +£0,47

Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM.
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4.4.3 Impact de I’administration des traitements a la reperfusion -

role de la fréquence cardiaque : étude 3, protocole 3

Plusieurs protocoles ont été effectués afin d’évaluer I’impact de la fréquence cardiaque
sur la survenue de la fibrillation ventriculaire d’origine ischémique et le role joué par le statut

énergétique myocardique.

4.43.1 Etude 3, Protocole 3a

4.4.3.1.1 Evaluation des paramétres physiologiques

4.4.3.1.1.1 Paramétres physiologiques

L’administration d’IVA et de PROPRA aprés la premi¢re séquence
d’ischémie / fibrillation ventriculaire a induit une augmentation significative du temps de
déclenchement de la fibrillation ventriculaire a fréquence cardiaque spontanée. De fagon
intéressante, cette augmentation est significativement plus importante avec I'IVA que le
PROPRA (Figure 63). Cet effet bénéfique est corrélé a une réduction de la fréquence
cardiaque qui est semblable entre ces deux traitements (Figure 64), sans modification de la

durée du potentiel d’action monophasique corrigée (Tableau 22).
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Figure 63 : Impact des différents traitements sur le temps de déclenchement de la fibrillation ventriculaire
d’origine ischémique, exprimé en sec (A) ou en pourcentage (B).

**% p<0,001 vs. groupe controle (G7) ; # p<0,05 vs. IVA (G8).
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Figure 64 : Impact des différents traitements sur la fréquence cardiaque en conditions ischémiques.

** p<0,01 et *** p<0,001 vs. groupe controle (G7).
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Tableau 22 : Impact des différents traitements sur la durée du potentiel d’action monophasique corrigée

en conditions ischémiques.

Baseline 1 Avant Apres peme

1schémie traitement traitement ischémie

dMAPc
Contrdle (G7) 11,3 £04 11,6 £0,3 11,2 £04 11,8 +0,4 11,6 £0,1

IVA(GS8) 12,0 £0,4 11,7 £0,3 123 £04 12,7 £0,3 12,4 +0,3
PROPRA (G9) 12,7 +0,2 122 +04 12,8 £0,3 12,2 £0,6 11,5 £0,7

dMAPc, durée du potentiel d’action monophasique corrigée. Les valeurs sont

représentées en moyenne + SEM.

4.4.3.1.1.2 Paramétres hémodynamiques

L’analyse n’a montré aucune différence inter-groupe. Cependant, une baisse
significative du dP/dt,.x VG est observée dans le groupe saline (# p<0.05) et PROPRA
(### p<0.001) lors de la 2" jschémie par rapport a la valeur obtenue avant administration des

drogues. Aucune modification significative n’est observée sous IVA (Figure 65).
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Figure 65 : Impact des différents traitements sur la contractilité myocardique en conditions ischémiques.
Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM.

# p<0,05 vs. avant traitement ; ### p<0,001 vs. avant traitement.
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Tableau 23 : Impact des différents traitements la fonction hémodynamique en conditions ischémiques.

Baseline 1 Avant Aprés eme
ischémie traitement traitement ischémie
PAs (mmHg)
Contrdle (G7) 106 £5 81 £5 93 +4 97 £6 75 £7§§§
IVA(GS) 101 £5 71 £5 90 +7 89 6 86 *5
PROPRA (G9) 101 +4 84 +2 106 £7 109 £9 89 +7§§
PAd (mmHg)
Controle (G7) 82 £5 65 £5 71 £2 77 £7 54 £68§8§
IVA (G8) 82 £5 58 £6 68 +8 61 £6 62 £6
PROPRA (G9) 75 £4 54 £2 83 +6 8 £9 70 £73§
PAm (mmHg)
Controle (G7) 94 +5 72 £5 80 +£3 86 £6 62 £7888
IVA (G8) 90 +5 64 £5 77 £7 74 £6 74 £5
PROPRA (G9) 85 +4 64 +£2 94 +7 96 £8 78 £78§§

PAs, pression artérielle systolique; PAd, pression artérielle diastolique ; PAm, pression
artérielle moyenne. Les valeurs sont représentées en moyenne = SEM.

* p<0,05 ; *** p<0,001 vs. groupe contrdle (G7); § p<0,05; §§ p<0,01 ; §§§ p<0,001 vs.
avant traitement.

4.4.3.1.2 Evaluation des paramétres enzymologiques

Dans ces conditions ou les prélévements terminaux ont été effectués au déclenchement
de la fibrillation ventriculaire aprés administration des traitements, aucune différence n’est

rapportée pour 1’activité¢ enzymatique de la SDH, ATPase et phosphorylase (Tableau 24).

Tableau 24 : Impact des différents traitements sur I’activité enzymatique en conditions ischémiques.

Contrdle (G7) IVA (G8) PROPRA (GY)
SDH 00;1) 1(1;1) 2(152)
ATPase 0(0;1) 1(1;2) 2(1,5;3)
Phosphorylase 2(1,5;3) 2(1,5;2) 1(1;2)

Les valeurs sont représentées en médiane (25°™ ; 75°™ percentile).
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4.4.3.1.3 Evaluation des paramétres énergétiques

En ce qui concerne les parametres énergétiques, aucune modification n’est observée
pour les concentrations en ATP, AMP, PCr, et les rapports Pi/PCr et ATP/ADP. En revanche,
apres 1’administration d’IVA, les concentrations d’ADP myocardiques sont significativement
plus basses (* p<0,05) et le rapport PCt/ATP significativement augmenté (* p<0,05) que dans
les groupes ayant regu de la saline ou du PROPRA. Il semble donc que I'IVA prévienne
I’augmentation de la concentration d’ADP et la chute du rapport PCr/ATP qui sont

secondaires a I’ischémie (Tableau 25 et Figure 66).

Tableau 25 : Impact des différents traitements sur les concentrations myocardiques en phosphates a haute
énergie, en conditions ischémiques.

Controdle (G7) IVA (G8) PROPRA (G9)
ATP (umol/gww) 1,67 £0,23 0,94 +0,29 1,35 £0,28
ADP  (umol/gww) 1,18 £0,15 0,63 +0,14* 1,15 +£0,09#
AMP  (umol/gww) 0,58 +0,09 0,35 +£0,09 0,51 £0,07
PCr (umol/gww) 0,21 +£0,04 0,25 +0,08 0,16 +£0,10
Pi (umol/gww) 12,95 £0,94 11,56 £2,22 10,93 +£0,96
PCr/ATP 0,12 +£0,03 0,36 +0,09* 0,08 +0,04#
Pi/PCr 61,86 +11,47 108,65 +31,60 75,63 +£19,96
ATP/ADP 1,41 +£0,05 1,47 +0,45 1,12 +£0,20

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM. * p<0,05 vs. Controle (G7) ; # p<0,05 vs.
IVA (GS).
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Figure 66 : Représentation des concentrations myocardiques en ADP et du rapport PCr/ATP.

Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM. * p<0,05 vs. contréle (G7) ; # p<0,05 vs. IVA (G8).
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4.43.2 Etude 3, Protocole 3b

Dans ce dernier protocole, la réduction de la fréquence cardiaque a été abolie par
I’application d’une stimulation auriculaire rapide afin d’étudier le rdle de la fréquence

cardiaque a différents moments clés du protocole.

4.4.3.2.1 Evaluation des paramétres physiologiques

Ces résultats démontrent que I'IVA retarde le déclenchement de la fibrillation
ventriculaire (***p<0,001 vs. groupes 10, 11 et 12) lorsque que la baisse de la fréquence
cardiaque est maintenue. Cependant, son effet bénéfique est complétement abolit lors de
I’application d’un pacing auriculaire rapide pendant I’occlusion coronaire. Lorsque ce pacing
auriculaire rapide est appliqué pendant les 30 min d’action de I'IVA mais stoppé pendant
I’occlusion coronaire, le temps de déclenchement de la fibrillation ventriculaire est également
augmenté (*p<0,05 vs. groupes 10 et 12) mais de fagon moindre (***p<0,001 vs. groupe 8). A
ceci, n’est associée aucune modification de la durée du potentiel d’action monophasique

corrigée (Tableau 26).

Ainsi, nos résultats démontrent que ’IVA exerce son effet bénéfique sur la fibrillation
ventriculaire via la baisse de la fréquence cardiaque plus particulierement lors de 1’occlusion

coronaire.
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Figure 67 : Impact de la réduction de la fréquence cardiaque induite par I’ivabradine sur le TDFV.

Valeurs représentées en moyenne = SEM. * p<0,05 ; *** p<0,001.

Tableau 26 : Impact de la réduction de la fréquence cardiaque induite par ’ivabradine sur la fréquence
cardiaque et la durée du potentiel d’action monophasique corrigée.

Baseline 1 Avant Apreés eme
ischémie traitement traitement ischémie
FCs (bpm)
IVA (G8) 117 £7 200 £0 121 +7 89 L du# 83 + 44
IVA (G10) 134 £9 200 +£0 141 +£9 06 =+ Ouut 200 +£0
IVA (G11) 108 +3 200 +£0 127 +12 200 +£0 105 + 10#
IVA (G12) 130 £10 200 +£0 135 £10 200 +£0 200 +£0
dMAPc

IVA (G8) 12,0 £04 11,7 £0,3 123 £04 12,7 £03 12,4 +0,3
IVA(G10) 11,6 0,4 11,5 £0,2 11,5 +0,3 112 £03 113 £0,3
IVA(G11) 11,7 £0,4 11,9 £04 124 +04 12,0 £0,5 12,2 £0,5
IVA(G12) 112 £03 123 04 12,1 04 12,7 £0,5 12,2 £0,5

FCs, fréquence cardiaque sinusale; dMAPc, durée du potentiel d’action monophasique
corrigée. Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM. # p<0,05 et ### p<0,001 vs. avant
administration de I’'IVA.
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Tableau 27 : Impact de ’administration d’IVA en fonction de la fréquence cardiaque sur la fonction
hémodynamique.

Baseline 1 Avant Apres geme
ischémie traitement traitement ischémie
PAs (mmHg)
IVA (G8) 101 £5 71 +£5 90 +7 89 +6 86 +£5
IVA (G10) 108 +6 79 £6 99 +17 105 +5 89 +4
IVA (G11) 99 +4 72 +£6 94 +5 88 +6 84 +5
IVA (G12) 93 +2 76 +£3 84 +2 99 +2 84 +5
PAd (mmHg)
IVA (GS8) 82 +£5 58 £6 68 +38 61 £6 62 +£6
IVA (G10) 85 +£7 62 +£6 77 £7 77 £5 75 £5
IVA (G11) 75 £5 52 +4 68 £6 64 +7 65 +4
IVA (G12) 71 £2 49 +£2 64 +2 64 +£3 57 £4
PAm (mmHg)
IVA (G8) 90 +£5 64 +5 77 £7 74 £6 74 +£5
IVA (G10) 96 +7 60 +10 88 +6 90 +£5 80 +£5
IVA (G11) 86 +4 59 £5 80 +6 73 £6 73 +4
IVA (G12) 81 +2 59 +£3 72 +£2 80 +3 65 +4

PAd : pression artérielle diastolique, PAm : pression artérielle moyenne, PAs: pression
artérielle systolique. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM.

4.4.3.2.2 FEvaluation des paramétres enzymatiques

Aucune différence significative n’est rapportée en ce qui concerne l’activité des
enzymes ATPase, SDH et phosphorylase entre les traitements (controle, IVA et PROPRA)

(Tableau 28).

Tableau 28 : Impact de ’administration d’IVA en fonction de la fréquence cardiaque sur P’activité
enzymatique myocardique de la SDH, ATPase et phosphorylase.

IVA (G8) IVA (G10) IVA (G11) IVA (G12)
SDH 1(1;1) 2(1,5;2) 2(2;3) 1,5(1;2)
ATPase 1(1;2) 3(2,5:3) 1,5(1;3) 1,5(1;2.,5)
Phosphorylase 2(1,5;2) 3(2;3) 2(2:2.,5) 2(2:2)

Les valeurs sont représentées en médiane (25°™ ; 75°™ percentile).
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4.4.3.2.3 Evaluation des paramétres énergétiques

Ces résultats démontrent que les concentrations d’ATP sont réduites lorsqu’aucun
pacing auriculaire n’est appliqué, en comparaison aux animaux ou un pacing auriculaire a
fréquence rapide était appliqué pendant la seconde occlusion (G10) ou des 1’administration
d’IVA et ce jusqu’a la fin du protocole (G12). Cependant, il ne faut pas oublier que les
animaux du G8 (fréquence cardiaque spontanée des 1’administration d’IVA) ont fibrillé
beaucoup plus tardivement que les autres animaux. Cet effet sur la concentration myocardique

en ATP pourrait s’expliquer par le TDFV élevé.

De plus, le rapport PCR/ATP myocardique est mieux conservé dans ce G8 lorsque la
réduction de la fréquence cardiaque est maintenue en comparaison aux groupes ou la seconde
ischémie était réalisée a fréquence cardiaque rapide (G10 et G12). L’application du pacing
rapide deés ’administration d’IVA mais pas lors de la seconde occlusion se traduit par un
rapport PCr/ATP intermédiaire. Ainsi, comme pour le TDFV, il semble que la baisse de la

fréquence cardiaque soit principalement bénéfique lors de 1’occlusion coronaire.

Tableau 29: Impact de D’administration d’IVA en fonction de la fréquence cardiaque sur les
concentrations myocardiques en phosphates a haute énergie.

IVA (G8) IVA (G10) IVA (G11) IVA (G12)

ATP (umol/gww) 0,94 +0,29 1,95 +0,13* 1,47 £0,29 2,05 +£0,14*
ADP (umol/gww) 0,63 +£0,14 1,30 +0,03** 1,09 +£0,22 1,43 +0,10%*

AMP (umol/gww) 0,35 +0,09 0,53 +0,05 0,36 +0,04 0,38 +0,05
PCr (umol/gww) 0,25 £0,08 0,14 +0,04 0,24 +0,07 0,24 +0,04
Pi (umol/igww) 11,56 £222 11,15 +£0,40 11,99 +£1,02 13,46 +£0,24
PCr/ATP 0,36 +0,09 0,07 +0,02* 0,19 +0,06 0,12 +0,02%*
Pi/PCr 109 +32 58 £7 75 £17 68 £11
ATP/ADP 1,47 +0,45 1,49 + 0,09 1,42 +0,17 1,45 +0,09

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM. * p<0,05 et ** p<0,01 vs. G8.
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4.5 Discussion

Dans ce travail, nous avons étudi¢ les effets de I'IVA et du PROPRA sur la fréquence
cardiaque et le statut énergétique myocardique par évaluation des concentrations en composés

phosphorés riches en énergie. Nous avons démontré que :

L’ivabradine retarde le temps de déclenchement de la fibrillation ventriculaire via la

réduction de la fréquence cardiaque.

Dans les précédentes études nous avions démontré 1’augmentation du seuil électrique
de fibrillation ventriculaire aprés administration de I'IVA. Cette étude s’intéresse a
I’évaluation du temps de déclenchement de la fibrillation ventriculaire d’origine ischémique
qui accuse une hausse significative avec ’IVA confirmant I’effet favorable de cette molécule.
L’ensemble travaux réalisés démontre que cet effet protecteur est essentiellement di a la
réduction de la fréquence cardiaque laquelle n’est associée a aucune modification de la
dMAPc, comme nous 1’avions rapporté lors d’études précédentes sur le seuil électrique de
fibrillation ventriculaire [Vaillant, Timour et al., 2008]. L’effet bénéfique de I'IVA sur le
temps de déclenchement de la fibrillation ventriculaire est complétement abolit lors de
I’application d’un pacing auriculaire rapide (200 bpm). De facon intéressante, cet effet
bénéfique n’est que partiellement abolit lorsque que le pacing est appliqué deés
I’administration ’IVA mais pas lors de la seconde occlusion coronaire. Ainsi, ces résultats
suggerent que D’action bénéfique de la réduction de la fréquence cardiaque a lieu

principalement lors de I’ischémie myocardique.

Par ailleurs, nous démontrons que, pour une réduction comparable de la fréquence

cardiaque, [’administration d’un béta-bloquant, le PROPRA en 1’occurrence, retarde

168



¢galement le déclenchement de la fibrillation ventriculaire, mais de fagon moindre en
comparaison a ’IVA. Cette étude souligne donc I’efficacité de 'IVA et, dans une moindre
mesure, celle du PROPRA dans la lutte contre la fibrillation ventriculaire d’origine

ischémique.

L’ivabradine permet une meilleure préservation des réserves en phosphates a haute

énergie.

D’un point de vue énergétique, ce travail démontre un effet favorable de I’'IVA sur le
statut énergétique myocardique dans un modele in vivo d’ischémie / fibrillation ventriculaire.
En effet, I’administration d’IVA a permis une meilleure préservation du rapport PCr/ATP
myocardique, malgré des concentrations en ATP plus basses. Il est intéressant de noter que les
concentrations en PCr sont fortement réduites au déclenchement de la FV, que se soit apres
administration d’IVA, de PROPRA ou de saline dans le groupe témoin. Ce résultat atteste
d’une réserve énergétique nulle a I’apparition de la FV. Ces changements n’étaient pas
accompagnés de modification de D’activité d’enzymes impliquées dans le métabolisme
énergétique (SDH, phosphorylase et ATPase), probablement du fait de la limite d’évaluation

de ces activités qui n’est que qualitative.

L'occlusion coronaire aigué chez le porc comme chez d’autres gros animaux, est suivie
de modifications des parametres physiologiques et métaboliques qui apparaissent dans les
secondes suivant l'interruption du flux sanguin [Kloner and Jennings, 2001a; Kloner and
Jennings, 2001b]. Par exemple, le métabolisme énergétique passe d’un métabolisme aérobie
vers une glycolyse anaérobie au bout de seulement de 8 secondes. Dans la mesure ou les
besoins énergétiques des myocytes dépassent largement les apports de la glycolyse anaérobie

et des réserves de phosphates riches en énergie, I'ATP tissulaire diminue progressivement
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[Jennings, Reimer et al., 1983; Wu, Zhang et al., 2008] et 'ADP commence a s'accumuler
[Liu, Wang ef al., 2001]. La PCr, qui est une source majeure de phosphates a haute énergie,
diminue trés rapidement et est épuisée a 90% au bout de 30 secondes d'ischémie [Vogt,

Elsasser et al., 2005; Wu, Zhang et al., 2008].

Par ailleurs, la littérature souligne que la fonction du myocarde dans des conditions
d'ischémie est étroitement liée a la variation de ses concentrations en phosphates a haute
énergie [Schaefer, Schwartz et al., 1990]. En effet, une diminution du rapport PCr/ATP et une
augmentation du rapport Pi/PCr apparaissent au cours d’une réduction méme faible du débit
sanguin myocardique, caractérisant ainsi la présence d'un phénomene ischémique [Schaefer,

Schwartz et al., 1990; Wu, Zhang et al., 2008].

Il a été¢ démontré que la détermination du rapport PCt/ATP cardiaque était un meilleur
indice de mortalité cardiovasculaire que la fraction d’éjection ventriculaire habituellement
utilisé en clinique humaine [Neubauer, 1998]. En effet, la baisse du rapport PCr/ATP
implique une stimulation de la phosphorylation oxydative mitochondriale du fait de
’accroissement du niveau d’ADP et/ou de Pi afin de maintenir la « driving force » pour la
production d’ATP [Zhang, Liem et al., 2008]. A terme, sa baisse serait une des causes de
I’installation d’une insuffisance cardiaque. Par ailleurs, I’augmentation du rapport PCt/ATP
(ainsi que la baisse d’ADP) indiquent une meilleure conservation des réserves énergétiques
disponibles pour le myocarde, ce qui pourrait réduire le risque de mortalité lors d’affections
cardiaques ischémiques. L augmentation du rapport PCr/ATP observée dans la présente étude
avec I’IVA indique donc une certaine conservation des phosphates a haute énergie et pourrait
prédire une baisse de morbi-mortalité cardiovasculaire avec 1’utilisation de I’'IVA associée a

une ischémie myocardique aigiie.
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Schwartz et al, rapportent qu’une augmentation du rapport Pi/ PCr est associée a une
baisse de la capacité de raccourcissement des fibres myocardiques et donc une inhibition de la
contractilité cardiaque au cours de l'ischémie myocardique [Schwartz, Reimer et al., 2007].
En effet, il a été évoqué que I’augmentation des concentrations cytoplasmiques en Pi conduit
a une réduction de la « calcium-activated tension » et a la baisse de 1’activité de I’ATPase
dans les myofibrilles [Schmidt-Ott, Bletz ef al., 1990]. La stimulation de I’activité ATPasique
pourrait ainsi aboutir a un effet inverse. Dans cette étude, nous n’avons pas observé de baisse
de dP/dtmax VG sous ischémie lors de I’administration d’IVA contrairement aux animaux
ayant re¢u une solution saline ou du PROPRA, ce qui pourrait indiquer une préservation de
I’activité contractile et donc, a priori du débit cardiaque. Cependant, nous n’avons observé
aucune augmentation de 1’activité ATPasique sous ischémie a fréquence spontanée apres

administration d’IVA.

L'effet anti-ischémique de I''VA en termes de modulation de I’état énergétique
myocardique a été souligné récemment par Ceconi et al., 2009 [Ceconi, Cargnoni et al.,
2009]. Ces auteurs ont rapportés que I'IVA induisait une réduction de la consommation
énergétique cardiaque et préservait le potentiel d'oxydoréduction lors de l'ischémie,
permettant ainsi une amélioration de la récupération lors de la reperfusion. Ils ont démontré
que 'IVA protégeait le coeur contre les effets déléteres de l'ischémie-reperfusion en cceur
isolé perfusé en mode Langendorff. Selon ces auteurs, I'IVA permet de conserver le
métabolisme énergétique cardiaque grace a I’augmentation des concentrations d’ATP. Ils
démontrent par ailleurs, I’existence d’une corrélation significative entre la PCr cardiaque et
les niveaux d'ATP a la fin de l'ischémie. Dans notre étude nous avons obtenus des effets
similaires qui sont probablement liés a la réduction de la fréquence cardiaque consécutive a
I’administration de ’IVA puisque ces ne sont plus observés lors de 1’application d’un pacing

auriculaire rapide.
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Dans le présent travail, nous rapportons aussi que le rapport ATP/ADP est préservé,
démontrant le bon statu énergétique du myocarde. La réduction de la demande énergétique
qui est assimilée a une augmentation du rapport ATP/ADP dans le sarcoplasme, est un
¢lément essentiel du mécanisme de la cardioprotection dans le myocarde préconditionné ou
traité par certaines substances hyperglycémiantes comme le diazoxide. Il est effectivement
estimé que le préconditionnement ou le recours a un traitement pharmacologique efficace,
empéche la dégradation de I’ATP par I'ATPase mitochondriale, ce qui permet le maintient des
taux d’ATP et donc de I’énergie disponible [Schwartz, Reimer et al., 2007]. De plus, il est
admis que pendant une ischémie séveére, c’est surtout la consommation d’ATP pendant
I’ischémie, plus que sa production par glycolyse anaérobie, qui conditionne la récupération
ultérieure du myocarde [Cargnoni, Ceconi et al., 1996]. La préservation de D’activité
ATPasique pourrait expliquer la restauration de composés phosphorés riches en énergie apres

une séquence d’ischémie/fibrillation [Cargnoni, Ceconi et al., 1996].

Le propranolol n’exerce qu’un effet limité sur le statut énergétique myocardique.

Contrairement a ’IVA, le PROPRA n’induit pas de modification du rapport PCr/ATP.
Nos résultats n’indiquent aucune amélioration significative de la concentration myocardique
en phosphates a haute énergie ou de I’activité enzymatique aprés administration de PROPRA

sous ischémie a fréquence cardiaque spontanée.

De plus, nous avons démontré que le PROPRA a une action qui semble défavorable
sur un coeur sain, en 1’absence d’occlusion coronaire. En effet, I’administration de PROPRA
sur un cceur sain en conditions normoxiques entraine une diminution des concentrations en

PCr et du rapport PCr/ATP associés a une augmentation du rapport Pi/PCr. Cependant, ceci
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pourrait s’expliquer par 1’élévation de la pression artériclle moyenne rapportée apres
I’administration du PROPRA dans ces conditions de normoxie. Il est intéressant de noter
qu'une fois le cceur soumis a un stress, comme ici lors de I’application d’une séquence
d’ischémie / fibrillation ventriculaire, 1’administration de PROPRA n’est plus « délétere »
puisque les concentrations myocardiques en phosphates a haute énergie reviennent a des

valeurs basales, c'est-a-dire semblable & un cceur sain en conditions normoxiques.

Conclusion

Peu de travaux ont été effectués in vivo afin d’évaluer les modifications des
concentrations myocardiques en phosphates a haute énergie lors du déclenchement de la
fibrillation ventriculaire d’origine ischémique. Notre étude démontre pour la premicre fois
que l’administration d’IVA lors d’une ischémie aigue permet de préserver le statut
énergétique expliquant en partie le retard de déclenchement de la fibrillation ventriculaire.
Ces effets, qui sont annulés lors de 1’application d’un pacing auriculaire a fréquence rapide,
démontrent le role essentiel joué par la réduction de la fréquence cardiaque induite par I'IVA

sur ce statut énergétique.

Cette étude souligne donc I’importance du maintient du statut énergétique lors de
I’ischémie myocardique aigue dans la prévention contre la fibrillation ventriculaire d’origine
ischémique, susceptible d’améliorer la récupération des réserves énergétiques a la suite d’un
accident cardiaque. D’un point de vue thérapeutique, il semble important, en plus de réduire
la demande en énergie [Bottomley, Wu et al., 2009], d’améliorer les conditions tissulaires et
de réduire la perte de substrats aprés infarctus du myocarde. L’IVA plus encore que le

PROPRA semble répondre a cette attente.
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DEUXIEME PARTIE : Role de la
fréequence cardiaque sur le métabolisme
énergétique d’un coeur sain en conditions

normoxiques
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Cette étude avait pour objectif d’évaluer I’'impact d’une réduction de la fréquence
cardiaque induite par I’'IVA sur la sélection des substrats pour la production énergétique sur
un cceur sain en conditions normoxiques. Pour ceci, nous avons utilis¢ un modele de coeurs
isolés et perfusés en mode travaillant semi-recirculant, avec des concentrations
physiologiques de substrats, hormones et co-facteurs mimant ainsi la composition sanguine.

Cette technique permet I’évaluation de la fonction cardiaque sans influence neuro-hormonale.

Afin d’étudier I’'impact de I’administration aigue d’IVA, les coeurs ont été perfusés
avec des substrats marqués au carbone 13 (*>C) pour mesurer les flux métaboliques en
présence ou en absence d’IVA afin d’induire une réduction de la fréquence cardiaque

d’environ 20-30%.
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1. Matériel et Méthodes

1.1 Protocole

Dans un premier temps, les coeurs de souris ont été perfusés i) sans IVA (groupe
contrdle), i1) avec IVA a la dose de 3 uM selon les doses rapportées dans la littérature
[Heusch, 2008; Ceconi, Cargnoni et al., 2009] (groupe IVA) et iii) avec IVA soumis a une
stimulation auriculaire afin d’abolir la réduction de la fréquence de la fréquence cardiaque
(groupe IVA + pacing). La dose d’IVA de 3 uM a été choisie apres une étude controle basée

sur les données de la littérature.

Ensuite, afin de mieux comprendre les effets de I'IVA et de confirmer I’implication de
la réduction de la fréquence cardiaque, nous avons tenté¢ d’obtenir une baisse de la fréquence
cardiaque comparable grace a 1’ajout d’un béta-bloquant sélectif pour les récepteur béta-1
adrénergiques, tres utilisé en clinique, le métoprolol (METO) aux doses de 4 a 40 uM, selon
les données rapportées dans la littérature [Di Verniero, Hocht ef al., 2007; Wang, Zaragoza et

al., 2007; Sharma, Dhillon ez al., 2008].

Enfin, une derni¢re série de cceurs a été perfusés et soumis a un pacing seul afin

d’évaluer I’impact de ce pacing sur le métabolisme énergétique.

1.2 Animaux

Les protocoles expérimentaux ont été approuvés par le comité d’éthique animale

locale selon les lignes directrices du Conseil Canadien de Protection des Animaux.
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Des souris males C57B1/6 (3 mois, Charles River) ont été hébergées a température et
humidité constantes avec acces a I’eau et la nourriture ad /libitum. Les animaux ont été
anesthésiés avec du thiopental sodique (60 mg/kg, i.p.) et héparinés (5000 U/kg, s.c.) 15 min

avant la chirurgie.

Une thoracotomie a été réalisée afin de dégager le cceur, apres 1’insertion rapide d’une
canule 18-G dans ’aorte, ils ont été excisés et placés sur le systéme de perfusion et sont alors
perfusés de maniere rétrograde, dite de Langendorff, par un tampon Krebs-Henseleit modifié.
Le tampon Krebs-Henseleit modifié (119 mM NacCl ; 4,8 mM KCl ; 2,5 mM CaCl; ; 1,2 mM
KH2PO4; 1,2 mM MgSO4; 25 mM NaHCO;; 0,1 mM EDTA) contenant des
concentrations physiologiques de substrats (11 mM glucose ; 0,8 nM insuline ; 50 uM L-
carnitine ; 1,5 mM lactate ; et 0,2 mM pyruvate) et oxygéné par un mélange de O, 95% -
CO; 5% (pH 7,4) et thermostaté a 37,5°C. Le lactate et le pyruvate ont ét¢ administrés en
concentrations physiologiques et dans un rapport permettant de maintenir 1’état rédox de la

cellule.

Durant la perfusion rétrograde, un cathéter de polyéthyléne (PE-50) a été introduit via
’orifice d’abouchement des veines pulmonaires dans le ventricule gauche, ancré a 1’apex du
cceur par une extrémité cannelée, et connecté a un transducteur de pression permettant le
monitorage continu des pressions intra-ventriculaires (Digi-Med Heart Performance
Analyzer, Micro-Med). Enfin, ’oreillette gauche a été¢ connectée au réservoir de précharge
par canulation de I’orifice d’abouchement des veines pulmonaires avec une canule 16-G

(Figure 68 et Figure 69).
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Figure 68 : Schéma anatomique pour le cceur isolé et perfusé.

A. Face antérieure ; B. face postérieure.
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Figure 69 : Photographie représentant un cceur isolé et perfusé in situ.

Lors du passage au travail, les coeurs sont alors perfusés en mode semi-recirculant par
voie antérograde via la canule auriculaire avec du tampon Krebs-Henseleit contenant du
glucose (11mM), du lactate (1,5 mM), du pyruvate (0,2 mM) et de I’oléate (0,4 mM)
complexé a de I’albumine 3% (voir protocole de perfusion). Pour chaque perfusion, un de ces
deux substrats non marqués a été remplacé par son équivalent marqué : le [U-">CJoléate (2 un
pourcentage d’enrichissement molaire initial — PEM — de 35%) et le [U-""C]glucose (4 une

PEM initial de 50%).

179



1.3 Modeéle de cceeur isolé perfusé travaillant en mode semi-
recirculant

Le systéme de perfusion de cceurs de souris travaillant en mode semi-recirculant est
illustré par la Figure 70. Contrairement a un systéme recirculant, notre systéme semi-
recirculant permet la collecte des effluents coronaires qui contiennent divers métabolites
libérés par le ceeur de fagon continue. Ainsi, seule la sortie aortique est remise en circulation
dans le réservoir de Krebs. Les précharge et postcharge ont été fixées et maintenues
respectivement a 15 mmHg et 50 mmHg et monitorées tout au long des perfusions par deux
capteurs de pression (Digi-Med Blood Pressure Analyzer and Low Pressure Analyzer, Micro-

Med), ainsi aucune adaptation n’a été possible.

Plusieurs parametres physiologiques ont été enregistrés de fagon continue :
i) débit cardiaque et aortique (débitmetres, Carolina Medical Electronics) ;
ii) fonction ventriculaire gauche (mesurées par la canule intra-ventriculaire reliée a un
capteur de pression (Digi-Med Heart Performance Analyzer, Micro-Med) :
- la fréquence cardiaque (FC),
- le maximum de pression ventriculaire systolique gauche (PSVQG),
- la pression minimale (P-min),
- la valeur maximale de la dérivée premiere de la pression ventriculaire gauche
(dP/dtmax) : index de la contractilit¢ myocardique,
- la valeur minimale de la dérivée premicre de la pression ventriculaire gauche
(dP/dtmin) : index de la relaxation isovolumique,
- lapression développée ventriculaire gauche (PDVG) ;

iii) température cardiaque.
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Par ailleurs, des parametres biochimiques tels que PO, (pour la quantification de la
consommation d’oxygéne : MVO,), PCO,, pH, Ca*", K*, bicarbonates ont été évalués par un
analyseur des gaz du sang, électrolytes et pH (ABL 77, Radiometer Copenhagen) dans

I’influent auriculaire et 1’effluent coronaire collectés toutes les 10 min.

Le mesure des ces parametres nous a permis d’évaluer le volume d’éjection systolique
(VES), I’efficacité et la puissance cardiaque selon les formules suivantes :

- volume d’éjection systolique : il s’agit du ratio débit cardiaque/fréquence
cardiaque. Le volume d’éjection systolique est étroitement dépendant de la charge
(selon la loi de Starling, le VES augmente si la précharge augmente), de
I’inotropisme (le VES augmente si 1’inotropisme augmente a charge constante) et
de la postcharge (le VES diminue si la postcharge diminue),

- puissance cardiaque : est le travail par unité de temps,

- efficacité cardiaque: il s’agit de la puissance cardiaque rapportée a la

consommation d’oxygene.

Enfin, des échantillons d’effluents coronaires ont été prélevés toutes les 10 min afin
d’évaluer la libération de lactate déshydrogénase (LDH), un index de nécrose tissulaire, par

dosage standard de I’activité enzymatique (appareil Cobas Fara, Roche).
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Figure 70 : Schéma représentant le systéme de ceeur isolé perfusé

en mode travaillant semi-recirculant.
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1.4 Mesure des flux métaboliques : utilisation de traceurs
isotopiques stables

Cette étude est basée sur I'utilisation des traceurs isotopiques afin d’évaluer le
métabolisme cardiaque un paradigme expérimental qui a été précédemment décrit en détails
[Khairallah, Labarthe ef al., 2004]. Le traceur est un outil permettant de suivre le devenir
métabolique d’une molécule dans I’organisme. Une fois introduit dans un compartiment
cellulaire donné, le devenir métabolique du traceur est identique a celui de la molécule tracée

dans la plupart des cas.

Les isotopes d'un atome ont un numéro atomique identique (nombre de protons) et des
nombres de masse différents, c’est-a-dire qu’ils différent que par leur nombre de neutrons.
Les isotopes stables différent des isotopes radioactifs de par leur stabilité énergétique, c’est-a-
dire qu’ils n'émettent pas de radiations, ce qui les rendent sécuritaires pour I’administration

chez ’humain. Les isotopes stables sont présents naturellement en faible proportion.

Il existe une nomenclature simple qui permet de nommer de fagcon précise les
molécules tracées fabriquées commercialement, par exemple, concernant le [U-'">CJoléate et
le [U-"*C]glucose, la lettre « U », pour « Uniformément », signifie que tous les atomes de
carbone de la molécule sont marqués et le chiffre 13 représente le nombre de neutrons. De
plus, on appelle isotopomeres de position les molécules qui possédent des compositions
isotopiques globales identiques mais qui différent par la position des atomes lourds. Le
premier chiffre indique alors le numéro de I’atome marqué. Ainsi, le [1-">C]pyruvate et le
[3-"*C]pyruvate sont des isotopoméres de position. Les isotopoméres de masse sont des
molécules qui différent par leur nombre d'atomes lourds et ayant donc des poids moléculaires
différents. Ainsi, le [1-"C]pyruvate, le [1,2-"*C,]pyruvate et le [U-"C]pyruvate sont des

isotopomeres de masse. Dans le langage de la spectrométrie de masse ces molécules sont
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appelées respectivement M+1, M+2 et M+3 pyruvate ou plus simplement M1, M2 et M3

pyruvate [Vincent, 2003].

Il est possible d’identifier et/ou mesurer les isotopes stables par spectrométrie de
masse ou par spectroscopie a résonance magnétique nucléaire (RMN). Depuis les années 70,
l'introduction sur le marché de modeles moins cotliteux de Chromatographie Gazeuse couplée
a un Spectrométriec de Masse (CGSM) a permis l'utilisation a grande échelle des isotopes
stables pour les études métaboliques in vivo. Plusieurs études ont démontré que l'utilisation
des isotopes stables couplée a l'analyse d'isotopoméres de masse est un outil puissant
d'investigations métaboliques [Kien, Murray et al., 1996; Comte, Vincent et al., 1997a;
Comte, Vincent ef al., 1997b; Hazey, Yang ef al., 1997; Large, Brunengraber et al., 1997,

Labarthe, Gelinas et al., 2008].

Dans notre étude, nous avons utilisé des substrats marqués au BC 1 1e [U-"CJoléate et
le [U-"Clglucose; et le principe d'analyse des isotopoméres de masse par CGSM.
L’utilisation du [U-"C]glucose permet de mesurer la glycolyse et la contribution du glucose
a la formation d’acétyl-CoA, et I'utilisation du [U-">CJoléate permet la mesure de la
contribution de I’oléate a la formation d’acétyl-CoA. Au final, ces données nous permettent
d’évaluer de la production d’ATP cytosolique et mitochondriale. La Figure 71 est un schéma
représentatif du devenir du [U-""C]glucose dans la cellule myocardique, afin d’évaluer son

utilisation pour la production d’énergie par le cycle de Krebs.
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Figure 71 : Schéma représentatif du métabolisme cardiaque en présence
de glucose marqué au "C.
Les sphéres noires représentent les atomes de carbone non marqués (*?C) et les sphéres rouges

représentent les atomes de carbone marqués *0).
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1.4.1 La_chromatographie en phase gazeuse couplée a 1la

spectrométrie de masse (CGSM) : les aspects techniques

Le métabolisme peut étre étudié par de nombreuses techniques dont la spectroscopie
RMN [Clarke and Willis, 1987; Malloy, Sherry ef al., 1988; Chatham and Blackband, 2001,
Vincent, 2003], la tomographie a émission de positrons (TEP) [Henze, Schelbert ef al., 1982]
et la CGSM [Comte, Vincent et al., 1997a; Hazey, Yang et al., 1997; Vincent, 2003]. La
technique de CGSM combine le haut pouvoir de résolution de la chromatographie en phase
gazeuse et la haute sensibilité et spécificité de détection ionique du spectrometre de masse. I1
est ainsi possible d’identifier et de quantifier avec précision des composés chimiques présents
dans un mélange complexe [Rocchiccioli, Lepetit et al., 1989; Vincent, 2003]. Utilisée en
combinaison avec des substrats marqués aux isotopes stables et ’analyse d’isotopomeres de
masse, la CGSM s’avere étre une technique plus puissante que les techniques radio-
isotopiques classiques et plus sensible que la RMN, tout en étant sécuritaire pour
I’investigation métabolique tant dans 1’organe isolé que chez ’humain [Comte, Vincent ef al.,

1997a; Comte, Vincent et al., 1997b; Vincent, Khairallah ez al., 2003].

L’analyse par CGSM d’un produit organique au sein d’un milieu biologique nécessite
au préalable un traitement de 1’échantillon afin d’obtenir un dérivé volatil stable
[Rocchiccioli, Lepetit ef al., 1989]. Tous les métabolites étudiés lors de cette recherche ont

¢té analysés sous la forme dérivée au tert-butyldiméthylsilyl (TBDMS).
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1.4.1.1 La chromatographie en phase gazeuse

Le chromatographe utilisé lors de cette étude correspond au modele Hewlett Packard
5890 Série II Plus. Brievement, les molécules en solution sont introduites dans l'injecteur du
chromatographe chauff¢ a haute température (250-300°C). Les molécules vaporisées
pénétrent dans la colonne de chromatographie, laquelle est parcourue continuellement par un
flux du gaz vecteur, I’hélium. Ce dernier circule dans la colonne avec un débit constant de
0,6-0,7 ml/min. La colonne est tapissée par une phase liquide non volatile, de structure et de
polarité variables selon les composés a analyser. Les molécules se répartissent entre la phase
liquide stationnaire et la phase gazeuse mobile en fonction de leur solubilité relative entre les
deux phases. Le temps de rétention de la molécule influencé par la température ainsi que la
longueur de la colonne, est d'autant plus long que le composé est soluble dans la phase
liquide stationnaire et donc retenu par la colonne. Les différentes espéces moléculaires qui
sortent du chromatographe passent dans le spectromeétre de masse suivant un ordre constant,
avec des temps de rétention spécifiques et reproductibles. Ainsi, la séparation des molécules

d’intéréts est effectuée par la chromatographie en phase gazeuse [Vincent, 2003].

1.4.1.2 La spectrométrie de masse

Le spectrométre de masse utilisé dans cette étude correspond au modele Hewlett
Packard 5972. Cet appareil est muni d'un détecteur composé de trois éléments : une chambre
d'ionisation, un analyseur de masse et un détecteur a multiplicateur d'électrons. Le
spectrometre de masse est utilis€é comme détecteur sensible, sélectif et spécifique d'une

molécule purifiée par le chromatographe.
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A la sortie du chromatographe, les différentes molécules sont ionisées et fragmentées
dans la chambre d'ionisation, communément appelée la source. L'ionisation se fait par impact
¢lectronique ou par ionisation chimique produisant ainsi des ions positifs et négatifs.
L'abondance relative et le rapport masse sur charge (m/z) des ions détectés constituent le
spectre de masse de la molécule. Le processus de fragmentation est spécifique a la structure
chimique de la molécule et les ions (ou fragments) observés constituent en quelque sorte son

"empreinte digitale".

La molécule M, éluée sous forme gazeuse de la colonne chromatographique, est
. ., . , . . , . + .
ionisée par un faisceau d'électrons avec formation de l'ion moléculaire M. Cet ion est
instable et se fragmente ensuite en ions de plus faibles masses, lesquels sont séparés au

niveau du quadripdle du spectromeétre de masse.

L'analyseur de masse permet de disperser le faisceau d'ions moléculaires et de
fragments obtenus dans la chambre d'ionisation en faisceaux d'ions caractérisés par leur
rapport m/z. Ainsi, les ions sont transmis par un filtre dans 'ordre croissant ou décroissant

des valeurs m/z.

Le détecteur est constitué d'un collecteur qui recueille le signal ionique produisant un
courant d'électrons proportionnel a I'abondance de chaque ion. Ce courant électronique est
amplifié par un multiplicateur d'électrons, puis transformé en un signal logique, utilisable par
un ordinateur. Ainsi, les valeurs des rapports m/z sont proportionnelles aux amplitudes des
voltages enregistrés et sont calculées par rapport a un calibrage électronique préalablement
réalis€ au moyen de compos€s de référence présentant des espeéces ioniques connues dans
toute la gamme des masses étudiées. Il est ainsi possible d’identifier les molécules marquées

par le nombre et la position d’atome(s) lourd(s).
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Figure 72 : Représentation schématique d’un spectrométre de masse couplé a une

chromatographie en phase gazeuse.

Figure issue de Vincent et al. [Vincent, 2003].

1.4.2 L’analyse du profil des isotopoméres de masse

L'enrichissement isotopique d'une molécule marquée par le métabolisme d'un traceur
est exprimé en termes de pourcentage d'enrichissement molaire (MPE). Ceci représente la
proportion de molécules enrichies avec un nombre donné d'isotopes lourds par rapport a la
totalité des autres molécules. Le MPE absolu de chaque isotopomére de masse marqué au °C
(Mi) d’un métabolite donné, se calcule de la fagon suivante :

MPE (Mi) = % Awm;i/ [Am + ZAm;] ou Ap et Ay représente 1'aire sous la courbe du
pic chromatographique corrigée pour l'abondance isotopique naturelle, correspondant aux
isotopomeéres de masses non marqués (M) et marqués au ~C (Mi) respectivement ot "i"

représente le nombre d'atomes de carbone présents dans la molécule ou dans le fragment

analysé.

Quelle que soit la fagon d'exprimer I'enrichissement isotopique d'une substance, il faut
déduire l'abondance naturelle des isotopes lourds. Plusieurs méthodes [Des Rosiers,

Montgomery et al., 1988; Mamer, 1988; Fernandez, Des Rosiers et al., 1996] permettent
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d'effectuer cette correction. Le principe de la méthode de correction utilisée dans cette étude,
soit celle développée par Mamer [Mamer, 1988] et Des Rosiers [Des Rosiers, Montgomery et

al., 1988], est de résoudre une série de "n" équations a "n" inconnues, ou "n" est égal au

nombre d'ions analysés par CGSM.

1.4.3 Calcul de la contribution relative des diverses voies métaboliques.

La contribution relative des voies métaboliques permettant la formation d’oxaloacétate
(OAA) et d’acétyl-CoA, les deux substrats de la citrate synthase, est déterminée par 1’analyse
des cceurs perfusés en présence de divers mélanges de substrats marqués au carbone 13
(le U-"*CJoléate et le [U-">C]glucose), lorsque 1’équilibre isotopique est atteint, soit aprés 20
minutes de perfusion.. Le calcul de la contribution relative des diverses voies métaboliques
nécessite la détermination, par analyses en CGSM, de la distribution des isotopomeres de

masse du pyruvate ainsi que de la portion acétyl et OAA de la molécule de citrate.

La contribution a la formation d’acétyl-CoA du 1) glucose via la décarboxylation du
pyruvate et de ii) I’oléate via la béta-oxydation sont exprimées en synthese relative de citrate

et sa partie oxaloacétate a partir de laquelle nous extrapolons la partie du citrate.

La glycolyse, c’est a dire la production de lactate et pyruvate, a été évaluée par le
produit du débit coronaire et des concentrations de lactate et pyruvate dans les perfusats issus

de I’influent et effluent coronaires par CGSM et méthodes enzymatiques.

Tous les calculs permettant de déterminer la contribution relative des diverses voies
métaboliques sont décrits en détails dans 1’article de Comte et al. [Comte, Vincent et al.,

1997a].
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1.4.4 Calcul de la production d’ATP cytosolique et mitochondriale

Les productions d’ATP cytosolique et mitochondriale sont déterminées respectivement
a partir de 1) la glycolyse et de ii) la MVO2 en supposant un rendement énergétique ATP

produit/oxygene de 2,83 [Khairallah, Labarthe ez al., 2004].

1.4.5 Meétabolites myocardiques

Les concentrations myocardiques en phosphates a haute énergie, ATP, ADP, AMP et
PCr, ont été évaluées en chromatographie liquide a haute performance (HPLC), technique de
séparation analytique en fonction de l'hydrophobicité et préparative des molécules d'un
compos¢ ou un mélange de composés. Ces dosages ont été réalisés par 1’équipe du Dr. G.
Brownsey du laboratoire « Biochemistry and Molecular Biology, Life Sciences Institute,

University » (Colombie Britannique, Vancouver, Canada) [Allard, Parsons et al., 2007].
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1.5 Analyse statistique

Les résultats physiologiques ont ét¢ comparés grace a une analyse ANOVA a 2 voies
suivie d’un post-test de Bonferroni lorsque I’analyse de variance était significative. Les
parametres métaboliques ont été étudiés par une analyse ANOVA a une voie suivie d’un post-
test de Bonferroni a été réalisée ou un test-t non pairé pour 1’effet du pacing en comparaison

au groupe controle.
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2. Résultats

2.1 Phénotypage fonctionnel

Les paramétres physiologiques des cceurs isolés et perfusés en mode travaillant ont été
comparés apres 40 min de perfusion en conditions normoxiques, et absence (groupe contrdle)
ou en présence d’IVA a la dose de 3 uM (groupes IVA) sans ou avec stimulation auriculaire

(groupe IVA + pacing).

L’analyse montre que I’ajout d’IVA au liquide de perfusion a induit une réduction de la
fréquence cardiaque de I’ordre de 35% (*** p<0,001 a 40 min vs. groupe controle ; Figure 73)
et en une augmentation du volume d’éjection systolique d’environ 39% (** p<0,01 a 40 min
vs. groupe controle ; Figure 74). De plus, le débit coronaire global reste inchangé tout au long
des perfusions (Figure 75A) alors que le débit coronaire rapporté par battement cardiaque est
significativement augmenté dans le groupe IVA (¥** p<0,001 a 40 min vs. groupe controle ;

Figure 75B), suggérant une meilleure perfusion myocardique.

*
200- TAE RE e s
- Controle

1004 = IVA

- [VA+ Pacing

Fréquence cardiaque
(bpm)

0 l 1I0 l 2I0 l 3I0 l 4I0
* Temps (min)
IVA 3uM

Figure 73 : Impact de 'IVA (3uM) sur la fréquence cardiaque.

Les données sont exprimes en moyenne = SEM. * p<0,05 ; *** p<0,001 vs. controle.
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Figure 74 : Impact de ’'IVA (3uM) sur le volume d’éjection systolique.

Les données sont exprimes en moyenne + SEM. * p<0,05 ; ** p<0,01 vs. controle.
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Figure 75 : Impact de ’IVA sur le débit coronaire exprimé en ml/min (A) ou en ml/batt (B).

Les données sont exprimes en moyenne + SEM.
* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 vs. controle ; $ p<0,05 T : 40 min vs. T : 10 min.

Par ailleurs, il est important de noter que la pression développée ventriculaire gauche
(PDVG) ainsi que la contractilité et relaxation myocardique (dP/dtmin/max) restent inchangées

apres administration d’IVA avec ou sans pacing auriculaire (Tableau 1).
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Enfin, il est intéressant de noter que dans notre modele de cceur isolé ex vivo ou la
compliance et les pré- et postcharge étaient fixées tout au long des expérimentations sans
adaptation possible, la consommation d’oxygene globale (MVO;) n’est pas modifiée par
I’ajout d’IVA et est augmentée lorsqu’elle est rapportée par battement cardiaque
(MVO;/battement) (*** p<0,001 vs. controle ; Tableau 30). Ceci est en concordance avec
I’augmentation du volume d’éjection systolique et du débit coronaire exprimé par battement

cardiaque.

Tableau 30 : Impact de 'IVA avec ou sans pacing auriculaire sur les paramétres physiologiques et

fonctionnels de cceurs isolés perfusées en mode travaillant.

Effet traitement (40 min ; vs. controle) Controle IVA (3 utM) IVAPScil:l l;/[) *
FC (bpm) 368 +19 239 + 14 *** 368 +19
PSVG (mmHg) 95 +4 107 £5 100 +£3
P-min (mmHg) -1,09 +0,02 -3,61 +£0,02 -4,52 +£0,02
PDVG (mmHg) 86 +4 97 +£6 92 +4
+dP/dt e (mmHg.s') 5168 +381 5446 + 625 5412 +£222
-dP/dt,;, (mmHg.s") -3672 +324 -4056 +418 -4112 £218
Produit pression-fréquence (mmHg/batt/min) 31242 =+ 2260 22884 +2303 32432 +1407
Débit aortique (ml/min) 6,32 +0,67 5,44 +£0,52 7,24 +0,48
Débit aortique/battement (ml/min/batt) 0,018 + 0,002 0,023 £0,001 0,021 +0,001
Débit coronaire (ml/min) 2,06 + 0,26 2,11 +£0,19 1,90 +£0,18
D¢bit coronaire/battement (ml/min/batt) 0,006 =+ 0,001 0,009 +0,001 *** 0,005 +0,001
Débit cardiaque (ml/min) 8,38 +0,77 7,55 £0,69 9,39 £0,42
Volume d’éjection systolique (ml/batt) 0,023 =+ 0,002 0,032 +0,002 ** 0,027 +0,001
Puissance cardiaque (mWatts/batt) 0,005 =+ 0,001 0,007 +0,001 0,005 +0,000
Efficacité cardiaque
(mWatts/mmolO,/min/batt) 0,004 +0,001 0,005 £ 0,000 0,005 +0,001
MVO, (umol/min) 1,3 £0,2 1,3 +£0,1 1,3 0,1
MVO,/battement (umol/batt) 0,004 =+ 0,000 0,006 +0,000*** 0,004 =+0,000
LDH (mU/min) 24,1 +£35 353 +£7.3 20,0 £3.4

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM. ***p<0,001 vs. groupe contrdle. FC,
fréquence cardiaque ; LDH : lactate déshydrogénase ; PSVG, pression systolique ventriculaire
gauche ; PDVG, pression développée ventriculaire gauche; MVO,, consommation

d’oxygene.
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Tous les effets de 'IVA mentionnés ci-dessus ont été abolis par 1’application d’une
stimulation auriculaire qui avait pour objectif le retour a une fréquence cardiaque initiale.
Ceci indique que les effets de I'IVA observés ici sont uniquement dus a la réduction de la

fréquence cardiaque qu’elle induit.

2.2 Résultats métaboliques

2.2.1 Flux métaboliques

La Figure 76 illustre les flux métaboliques nécessaires a la production d’énergie qui
ont été évalués dans des cceurs isolés de souris perfusés en mode travaillant. Les effets de
I’IVA sur la contribution de 1’oléate et du glucose a la formation d’acétyl-CoA pour la

production de citrate ont été évalués.

L’administration aigue d’IVA au milieu de perfusion, avec ou sans pacing, n’a induit
aucune modification de la contribution de I’oléate (19,7 £1,2% dans le groupe IVA vs.
19,9 +2,9% dans le groupe contrdle) et du glucose (28,3 £3,9% dans le groupe IVA vs.
30,2 = 1,2% dans le groupe contrdle) a la formation d’acétyl-CoA pour la synthese de citrate
et du glucose a la production énergétique. De plus, aucune différence n’est observée en ce qui
concerne le taux de la glycolyse évaluée a partir de la production de lactate et pyruvate

r 1
marqués au "C.
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Figure 76 : Contribution relative du glucose et de I’oléate a la production d’acétyl-CoA mitochondriale

pour la synthése de citrate et flux de la glycolyse.

Les données sont exprimées en moyenne + SEM.
La contribution a la formation d’acétyl-CoA du i) glucose via la décarboxylation du pyruvate (PDCg,) et
de ii) I’oléate (OLE) via la béta-oxydation sont exprimées en synthése relative de citrate (CS) et sa partie

oxaloacétate (OAA) a partir de laquelle nous extrapolons la partie du citrate.
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2.2.2 Production énergétique

Les productions d’ATP cytosolique et mitochondriale sont déterminées respectivement

a partir de 1) la glycolyse et de ii) la MVO, en supposant un rapport ATP/oxygene de 2,83.

L’analyse démontre que la production d’ATP cytosolique et mitochondriale d’un point
de vue global, c'est-a-dire exprimée par minute, est inchangée quelque soit les conditions
(groupe controle, IVA ou IVA + Pacing) (Figure 77). Cependant, lorsque ces productions sont
rapportées par battement cardiaque, elles sont significativement augmentées dans le groupe
ayant été perfusé avec de 'IVA (* p<0,05 vs. contrdle). L’application du pacing auriculaire a

entrainé un retour de ces productions a une valeur semblable au groupe controle (Figure 78).

A. B.
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2 8+ =
=3 < E
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= E 44 2=
= 2 2 E 0.2-
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bt 24 ol 0.1
= s 0.
= e
S =
S o & 0.0-

Controle IVA IVA + pacing Contrdle IVA IVA + pacing

Figure 77 : Production d’ATP cytosolique (A) et mitochondriale (B) exprimée par minute.

Les données sont exprimées en moyenne + SEM. * p<0,05 vs. controle.
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Figure 78 : Production d’ATP cytosolique (A) et mitochondriale (B) exprimée par battement cardiaque.

Les données sont exprimées en moyenne £ SEM. * p<0,05 vs. controle et $ p<0,05 vs. IVA + Pacing.

2.2.3 Statut énergétique

Enfin, le dosage des phosphates a haute énergie (PCr, ATP, ADP et AMP) n’a révélé
aucune différence significative suite a ’administration d’IVA (Tableau 3). Le dosage n’a été
réalisé que dans le groupe IVA car I’objectif principal était d’étudier I’effet métabolique de
I’administration aigue d’IVA au milieu de perfusion. Ces résultats suggerent que I'IVA

n’induit aucune modification du statut énergétique myocardique.

Tableau 31 : Concentration des phosphates myocardique a haute énergie dans des cceurs isolés perfusées

en mode travaillant.

Phosphates a haute énergie

(umol/gww) Controle IVA (3uM)
Créatine 3,12+ 0,38 3,44+0,20
Phosphocréatine 0,92+0,16 1,16+ 0,11
AMP 0,28+ 0,06 0,33+£0,05
ADP 0,43+ 0,03 0,49+ 0,02
ATP 0,88+ 0,15 1,03+ 0,12

Les données sont exprimées en moyenne + SEM.

199



Ainsi, I’ensemble de ces résultats démontre que dans un cceur sain normoxique, 1’ajout
d’IVA au milieu de perfusion, avec ou sans stimulation auriculaire donc avec ou sans
réduction de la fréquence cardiaque, n’affecte pas la sélection des substrats pour la production

énergétique ainsi que le statut énergétique global cardiaque.

2.2.4 Impact métabolique du pacing seul

Dans un autre groupe, nous avons évalué I'impact du pacing seul. Pour cela, la
stimulation auriculaire a été effectuée 10% au dessus de la fréquence cardiaque afin d’étre en
rythme sinusal. La stimulation auriculaire seule tend a diminuer la glycolyse (0,47 + 0,07

vs. 0,67 £ 0,14 groupe contrdle, n.s.) et I’oxydation du glucose.

Tableau 32 : Impact du pacing sur la sélection des substrats pour la production énergétique.

Controle Pacing
Glycolyse (umol/min) 0,67 £0,14 0,47 +£0,07
Glucose en pyruvate (%) 32,60 +£2,31 36,89 +0,29
Glucose en acétyl-CoA (%) 30,22 £1,90 36,81 +£1,49
Oléate en acétyl-CoA (%) 41,67 +4,78 33,09 +£2,60
Glycolyse/Flux cycle de Krebs 1,83 +0,35 1,17 +£0,08

200



2.3 Le métoprolol

2.3.1 Phénotypage fonctionnel

Dans cette étude, nous avons tenté d’obtenir une réduction de la fréquence cardiaque
similaire a celle obtenue avec I’'IVA, par administration de METO a la dose de 4 uM, mais
sans résultat. En effet, I’administration de METO a la dose de 4 uM n’a induit aucune
réduction significative de la fréquence cardiaque (Figure 79) et aucune modification du
volume d’éjection systolique (Figure 80). Par ailleurs, aucune autre modification de la
fonction cardiaque n’est observée apres I’ajout de METO 4 uM au liquide de perfusion

(Tableau 33).
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Figure 79 : Impact du METO 4 uM sur la fréquence cardiaque.

Les données sont exprimées en moyenne = SEM.
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Figure 80 : Impact du METO 4 pM sur le volume d’éjection systolique.

Les données sont exprimées en moyenne + SEM.

Afin de tenter d’obtenir une réduction de la fréquence cardiaque semblable a celle
obtenue avec 'IVA la dose de METO a été augmentée jusqu’a 40 uM (N=3). Cependant,
cette forte dose n’est pas sans effet délétere. En effet, le METO a 40 uM a réduit la fréquence
cardiaque d’environ 20% (n.s. car beaucoup de variabilité ; Figure 81), mais a également
induit une altération importante :

i) de la contractilité¢ de -36% ($$ p<0,01 T : 40 min vs. T : 10 min), et la relaxation

myocardique de +47% ($$$ p<0,001 T : 40 min vs. T : 10 min) (Figure 83),
i) du débit cardiaque -48,5% ($$$ p<0,001 T : 40 min vs. T : 10 min ; Figure 82.A),
iii) du volume d’éjection systolique de -34,5% ($$ p<0,01 T : 40 min vs. T : 10 min ;

Figure §82.B).
Ces modifications fonctionnelles importantes sont apparues avant la baisse de la

fréquence cardiaque (Figure 81 et Tableau 33).

Ainsi, a la dose de 40 uM, les cceurs isolés et perfusés en mode travaillant ont une

fonction cardiaque instable rendant difficile la mesure des flux métaboliques.
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Figure 81 : Impact du METO 40 pM sur la fréquence cardiaque

de cceurs isolés et perfusés en mode travaillant.

Les données sont exprimées en moyenne = SEM.

Débit cardiaque

(ml/min)

A 5
: 2.10” M B. 5
2.10
141 ¢ 2 0.041 M P
123 4107 M = l 4.10° M
10- Eﬁg 0.031 i
81 S
6- E,E 0.024
> =
4 T E 0.01- 33
] $$$ g ="
-5 METO 40pM E -8 METO 40uM
0 ) ) ) 1 § 0-0(} ) ) ) 1
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Temps (min)

Temps (min)

Figure 82 : Impact du METO 40 uM sur le débit cardiaque (A) et le volume d’éjection systolique (B)

de ceeurs isolés et perfusés en mode travaillant.

Les données sont exprimées en moyenne + SEM.

$ p<0,05 ; $$ p<0,01 et $$$ p<0,001 T : 40 min vs. T : 10 min.
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Figure 83 : Impact du METO 40 uM sur la contractilité et la relaxation myocardique

de ceeurs isolés et perfusés en mode travaillant.

Les données sont exprimées en moyenne + SEM. $ p<0,05 et $$ p<0,01 T : 40 min vs. T : 10 min.

Tableau 33 : Impact de ’administration du METO a 4 et 40 pM sur les paramétres physiologiques des

ceeurs isolés et perfusé en mode travaillant.

Effet traitement (T : 40 min vs. controle) Controle METO (4 uM) METO (40 uM)
FC (bpm) 368 +£19 326 +28 284 +24
PSVG (mmHg) 95 +4 99 +4 89 +5
P-min (mmHg) -1,09 +0,02 -1,45 £1,26 3,63 +£0,51
PDVG (mmHg) 86 +4 89 5 76 +38
+dP/dtmax (mmHg.s™) 5168 +381 4650 +399 4634 + 658
-dP/dtmin (mmHg.s")  -3672 +324 -3511 +£257 2277 +118
Produit pression-fréquence (mmHg/batt/min) 31242 + 2260 28912 +2732 21882 +3457
Débit aortique (ml/min) 6,32 +0,67 3,92 +£0,61 3,37 £0,96
Débit aortique/battement (ml/min/batt) 0,018 +0,002 0,021 +0,001 0,012 £0,003
Débit coronaire (ml/min) 2,06 £0,26 2,04 +0,26 1,94 +0,39
D¢ébit coronaire/battement (ml/min/batt) 0,006 +0,001 0,008 +0,001 0,007 +0,002
Débit cardiaque (ml/min) 8,38 +0,77 8,86 +0,69 5,30 +£0,95
Volume d’éjection systolique (ml/batt) 0,023 +0,002 0,027 +0,001 0,019 +0,003
Puissance cardiaque (mWatts/batt) 0,005 +0,001 0,018 +0,003 0,003 +0,001
Efficacité cardiaque (mWatts/mmolO,/min/batt) 0,004 +0,001 0,005 +0,001 0,003 £0,001
MVO, (umol/min) 1,3 £0,20 1,26 £0,10 3,74 £0,18
MVO,/battement (umol/batt) 0,004 £ 0,000 0,004 +0,001 0,004 +0,001
LDH (mU/min) 24,1 £3,5 38,9 £33 40,5 +10,1

Les données sont exprimées en moyenne £ SEM. * p<0,05 et *** p<0,001 vs. controle.
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2.3.2 Phénotypage métabolique

D’un point de vue métabolique, I’administration de METO a faible dose (4 uM)
n’induit aucune modification significative sur la sélection des substrats pour la production
énergétique, malgré une tendance a la baisse de la contribution en oléate exogene (20%, non

significatif) pour la formation d’acétyl-CoA.

Cependant, des modifications importantes apparaissent apres 1’ajout du METO a forte
dose (40 uM) au liquide de perfusion. En effet, une diminution significative de la glycolyse
(*** p<0,001 vs. controle) est observée. En outre, le METO a forte dose tend a réduire la
proportion de glucose transformé en pyruvate et en acétyl-CoA mais de facon non

significative qui s’explique par le faible échantillon (N=3) (Tableau 34).

Tableau 34 : Impact du METO a 4 pM et 40 pM sur la sélection des substrats pour la production

énergétique.
Controle METO 4uM METO 40uM
Glycolyse (umol/min) 0,67 +0,16 0,45 +0,09 0,17 £0,07***
Glucose en pyruvate (%) 32,6 +2,3 31,1 +£2,1 18,3+7,2
Glucose en acétyl-CoA (%) 30,2 £2,1 29,2 +£4,1 23,9£8,0
Oléate en acétyl-CoA (%) 19.9+2,3 15,8+2,9 N/D
Glycolyse/flux du cycle de Krebs 1,86 +£0,35 1,15£0,18 0,46 £ 0,16%*

Les données sont exprimées en moyenne + SEM. * p<0,05 et *** p<0,001 vs. contréle. N.D. : non déterminé.
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3. Discussion

Cette étude avait pour objectif I’évaluation de I’impact métabolique d’une réduction de
la fréquence cardiaque induite par I’'IVA sur un cceur sain en conditions normoxiques. Pour
cela, le modele de cceurs isolés et perfusés ex vivo en mode travaillant par des substrats
marqués au °C, modéle bien établi au laboratoire du Dr. Ch. DES ROSIERS, a été utilisé.
Grace a ce modele, les effets de I'IVA sur le métabolisme et la fonction cardiaque ont été
¢tudiés en I’absence de toute influence neuro-hormonale et sans adaptation possible de la
compliance artérielle périphérique (fixée par la chambre de compliance). Des cceurs sains de
souris (3 mois) ont été perfusés par un mélange de substrats en concentration physiologique

mimant ainsi la composition sanguine, et a pré- et postcharge fixes.

La dose de 3 uM d’IVA a été choisie d’apres les données de la littérature et une étude
pilote a été réalisées in vitro afin d’obtenir une réduction de la fréquence cardiaque de 1’ordre
de 20% [Ceconi, Cargnoni et al., 2009]. Cependant, avec notre modele ex vivo, la réduction
de la fréquence cardiaque obtenue était de I’ordre de 35%, donc supérieure a la cible clinique

recherchée.

Toutefois, nos données sont en accords avec les études antérieures [Ferrari, Cargnoni et
al., 2006; Heusch, Skyschally et al., 2008]. En effet, nous rapportons que I'IlVA est
responsable d’une augmentation du volume d’éjection systolique s’expliquant par
I’augmentation du temps de diastole et donc de la période de remplissage. Cet effet est associé
a une augmentation du débit coronaire par battement cardiaque ce qui refléte une meilleure
perfusion myocardique. De maniére intéressante les autres parametres fonctionnels n’ont pas
¢été affectés par I’ajout d’IVA au milieu de perfusion. De plus, nos résultats démontrent que

I’effet de 'IVA sur le volume d’éjection systolique et la perfusion myocardique sont
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directement liés a la réduction de la fréquence cardiaque car ils sont abolis par 1’application

d’une stimulation auriculaire ramenant la fréquence cardiaque a une valeur initiale.

Les effets observés de ’IVA sur la perfusion coronaire explique au moins en partie,
son action anti-ischémique [Vaillant, Timour et al., 2008; Ceconi, Cargnoni et al., 2009],
puisque dans ces conditions, I’apport en oxygene aux cardiomyocytes est amélioré. Ceci
pourrait réduire le risque d’hétérogénéité fonctionnelle et électrophysiologique, un indice de
dysfonction de canaux ioniques et de la durée du potentiel d’action [Indolfi, Guth et al., 1991;
Stoll, Quentin ef al., 2008]. Un tel effet pourrait également étre bénéfique lors d’un pontage

coronarien en améliorant la perfusion globale myocardique.

En accord avec I’augmentation du volume d’éjection systolique et du débit coronaire
par battement cardiaque, nous avons observé également une augmentation de la
consommation d’oxygeéne exprimée par battement, alors qu’aucune modification n’est
rapportée pour la consommation d’oxygeéne exprimée par minute. Cela semble contradictoire
avec les résultats rapportés dans un modele canin d’insuffisance cardiaque [Mulder and
Thuillez, 2006] dans lequel la 'IVA a permis une réduction de la consommation d’oxygene
cardiaque (exprimé par minute). Toutefois, il est important de considérer que le cceur isolé et
dénervé est perfusé avec une solution cristalline qui possede une capacité plus faible que le
sang pour le transport de 1’oxygene, et que les pré-, postcharge et la compliance sont fixes
tout au long des expérimentations, ne permettant aucune adaptation fonctionnelle. Dans un
modele de coeur isolé tel que celui-ci, le débit coronaire ainsi que la consommation d’oxygene
varie en réponse a des changements de la postcharge [Labarthe, Khairallah ez al., 2005]. Or,
in vivo, le cceur est également controlé par le systéme nerveux autonome (sympathique et
parasympathique) modifiant les conditions de charge cardiaque, ce qui explique ’effet de

I’IVA sur la consommation en oxygene.
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D’un point de vue métabolique, nos données de flux relatifs obtenues grace au modéele
de cceur isolé perfusé démontrent qu’une réduction de la fréquence cardiaque d’environ 35%
induite par ’'IVA n’induit aucune modification 1) de la sélection des substrats pour la
production d’énergie, i1) du rendement de la glycolyse ou iii) du statut énergétique objectivé
par le dosage des phosphates a haute énergie dont on sait qu’ils subissent une altération lors

d’hypertrophie ou d’insuffisance cardiaque [Neubauer, 2007].

De plus, le taux de production d’ATP tel qu’évalué au niveau i) cytosolique a partir du
rendement de la glycolyse mesuré (1 mole d’ATP par mole de lactate produit, ce qui
représente généralement 5 a 10% de la production totale d’ATP cellulaire) et ii)
mitochondriale a partir de la consommation d’oxygene mesurée en considérant un ratio
ATP/O théorique de 2,83 [Khairallah, Labarthe et al., 2004] ne différent pas entre les groupes
lorsqu’ils sont exprimés par minute. Cependant, cette production est significativement
augmentée dans le groupe IVA lorsqu’elle est exprimée par battement cardiaque. Ceci est en
accord avec I’augmentation du volume d’¢jection systolique rapporté ci-dessus et supporte un

bon couplage entre ’apport et la demande énergétique.

Par ailleurs, I’application d’une stimulation auriculaire dans les coeurs isolés ayant été
perfusé avec de I’'IVA permet un retour a des valeurs basales des parametres fonctionnels. Ces
résultats sont en accord avec des études précédentes réalisées sur des modeles animaux in vivo
et ex vivo [Colin, Ghaleh et al., 2002; Colin, Ghaleh et al., 2003; Ceconi, Cargnoni et al.,

2009].

Dans notre étude, I’application de la stimulation auriculaire sur des cceurs sains
normoxiques en absence d’IVA, a une fréquence physiologique de 400 bpm (non différent de

la fréquence cardiaque des controles) a eu des effets marginaux sur les parametres
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fonctionnels et énergétiques. Ces résultats soulignent I’importance d’étudier dans des travaux

futurs, I’impact d’une stimulation auriculaire seule.

Meétoprolol

Dans cette étude, nous avons également comparé les effets de I'I[VA a ceux du
métoprolol (METO), béta-bloquant largement utilisé en clinique. Tout d’abord, nous avons
testé¢ des concentrations de METO de 4 a 40 uM, selon les données rapportées dans la
littérature [Di Verniero, Hocht et al., 2007; Wang, Zaragoza et al., 2007]. A la dose de 4 uM
nous n’avons observé que des effets marginaux et non significatifs tant sur la fréquence

cardiaque que sur les flux métaboliques.

Par la suite, la dose de METO a été augmentée a 40 uM afin d’obtenir une réduction de
la fréquence cardiaque semblable a celle obtenue avec I'IVA. Cependant, seule une réduction
marginale de la fréquence cardiaque a été observée dans notre modele. En outre, cette
concentration élevée de METO est responsable d’une altération de la fonction cardiaque dont
une chute importante de la contractilité et du débit cardiaque. De plus, ’analyse des flux
métaboliques a révélé une diminution de la glycolyse en accord avec les résultats rapportés
par I’équipe de Sharma ef al. [Sharma, Dhillon ef al., 2008]. Cependant, le métabolisme
énergétique cardiaque est étroitement li¢ a la fonction cardiaque, ainsi nous ne pouvons
exclure la possibilité que les modifications induites par 1’administration de METO sur la
sélection des substrats pour la production d’énergie ne soient secondaires aux altérations de la

fonction cardiaque.
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Afin d’expliquer les différences rapportées entre I’'IVA et le METO sur la contractilité
et le débit cardiaque dans notre modele de cceur isolé et perfusé, plusieurs facteurs sont a
prendre en compte. Tout d’abord, I’efficacité de ces molécules in vivo a principalement été
démontrée en conditions d’augmentation de la fréquence cardiaque, comme par exemple lors
d’une stimulation sympathique, d’un exercice physique ou de conditions pathologiques
[Kalaycioglu, Sinci et al., 1999; Abbott, Broadstone et al., 2005; Gordon, Arsenault et al.,
2006; Di Verniero, Silberman et al., 2008]. Cependant, notre modele de coeur isolé et perfusé
en mode travaillant est dépourvu de toute influence neuro-hormonale a I’exception d’une
libération locale de noradrénaline issues de stocks cardiaque endogenes. De plus, les effets de
I’IVA et du METO ont été testé en conditions basales c’est a dire sans augmentation de la

fréquence cardiaque spontanée.

Du fait de I’action spécifique de I'IVA sur le noeud sinusal et donc la fréquence
cardiaque, elle demeure efficace en conditions ex vivo. Les béta-bloquants, quant a eux,
exercent principalement leurs effets via des mécanismes extrinséques au coeur qui sont donc
inexistant dans nos conditions ex vivo. Par ailleurs, le METO est un béta-bloquant spécifique
des récepteurs beta-1. Ainsi, I’impact majoritaire du METO sur la contractilité myocardique
avant la fréquence cardiaque pourrait s’expliquer par la proportion plus importante de
récepteurs béta-1 que de béta-2 dans le myocarde (~4) par rapport au nceud sinusal [Rohrer,

Desai et al., 1996].
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Conclusion

L’ensemble de nos résultats démontrent que, contrairement au METO, 1’administration
aigue d’IVA a des cceurs sains isolés et perfusés en mode travaillant en conditions
normoxiques induit une réduction sélective de la fréquence cardiaque tout en préservant la
sélection des substrats pour la production énergétique et 1’équilibre entre la demande et les
besoins énergétiques. En effet, les modifications physiologiques rapportées a la suite de
I’administration d’IVA ont été abolis par 1’application du pacing auriculaire démontrant ainsi

sa spécificité sur la fréquence cardiaque.

Ainsi, il semble important d’étudier I’impact de I’IVA sur le métabolisme énergétique
dans des modeles d’athérosclérose ou de diabete, pathologies reconnues comme étant
responsable d’altérations métaboliques dont des modifications de la sélection des substrats, de
la glycolyse, et/ou des altérations des concentrations myocardiques en phosphates a haute

énergie [Stanley, Recchia et al., 2005; Neubauer, 2007].
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Conclusion générale et perspectives

Les travaux réalisés dans le cadre de cette thése avaient pour objectif d’étudier I’impact
métabolique, structurel et fonctionnel d’une baisse de la fréquence cardiaque induite par un
nouvel agent thérapeutique, I’ivabradine, inhibiteur sélectif du courant /r et de comparer ses
effets & ceux obtenu avec un béta-bloquant. Nos travaux démontrent 1’effet spécifique de
I’ivabradine  sur la  fréquence cardiaque puisqu’aucune autre  modification
¢lectrophysiologique, hémodynamique ou métabolique directe, n’a été rapportée ni dans un
modele in vivo d’ischémie myocardique aigue ni dans un modele ex vivo en conditions

normoxiques, contrairement aux béta-bloquants.

La premiére partie de ce travail réalisée in vivo démontre pour la premicre fois, que
I’ivabradine diminue la propension a la fibrillation ventriculaire induite par une ischémie
myocardique aigue et que cet effet cardioprotecteur est principalement lié a la baisse de la
fréquence cardiaque. De plus, I’augmentation spécifique de la durée de diastole induite par
I’ivabradine s’accompagne d’un maintient de la durée des potentiels d’action monophasique
corrigée et d’'une amélioration de la perfusion myocardique ce qui explique, du moins en
partie, la moindre altération de [1’ultrastructure cardiomyocytaire principalement
mitochondriale ainsi que des concentrations myocardiques en phosphates a haute énergie lors

d’ischémie aigue.
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La deuxiéme partie de ce travail confirme la spécificité d’action de I’ivabradine sur la
fréquence cardiaque dans notre modele ex vivo de cceur travaillant perfusé en conditions
normoxiques, donc dépourvu de toute influence neuro-hormonale. L’administration aigue
d’ivabradine au milieu de perfusion n’était accompagnée d’aucune modification de la
sélection des substrats pour la production d’énergie ou des concentrations myocardiques en
phosphates a haute énergie, confirmant ainsi les résultats rapportés précédemment in vivo.
Cependant, il reste a étudier sur notre modele de cceur isolé et perfusé, I’impact de I’apport de
I’ivabradine sur le métabolisme €nergétique dans des modeles d’athérosclérose ou de diabete.
Ces pathologies sont reconnues comme étant responsables d’altérations métaboliques telles
que modifications de la sélection des substrats, de la glycolyse, et/ou des altérations des
concentrations myocardiques en phosphates a haut potentiel en énergie [Stanley, Recchia et
al., 2005; Neubauer, 2007]. De telles altérations limitent d’ailleurs I’emploi de certains

médicaments, béta-bloquants, par exemple.

Sur le plan thérapeutique, lors d’ischémie myocardique ou apreés infarctus du
myocarde, trois objectifs principaux sont a atteindre : i) une diminution de la demande en
énergie [Bottomley, Wu et al., 2009] ; ii) une amélioration des conditions tissulaires et iii) une
réduction de la perte de substrats. L’ivabradine, plus encore que les béta-bloquants, semble
répondre a cette attente. Enfin, son effet spécifique sur ’automaticité sinusale lui confere la
possibilité d’étre efficace non seulement en prévention primaire mais également secondaire de

I’infarctus du myocarde.
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ORIGINAL ARTICLE

lvabradine Induces an Increase in Ventricular Fibrillation
Threshold During Acute Myocardial Ischemia: An
Experimental Study

Fanny Vaillant, MSci,* Quadiri Timour, PhD,*7 Jacques Descotes, MD, PharmD, PhD,7
Waheed Manati, MD,* Dalila Belhani, MSci,* Bernard Bui-Xuan, MD, PhD,* Alain Tabib, MD, PhD, }
Giampiero Bricca, MD, PhD,* and Philippe Chevalier, MD, PhDS§

Background: Tachycardia often facilitates ischemic ventricular
fibrillation (VF).

Objective: This study assessed the impact of ivabradine (IVA),
a selective inhibitor of the cardiac pacemaker I, current, on ventric-
ular fibrillation threshold (VFT) during acute myocardial ischemia.

Methods: The experiments were conducted on a total of 54
domestic pigs. Myocardial ischemia was induced in anesthetized pigs
by total 1-minute coronary occlusion at baseline and then on
2 occasions after intravenous administration of saline or 0.5 mg/kg of
IVA. VF was triggered by electrical stimuli of increasing intensity at
a fixed rate. Heart rate (HR), VFT, monophasic action potential
duration, and peak of the time derivative of left ventricular pressure
(LV dP/dt,.,) were monitored on each occasion. The activity of
mitochondrial succinodehydrogenase was measured on heart
sections.

Results: Compared with controls, IVA induced a 31% reduction in
HR, a 2.9-fold increase in VFT, and prevented ischemia-induced
monophasic action potential duration shortening (+1 = 12 vs. —14 =
11 milliseconds) without affecting peak LV dP/dt. This beneficial
effect on VFT was mainly due to HR reduction and was accompanied
by a significant reduction in the hypoxic area (26% = 1% vs. 38% =
1%, P < 0.0001).

Conclusion: HR reduction and the decrease in myocardial damage
induced by IVA protected against primary ischemic VF without
altering myocardial contractility.
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INTRODUCTION

Ventricular fibrillation (VF) is a well-known compli-
cation of acute myocardial ischemia.' In a pig model of brief
and complete coronary occlusions leading to VF, we have
previously demonstrated that sinus tachycardia enhances the
risk of VE.* Indeed, ventricular fibrillation threshold (VFT) is
decreased at a higher sinus rate,® and B-blockers are effective
in preventing ischemia-induced VFE.

Ivabradine (IVA) is a novel heart rate (HR) lowering
agent prescribed in patients with stable angina pectoris.® This
selective and specific inhibitor of the cardiac pacemaker I,
current’ reduces HR both at rest and during exercise without
altering myocardial contractility and relaxation, atrioventric-
ular conduction, and ventricular repolarization in all animal
species tested.'®® This HR reduction is associated with
reduced myocardial oxygen demand and increased diastolic
myocardial perfusion time during exercise.'>™'® The effects of
IVA against VF during acute myocardial ischemia are not
known. The aim of this study was to assess the effect of IVA on
the threshold of ischemic VF in a pig model of brief coronary
occlusions. To study the interactions between the VFT,
myocardial ischemia, and HR, we analyzed the effect of
IVA with different HR (ventricular pacing) in the basal state
and after ischemia.

MATERIALS AND METHODS

The experiments were conducted on a total of 54 young
domestic pigs of either sex weighing 20-25 kg. The design of
the study was approved by the Claude Bernard University
Animal Care Committee.

The animals were broken down into 4 groups. In the first
group (G1), the aim was to determine the IVA dose that would
be effective on HR and on VFT. In the second group (G2), the
aim was to compare the evolution of VFT during ischemia
with IVA and a paced cycle length of 450 milliseconds and
without IVA at a shorter cycle length of 300 milliseconds.
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In the third group (G3), the changes in VFT under basal
conditions, then after IVA, before and after ischemia, at 2
different cycle lengths (450 and 300 milliseconds) were
studied. In the last group (G4), the evolution of VFT under
basal conditions, then after IVA, without ischemia at 2
ventricular rates (cycle lengths of 400 and 300 milliseconds)
was studied.

Animal Preparation

The animals were premedicated with 0.1 mg/kg of
midazolam (Hypnovel; Roche, Neuilly-sur-Seine Cedex,
France) intramuscularly, 30 minutes before the experiment.
They were anesthetized with 100 mg/kg of chloralose (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany) injected via the
marginal ear vein. Ventilation was achieved through a trache-
ostomy tube (Tracheoflex No. 8) using a Drager SA2 respirator
equipped with a gas analyzer and capnograph. Initial tidal
volume was set at 15 mg/kg, and the respiratory frequency was
maintained at a fixed rate of 15 cycles per minute. The tidal
volume was then adjusted to maintain the end-tidal CO,
concentration within a physiological range (35—40 mm Hg).
A 1:1 air-oxygen mixture was initially delivered, and later
adjusted depending on the blood Sa0,, and sampled at regular
intervals to maintain it between 98% and 100%.

The pigs were each placed on their right side, and a wide
left thoracotomy was performed with resection of the fourth
and fifth ribs. The heart was exposed and the pericardium
opened. An arterial pressure line was established through
a catheter inserted in the left carotid artery and connected to
a polygraph (M1166 A, model 66 S; Hewlett Packard,
Boeblingen, Germany, Inc) to monitor mean arterial blood
pressure (mBP). Left ventricular maximal rate of pressure

increase (LV dP/dt,..) was electronically derived using
Acknowledge software (Biopac System, Inc, Santa Barbara,
CA) from intraventricular pressure signals obtained through
a catheter positioned in the left ventricle from the right carotid
artery. An electrocardiograph was recorded in the standard
limb leads on an ECG (Cardiolab Amplifier; Prucka
Engineering, Inc, Sugarland, TX) and monitored on an E-
2089 oscilloscope (Siemens, Erlangen, Germany). Arrhyth-
mias were identified by continuous display on a screen.

Induction of Ischemia

In groups 1, 2, and 3, the left anterior descending
coronary artery was dissected free near its origin and a snare
looped around it in preparation for occlusion. Ischemia was
induced by complete and brief (1-minute) occlusion of the
proximal left anterior descending coronary artery by tightening
the snare around the artery. Repeated abrupt coronary
occlusions were performed at 15-minute intervals (Fig. 1).
Ischemia was evaluated visually by the cyanotic appearance of
the unperfused zone distal to the occlusion and by the shift of
the ST-segment in the lead DII.

Electrophysiological Recordings

Determination of the VFT

VFT determinations were performed at 15-minute inter-
vals after treatment to ensure the stability of the parameter. VF
was triggered at the end of each coronary occlusion episode by
applying a series of 8 diastolic stimuli synchronized with
respect to the R waves of the ECG in lead II. Rectangular
stimuli of 100-millisecond duration were delivered by an S1
stimulator (Hugo Sachs, Germany) and transmitted with
a bipolar electrode, the tip of which had been positioned in the
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pacing 300 ms pacing pacing
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Sy
IVA 0.25,0.5,0.625 mgkg!
B baseline 15 min 30 min
GII t t t >
Ischaemia Ischaemia Ischaemia
pacing 300 ms pacing 300 ms (saline) pacing 300 ms (saline)
or 450 ms (IVA) or 450 ms (IVA)
Saline
or
FIGURE 1. Experimental design. IVAO.5 mgke]
A, Experimental design with group 5
1 (dose-dependent effect): pacing at C - baselime . ) 45 mi 60 mi
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design with group 2: pacing fixed at ; 5 : % . 7 "
e ; Before During Before During Before During
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subepicardial layer of the ventricle wall at the center of the
ischemic area. The intensity was increased by increments of
0.5 mA every 10 seconds until the occurrence of VF.

A 360-J current shock applied to the thoracic wall was
used for defibrillation (D 802 defibrillator; Siemens).

Experimental Procedure

In G1, 3 doses of IVA (Institut de Recherches
Internationales Servier, Courbevoie, France), 0.25, 0.5, and
0.625 mg/kg, were tested on HR and VFT in separate groups
of 6 pigs each (Fig. 1A). The dose range was chosen by taking
into account the previous results obtained by Thollon et al'” in
anesthetized open-chest large pigs. IVA was administered as
a bolus through a catheter inserted in the jugular vein. Controls
received saline (n = 6) in similar conditions. VFT was then
evaluated under pacing at spontaneous period. The dose of
IVA, which induced a markedly significant effect on VFT
without adverse effects, was retained for the present study.

In G2, VFT was determined before and after saline or
IVA administration in 2 groups with 9 animals each (Fig. 1B).
Stimuli were applied under pacing at a fixed rate of 300
milliseconds in the control animals and 450 milliseconds in the
IVA-treated animals (Fig. 1B).

In G3, there were 8 animals. VFT was first determined
in the basal state under pacing at 300 milliseconds (before
and after ischemia) and then after administration of IVA
and pacing with a cycle length of 450 milliseconds (before and
after ischemia). The same study was performed with [IVA and
a cycle length of 300 milliseconds (Fig. 1C).

In G4, there were 4 animals. The evolution of VFT was
compared under basal conditions and without ischemia after
administration of IVA at 2 different paced cycle lengths, 400
and 300 milliseconds (Fig. 1D).

Monophasic Action Potential Duration

Myocardial electrical activity was analyzed locally
through a Catronic ORX electrode 6F (Plastimed, Saint-
Leu-La-Forét, France) positioned in the subepicardial layer of
the left ventricle wall close to the center of the ischemic zone.
This electrode was connected to an ECG (Cardiolab Amplifier;
Prucka Engineering, Inc). Monophasic action potential
duration (AMAP) was recorded as often as necessary and
monitored on an E-2089 oscilloscope (Siemens). It was
measured at 90% repolarization.

Mitochondrial Succinodehydrogenase Activity
At the end of the experiment, the entire heart was
excised, frozen, and thawed. The weight and volume were
determined, and left ventricular (LV) sections were cut from
the base to the apex into several approximately 1-cm-thick
slices. Each slice was cut into several approximately 1-mm-
thick slices that were incubated in nitroblue tetrazolium for
15 minutes at 37°C. This reagent stains the myocardium blue
where mitochondrial succinodehydrogenase (SDH) is active,
whereas the loss of the enzymatic activity leaves the
myocardium unstained (nitroblue tetrazolium—negative zone).
After 10% formaldehyde fixation over 24 hours, the slices
were photographed with a digital camera. Using a computer-
ized planimetric program (Image Analyzer, Scion Image;
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Scion Corporation, Frederick, MD), we measured the hypoxic
area of each section and compared it with the nonhypoxic area.
The hypoxic/nonhypoxic ratio was multiplied by the number
of sections (5—7), which provided the hypoxic mass of the total
LV area.'®

Statistical Analysis

In Gl1, dose dependence was evaluated by 1-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnet test when
a significant difference was noted. In baseline conditions, the
electrophysiological and hemodynamic parameters in G2
(saline vs. IVA) were compared using Student ¢ test. Two-way
ANOVA was used for repeated measures. In G3 (n = 8),
ANOVA was performed for each parameter to take into
account: (1) the effect of IVA injection, (2) the role of
ischemia, and (3) 400- or 300-millisecond rate of pacing.

In G4, only VFT and HR were analyzed. For both
parameters, ANOVA was performed to take into account: (1)
the presence or absence of ischemia and (2) the rate of pacing
(450 or 300 milliseconds).

Comparison of the loss of mitochondrial SDH activity
was performed with Student ¢ test. All results are presented as
means = SEM, and the differences were considered to be
significant when P < 0.05.

RESULTS

Determination of IVA Dose-Effect Relationship

The dose-dependent HR reduction by IVA reached
—13% (n=6,P <0.05), —23% (n=6, P < 0.01), and —30%
(n=6, P <0.01) at 0.25, 0.5, and 0.625 mg/kg, respectively,
at 30 minutes (G1, Fig. 2A). VFT was increased by 1.5, 2.7
(P <0.01),and 3.5 at 0.25, 0.5, and 0.625 mg/kg, respectively,
at 30 minutes (Fig. 2B).

Because some animals exhibited nonsustained runs of
wide complex QRS at a dose of 0.625 mg/kg, we decided to
use a dosage of 0.5 mg/kg for the rest of the study.

Comparison of Effect of IVA 0.5 mg/kg on VFT,
dMAP, Hemodynamics, and SDH Activity
Versus Saline

In G2, HR was not altered in animals treated with saline
at 15 and 30 minutes, whereas IVA 0.5 mg/kg produced
a significant 31% reduction in HR (Fig. 3A). VFT was
significantly increased after IVA 0.5 mg/kg: 7.2 = 0.8 and
7.6 = 0.7 mA in the IVA group versus 2.2 + 0.3 and 3.1 =
0.4 mA in the saline group, at 15 and 30 minutes, respectively,
n =9 in each group, P < 0.001 (Fig. 3B).

In baseline conditions, ischemia induced a reduction of
dMAP in G2 (—13 = 9 milliseconds in the IVA-treated pigs
and —9 = 7 milliseconds in the saline group). A significant
increase in dAMAP (P < 0.05, n = 9) was observed after IVA
treatment during ischemia. Consequently, IVA tended to
prevent, but not significantly, the shortening of dIMAP induced
by ischemia compared with saline (+1 = 12 vs. —14 * 11
milliseconds at 30 minutes). The dMAP corrected for HR
showed no difference when calculated before or after IVA
injection (data not shown). The changes of electrophysi-
ological parameters, that is, HR, VFT, and dMAP indicated

© 2008 Lippincott Williams & Wilkins
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FIGURE 2. Dose-dependent effect of IVA on HR (A) and VFT (B)
recorded after coronary occlusion before and after adminis-
tration of saline or IVA 0.25, 0.5, and 0.625 mg/kg; n = 6 per
group. *P < 0.05, **P < 0.01 versus saline.

a significant inverse correlation between HR and VFT
(r = —0.65, P < 0.0001) and a positive correlation between
VFT and dMAP (» = 0.40, P < 0.01).

Compared with saline, IVA 0.5 mg/kg (G2) did not
modify mBP measured before ischemia (Table 1). During
ischemia, mBP was reduced in G2, but this effect was more

© 2008 Lippincott Williams & Wilkins
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FIGURE 3. A, HR recordings during ischemia before and after
administration of saline and IVA 0.5 mg/kg; n = 9 per group.
**P < 0.001 treatment effect, no time effect. B, VFT recordings
after coronary occlusion before and after administration of
saline and IVA 0.5 mg/kg; n = 9 per group. **P < 0.001
treatment effect, no time effect.

baseline

marked in the [VA-treated pigs compared with the saline ones
(Table 1). There was no difference on LV dP/dt,,, between
saline and IVA-treated groups, before or during ischemia.
The loss of mitochondrial SDH activity under ischemia,
expressed as a percentage of the total LV mass, was
significantly reduced in the IVA-treated pigs compared with
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TABLE 1. Hemodynamics

Posttreatment P
Baseline 15 Minutes 30 Minutes Interaction Treatment
Before coronary occlusion
mBP (mm Hg)
Saline 66 = 3 66 =3 64 = 4 0.888 0.075
VA 70 £ 5 60 =3 57 4
LV dP/dt;,,x (mm Hg/s)
Saline 1358 = 79 1426 *+ 128 1344 *+ 123 0.900 0.658
VA 1306 = 62 1351 = 109 1302 = 158
After coronary occlusion
mBP (mm Hg)
Saline 66 3 64 +3 61 4 0.895 <0.01
IVA 63 + 4 53+ 4 49 = 4
LV dP/dt;.x (mm Hg/s)
Saline 1103 = 70 1090 = 108 1076 = 88 0.480 0.865
IVA 1076 = 49 1136 = 80 1001 = 53

Values are mean = SEM; n = 9 pigs in each group.
LV dP/dt;,,.x, maximum change in left ventricular pressure over time.

saline group (G2) (26% = 1% of LV mass vs. 38% = 1%,
respectively, P < 0.0001). A positive correlation was found
between HR and the loss of mitochondrial SDH activity
induced by ischemia (r = 0.59, P = 0.01).

Interactions Between VFT, Ischemia, and HR

To analyze the interactions between VFT, myocardial
ischemia, and HR, we evaluated the effect of IVA under
different pacing rates in the basal state and after ischemia. In
G3 (Fig. 4), there was no significant change in VFT (P = 0.45)
without ischemia under basal conditions and with IVA,
whatever may be the cycle length. A significant drop in VFT

VFT (mA)
o
=
o

B Bascline =3 VA P=450ms =1 WA P=300 ms
FIGURE 4. Determination of VFT at baseline, then with IVA at 2
different cycles (450 and 300 milliseconds) before and after
ischemia; n = 8 per group. £P < 0.0001 IVA 450 milliseconds
versus baseline, 1P < 0.005 IVA 300 milliseconds versus IVA
450 milliseconds, *P < 0.05 IVA 300 milliseconds versus
baseline.
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was observed after ischemia under basal conditions: 5.19 *
0.38 mA before ischemia versus 1.19 = 0.09 mA during
ischemia, P < 0.001. During ischemia, IVA significantly
increased VFT at a pacing cycle length of 450 milliseconds:
3.75 = 0.37 versus 1.19 £ 0.09 mA under basal conditions
(P < 0.0001, Fig. 4), allowing a substantial restoration of VFT
when compared with the value observed before ischemia.

At a pacing cycle length of 300 milliseconds, IVA-
induced increase in VFT was sharply reduced but still
significant (P < 0.028): 1.81 = 0.2 mA with IVA versus
1.19 = 0.09 mA under basal conditions (Fig. 4).

In G4, under basal conditions without ischemia (Fig. 5),
VFT under pacing at 400 milliseconds was 6.25 = 1.03 mA
before administration of IVA and 6.87 * 0.96 mA after
administration of IVA not significant (NS). With a cycle length
of 300 milliseconds, VFT ranged from 3.75 = 0.75 mA before
administration of IVA to 3.63 = 1.01 mA after administration
of IVA (NS, Fig. 5). Thus, the reduction in cycle lengths (from
400 to 300 milliseconds) triggered a significant drop in VFT
(P < 0.005, Fig. 5) independently of the presence of IVA.

DISCUSSION

In the present study, the reduction of HR induced by IVA
0.5 mg/kg (—31%) was associated with a significant (P <
0.001) decreased VF occurrence associated with a significant
VFT increase of approximately 285%. We also demonstrated
that IVA prevented the additional reduction in dMAP and
decreased the size of the hypoxic area during myocardial
ischemia. All these effects were obtained without any
significant change in LV dP/dt,,,,.

In previous experiments, VFT was measured before
coronary artery occlusion and we always observed a significant
drop in this parameter soon after occlusion.'**® Using the
same experimental model, we have previously identified the
profibrillatory or antifibrillatory effects of a variety of drugs

© 2008 Lippincott Williams & Wilkins
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300 versus IVA 400 milliseconds.

B coscline

including class I antiarrhythmics,>> B-blockers,”*' and
calcium antagonists.?>** Class I antiarrhythmics, in particular
class Ia and mainly class Ic derivatives, were thought to be
potential drugs for the treatment of ischemic arrhythmias but
were subsequently found to increase the propensity toward VF
during myocardial ischemia.>” B-blockers and calcium
antagonists increase VFT by reducing the HR or reversing
calcium overload, respectively, but (3-blockers and calcium
antagonists also induced adverse electrophysiological (pro-
longation of conduction times) and/or hemodynamic effects,
(reduced myocardial contractility). In the present study, IVA,
a selective and specific inhibitor of the pacemaker current I,
was shown to protect from VF induced by ischemia with no
alterations in electrophysiological or hemodynamic parameters.

The mechanisms by which IVA may decrease electrical
instability are numerous (sympathovagal balance, wall shear
stress, etc.). Within the very first seconds after coronary
occlusion, K" ions accumulate in interstitial fluids due to
defective transfer into cells.?> In turn, intracellular concen-
trations in Na" and Ca2" increase due to defective outward
movement.?® The decreased resting potential of myocardial
fibers is associated with decreased dMAP subsequent to
accelerated repolarization, leading to increased excitability.?’
Dispersion of ventricular repolarization during ischemia could
also favor reentrant arrhythmias. It is very likely that IVA, by
reducing HR, could attenuate these proarrhythmic changes. By
slowing HR, IVA reduces O, consumption and improves
myocardial perfusion. These properties may probably coun-
teract the stretch induced by greater filling and thus may
decrease the deleterious electrophysiological changes induced
by stretch.

© 2008 Lippincott Williams & Wilkins

Our results suggest that the favorable evolution of VFT
obtained with IVA during myocardial ischemia is mainly due to
the HR reduction induced by this drug because only a slight
increase of VFT could be observed when the HR was kept
constant (ie, 300 milliseconds). This change only occurred
during ischemic periods. Although the autonomic nervous
system plays a major role in arrhythmogenesis during ischemia,
the impact of IVA on sympathovagal balance is not known.

By reducing myocardial oxygen consumption and
improving the coronary blood flow, IVA increases oxygen
supply during exercise.'>'®** An original feature of the IVA
mechanism of action is the dose-dependent reduction in
HR?%3*!' that is not associated with alterations in cardiac
contractility,'****? the resistance of coronary arteries, or the
electrophysiological properties of the myocardium.® The
present study confirms the absence of an IVA effect on
cardiac contractility or cardiac electrophysiological properties
during acute ischemia. The risk of VF may be higher when the
size of the myocardial hypoxic area is increased.”® IVA
produced a reduction in the size of the hypoxic zone (26% =
1% of the LV mass compared with 38% = 1% in controls).
Interestingly, this reduction was correlated with slowing of the
HR. Such a reduction in the size of the hypoxic zone is likely
to contribute to the beneficial effect of IVA. However, iden-
tification of the precise mechanistic link between decreased
arrhythmogenicity and bradycardia cannot be inferred from
the present study.

Limitations

Although the VFT method we have used has been
criticized, it has proven to be very reliable in our laboratory, as
attested by our previous publications.”'***?*3** The other
limitations of this study are that the triggering of VF was
artificial and that this induction was performed very early after
coronary occlusion. It is known that in pigs, the majority of
arrhythmias occur between 15 and 40 minutes after coronary
occlusion.*® However, in humans, acute coronary artery balloon
occlusion during angioplasty or coronary spasm can be rapidly
followed by ventricular arrhythmias. Finally, the highly
heterogeneous ischemia-induced effects (existence of subepi-
cardial and subendocardial border zones, gradients in ionic
concentrations) were not been taken into account. However, the
aim of the present study was not to explain the mechanism by
which HR reduction could decrease cardiac instability but to
document the impact of HR reduction induced by a new
selective HR-lowering agent on the propensity toward VE. Our
results underscore the need for research on how HR reduction
increases cardiac electrical stability.

CONCLUSIONS

The present study suggests that by reducing HR and the
size of the hypoxic zone, [VA increases VFT and could prevent
an ischemia-induced decrease in AMAP. These properties open
anew perspective in the management of patients with ischemic
coronary disease. These beneficial effects should be further
explored to confirm that IVA can offer a new therapeutic
approach in the prevention of sudden death due to primary
ischemic VF.
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Aims: We showed previously that ivabradine (IVA), a selective inhibitor of the cardiac
pacemaker Iy current, achieved protection against ischemia-induced ventricular fibrillation
(VF) in pigs by increasing the VF threshold (VFT). This was correlated to the heart rate
reduction (HRR), the limitation of monophasic action potential shortening and the reduction
of the hypoxic area. This study investigated myocyte ultrastructure and regional myocardial
blood flow (RMBF), potentially involved in these cardioprotective effects of IVA.

Methods and results: Myocardial ischemia was induced in pigs by total 1-m in occlusion of
the left anterior descending coronary artery following i.v. administration of saline (n=6) or
IVA (0.25 mg/kg, n=6). Electrophysiological and hemodynamic parameters, the hypoxic area
and the presence of myocyte ultrastructural lesions were evaluated. The RMBF was assessed
using positron emission tomography following ischemia/reperfusion in IVA (0.25 mg/kg, i.v.,
n=6) or vagal stim ulation (n=4) groups. Com pared with saline, IVA induced a 32% HRR
(p<0.01), a 2.9-fold increase in the VFT (p<0.001) and a reduction of the hypoxic area
without any change in left ventricular dP/dt .. IVA preserved cardi omyocyte morphology,
particularly mitochondrial ultrastructure. Com pared with baseline, RMBF during reperfusion
was increased in the hypoxic area f ollowing IV A administration (+218% vs. +97%, p<0.05)
or vagal stimulation (+195% vs. +127%, p<0.05). This increase was sharply reduced by atrial
pacing in IVA-group.

Conclusion: IVA exerts a cardiopro tection from ischem ia-induced VF by increas ing RMBF
and preserving cardiom yocyte and m  itochondrial ultrastructure , which opens new
perspectives regarding potential targets that would be involved in the anti-ischemic effects of

IVA.
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INTRODUCTION

Ventricular fibrillation (VF) is a well-known complication of acu te myocardial ischemia and
is a major cause of sudden cardiac death in pa tients with ischemic coronary disease (Janse et
al., 1989; R oelandt et al., 1984). Since the antiarrhythm ic/antifibrillatory drugs usually used
to prev ent such episod es of VF did not show any benef it on m ortality and w ere even
associated with higher mortality in large, randomised, placebo-controlled trials (1989), there
still exists a medical need for new cardiop rotective agents. Indeed, the inciden ce of primary
VF during acute myocardial ischemia is high (estimated between 2 and 19% depending on the
definition of primary fibrillation (Wyman et al., 2004)) and results in s ignificant mortality .
We previously demonstrated that sinus tachycardia enhances the risk of ischemia-induced VF
(Aupetit et al., 1993; Aupetit et al., 1995; Bui-Xuan et al., 1996; Ti mour et al., 1991).
Ivabradine (IVA), a selectiv e inh ibitor of the /rpacem aker current re sulting in h eartrate
reduction (HRR), has been approved for th e treatment of stable angin a (Borer et al., 2008;
Prasad et al., 2009; Sulfi et al., 2006). Ivabradine could provid e a new therapeutic approach
in the p revention of sud den death due to VF induced by is chemia which is of ten associated
with tachycardia. Previously, in a pig m odel of VF, we re ported that HRR induced b y acute
administration of [ VA provide dose-dependent protection against VF induced by a transient
(1 min) total liga tion of the lef't anterior descending (LAD) coronary artery (Vaillan t et al.,
2008). However, the exact m echanisms underlying this cardioprotective effect remain to be
elucidated. In models of prolonged myocardial ischemia, ultrastructural lesions were reported
at the cellular level, and in par ticular on m itochondrial shape (Salinas et al., 2000), and an
inverse correlation was repor  ted between HR and m  itochondrial injury in a sim  ilar
experimental setting (Venditti ez al., 2008). Heusch et al. (Heusch et al., 2008) showed that
IVA-induced HRR was associated with a reduc tion of the infarct size when adm  inistered

before, during or at the end of a 90-m in controlled coronary artery hypoperfusion and 120-



min reperfusion, suggesting that treatm ent with IVA could preserve the m yocardium from

ischemia-induced ultrastructural lesions.

The objective of our study was thus to further investigate the conseque nces of transient but
total coronary occlusion at  the morphological and functional levels and to evaluate the
potential benefits of HRR induced by IVA on: 1) the electrical threshold of VF (VFT); 2) the
prevention of structural lesions in cells and mitochondria and 3) on regional myocardial blood
flow (RMBF) determ ined using positron-e mission tom ography (PET) as a non-invasive

procedure.

MATERIALS AND METHODS

The present study design was approved by th e anim al care comm ittee of Claude Bernard
University (Lyon, France).

Protocol 1: this protocol studies the im  pact of [IVA onm yocardial m orphological and
functional changes.

Animal preparation

The experiments were conducted on a total of 12 dom estic male pigs weighing 20-25 kg (3
months). The anim als were prem edicated with 20 mg/kg ketamine (Roche Neuilly- sur-Seine
cedex, France) intramuscularly 30 min before the experiment. Anaesthesia was induced by an
i.v. bolus of 3 m g/kg propofol (via the m arginal ear vein) and m aintained with an  i.v.
perfusion of 100 mg/kg chloralose (Sigm a-Aldrich Chemie Gm bH, Steinheim , Germ any)
injected via jugular vein. Parameters of ventilation have been previously reported (Vaillant et
al., 2008). Pigs were each placed on the back and a wide t horacotomy was perform ed. The
heart was exposed and the pericardium opened. An ECG was recorded in the standard lim b

leads on a Mingograf 34 electrocardiograph.



Induction of ischemia

The LAD coronary artery was dissected free ne ar its origin and a sn are looped around it in
preparation for occlusion. Ischemia was induced by com plete and brief (1-m in) occlusion of
the proxim al LAD by tightening the snare ar  ound the artery. Repeated abrupt coronary
occlusions were perform ed at 15-min intervals (Figure 1A) . Ischemia was eva luated by the
cyanotic appearance of the unperfused zone di stal to the occlusion and by the ST-segm ent
shift in the lead II on the ECG.

Treatments

6 pigs received the dose of 0.25 mg/kg IVA (Institut de Recherch es Internationales Servier,
Courbevoie, France) ad ministered as an i.v. bolus through the jugular vein, and 6 pigs
received the sam e volume of sa line (control group) in similar conditions (F igure 1A). The
dose of 0.25 mg/kg of IVA was chosen because it was previously demonstrated as being the
lowest effective dose able to increase the VFT (Vaillant ez al., 2008).

Electrophysiological recordings

Heart rate (HR) was monitor ed on the ECG in lead II and reco rded at the end of the 1-m in
coronary occlusion, just before VFT determination.

Ventricular fibrillation was tri ggered at 1-m in coronary occl usion by the application of a
ventricular pacing in the hypoxic area as  described previously (Vaillant ez al., 2008), to
evaluate the VFT. Two baseline and four post- injection VFT dete rminations were performed
alternately under ventricular pa cing at “spontaneous HR” ( i.e. HR record ed ju st before
induction of ischem ia) and at a fixed rate  0of 300 m s (~ 200 bpm). Pacing at 300 ms was
performed in order to study the impact of HRR  per se by counteracting the HR-lowering
effect of IVA (Figure 1A). A 360 J shock a pplied to the thoracic wall was used for

defibrillation (D802 defibrillator, Siemens, Erlangen, Germany).



Myocardial electrical activity was analysed by the m easure of duration of m onophasic action
potential (IMAP) in the centre of hypoxic area as described previously (Vaillant ef al., 2008).
Hemodynamic parameters

An arterial pressure line was established through a catheter inserted into the left carotid artery
and connected to a polygraph (M1166 A, m odel 66 S, Hewlett Packard Inc, USA) to m onitor
mean arterial blood pressure (m BP). The increase in LV-dP/dt ,,.x was electron ically derived
using Acknowledge software (Biopac System Inc., Santa Barbara, CA, USA) from
intraventricular pressure signals obtained thro ugh a catheter positioned in the LV from the
right carotid artery. All hemodynamic parameters were measured 1 min before and 1 min after
each coronary artery occlusion, before and after IVA administration.

Morphological and functional changes

Immediately after euthanasia, all of the anim als’ hearts were excised for the determ ination of
succinodeshydrogenase (SDH) activ ity to determ ine the exte nt of the hypoxic area as
described in our previous study (Vaillant ez al., 2008).

Samples of the LV were taken in the centre of  the hypoxic area analysis of cardiom yocyte
ultrastructure using transmission electron microscopy. They were fixed in 4% glutaraldehyde
- 0.3 M Na cacodylate-HCI (pH 7.4; 2 hours), post-fixed with 2% osmium tetroxide - 0.15 M
Na cacodylate-HCI (pH 7.4; 1 hour), dehydrated with ethanol and em bedded in Epon (60°C;
72 h). Then, 60-90 nm-thick sections were  cutusing an ultram icrotome (RMC/MTX;
Elexience), contrasted with uranyl acetate and lead citrate. Sections were observed using a
JEOL 1200CX transm ission electron m icroscope to evaluate the numb er of nuclei with
disrupted membranes and irregular chromatin agglomeration (among the 20 nuclei examined),
the num ber of disrupted or sw ollen sarcolem na (am ong the 20 sarcolemna exam ined), the
number of cell junction disrupt ions (among the 20 cell junctions examined), the number of

necrotic cardiomyocytes (among the 20 cardiomyocytes examined), the number of displaced,



swollen, or degranulated m itochondria and disrupted m itochondrial crests (among the
200 mitochondria exam ined) and th e num ber of capillaries with thick ening of the basal
membrane and abnorm al chrom atin distribution in the nuclei (am ong the 20 capillaries
examined).

Caspase3, p53 and bcl2 mRNA levels

The expression of 3 genes involved in the apopt osis cascade, namely caspase 3, p53 and bcl2
was studied on m yocardial sam ples taken in LV in the cent re of hypoxic area. A reverse
transcriptase polym erase chain reaction (RT-PCR) f ollowed by real- time PCR was
perpformed. RNA extraction from myocardial tissue was performed using the RNeasy minikit
(Qiagen, Courtaboeuf, France). The quantitation of each gene of interest relative to the control
gene GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehy drogenase) was performed using Real Quant

software.

Protocol 2: this protocol aim ed at testing the impact of IVA on RMBF in our pig m odel of
experimental myocardial ischemia/reperfusion.

RMBEF was first determined in 10 pigs 15 min before, just after and 15 min after induction of
myocardial ischemia induced by a 1-m in complete ligation of the LAD coronary arte ry, as
described in Protocol 1, at spontaneous HR (condition 1, Figure 1B). These pigs were divided
into two groups. In one group (n=3), RMBF wa s then determ ined after injection of IVA
(0.25 mg/kg; condition 2) and fi nally under atrial pacing (aim ed to suppress I[VA effect;
condition 3). Atrial pacing was  achieved viaan el ectrode positioned in the left atrial
appendage and connected to the stimulator deliv ering a 1-mA current with a 5-ms  duration
and a variable period defined on the spontaneous HR of the animals prior to IVA injection. In
the other group (n=4), RMBF was then determ ined under vagal stimulation (condition 2) and

finally after cessation of vagal stim ulation (condition 3), in order to ev aluate the effect of



HRR obtained by a non-pharmacological method (Figure 1B). Vagal stimulation was obtained
through an electrode placed near th e vagus nerve following its dissection and connected to a
stimulator (Hugo Sachs, Freiburg, Germ any) delivering 20-V electric currents with a 100-m s
period and a 1.5-m s duration, so th at the reduction in HR was close to that expected to be
obtained following IVA injection.

An ECG was recorded in the standard lim b leads on a Mingograf 34 electrocardiograph. HR

was recorded during the experimental session as described in Protocol 1.

Evaluation of RMBF using PET

RMBF was quantitated using PET (Siem ens/ECAT EXACT HR+ 63-slice whole-body
tomography). [ ?OTH,O (250-300 MBq) was injected as an i.v. bolus. Data ac quisition lasted
for 1 min, which enabled dynam ic series uptake of 22 frames (10 frames x 4s; 2 x 10s; 6 x
20s; and 4 x 30s). RMBF was estim ated as described by lida et al. (Iida ef al., 1991). Briefly,
6 regions of interest (ROI) were drawn along the heart’s small axis (Figure 1C). Of these, one
is located on the LAD coronary artery path (ROI 6) and 2 others located outside the ischemic
area (ROI 2 and 3), served as controls. RMBF  was quantitated 15 m in prior to m yocardial
ischemia (determinations 1, 4 and 7, Figure 1B), then imm ediately after a 1-m in coronary
occlusion (determ inations 2, 5 and 8) and fina  lly 15 m in af ter rem oval of the occlusion
(determinations 3, 6 and 9). The RMBF ( mL/min/g) was measured in the hypoxic area (ROI
6) and in a rem ote area (ROI 2 and 3). RMBF in the hypoxic area was norm alised per beat

and expressed as a percentage of RMBF in the remote area.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed by GraphPad PRISM®.



Protocol 1: A two-way ANOVA was used to analyse treatment and time effects on HR, VFT,
dMAP and dP/dt,,.x followed by a Bonferroni test for multiple comparisons. The hypoxic area
and mRNA levels of caspase 3, p53 and bcl2 were analysed using an unpaired Student t test.

The results of electron m icroscopy examination were com pared using a Mann-W hitney test.
The correlation between electrophys iological and m orphological parameters was studied by

calculating the Pearson coefficient.

Protocol 2: The effects of treatm ent and time on HR were analysed as in Protocol 1. Results
of RMBF e valuation were analysed using a two-way ANOVA followed by a Bonferroni test

for multiple comparisons.

RESULTS

Protocol 1

Effects of IVA on HR, VFT, dMAP and hemodynamic parameters

At baseline, there was no difference in HR  and VFT between control and IVA-groups. HR
was significantly decreased following IVA adm inistration as com pared with saline-treated
animals (103+4 bpm vs. 13344 bpm, respectively; p<0.01) Figure 2A.

Following treatment, VFT at spontaneous HR (V FT3 and VFT5) was s ignificantly increased
in [IVA-treated animals as compared with saline-treated animals (4.17+0.34 mA vs. 1.42+0.17
mA, respectively; p<0.001), whereas no differe nces in VF T across groups were observed
when paced at 300 ms (VFT4 an d VFT6), Fi gure 2B. In [VA-treated anim als, VFT at
spontaneous HR was increased 2.4-fold as compared to baseline VFT in the sam e animals
(4.17£0.34 mA vs. 1.75+£0.34 mA, respectively; p<0.01) whil e no differences were observed
in saline-treated animals.

During ischemia, IMAP was significantly increas ed in IV A-treated animals when com pare

with saline-treated animals (+14% vs. -2%, respectively; p<0.05), data not shown.



A significant inverse correlation was found be tween HR and VFT (r=-0.45, p<0.05), HR and

dMAP (r=-0.64, p<0.05), and a significant posit ive correlation was found between V FT and
dMAP (r=0.61, p<0.05).

At baseline, there was no significant difference in mBP and LV-dP/dt ,,.x between control and
IVA-groups. As previously observed following an acute i.v. administration of IVA (Gardiner
et al., 1995; Vaillan t et al., 2008), mBP was significantly reduc ed in I[VA-treated anim als
compared with saline-treated animals, whereas L V-dP/dt;,x remained unchanged between the
two groups (Table 1). mBP decrease was m ainly supported by a decrease of diastolic arterial

pressure due to the delay of diastolic time.

Effects of IVA on myocardial morphological and functional changes

The loss of mitochondrial SDH activity, used to determine the extent of the hypoxic area and
expressed as a percentage of the total LV m ass, was sign ificantly red uced in IVA-trea ted
animals as com pared with saline-treated anim als (16.8+ 1.5% vs. 30.6+0.6%; p<0.001).
Interestingly, this reduction in the hypoxic ar  ea was also significan tly correlated to HRR
induced by IVA (r=0.57, p<0.05) and to its related increase in VFT (r=0.74, p<0.05).

For all ultrastructural param eters analysed, abnorm alities were cons istently ob served in
approximately 75% of cardiom yocytes in the saline group nam ely m itochondria shifting
towards the cell m embrane, swelling, degranula tion and form ation of ¢ rest breaks, but also
abnormal shape of the nucleus and capillaries, interstitial oedem a, all indicative of a
substantial myocardial injury (Table 2 and Figure 3). Overall, adm inistration of IVA had a
beneficial p rotective ef fect on all ischem ia-induced ultra structural ¢ hanges; les ions were
found in approximately 25% of cardiom yocytes. A significant positive correlation was found

between HR and these ultrastructural lesions (r=0.60, p<0.05).



Protocol 2

Effects of IVA on HR and RMBF

No differences in HR or in the relative RMBF in the hypoxic area were noticed across groups
at baseline before, during or  after ischem ia (Figure 4A a nd 4B, condition 1). A sim ilar
reduction in HR of appr oximately 30% (p<0.00 1) was obtained following IVA injection or
vagal s timulation (Figu re 4A, cond ition 2). At baseline a nd bef ore ischem ia, RMBF was
homogenously distributed in the m yocardium (Figure 4C, 1) while the ischem ic area became
hyperaemic imm ediately at reperfusion (Figure 4C, 2). When com pared with the baseline
condition (condition 1 ) before indu ction of is chemia, both treatm ents induced a significant
increase in RMBF (Figure 4D, 2). As compared with condition 1, RMBF determined just after
myocardial ischemia was m arkedly increased in the hypoxic area following IVA'1  njection
(+218% vs. +97%, respectively; p<0.05) (Figure 4B). Similarly, RMBEF just after m yocardial
ischemia was increased in pigs submitted to vagal stimulation, when compared with condition
1 (+195% vs. +127%, respectively), suggesting that HRR  per se induced an incre ase in the
RMBF. Although the increase in RMBF associated  with vagal stim ulation was m aintained
beyond cessation, the increase associated with I VA injection was sharply reduced by atrial
pacing, perf ormed at the initial spontanecous = HR, confirm ing that IV A-associated RMBF

increase was due to HRR (Figure 4B, condition 3).

DISCUSSION

This study showed that HRR induced by acute intravenous injection of 0.25 mg/kg IVA exerts
a global cardioprotective effect during experimental transient myocardial ischemia in pigs, as
evidenced by an in crease in VFT which is in part explained by an  increase in dMAP, a
reduction of the hypoxic area, a preservation of myocyte ultrastructure and an improvement of

the RMBF, without any change in LV-dP/dt;x.



Previous studies showed the ben eficial anti-is chemic effects of IVA tre atment in models of
prolonged myocardial ischemia (Ceconi et al., 2009; Heusch et al., 2008; Monnet et al., 2004;
Monnet et al., 2001) which were associated with severe myocardial injuries, including a large
infarct area with scar tissue formation. However, no information exists regarding the potential
effects of IVA treatment during brief coronary occlusions leading to ventricular fibrillation, as
it could occur in p atients with ang ina pectoris. Here, we developed a model reproducing a
coronary stricture by inducing brief but total coronary occlusions of 1-min duration leading to
VF followed by 15-m in reperfusio n between each sequence of occlusion/fibrillation. In
Protocol 1, the cumulative duration of the expe rimental ischemia was about ten m in, limiting
potential ischem ia-induced m yocardial injuries, in particular structural lesions in cells and
mitochondria. In fact, repeated ischemia - fibrillation and reperfusion will probably leads to a
kind of preconditioning, but the impact of this phenomenon is similar in both groups. Indeed,
the duration of ischem ia did not induce apoptos is as supported by th e gene expression of
apoptotic factors, including cas pase 3, p53 or bcl2 (data not shown); thism  ight be due to
length of ischem 1ia (Borer et al.,2008; Sodha ef al.,2008). In this context, acute
administration of IVA had no addi tional effect. Nevertheless, in our experim ental setting,
substantial electrophysio logical, morphological and functiona 1 cardiac alterations could be
observed and administration of IVA showed beneficial effects on all these parameters.

It is well described that prolonged ischem ia/reperfusion results in m itochondrial injury
potentially leading to arrhythmias or cardiac cell death (Zhang et al., 2008). Here, we provide
evidence that alteration s of m itochondrial shape also occur in the cont ext of repeated brief
coronary occlusions followed by ventricular fibril lation. This is a critical finding with regard
to the prevention of primary VF in patients with coronary artery disease.

Moreover, Couvreur et al. recently reported a protective effect of HRR after administration of

IVA against ventricular dysfunction induced by m yocardial ischem ia. This effect was



explained by an increase in FKBP12/12.6 whic h modulates cardiac excitation-contraction and
prevents calcium leaks from the sarcoplasm ic reticulum that occu rs d uring the first few

minutes of acute m yocardial ischem ia (Couvreur et al.). These resu Its could exp lain the
prevention of ventricular fibrilla tion in our m odel of acute m yocardial ischemia. Therefore,
any drugs able to protect m itochondrial structure, such as IVA via its HRR, could im prove
mitochondrial function and thus effectively prev ent VF. Indeed, altera tions of m itochondrial
structure appears following tachycardia 1 nduced by intrape ritoneal inje ction of

tritodothyronine (Venditti et al., 2008) or atrial pacing associat ed with intracellular calcium
overload (Liem et al., 2007), which is well known to induce electrom  echanic dysfunction
(Moshal et al., 2008) or cell death (Dong ef al., 2006). So, HRR induced by IVA can protects
against these alterations due to tach ycardia, and reduce card iac energy consumption while it
maintain energy pool, thus it enhance recovery at reperfusion and provi de protection against
VF susceptibility. This could be linked with  the recen t o bservation o f Ceconi et al. who

presented evidence that IVA preserve cardiac en ergy metabolism such as ATP concentration
and the redox state following ischemia/reperfusion in isolated perfused rabbit hearts (Ceconi

et al., 2009).

Also, despite a lim ited num ber of anim als (due to the com plexity of the procedure:
combination of PET technology and repeated coronary occlusions), the present study
presented evidence that HRR induc ed by vagal s timulation or IVA result in an increase in
RMBF in the hypoxic area at the onset of reperf usion. In previous studies, HRR induced by
IVA lead to sim ilar results with prolonged myocardial ischem ia, but RMBF was assessed
invasively using the microspheres technique (Heusch et al., 2008; Heusch ef al., 1983; Indolfi

et al., 1993; Monnet ef al., 2004; Monnet et al., 2001).



In addition to the reduction in O , consumption induced by HRR, these beneficial effects m ay
provide a better cellu lar microenvironment with increased O, supply, which could explain in
part the observed protection from acute ischem ia-induced ultrastructural lesions and VF. In
IV A-treated anim als when subm itted to atrial pacing, HR and RMBF return ed to baseline,
strengthening the idea that HRR per se induced increase in RMBF. In contrast, the effect of
vagal stimulation was not reve rsed upon cessation of the stimula tion that could be explained
by the persistent vasodilatory effect of the vaso-intesti nal p eptide released in the ¢ oronary
artery bed from stimulated vagal nerve fibres (Henning ez al., 2001).

Monnet et al. (Monnet et al., 2001) specified that HRR induced by IVA was associated with
an im proved subendocardial blood flow and wa s abolished by atrial pacing. Interestingly,
Indolfi et al. (Indolfi et al., 1991) evaluated pig RMBF under atrial pacing at various HR
during m yocardial ischem ia and found that HRR led to increased subendocardial RMBF
without changes in subepicardial RMBF. I  mportantly, they reported that when vascular
resistances decreased in only one area, there was a transm ural redistribution of blood flow,
which can be explain ed by a decrease in m yocardial O, consum ption (due to bradycardia)
associated with an increase in blood flow (due to epi-endocardial redistribution).

A similar result to th at obtained with IVA has been described with beta-blockers which are
associated with ared wuction of the im pact of ischem ia/reperfusion (Buck et al., 1981;
Matsuzaki et al., 1984), but IVA is not associated with  deleterious effects such as negative
inotropic ef fects and u nmasked alpha-adren ergic coronary vasoconstriction (Heusch et al.,

2000; Simon et al., 1995).

Conclusion
The present study provides evidence that besi de the m yocardial lesions resulting from

prolonged myocardial ischem ia, substantial m orphological and functiona I alterations can be



detected even after trans ient episodes of myocar dial ischemia leading to prim ary ventricular
fibrillation and which is in part explained by the improvement of RMBF.

The cardioprotection provided by acute adm inistration of IVA could be of great interest in
prevention of VF’s onset during acute phase of angina pectoris, and also for the m anagement
of patient and their recuperati on. Given that beta-blockers are used as a prev entive treatment
for VF, further investigations should com pare their effects with those of IVA insim ilar

experimental settings.
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Figure Legends
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(@.v. bolus)

Vagal stimulation —— Cessation of vagal stimulation

Figure 1: A. Representation of protocol 1: VFT determ inations were performed at the end of
each co ronary occlusion, before and after ad ministration of treatm ent, alternately at
spontaneous HR and under 300 ms constant vent ricular pacing in order to counteract the
HRR. B. Representation of protocol 2: RMBF was determ ined 15 min before, just after and
15 min after m yocardial ischemia at spontan eous HR (condition 1), following IVA injection
or vagal stimulation set to obtain a HRR similar to that of IVA (condition 2) and finally under
atrial pacing or after cessation of vagal stim ulation (condition 3). C. Tomogram of the left
ventricle obtained using PET. Six ROI were drawn along the heart’s sm all axis, one in the
LAD territory (ROI 6) and 2 outside the ischem ic area (ROI 2 and 3) which was used as

controls.
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Figure 2: A. HR recorded during isch emia before each VFT determ ination, at baseline
(VFT1-2) and under IVA or saline treatm ent (VFT3-6). ***p<0.001 vs. saline during
treatment, all tim es pooled. B. VFT record ings after coro nary occlusion before and after
administration of saline or IVA. VFT1, VFT3  and VFT5 were recorded under pacing at
spontaneous HR. VFT2, VFT4 and VFT6 were r ecorded under atrial pacing at the fixed rate
of 300 ms. ***p<(0.001 vs. saline during treatm ent, time effect p<0.01, treatm  ent*time

interaction p<0.001.
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Figure 3: Representative ultras tructural chang es in the inf arcted m yocardium in IVA and

saline-treated pigs.
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Figure 4: A. Percentage of HRR relative to the baseli ne value in [VA-treated pigs and pigs
submitted to vagal stim ulation (~-30%, ***p<0.001 vs. baseline). B. Percentage of RMBF in
the ischemic area relative to that of the rem ote area and normalised with HR in IV A-treated
pigs and pigs submitted to vagal s timulation (*p<0.05). C. Tomograms representing relative
RMBF at s pontaneous HR be fore (1) and just after myocardial ischemia without treatm ent
(2). Red colour indicates the m aximal RMBF while blue colour indicates the m inimal RMBF
for each acquisition. D.RMBF expressed as blood flow  per beat recorded 15 m in after
removal of the LAD occlusion (determ  ination 1) at baseline and after IVA or vagal

stimulation (determination 4) (*p<0.05 and ***p<0.001).
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Abstract: (250 words)

Aims: Heart rate reduction (HRR) is an important target in the management of patients with
chronic stable angina. Most available drugs for HRR such as -blockers have adverse effects,
including on cardiac energy substrate metabolism, a well-recognized determinant of cardiac
homeostasis. This study aimed at testing whether HRR by ivabradine (IVA), the first available
selective inhibitor of the pacemaker current If, alters substrate metabolism in the healthy
normoxic working heart.

Methods and Results: We assessed the functional and metabolic phenotype of working mouse
hearts perfused ex vivo with physiological concentrations of *C-labelled carbohydrates and fatty
acids in the absence (controls; n=10) or presence of IVA (n=10, 3 uM) with or without pacing.
IVA significantly reduced HR (35+5%), increased stroke volume (39+9%), while maintaining
similar cardiac output, contractility, power and efficiency. At the metabolic level, IVA did not
impact on substrate selection to citrate formation, rates of glycolysis or tissue levels of high
energy phosphates. Subsequently, we attempted to match the HRR effect of IVA using the 3-
blocker metoprolol. However, at concentrations up to 40 pM, metoprolol decreased markedly
cardiac functional (flow: 25+6%; stroke volume: 30+10%: contractility: 31+9%), as well as
glycolysis (2.9-fold), but marginally affected HR.

Conclusion: These results demonstrate that IVA, in contrast to metoprolol, selectively reduces
HR while preserving energy substrate metabolism of working mouse hearts perfused ex vivo, a
model that mimics to some extent the denervated transplanted heart. Our results provide the
impetus for testing selective HRR by IVA on cardiac substrate metabolism in pathological
models.

Keywords: Substrate metabolism isolated working heart, Ivabradine, B-blockers, Heart rate.



Introduction

Heart rate reduction (HRR) is an important target in the management of patients with ischemic
heart disease, a major cause of morbidity and mortality in developed countries (for review see').
Given their well-described beneficial effects on cardiovascular outcomes after myocardial
infarction and in heart failure, B-blockers remain the first line treatment for many patients with
ischemic heart disease.”* However, even new classes of p-blockers exhibit undesirable side
effects on cardiac energy substrate metabolism,* which is now a well-recognized determinant of
energy production, redox status, contractile function, ion fluxes, oxygen consumption, as well as
hypertrophy development and progression to heart failure.*’

Specifically, acute administration of -blockers to the isolated perfused heart, which is
devoid of neuronal influences, has been shown to affect substrate fluxes through major energy-
yielding pathways. The effects include: (i) decreased cytosolic glycolytic flux, a process that has
been linked to optimal ion pump function; and (ii) a shift in mitochondrial substrate selection —
from long chain fatty acids (LCFAs) to carbohydrates (CHOs) - for oxidation in the Krebs cycle,
most likely due to reduction of lipoprotein lipase and/or carnitine palmitoyltransferase-1 (CPT-1)
activity.*®’ Such a shift from LCFA to CHO oxidation may be considered beneficial in the short
term, particularly for the ischemic heart due to the greater yield of ATP per unit of O, consumed
from CHO oxidation (i.e. 11-12%), however potential long-term consequences include
lipotoxicity and energy deprivation.®’ In addition, long-term p-blocker therapy may also have
unwanted systemic metabolic effects, such as worsening of whole-body glycemic control.'
These deleterious metabolic effects are of particular concern given that HRR is used for the

management of patients with both ischemic heart disease and diabetes.' "2

In this regard,
ivabradine (IVA), which is the focus of the present study, may represent a good alternative for

the management of these patients.



Indeed, IVA belongs to a new class of drugs that selectively inhibits the pacemaker current
in the sinoatrial node'’ thereby leading to specific HRR,'* without hemodynamic effects on blood
pressure, vascular resistance and cardiac output. Acute IVA administration confers significant
benefits in reducing infarct size after ischaemia/reperfusion, as well as preserving the metabolic
energy and redox status in the ex vivo perfused heart subjected to ischemia-reperfusion. In
addition, its long-term administration iz vivo in pig or rat models of myocardial infarction
prevented post-myocardial infarction adverse structural remodelling, while preserving contractile
function and high energy phosphate status.'”"” In an in vivo dog model of exercise, Colin et al.
demonstrated a linear relationship between myocardial oxygen consumption (MVO,) and the
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extent of HRR by acute intravenous IVA.'® Under pacing, all effects were abolishe thereby

demonstrating that they are due to IVA’s selective modulation of HR, although this concept has
been recently challenged.”**

The effect of IVA-induced HRR on cardiac substrate selection for energy production has
not yet been directly assessed. Hence, in this study, this was examined and compared to the effect
of the B-blocker, metoprolol (METO) using our well-established model of ex vivo perfusion of
working mouse hearts with physiological concentrations of *C-labelled CHOs (glucose, lactate,
pyruvate) and a LCFA (oleate) and continuous monitoring of physiological parameters using an
intraventricular cannula.** This study model enables to assess the effects of IVA and METO
directly on the heart, in absence of neuronal influences and at fixed values of arterial compliance
(i.e. peripheral resistance), preload and afterload pressures. It mimics to some extent the

conditions prevailing in patients following heart transplant for which IVA was recently proposed

to be of some benefits.”



Material and methods

Chemicals
The sources of chemicals, biological products, and '*C-labelled substrates as well as the

procedure for the dialysis of albumin have been described previously.”®

Heart perfusions in semi-recirculating working mode

Animal experiments were approved by the local animal care committee in compliance with the
guidelines of the Canadian Council on Animal Care. Male C57BL/6 mice (3-month-old; Charles
River) were provided with food and water ad libitum. The procedures for heart isolation and its
ex vivo perfusion in the working mode as well as measurements of the various functional

parameters have been described previously.**

Perfusion protocols: Effect of IVA: The concentration of IVA have been selected on the basis of

%27 and orientation experiments in which we evaluated the concentration-

previous studies
dependent HRR effects of IVA in our working mouse heart model (n=10 perfused hearts per
dose) . Working mouse hearts were perfused for 40 minutes with a semi-recirculating modified
Krebs-Henseleit buffer containing physiological concentrations of substrates and hormones

(11 mM glucose, 0.8 nM insulin, 50 uM carnitine, 5 nM epinephrine, 1.5 mM lactate, 0.2 mM
pyruvate, 0.4 mM oleate bound to 3% albumin) in the absence or in the presence of 3 uM IVA,
with or without atrial pacing to match the HR of controls (n=10 perfused hearts per group). IVA
was added after 10 minutes of perfusion to enable measurements of functional parameters under

basal conditions, prior to IVA addition, in each heart. For any given perfusion, one of the

unlabelled substrates was replaced by its corresponding labelled substrate, either [U-">C¢]glucose



( molar percent enrichment (MPE): 50%; n=5) or [U-">C;s]oleate ( MPE: 35%; n=5) to probe
both CHO and LCFA metabolism, respectively. As previously described,** atrial influent and
coronary effluent perfusate samples were collected to assess: (i) lactate dehydrogenase (LDH)
release as an index of membrane integrity, (ii) pO,, pCO,, pH, Ca®", and (iii) lactate and pyruvate
release rates. At the end of the perfusion, hearts were freeze-clamped with metal tongs cooled in

liquid nitrogen, weighed, and stored at -80°C for subsequent analyses.

Effect of METO: In a separate group of ex vivo heart perfusion experiments, we attempted to
match the HRR obtained with IVA using the B-blocker METO at concentrations ranging from 4
to 40 uM. However, this turned out to be impossible because METO markedly reduced cardiac
flows and contractility prior to HR. Consequently, because cardiac function affects substrate
metabolism, and the specific characterization of the effect of METO on metabolic fluxes -
independent of function - was beyond the scope of this study, we conducted only selected
metabolic flux measurements in working hearts perfused with 4 (n=10) or 40 uM METO (n=3)

using [*Cg]glucose or [U-"*C g]oleate.

Metabolic flux measurements

26 provide definitions of the "*C terminology and descriptions

Our previously published studies
for the measurements by gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS; Agilent 6890N GC

coupled to a 5973N MS) and equations for the calculations of /) flux ratios relevant to substrate
selection for energy production through mitochondrial citrate synthesis from the °C enrichment
of the acetyl (carbons 4+5) and oxaloacetate (carbons 1+2+3+6) moiety of citrate, and 2) efflux

rates of unlabelled lactate and pyruvate reflecting cytosolic glycolysis from exogenous glucose

(for perfusions with [U-""C4]glucose).



Myocardial metabolites
Adenine nucleotides and creatine phosphate were determined in perchloric acid extracts of frozen

heart tissue by high-performance liquid chromatography.”®

Statistical analysis
Data are expressed as means £ SEM. Statistical significance was reached at P<0.05 using a t-test
for myocardial high-energy phosphates and ANOVA (one-way or two-way for repeated

measures) followed by the Bonferroni multiple comparison post test.

Results

Ivabradine reduces heart rate while increasing stroke volume of perfused healthy normoxic
working mouse hearts

Values for physiologically-relevant parameters assessed after 40 min of perfusion of normoxic
healthy working mouse hearts in the absence or presence of 3 uM IVA with or without pacing are
reported in Figure 1 and Table 1. When compared to controls, hearts perfused with IVA
displayed a reduction in HRR of about 35+5% (P<0.001 at 40 min; Figure 1A) and an increase in
stroke volume (39%; Figure 1B), while coronary flow, developed pressure and contractility
(dP/dtmax) did not differ significantly (Table 1 and Figure 1C). When expressed per beat,
coronary flow was significantly increased in the IVA-treated group (P<0.001 vs. controls; Figure
1D), suggesting improved myocardial perfusion. It is noteworthy that in our study model, which
is devoid of neuronal influences, and in which compliance, preload and afterload pressures are

fixed, MVO, expressed per beat is significantly increased in the IVA group (Table 1), concurring



with the increased stroke volume (+13.2%) and increased coronary flow (+48%, expressed in
ml.beat'l) and with effective matching of energy demand and supply.

Pacing of working hearts in the absence of IVA at a physiological rate of 407 + 13 bpm,
which was slightly but not significantly different than controls (368 + 19 bpm) had a marginal
impact on the physiological parameters measured (n=10; data not shown). However, all the
aforementioned physiological effects of IVA were reversed by the application of atrial pacing to
hearts perfused with IVA in order to match HR of controls, indicating that any functional changes

induced by IVA were a direct consequence of HRR (Figure 1 and Table 1).

Ivabradine preserves energy substrate metabolism and status in perfused healthy normoxic
working mouse hearts
Figure 2 depicts metabolic fluxes relevant to energy production, which were assessed in perfused
healthy normoxic working mouse hearts. We assessed the effects of [VA on the contributions of
oleate and glucose to the generation of mitochondrial acetyl-CoA for citrate synthesis. Acute
administration of IVA had no significant impact on the relative contribution of oleate
(19.7 £ 1.2% with IVA vs. 19.9 + 2.3% in controls) or glucose (28.3 £3.9% IVA vs. 30.2 £ 1.9%
in controls) to acetyl-CoA formation for citrate synthesis. In addition, we found no significant
differences between groups for the absolute flux through glycolysis (0.63 = 0.04 IVA vs.
0.67 + 0.16 pmol.min™" in controls). Pacing of working hearts in the presence of IVA (Figure 2),
or in its absence (data not shown), had no significant effects on the contribution of glucose or
oleate to acetyl-CoA formation.

One can estimate the ATP production rate in (i) the mitochondria from the measured
MVO, assuming a theoretical ATP/O of 2.83,%* and (ii) the cytosol from the measured glycolytic

rates (1 ATP per lactate produced), which typically represents 5-10% of total cellular ATP



production). As shown in Figure 3, mitochondrial (A and C: 19 + 2 vs. 28 + 2 nmol ATP.beat ™,
p<0.05) and cytosolic (B and D: 1.25 + 0.16 vs. 2.30 + 0.30, nmol ATP.beat™”, p<0.05) ATP
production is not modified per minute (A and B) while it is increased per beat (C and D) in the
IVA treated-group, an effect that was abolished by the application of pacing. Substantiating the
notion that myocardial energy status is well preserved in working hearts perfused with IVA, we
found no difference in the tissue levels of creatine phosphate, ATP, ADP and AMP when
compared to the control group (Table 2).

Altogether, these results demonstrate that in healthy normoxic working hearts, the
addition of IVA did not affect myocardial substrate selection for energy production or the overall

energy status of the heart.

Metoprolol decreases contractility, but not heart rate, of perfused healthy normoxic
working mouse hearts

We attempted to match HRR induced by IVA at 3 uM with addition of METO. However, at
concentration up to 40 uM, METO had little impact on HR (~19%, N.S.), yet it dramatically
reduced contractility, cardiac output and stroke volume (by 36, 49 and 35% respectively; Figure
4). At 40 uM METO, hearts displayed unstable function with irregular rate and force of
contraction. At the metabolic level, the absolute flux through glycolysis was significantly reduced
(3.9-fold; Table 3), an effect that may be a consequence of METO’s effects on cardiac function.”
At 4 uM, a concentration at which METO had only marginal effects on functional parameters
compared to controls (data not shown), we observed a small, albeit non significant decrease in the
contribution of exogenous oleate to acetyl-CoA formation or glycolytic rate, while the

contribution of glucose to pyruvate and acetyl-CoA was unchanged (Table 3).
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Discussion

This study was undertaken to evaluate the metabolic impact of IVA, the first clinically available
drug which selectively inhibits the major pacemaker current Ifin the sinoatrial node and leads to
specific HRR. Specifically, we examined substrate fluxes through major energy producing
pathways as well as the energy status using our well-established model of healthy normoxic
working mouse hearts perfused ex vivo with *C-labelled substrates with continuous monitoring

2426 With this model, we assessed the effects of IVA on heart function

of functional parameters.
and metabolism in the absence of confounding external neuronal or hormonal influences and with
no change in peripheral resistance (which is fixed by the buffer volume of the arterial compliance
chamber). Healthy mouse hearts were perfused under physiologically-relevant conditions with
respect to substrate supply (mixtures of CHOs and a LCFA bound to albumin) and energy
demand (fixed preload of 15 mmHg and afterload of 50 mmHg).

The concentrations of IVA that has been used in many animal investigations in vivo (0.6
mg/kg) and in vitro (3 pM) aimed at achieving the clinical target of 20% HRR.">** In our ex vivo
heart model, we have used 3 uM IVA and achieved a 35% HRR. As a whole, our data concur
with previous studies in demonstrating that [IVA increases stroke volume, most likely due to
prolonged diastole; an effect that was associated with improved coronary perfusion, when
expressed as coronary flow per beat. Other measured functional parameters were not significantly
affected by IVA. The observed effects of IVA on stroke volume and myocardial perfusion were
apparently the direct consequence of the effect on HRR, since they were reversed to normal by
pacing. The effect of IVA on coronary perfusion may explain some of the benefits of IVA under

19,30

ischemic conditions, since improving cardiomyocyte oxygenation may reduce the risk of
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functional electrophysiological heterogeneity, a predictor of channel dysfunction and action
potential duration.*'*

Consistent with the increased stroke volume and myocardial perfusion when expressed
per beat, IVA also increased MVO; per beat, while it had no impact on MVO; per min. This
appears to contrast with the decreased MVO; per min previously reported in vivo in a dog model
of heart failure.* However, it is important to consider that the isolated, denervated heart is
perfused with a crystalline buffer - which has a lower oxygen carrying capacity than blood, at
fixed pre- and after-load pressures. In this ex vivo model, coronary flow and MVO; vary linearly
in response to changes in after-loads. These conditions differ from those that prevail in vivo,
where the heart is also controlled by the sympathetic and parasympathetic systems, which play an
important role in vivo and might be activated in patients with CAD and result in enhanced
myocardial MVO, prior to [IVA administration.

At the metabolic level, our relative flux data obtained using our ex vivo heart perfusion
model demonstrate that, at a dose reducing the heart rate by 35% (3 uM), IVA has no impact on
substrate selection for energy production, the rate of glycolysis (expressed per min) or the
myocardial levels of high energy phosphates. It is noteworthy that the ATP production rates in
the cytosol (from the measured glycolytic rates) and in the mitochondria (from the measured
MVO, assuming a theoretical ATP/O of 2.83%*) did not differ between groups when expressed
per min. However, when expressed per beat, these rates were significantly higher for the IVA-
treated group (Figure 3), concurring with our finding of an increased stroke volume and
supporting an effective matching of energy supply and demand per beat. In our study, the
application of pacing to working heart with [IVA abolished all functional effects observed with
IVA alone. This finding concurs with that of others obtained in various study models both in vivo

. 1921
and ex vivo.
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In this study, we have also attempted to match the effects of IVA to that of the widely
used B-blocker metoprolol (METO). We tested concentrations of METO ranging from 4 to 40
uM, based on previous studies.**”> However, we found only marginal, non-significant, HRR
effects. In contrast, METO adversely affected cardiac function, including a dramatic reduction of
contractility and cardiac output, as well as irregular beating. At the metabolic level, our finding of
a significantly reduced glycolytic rate with 40 uM METO concurs with that of Sharma et al..”’ As
was pointed out by these authors,” because cardiac metabolism is driven by cardiac function, one
cannot exclude that METQ’s effects on cardiac substrate metabolism may be a consequence of its
effects on cardiac function. In support of this notion, we found only marginal — non significant -
effects of METO both on cardiac function, as well as on metabolic fluxes, including glycolysis as
well as oleate and glucose contribution to acetyl-CoA production, when applied at 4 uM METO.

To explain the marked difference between IVA and METO on contractility and cardiac
flow in our ex vivo heart model, several factors must be considered. /n vivo, these drugs have
been shown to be effective under conditions of increased HR as seen, for example, during
sympathetic stimulation, exercise or pathological conditions.’*>* However, in our ex vivo
working heart study model, which is devoid of neuronal influences, except for a small local
release of norephinephrine from endogenous cardiac stores, the effects of IVA and METO have
been tested under basal conditions. IVA remains effective in the ex vivo condition because it
exerts its HRR effects by directly acting on the pacemaker current in the sinoatrial node.
However, B-blockers exert their HRR effects predominantly through mechanisms extrinsic to the
heart, which are inexistent in our ex vivo conditions. METO, which was selected because it is one
of the most commonly used B-blocker in clinical practice, is a f1-adrenergic receptor specific

inhibitor. Given the higher ratio of B1-to-2-receptors in the myocardium (~4) than in the sinus
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node,* one would anticipate that inhibition of B1-receptors and consequent lowering of cAMP
production, would have a greater impact on contractility than HR.

Collectively, our results demonstrate that, in contrast to METO, acute administration of
IVA to healthy normoxic working hearts perfused ex vivo with a mixture of substrates mimicking
the in situ milieu induces selective HRR, while preserving cardiac substrate selection for energy
production, as well as optimal matching of energy supply and demand. Indeed, beyond HRR the
only functional changes that were observed following IVA addition (increased stroke volume and
coronary flow when expressed per beat) were reversed by pacing, thereby providing evidence
that these effects were a direct consequence of HRR. These results provide the impetus for testing
IVA on energy metabolism in pathological animal models of atherosclerosis or diabetic
cardiomyopathy that display metabolic alterations, such as a shift in substrate selection, impaired

glycolysis, and/or decreased tissue levels of high energy phosphates.®”’
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Figure Legends

Figure 1 Impact of ivabradine (IVA) on HR (A), stroke volume (B), coronary flow expressed per
min (C) and coronary flow expressed per beat (D) of isolated working C57BL/6 mouse hearts
perfused in the absence (control) or in the presence of 3 uM IVA with or without atrial pacing.

Data are expressed as mean +£ SEM of 9-12 hearts. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. control

group.

Figure 2 Relative contribution of glucose and oleate to mitochondrial acetyl-CoA formation for
citrate synthesis and rates of glycolysis in working C57BL/6 mouse hearts perfused in the
absence (control) or in the presence of IVA with or without atrial pacing.

Data are expressed as means = SEM of 4-5 hearts perfused for 40 min with [U-13C18]oleate or [U-
BCg]glucose. The contribution to acetyl-CoA formation of i) glucose via pyruvate
decarboxylation (PDCgy) and ii) oleate via B-oxidation (OLE) are expressed relative to citrate
synthesis (CS). Details about the calculations of these flux ratios and glycolytic rates are in the

Methods section.

Figure 3 Energy production in working C57BL/6 mouse hearts perfused in the absence (control)
or in the presence of IVA with or without atrial pacing.

Data are expressed as means = SEM of 4-5 hearts. Rates of ATP production in cytosol and
mitochondria are calculated, respectively, from the measured rates of (i) glycolysis and (ii)
MVO; assuming an ATP/O ratio of 2.83, and are expressed per min (A-B) and per beat (C-D).

*P<0.05, vs. control group, $ P<0.05 IVA vs. IVA + pacing group.
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Figure 4 Impact of 20 and 40 uM metoprolol on heart rate (A), contractility (B), cardiac output
and coronary flow (C) and stroke volume (D) of isolated working C57BL/6 mouse hearts. Data
are expressed as means = SEM of 3 hearts.

$ P<0.05, $$ P<0.01, $$$ P<0.001 vs. T=10 min.
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Table 1 Functional and physiological parameters of isolated working CS7BL/6 mouse
hearts perfused in the absence (control) or in the presence of ivabradine (IVA) with or

without atrial pacing

Treatment effect (40 min; vs. control) Control IVA (3 uM) IVA (3 uM) + Pacing
HR (beat.min™") 368 +19 239 + 4% 368 +19
LVSP (mmHg) 95 +4 107 +5 100 +3
min-P (mmHg) -1.09 +0.02 -3.61 +0.02 -4.52 +0.02
LDVP (mmHg) 86 +4 97 +6 92 +4
+dP/dt (mmHg.s™) 5168 + 381 5446 + 625 5412 +222
-dP/dt (mmHg.s™") -3672 + 324 -4056 +418 -4112 +218
Rate pressure product (mmHg.beats™.min™) 31242 + 2260 22884 +2303 32432 + 1407
Aortic flow (ml.min™") 6.32 +0.67 5.44 +0.52 7.24 +0.48
Aortic flow/beat (ml.beat™) 0.018 +0.002  0.023 +0.001 0.021 +0.001
Coronary flow (ml.min™) 2.06 +0.26 2.11 +0.19 1.90 +0.18
Coronary flow/beat (ml.beat™) 0.006 +0.001 0.009 +0.001%**% 0.005 +0.001
Cardiac output (ml.min™") 8.38 +0.77 7.55 +0.69 9.39 +0.42
Stroke volume (ml.beat™) 0.023 +0.002  0.032 +0.002**  0.027 +0.001
Cardiac power (mWatts.beat™) 0.005 +0.001 0.007 +0.001 0.005 +0.000
Cardiac efficiency (mWatts.mmolO,".min"' .beat) 0.004 +0.001 0.005 +0.000 0.005 +0.001
MVO, (umol.min™) 1.3 £0.2 1.3 £0.1 1.3 £0.1
MVO,/beat (umol.beat™) 0.004 +0.000  0.006 +0.000%**  0.004 +0.000
LDH (mU.min™") 24.1 +35 35.3 +73 20.0 +3.4

Values are expressed as means + SEM of 9-12 hearts for the 35—40-min perfusion period.
**P<0.001, ***P<0.001 vs. controls.
HR, heart rate; LDH, lactate dehydrogenase; LVSP, left ventricular systolic pressure; LVDP, left

ventricular developed pressure; MVO2, oxygen consumption.
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Table 2 Myocardial high-energy phosphates in working C57BL/6 mouse hearts perfused for

40 min in the absence (control) or presence of IVA

HEP (umol/mg prot) Control IVA 3 nM)

Creatine 216 +26 237 +14
Phosphocreatine 63.8 +10.7 80.0 +7.5
AMP 19.6 +4.4 22.7 +3.7
ADP 29.4 +2.3 33.8 +1.4
ATP 60.5 +10.3 71.0 +8.6

Data are expressed in pmol/mg protein and are means £ SEM of 4-5 hearts.
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Table 3 Metabolic flux parameters assessed in working C57BL/6 mouse hearts perfused in

the presence of metoprolol

Metabolic flux parameters METO (4puM) METO (40 uM)
Glycolysis (umol/min) 0.45 +0.09 0.17 £0.07***
Glucose to acetyl-CoA: PDCg,/CS (%) 29.2+4.1 23.9+£8.0
Oleate to acetyl-CoA: OLE/CS (%) 15.8+2.9 n.d.

Data are expressed mean + SEM of 3-5 hearts.
*#%P<0.001 vs. controls reported in Figure 2.

METO, metoprolol; n.d., not determined.
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