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RESUME

EXPRESSION DES RECEPTEURS MUSCARINIQUES My,
MALAISES VAGAUX ET MORT SUBITE DU NOURRISSON

La mort subite du nourrisson (MSN) est un phénoméne imprévisible et mal
compris. Elle est définie par « le décés d’'un nourrisson agé de moins d’'un an dont
les causes restent inexpliquées malgré des investigations approfondies, incluant une
autopsie et un examen de la scéne du déces ». Si I'incidence est en décroissance
depuis 1994 et le début des campagnes de prévention, la MSN reste la premiere
cause de déces post-néonatale. La MSN est un phénomene multifactoriel qui
survient préférentiellement chez des enfants vulnérables exposés a des facteurs de
risques environnementaux. Ainsi, le fait d’identifier ces enfants a risque est un enjeu
majeur dans la prévention de cette pathologie. La réponse vagale exacerbée,
exprimée biologiqguement par une surexpression des récepteurs muscariniques de
sous-types M, (RM,), pourrait étre un facteur de risque de MSN. Nous avons déja
constaté cette anomalie biologique dans notre modéle animal d’hyperréactivité
vagale et dans des cceurs de nourrissons décédés de MSN. Le but de ces travaux
est d’analyser I'expression sanguine des RM, en tant que parametre biologique
reflétant une hyperactivité vagale chez ’lHomme, dans des cas de malaises vagaux
et de malaises séveres inexpligués du nourrisson. L’implication de la génétique a
également été étudiée dans une famille présentant plusieurs cas de MSN.

Une surexpression des RM, a été observée chez des patients présentant des
malaises vagaux. Pour la premiére fois, des anomalies biologiques ont été identifiees
dans cette pathologie. Si I'on parvenait a valider ce paramétre biologique en tant que
marqueur de risque, cela pourrait permettre d’aider au diagnostic différentiel et a la
prise en charge thérapeutique de ces syncopes vagales.

Les mémes anomalies ont été observées chez des enfants de moins d’'un an
présentant des malaises séveres idiopathiques.

Aprés une premiére analyse des données du séquencage haut débit
d’exomes issus d’'une famille présentant plusieurs cas de MSN, nous avons pu
identifier 3 génes pouvant étre impliqués dans la MSN. Néanmoins, le scénario et le
mode de transmission sont difficiles a définir. Les premiéres hypothéses s’orientent
vers un digénisme ou méme un trigénisme. La surexpression des RM, chez les
2 parents et chez certains enfants est un premier élément suggérant la transmission
du caractere « hyperactivité vagale » chez ’'Homme.

Nos travaux ont permis de mettre en évidence une anomalie biologique
commune entre les malaises vagaux, les malaises inexpliqués du jeune enfant et la
MSN, a savoir la surexpression des RM,. Ce parameétre, facilement dosable dans le
sang, pourrait étre un élément complémentaire dans le diagnostic différentiel et la
prise en charge de ces pathologies, notamment chez les jeunes enfants pour
lesquels ces malaises peuvent étre trés déléteres. L’avancée dans le séquencage du
génome permettra peut-étre lidentification de facteurs de risque génétiques
impliqués dans les malaises inexpliqués ou les MSN.

Mots-clés : Mort subite du nourrisson (MSN); récepteurs muscariniques ;
hyperactivité vagale ; malaises vagaux ; acétylcholinestérase.



ABSTRACT

EXPRESSION OF MUSCARINIC M, RECEPTORS, REFLEX
SYNCOPE AND SUDDEN INFANT DEATH SYNDROME

Sudden Infant Death Syndrome (SIDS) is an unpredictable and poorly
understood phenomenon. It is defined as the "sudden unexpected death of a child
younger than one year during sleep that cannot be explained after a postmortem
evaluation including autopsy, a thorough history, and scene evaluation”. Although the
incidence has been decreasing since 1994 and the start of prevention campaigns,
SIDS remains the leading cause of post-neonatal death. SIDS is a multifactorial
phenomenon that occurs preferentially in vulnerable infants exposed to
environmental risk factors. Thus, identifying these children at risk is a major
challenge in the prevention of this pathology. The exacerbated vagal response,
biologically expressed by overexpression of muscarinic M, receptors (MzR), may be
a risk factor for SIDS. We have already observed this biological abnormality in our
animal model of vagal hyperreactivity and in hearts of SIDS. The aim of this work is
to analyze the blood expression of M;R as a biological parameter reflecting vagal
hyperreactivity in humans, in cases of reflex syncope and idiopathic apparent life-
threatening events (IALTE) of infants. The involvement of genetics has also been
studied in a family with several cases of SIDS (SIDS family).

Overexpression of MzR has been observed in patients with reflex syncope. For
the first time, biological abnormalities have been identified in this pathology. If this
biological parameter could be validated as a risk marker, it could help for differentially
diagnosis and treatment of these vagal syncopes.

The same abnormalities were observed in children under one year old with
IALTE.

After a first analysis of the data of the “next generation sequencing” of the
exomes of our “SIDS family”, we were able to identify 3 genes that could be involved
in SIDS. However, the scenario and the mode of transmission are difficult to define.
The first hypotheses are oriented towards a digenism or even a trigenism. The
overexpression of M;R in both parents is a first element suggesting the genetic
transmission of the character "vagal hyperactivity" in humans.

Our work highlights a biological abnormality which is common to reflex
syncope, IALTE and SIDS, namely the overexpression of M;R. These results confirm
the hypothesis of the involvement of the vagal system overactivity in these
pathologies. This parameter, easily measurable in the blood, could be a
complementary assessment useful in the differential diagnosis and the management
of these pathologies, in particular in infants for whom syncope can be very harmful.
The development of the sequencing of human genome will probably allow the
identification of genetic risk factors involved in iIALTE or SIDS.

Keywords: Sudden infant death syndrome (SIDS); muscarinic receptors; vagal
hyperactivity; reflex syncope; acetylcholinesterase;
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INTRODUCTION






LA MORT SUBITE DU NOURRISSON

Historique

La notion de « décés soudain d’'un jeune enfant de moins d’un an, jusque-la
en bonne santé », est trés ancienne. Ce phénomeéne a été cité pour la premiére fois
dans la bible, verset 1 Roi 3:19 « Le fils de cette femme est mort pendant la nuit,
parce qu’elle s’était couchée sur lui ». Cela semble s’apparenter plus a une mort
accidentelle par étouffement, mais il s’agit de la premiére trace écrite d’'une mort
soudaine d’un nourrisson. Le terme « mort subite du nourrisson ou MSN » a été
évoqué pour la premiére fois en 1969 par Bruce Beckwith, lors de la « 2°™
conférence internationale des causes de mort subite chez les nourrissons » a
Seattle. Il a été proposé et accepté par 'assemblée des professionnels présente au
congrés, afin de donner un nom au sous-groupe d’enfants qui décédaient
soudainement en période post-néonatale, dans des circonstances qui présentaient
des caractéristiques communes suggérant une cause ou un mécanisme commun.
Pour mener des recherches dans cette population, il était important de lui donner un
nom et surtout une définition pour en faire un « étiquetage » de déceés reconnue.
La 1% définition officielle de la MSN est la suivante : « Une mort soudaine de tout
nourrisson ou de jeune enfant, inattendue par rapport a ses antécédents, chez lequel
un examen post-mortem approfondi n’a pu identifier une cause cohérente du
déces », (Beckwith, 1973). Cette définition a trés peu évolué pendant 20 ans, puis au
début des années 1990, le « National Institute of Child Health and Human
Development (NICHD) Group » a proposé une nouvelle version de cette définition de
la MSN, la limitant aux enfants de moins d’'un an, incluant 'examen de la scéne du

déceés et précisant la notion de revue des antécédents (Willinger et al., 1991).



Définition

La MSN est donc définie aujourd’hui par le NICHD comme « un déces soudain
d’'un enfant de moins d’un an, qui demeure inexpliqué aprés de nombreuses
investigations approfondies incluant une autopsie, un interrogatoire poussé sur les
circonstances du décés, un examen de la scene de la mort et une revue des
antécédents cliniques » (Willinger et al., 1991). Le terme MSN est en général utilisé
lors de la découverte d’un nourrisson mort de facon inexpliquée, qui était jusque-la
en bonne santé, lors de son sommeil ou au moment du réveil (Byard and Krous,
2003; Krous et al., 2004; Moon et al., 2007; Kinney and Thach, 2009). La MSN est
un phénomeéne imprévisible et mal compris, elle est souvent considérée comme un
diagnostic d’exclusion, faute d’un marqueur biologique ou clinique confirmant une
étiologie étiquetée (Byard, 1995). La MSN est rare dans les 2 premieres semaines
de vie, connait un pic d’'incidence entre le 2°™ et le 4°™ mois. 95% des cas de MSN
sont recensés dans les 6 premiers mois (Fleming et al., 2015), puis cette pathologie

devient moins fréquente aprés le 6°™ mois (Blair et al., 2006).

Epidémiologie

A la fin des années 1970, on a constaté une forte augmentation des cas de
MSN dans le monde et de nombreux travaux ont mis en relation cette hausse de
I'incidence avec la position ventrale pour le couchage des enfants (Fleming et al.,
1990; Mitchell et al., 1999). Mais depuis le milieu des années 1990, la campagne
« Back to sleep », lancée au Etats-Unis a permis de réduire fortement 'incidence des
MSN dans les pays développés, en proscrivant le décubitus ventral, en faveur d’un
couchage sur le dos (American Academy of Pediatrics Task Force on Infant
Positioning and SIDS. 1992; Willinger et al., 1994). Elle a permis une diminution de
10 a 80% du taux de MSN selon les pays, (figure 1) (Hauck and Tanabe, 2008).
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Figurel. Taux (pour 1000 naissances) de MSN dans le monde.

Taux par pays, entre 1990 et 2000 ainsi que le pourcentage de diminution entre 1990 et 2000 pour
chaque pays (Shapiro-Mendoza et al., 2018 adaptée de Hauck and Tanabe 2008)

En France, la premiére campagne de prévention de la MSN, également
lancée en 1994, avait pour but de diminuer la mortalité par MSN d’au moins 30% en
1 an. Elle reprenait les mémes recommandations de couchage sur le dos et a permis
de réduire le nombre de cas de MSN par an de 1300 en 1993 a 500 en 1995, (figure
2). Depuis, lincidence a continué de diminuer plus légérement mais la MSN reste
encore aujourd’hui la 1% cause de décés en période post-néonatale, du 28°™ jour
de vie a 12 mois, et est véritablement une angoisse pour les familles (source

INSERM, http://www.cepidc.vesinet.inserm.fr).
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Figure 2. Nombre de cas de MSN en France entre 1980 et 2010
(INSERM, http://www.cepidc.vesinet.inserm.fr)

L’incidence des MSN est actuellement de 0,2 a 0,8 cas pour 1000 naissances
viables dans les pays développés (Goldstein et al., 2016). On constate toutefois de
grandes différences entre les pays : par exemple, au Japon l'incidence est quasiment
10 fois inférieure a celle de la Nouvelle-Zélande (Moon et al., 2007; Kinney and
Thach, 2009), (figure 1). En France, les derniers chiffres de 2010 montrent une
incidence de 0,30 cas pour 1000 naissances, légérement supérieure a la moyenne
des pays européens avec 0,25 cas pour 1000 naissances (en 2005) (figure 3).
De plus, en 2005 un total de 2769 décés d’enfants de moins d’un an en France
métropolitaine a été enregistré. La MSN représentait 1 décés sur 10 dans cette
mortalité infantile, c’est-a-dire environ 250 cas en un an (source INSERM,

http://www.cepidc.vesinet.inserm.fr).
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Les chiffres sur lincidence globale de la MSN sont a interpréter avec
précaution. En effet, le terme de MSN est de plus en plus controversé et il y a eu des
changements dans l'étiquetage des décés ces dernieres années. Ainsi, plusieurs
médecins répertorient les décés dans d’autres catégories de diagnostic, telles que
« origine inconnue », « étiologie incertaine » ou « mort mal définie », bien qu’ils

répondent aux criteres de la MSN (Malloy and MacDorman, 2005).
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Figure 3. Evolution du taux de MSN pour 1000 naissances entre 1987 et 2005/2007
dans plusieurs pays ayant réalisé des actions de prévention

Colonnes bleues : taux en 1987 ; Colonnes rouges : taux en 2017 ; Fr=France ; All=Allemagne ;
Ang=Angleterre ; PBas=Pays-Bas ; Irl=Irlande ; Swd=Suéde ; Aus=Australie ; USA=Etats-Unis ;
NZel=Nouvelle-Zélande.

(INSERM, http://www.cepidc.vesinet.inserm.fr)



Facteurs de risque de MSN

L’idée d’associer la MSN a un phénoméne multifactoriel est évoquée depuis
environ 50 ans (Bergman, 1970) et cela a été démontré a travers de nombreuses
études, publiées dans la revue de Byard en 1981 notamment (Byard, 1991).
L’historique de ces différentes hypothéses sur l'implication de plusieurs facteurs de

risque est résumé dans la figure 4 (Spinelli et al., 2017).

1970 * Bergman first hypothesised that SIDS was likely to be multifactorial.

* The multiple contingency theory was postulated by Wedgwood, which suggest that
1972  anoverlap of risk factors would lead to 5ID5.

* Emery proposed the three inter-related causal spheres of influence model.

1983

* The fatal triangle in SID5S was proposed by Rognum and Saugstad which highlighted
1993 that the pathogenesis of SIDS was likey due to immunological factors.

* The triple risk model was formulated in 1994 by Filiano and Kinney, suggesting that
1994 the overlap of certain risk factors would contribute to 5105,

* Although each madel is unable to determine the exact cause of death in SIDS, they
Today each highlight the complexity of the syndrome and act as a guide for future research.

Figure 4. Historique de I'évolution des hypotheéses sur une implication multifactorielle
dans la MSN

(Spinelli et al., 2017).

Il est admis aujourd’hui que la MSN est un phénoméne multifactoriel qui
survient préférentiellement chez des enfants vulnérables (facteurs intrinséques)
exposés a des facteurs de risques environnementaux (facteurs extrinseques) a un
moment précis du développement (Malloy, 2004; Spinelli et al., 2017). En 1994, le
modele « triple risque » de la MSN, proposé par Filiano et Kinney, pour schématiser

ces facteurs de risques internes et externes a I'enfant potentiellement impliqués dans




la MSN reste la théorie la plus acceptée (Filiano and Kinney, 1994), (figure 5). Dans
ce schéma, on constate qu’il y a 3 éléments principaux a risque dans la MSN : un
enfant vulnérable ; un moment du développement critique (la 1ére année de vie) ; et
enfin un stress extérieur au moment du déces. C’est lorsque ces 3 éléments sont

réunis que le risque de MSN est le plus important.

Extrinsic Risk Factors:
+ Sleep position (especially

prone or side)

+ Sharinga sleep surface

+ Over bundling/heating
+ Soft bedding

+ Inappropriatesleep surface

» Face covered

Intrinsic Risk Factors:
+ Malegender
+ Prematurity
+ Low birth weight
+ Genetic polymorphism
+ Exposure to cigarette
smoke

Critical period
of development
(1%t year of life)

Vulnerable
infant

Exogenous
Stressor

Factors Associated with SIDS:
+ Ethnicity
+ Geographical location
» Climate
+ Parental characteristics e.g.
young age

Figure 5. Modéle « triple risque » de la MSN proposé par Trachtenberg et al., 2012,
adapté de Filiano et Kinney en 1994

Selon ce modele, c’est I'association des 3 facteurs qui pourrait entrainer la MSN (SIDS)

Ainsi les facteurs de risque de MSN sont :

- la période du développement : par définition, la MSN concerne les enfants
décédés avant leur premier anniversaire mais 90% des cas apparaissent
avant le 6°™ mois, avec un pic d’incidence entre le 2°™ et le 3*™ mois.
Il s’agit d’'une période ou il y a de grands changements dans le
développement neurologique de I'enfant, notamment pour les systémes

contrélant ’lhoméostasie (Fleming et al., 2015).



les facteurs de risques intrinseques :

o enfant de sexe masculin : on constate une incidence des cas de

MSN plus importante chez les garcons par rapport aux filles, avec
un rapport de 60/40 environ, sans pour l'instant en connaitre la
raison (Jgrgensen et al., 1979; Pongou, 2013)

enfant prématuré et/ou de faible poids de naissance pouvant
s’expliquer par un développement immature du systeme autonome
(Jonville-Béra et al., 2001; Hakeem et al., 2015).

polymorphisme génétique : il n'y a pas aujourd’hui de génes
identifiés et validés en tant que marqueur de MSN mais il n’est pas
exclu qu'une mutation et/ou un polymorphisme génétique puissent
augmenter les risques de MSN ou favoriser I'effet d’'un des autres
facteurs de risque. Plusieurs études ont déja mis en avant
l'implication des certaines mutations dans le décés d’enfants de
moins d’'un an, par exemple dans des cas de cardiopathies, de
canalopathies, dans la régulation inflammatoire ou de certains
neuromédiateurs (Narita et al., 2001; Weese-Mayer et al., 2003;
Hunt, 2005; Ferrante et al., 2016; Neubauer et al., 2017).

exposition de la mére pendant la grossesse aux stupéfiants ou a la
nicotine : la consommation de cigarette de la meére pendant la
grossesse augmente le risque de MSN de 50 a 80% (Mitchell and
Milerad, 2006; Fleming and Blair, 2007). L'exposition au tabac est
considérée aujourd’hui comme le facteur extérieur modifiable le plus
important dans la MSN (Fleming and Blair, 2007). Le tabagisme
passif de la mére ou du nourrisson est également considéré comme
un facteur de risque (Treyster and Gitterman, 2011). Le mécanisme
n’est pas encore totalement élucidé, mais I'’hypothése prédominante
est que la nicotine agirait sur les récepteurs nicotiniqgues centraux
du foetus et entrainerait une stimulation inappropriee de leur
fonction respiratoire. Cela aurait pour impact par exemple de
modifier 'index apnée/hypopnée (c’est-a-dire le nombre de périodes

d’apnée ou d’hypopnée par heure de sommeil) (Sawnani et al.,
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2004) et d’altérer le contréle parasympathique du rythme cardiaque
(Duncan et al., 2009).

La littérature montre également que la consommation de cocaine
ou d’alcool pendant la grossesse augmente le risque de MSN
(Kandall et al., 1993; Strandberg-Larsen, 2014). Les enfants nés de
meére ayant une histoire de consommation abusive de stupéfiants,
peuvent présenter des altérations du rythme cardiaque (Kopel and
Hill, 2013).

- Lesrisques extrinséques :

o position de couchage : la majorité des déces étiquetés MSN se
déroulent durant le sommeil de I'enfant (Standfast et al.,1983).
La position de couchage ventrale est considérée comme la position
la plus a risque de MSN, augmentant jusqu’a 14 fois le risque de
déces (Mitchell et al., 2012). Le mécanisme incriminé serait le plus
souvent une suffocation due a cette position sur le ventre, mais
d’autres hypothéses ont été évoquées par exemple une reé-
inhalation de dioxyde de carbone entrainant une hypercapnie, un
débit sanguin cérébral compromis, une augmentation de la
température corporelle ou une compression du diaphragme (Chong
et al., 2000; Horne et al., 2001; Galland et al., 2002). Le couchage
en position latérale est également un facteur de risque, au moins
par le fait que I'enfant peut facilement rouler sur le ventre durant le
sommeil (Li et al., 2003).

o co-couchage : partager son lit avec un nourrisson augmenterait le
risque de MSN de 12 a 50% (Blair et al., 2006, 2014), par
suffocation ou hyperthermie notamment (Cooper et al., 1995).

o surface de couchage inappropriée : un couchage trop mou est un
facteur de risque de MSN. Cela favoriserait la suffocation, 'asphyxie
et la hausse de la température corporelle de I'enfant (Hauck et al.,
2003; Combrinck and Byard, 2011).
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o température élevée : I'hyperthermie joue un role majeur dans la
survenue de la MSN, elle serait impliquée dans plus d’un tiers des

cas (Kleemann et al., 1996).

D’autres facteurs sont liés a la MSN, sans pour autant constituer a eux seuls

des facteurs de risque. Ce sont leur association avec d’autres facteurs qui aurait un

impact sur la survenue du déces de I'enfant. Par exemple :

la situation géographique et le climat : on constate une grande variation de
l'incidence des cas de MSN a travers le monde et cela serait lié au climat.
En effet, le nombre de MSN est plus important dans les pays au climat
plutét froid, avec un pic d’incidence durant I'hiver (Beal and Porter, 1991;
Ponsonby et al., 1993). Il est également suggéré que cette hausse des cas
de MSN durant les mois froids, pourrait étre due a une incapacité
immunitaire de I'enfant a se défendre contre les infections (Trachtenberg et

al., 2012).

L’origine ethnique : 'ethnicité jouerait un role dans l'incidence des MSN.
On observe, par exemple, un plus faible taux de MSN chez les enfants
d’origine asiatique comparativement aux enfants afro-américains qui ont le

taux le plus élevé (Grether et al., 1990; Davies and Gantley, 1994).

la gémellité : la relation entre gémellité et MSN est toujours débattue.
Malgré quelques cas répertoriés, ceux-ci ont plutdt été attribués a des

facteurs environnementaux qu’a la gémellité des enfants (Beal, 1989).

De nombreux facteurs de risque semblent donc étre impliqués dans la MSN,

et dans la majorité des cas plusieurs de ces facteurs sont associés au moment du

décés. Ceci rend la prévention de la MSN tres difficile, notamment a cause de tous

les facteurs intrinséques qui sont non modifiables.
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Mécanismes impligués dans la MSN

Si I'on considére la définition de la MSN, c’est-a-dire « un décés d’'un enfant
de moins d’'un an sans étiologie identifiée », il est difficile d'y associer un mécanisme
physiopathologique ou biologique responsable de cette situation dramatique.
Néanmoins, de nombreuses études ont été menées dans ce domaine pour tenter
d'expliquer la survenue de ce phénoméne multifactoriel (Byard, 1991). Les
hypothéses évoquées sur les mécanismes potentiellement impliqués dans la MSN

sont nombreuses, et citées ci-dessous :

Mécanismes gastro-intestinaux

Le reflux gastrique a souvent été mis en cause dans la MSN, en considérant
qu’il pouvait remonter et créer une obstruction des voies respiratoires supérieures
(Leape et al., 1977; Jolley et al., 1991). Mais les signes de reflux ne sont pas
systématiquement retrouvés et quand cela est le cas, le reflux serait souvent

postérieur au déces (Knight, 1975; Byard and Moore, 1993).

Mécanismes métaboliques

Puisque que le métabolisme joue un réle important dans 'homéostasie, il n’est
pas étonnant de considérer qu’un trouble métabolique pourrait étre impliqué dans la
MSN (Tildon JT et al.,1983). Mais il est difficile d’incriminer un trouble métabolique
particulier pouvant étre responsable de cas de MSN a lui seul.

Mécanismes immunitaires

Le pic d’'incidence des MSN durant les saisons froides, tend a faire penser que
certains enfants ont une incapacité immunitaire a se défendre contre les agents
infectieux présents pendant cette période (Trachtenberg et al., 2012; Goldwater,

2017). Une stimulation excessive du systeme immunitaire (hypersensibilité/allergie
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ou infection) pourrait également étre a l'origine de certains cas de MSN (Forsyth et
al., 1989 ; Coombs et al., 1983)

Mécanismes respiratoires

La défaillance respiratoire a longtemps été considérée comme le mécanisme
majeur dans la MSN, d’autant plus que les décés surviennent le plus souvent lors du
sommeil de I'enfant, qui augmente le risques d’apnée (Read, 1978; Guilleminault et
al., 1979). La MSN surviendrait apres une répétition d’apnées et d’hypoxies durant le
sommeil, due a des difficultés de I'enfant a reprendre sa respiration aprés une apnée
(Sridhar et al., 2003).

Mécanismes cardiovasculaires

Des troubles du rythme cardiaque sont souvent évoquées dans des cas de
MSN, que ce soit un déséquilibre de la balance sympatho-vagale, une conduction
cardiaque anormale, un allongement de l'intervalle QT ou des bradycardies sévéres
(Bharati et al., 1985; Kelly et al., 1991; Schwartz et al., 1998; Livolsi et al., 2010b).
Bien que ces anomalies de la conduction cardiaque soient connues dans la MSN, il
est tres difficile de prouver l'origine cardiaque du décés car le plus souvent aucune
anomalie cardiovasculaire n’est retrouvée a 'autopsie (Southall et al., 1986). Seules
les anomalies anatomiques cardiaques peuvent étre observées, excluant alors le
diagnostic de MSN. De plus, il est également difficile de déterminer quel type de
dysfonctionnement, cardiaque ou respiratoire (mentionné ci-dessus), est réellement
a l'origine du décés (Southall et al., 1986).

Toutefois, grace au développement des séquencages des exomes et des
génomes, plusieurs études ont montré I'implication de mutations génétiques dans
certains cas de MSN. En effet, ces techniques actuelles semblent permettre
d’identifier des anomalies génétiques dans 15 a 35% des cas de MSN, telles que des
cardiomyopathies, des canalopathies, des désordres métaboliques ou le syndrome
du QT long (Ackerman et al., 2011; Chen et al., 2017; Courts and Madea, 2010;
Hedley et al., 2013; Motloch et al.,, 2017; Neubauer et al., 2017; Opdal and
Rognum, 2011).
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Mécanismes nerveux

Les dysfonctionnements du systéme nerveux associés a la MSN sont
largement évoqués dans la littérature scientifique. Ces anomalies nerveuses sont
souvent attribuées a un développement anormal ou a un retard de maturation. Elles
joueraient un role supposé dans la MSN par leurs actions directes sur ’lhoméostasie,
notamment sur le contrdle cardio-respiratoire ou sur la régulation du sommeil
(Duncan and Byard, 2018).

Anomalies anatomiques du systeme nerveux

Une étude a mis en évidence une augmentation de la taille du cerveau dans
les cas de MSN, qui pourrait étre le reflet d’'un développement anormal (Kadhim et
al., 2005). D’autres études ont permis d’observer d’autres anomalies anatomiques
cérébrales, telles qu’'une hypoplasie du noyau arqué de I'hypothalamus, une
altération de la densité de cellules neuronales ou une surexpression de la protéine
précurseur de la B-amyloide cérébrale (Filiano and Kinney, 1992; O’Kusky and
Norman, 1992; Jensen et al., 2014).

Anomalies des neurotransmetteurs centraux

Les variations d’expression des neurotransmetteurs ou de leurs récepteurs

sont souvent citées dans le domaine de la MSN (Machaalani and Waters, 2014).

De nombreux systemes ont été explorés :
- les catécholamines, avec notamment une diminution de la synthése de
noradrénaline, altérant le contrdle central de la respiration (Denoroy et al.,
1987).
- les récepteurs a I'acide gamma-aminobutyrique de type A (GABA-A), avec
une expression plus faible au niveau médullaire dans les cas de MSN
(Broadbelt et al., 2011).
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- les neuropeptides, en particulier la substance P, qui joue un role dans la
respiration et dont I'expression est augmentée au niveau médullaire dans
des cas de MSN (Bergstrom et al., 1984).

- les récepteurs nicotiniques o7 et B2 a [lacétylcholine (Ach) dont
'expression est augmentée au niveau meédullaire chez des enfants
décédés de MSN et précédemment exposés a la cigarette, soit durant la
grossesse soit aprés la naissance (Machaalani et al., 2011).

- Le systeme sérotoninergique : de hombreux marqueurs de ce systeme ont
été évoqués comme élément important dans la MSN, compte tenu du role
central de cette voie dans le controle de tous les processus
homéostatiques. Une diminution de I'expression des récepteurs a la
sérotonine de type 1A a été observée dans des cas de MSN (Paterson et
al., 2006). Une baisse de la synthése de la tryptophane hydroxylase de
type 2, essentielle a la production de sérotonine, a également été

démontrée dans certains cas de MSN (Duncan et al., 2010).

Ainsi, de nombreuses anomalies nerveuses ont été constatées dans des cas
de MSN, sans qu’aucune n’ait été observée chez tous les nourrissons d’'une méme
étude. Cela confirme I'aspect multifactoriel de cette pathologie. De plus, toutes ces
variations neurologiques ont été observées uniquement au niveau central (médullaire

la plupart du temps), ce qui rend ces dosages tres difficiles en clinique par exemple.

Notre équipe a pu mettre en évidence des anomalies du systéme
cholinergique en périphérie (dans le coeur de cas de MSN), notamment une
surexpression des récepteurs muscariniques de type M, (RMp) et de
I'acétylcholinestérase (AchE) (Livolsi et al., 2010b). Ces études sont détaillées dans

la partie « Etudes précédentes » de I'introduction.
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Etudes cliniques en cours (source : clinicaltrials.gov)

D’aprés le site de recensement des études cliniques, clinicaltrials.gov,
17 études sont en cours ou se sont récemment terminées (résultats en cours de
publication). La majorité de ces études se déroule aux Etats-Unis (11 études) et les
autres sont réparties dans différents pays, dont Israél, le Canada et la France.
Il s’agit essentiellement d’études épidémiologiques sur les applications des

recommandations de couchage, la consommation de cigarettes ou sur I'allaitement.

Notre équipe a débuté une étude clinigue, nommeée « IALTE », principalement
centrée sur les malaises séveres inexpliqués des enfants de moins d’'un an, mais qui
tente de démontrer une relation entre les anomalies du systéme cholinergique
(surexpression des RM, et de [I'AchE), les malaises séveres et la MSN

(voir partie 2, « Anomalies muscariniques et malaises idiopathiques du nourrisson »).
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SYSTEME NERVEUX AUTONOME, SYSTEME
CHOLINERGIQUE ET RECEPTEURS
MUSCARINIQUES

Systéme nerveux autonome

Le systeme nerveux autonome (SNA), ou systéme nerveux végeétatif, exerce
des fonctions de maniére « automatique », indépendantes de la volonté ou de la
conscience, contrairement au systeme somatique qui répond a une action
dépendante de la volonté. Il comporte 2 parties appartenant au systéme nerveux
central et périphérique et posséde des composantes sensorielles (afférentes) et
motrices (efférentes). La partie efférente du SNA est divisée en 2 systémes, le
systeme nerveux sympathique (SNS) et le systeme nerveux parasympathique (SNP).
Le plus souvent, ils agissent sur les mémes organes avec des effets
fonctionnellement opposés et avec une organisation et des neurotransmetteurs

différents (figure 6).

La voie motrice du SNA (SNS et SNP) s’organise a partir du systéme nerveux
central ou des neurones centraux envoient des signaux aux neurones moteurs
périphériques, qui innervent les organes cibles, a savoir les muscles lisses, les
muscles cardiaques et les glandes. Cette voie est constituée de 2 neurones: un
premier neurone pré-ganglionnaire dont le corps cellulaire est localisé dans la moelle
épiniere thoracique et lombaire (SNS) ou dans le tronc cérébral et la moelle sacrée
(SNP) ; et un neurone ganglionnaire, avec un corps cellulaire ganglionnaire

(a I'extérieur du systéme nerveux) et un axone innervant I'organe cible.
Le SNA met en jeu 2 neurotransmetteurs différents, I'acétylcholine (Ach) au

niveau de tous les neurones pré-ganglionnaires et les neurones ganglionnaires du

SNP et la noradrénaline pour les neurones ganglionnaires sympathique.

-19 -



INTRODUCTION

{

Stimule la production
ot I'émission de glucose

HEEEEEEEEE

e

o

T 11T
£ (] (O O 6

<ll\ll-

Stimule
I'éjaculation

Figure 6. Systéme nerveux autonome (Carod-Artal, 2018)

Innervations et actions sur les organes par les systémes sympathique et parasympathique
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Le systeme cholinergique

Le systeme cholinergique est un réseau de neurotransmission complexe qui
tire son nom du neurotransmetteur, I'acétylcholine (Ach), qui agit sur 2 types de

récepteurs : les récepteurs nicotiniques et les récepteurs muscariniques.

L’acétyicholine

L’Ach est le neurotransmetteur de tous les neurones pré-ganglionnaires du
SNA et des neurones ganglionnaires du SNP. Elle est synthétisée dans les
terminaisons synaptigues a partir de la choline et de [lacétylcoenzyme A.
Cette synthese est catalysée par la choline acétyltransférase (ChAT), une enzyme
cytoplasmique. L’Ach est ensuite stockée dans des vésicules synaptiques avant
d’étre libérée dans l'espace synaptique par la dépolarisation des terminaisons
nerveuses présynaptiques (Warren et al. 2005). L’Ach peut agir sur des récepteurs
post-synaptiques muscariniques (MAChR) ou nicotiniques (nAChR), provoquant un
effet stimulateur ou inhibiteur. Au niveau cardiaque par exemple, 'Ach a un effet
chronotrope, dromotrope et inotrope négatif en agissant sur les récepteurs

muscariniques, (figure 7).

L’acétylcholinestérase

L’acétylcholinestérase (AchE) est 'enzyme (hydrolase) qui dégrade et inactive
'’Ach dans I'espace synaptique, aprés son action sur le récepteur. Cette action est
nécessaire pour permettre aux neurones de revenir a I'état de repos, aprés avoir été
activés par linflux nerveux (Massoulié et al., 2008). La choline générée par cette
dégradation est recaptée par les terminaisons présynaptiques pour une nouvelle
synthése d’Ach (Massoulié, Pezzementi, et al., 1993 ; Warren et al., 2005;
Massoulié et al., 2008).
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Figure 7. Synthése et métabolisme de /'acétylcholine

1 = terminaison nerveuse présynaptique ; 2 = influx de calcium (Ca®"), dépolarisation ; 3 = libération
de l'acétylcholine ; 4 = récepteurs a I'acétyicholine ; 5 = terminaison post-synaptique ; 6 = transporteur
de la choline ; CAT/ChAT = choline acétyltransférase.

(Lechat, 1982)

Les récepteurs muscariniqgues

Les récepteurs muscariniques sont stimulés par I’Ach, le neuromédiateur du
systeme parasympathique. La classification des différents sous-types de récepteurs
muscariniques a été effectuée selon des criteres pharmacologiques et moléculaires.
Il existe 5 différents sous-types de récepteurs muscariniques clonés et identifiés
pharmacologiquement (Kubo et al., 1986 ; Peralta et al., 1987 ; Bonner et al., 1988 ;
Buckley et al., 1988). On utilise la nomenclature officielle suivante pour les 5 sous-
types : M1, M2, M3, M, et M5 (Caulfield and Birdsall, 1998).
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Les récepteurs muscarinigues appartiennent a la famille des récepteurs

couplés aux protéines G. lIs sont formés de sept segments transmembranaires reliés

par trois boucles cytoplasmiques et trois boucles extracellulaires (Wang et al., 2001 ;

Alexander et al., 2009). Selon le sous-type, le couplage est différent :

Les sous-types M1, M3 et Ms sont couplés a Gg1 et induisent la synthese
des phosphoinositides via I'activation de la phospholipase C. Il en résulte
une augmentation du calcium intracellulaire qui entraine, par exemple, la
contraction des muscles lisses, la sécrétion d’histamine ou de salive ou

'augmentation du potentiel d’action au niveau central.

Les sous-types M, et M, sont couplés a Gi: leur activation inactive
'adénylate cyclase et diminue la production d’adénosine monophosphate
cycligue (AMPc). Cela entraine par exemple une diminution de la
fréequence cardiaque, une diminution de la force de contraction

myocardigue ou une diminution du potentiel d’action au niveau central.

Localisation des récepteurs muscariniques

La figure 8 résume la localisation des différents sous-types des récepteurs

muscariniques. On constate que dans le systeme nerveux central, les cinq sous-

types de récepteurs muscariniques ont été mis en évidence. Par contre, dans les

tissus périphériques, la répartition des sous-types est différente selon les organes.

De plus, nous n’avons pas identifié de sous-type Ms dans ces tissus périphériques.

Dans le coeur humain par exemple, la forme prédominante est le sous-type

M,. Sa stimulation par I'Ach est responsable d’effets chronotropes et inotropes
négatifs (Wang et al., 2001 ; Alexander et al., 2009).
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ml m2 m3 m4 m5

Receptor: mRNA Ab mRNA Ab mRNA Ab mRNA Ab mRNA Ab
Brain

Cerebral cortex XX XX X XX X X X

Olfactory bulb XX XX X XX

Olfactory tubercle XX X X XX X XX X

Basal forebrain/septum XXt XX X

Hippocampus XX XX X X XX X XX X X

Dentate gyrus XX XX X X

Thalamus X X XX XX X X X X

Habenula X X X

Striatum X XX Xt X X X XX XX X

Substantia nigra XX

Amygdala XX X

Pons XXt XX X X X

Hypothalamus XX

Cerebellum X X XX X X X X
Peripheral tissues

Exocrine glands XX X XX XX

Heart XX XX

Vascular

endothelial cells X X X

Lung XX X XX XX XX

Ileum XX X XX XX

Uterus XX X

Vas deferens XX X

Sympathetic ganglion} X X X XX X X X

*Immunoreactivity to m3 receptor antibody detected by Wall et al. (1991), not by Levey et al. (1991).

tmRNA partially co-localized with immunoreactivity to choline acetyltransferase (Vilaro er al., 1992).

{Superior cervical ganglion (rabbit and rat).

In the antibody columns (Ab) X or XX refers to 10-49%, or 50-100% (respectively) immunoprecipitation
of *H-QNB labelled solubilized receptors from the indicated tissues.

Data from: Buckley er al. (1988); Hulme er al. (1990); Vilard et al. (1990, 1991, 1992b); Dorje et al. (1991a);
Levey et al. (1991); Li et al. (1991); Wall et al. (1991); Fakamauchi er al. (1991); Tracey and Peach (1992);
Yasuda er al. (1993).

Figure 8. Localisation des récepteurs muscariniques selon les sous-types

(Caulfield, 1993)
Expression de leur ARNm mesurée par immunoréactivité

Récepteurs muscariniques et cellules immunitaires
mononuclées

Systéme cholinergique lymphocytaire

L’Ach présente dans le plasma de plusieurs espéces est d’origine
lymphocytaire, a raison d’environ 60% (Kawashima et al., 1998). Les lymphocytes
posseédent 'ensemble du systéme de signalisation cholinergique, incluant la choline
acétyltransférase (ChAT) catalysant la synthése d’Ach a partir de choline et d’acétyle
CoA, un transporteur de haute affinité de I'Ach (CHT1), 'AchE ainsi que les
récepteurs muscariniques. De ce fait, il est probable que I'Ach libérée par les
lymphocytes puisse agir de fagon autocrine et/ou paracrine (Kawashima and Fujii,
2003).
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L’Ach est présente dans les lymphocytes humains périphériques T et B
(Tayebati et al., 2002 ; Neumann et al., 2007) et dans les lignées cellulaires T (Fujii
et al.,, 1996 ; Kawashima et al., 1998). Les lymphocytes T semblent produire plus
d’Ach que les lymphocytes B, et les cellules CD4+ en produisent plus que les CD8+
(Rinner et al., 1998 ; Fuijii et al., 1999).

La ChAT est exprimée dans les lymphocytes humains périphériques (Tayebati
et al., 2002) et dans les lignées cellulaires T (Fuijii et al., 1996, 1999 ; Kawashima et
al.,, 1998 ; Ogawa et al.,, 2003). L'’AchE a été détectée dans les lymphocytes
périphériques humains T par activité enzymatique (Szelényi et al., 1982) et plus
récemment dans les lymphocytes T et B par immunohistochimie (Tayebati et al.,
2002), (figure 9).

™~ Récepteurs
muscariniques
(M3>M5>M4>M2>M1)
Transporteur
de haute affinité 00
de la choline CHT1 Q09
00
Synthese
d'acétyicholine — S
o)
(ChAT) 00’
Transporteur /

vésiculaire 00
deACh g 020 )j
VAChT Récepteurs
nicotiniques

Figure 9. Systeme cholinergiqgue lymphocytaire.
Réalisé a partir de Fuijii et al., 1996, 1999; Kawashima et al., 1998; Ogawa et al., 2003.
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Récepteurs muscariniques lymphocytaires

Les récepteurs muscariniques sont exprimés dans les lymphocytes T
(Hellstrom-Lindahl and Nordberg, 1996; Tayebati et al., 1999) et B (Tayebati et al.,
2002). Les lymphocytes expriment les récepteurs muscariniques M., M3, My et Mg
(Hellstrom-Lindahl and Nordberg, 1996; Tayebati et al., 1999; Tayebati et al., 2002)
et probablement également M; (Zimring et al., 2005). Les ARNm codant pour les
récepteurs muscariniques ont été détectés dans la majorité des cellules immunitaires
mononuclées, avec une variabilité interindividuelle (Sato et al., 1999). L’expression
relative des différents sous-types de récepteurs serait la suivante M3>Ms>M4>M,
chez le sujet sain (Bany et al., 1999; Tayebati et al., 1999; Ricci et al., 2002).
L’expression lymphocytaire des différents sous-types des récepteurs muscariniques
est donc différente de celle du cceur. De plus, il a été montré que la densité en
récepteurs muscariniques augmentait avec I'age (Rabey et al.,, 1986; Eva et al.,
1989).

Les récepteurs muscarinigues lymphocytaires semblent jouer un réle
modulateur de la réponse immunitaire. || a été rapporté que I'Ach induisait la
prolifération des cellules Jurkat (Fujino et al., 2000) et des lymphocytes T humains

(Nomura et al., 2003), et ce, selon différents mécanismes moléculaires.

Un agoniste des récepteurs muscariniques stimule la synthése d’interleukine-2
(IL-2) ainsi que de son récepteur, suggérant que I'Ach pourrait favoriser la
prolifération des lymphocytes T de fagon autocrine via les récepteurs muscariniques
en potentialisant I'effet de I'lL-2 (Nomura et al., 2003). Cet effet pourrait passer par le
récepteur muscarinique M; (Okuma and Nomura, 2001). L’étude de souris « Knock-
Out », ou le gene du récepteur muscariniqgue M; est invalidé, montre une diminution
de la capacité de différenciation des lymphocytes T en CD8+ cytotoxiques (Zimring
et al., 2005).

Par ailleurs, 'Ach ou un agoniste muscarinique non sélectif augmente
rapidement la concentration intracellulaire de Ca?* ainsi que I'expression du facteur
de transcription nucléaire c-fos, favorisant I'expression de génes impliqués dans la

prolifération et la différenciation cellulaires. Des antagonistes Mj;, M, et My ne
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bloguant pas ces effets, il a été suggéré que I'Ach agirait de facon
autocrine/paracrine sur les récepteurs muscariniqgues Ms/Ms des lymphocytes T et B
en augmentant le Ca®" intracellulaire et 'expression de c-fos (Fujii and Kawashima,
2000 ; Fujii et al., 2003).

D’autre part, il a été montré dans les lymphocytes T humains, que la
stimulation des récepteurs muscariniques M;, M3z et/ou Ms induit la synthése de
monoxyde d’azote (NO) par l'oxyde nitrique synthase, en accord avec les
augmentations de cytotoxicité et de guanosine monophosphate cyclique (GMPc)
observées aprés stimulation des récepteurs muscariniques dans ces cellules
(Kamimura et al., 2003). Le NO dans les lymphocytes T et B participerait également
a la régulation de la prolifération, de la différenciation et de I'activité immunitaire
(Bogdan, 2011).

L’expression lymphocytaire des récepteurs muscariniques varie en fonction de
différentes situations. Une augmentation du récepteur muscarinique Ms a été
observée lors de réponses immunitaires aux phytohémagglutinines (lymphocytes T)
ou a Staphylococcus aureus (lymphocytes B) (Fuijii et al., 2003). Un stress chronique
par immobilisation augmente également la densité en récepteurs muscariniques
lymphocytaires chez le rat (Kubera et al., 1992). La densité de récepteurs
muscariniques augmente avec I'age dans les lymphocytes T (Eva et al., 1989) mais
diminue dans la maladie d’Alzheimer (Ferrero et al., 1991). Par ailleurs, il a été
observé une augmentation de I'expression des récepteurs M,, et dans une moindre
mesure des Ms, dans les lymphocytes périphériques de patients asthmatiques (Ricci
et al., 2002) et de patients atteints de rhinite allergique (Ricci et al., 2008) par rapport

a des sujets sains, sans changement des récepteurs muscariniques M.

Récepteurs muscariniques dans les monocytes

Les récepteurs muscariniques ne semblent pas étre présents dans les
monocytes. Dans les monocytes, il n’a pas été possible d’amplifier ARNm codant
pour les 5 sous-types de récepteurs muscariniques (Hellstrom-Lindahl and Nordberg,

1996). De plus, le radioligand muscarinique [3H]N-méthyl-scopolamine ne se lie pas
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aux monocytes (Eva et al.,, 1989) et, quand ils sont stimulés, les monocytes sont

insensibles a I'action d’'un antagoniste muscarinique, I'atropine (Whaley et al., 1981).

Systeme vagal et coeur

Contréle de I'activité cardiaque

Le cceur est innervé par les nerfs sympathiques et parasympathiques.
Les fibres parasympathiques se terminent au niveau du nceud sinusal et dans une
moindre mesure, au niveau du nceud auriculo-ventriculaire et du myocarde
auriculaire. En revanche, ces fibres n’atteignent guere le myocarde ventriculaire qui
en est presque totalement dépourvu. Les fibres sympathiques innervent les mémes
régions, mais également la partie ventriculaire, via I'action de la noradrénaline.
A l'état normal, le SNP exerce une action modératrice continue sur ['activité
cardiaque. On parle de tonus cardio-modérateur ou tonus vagal. La stimulation des
fibres parasympathigues entraine un ralentissement de la fréquence cardiaque par

libération d’Ach a leurs terminaisons.

L’Ach a 2 effets principaux sur le cceur : elle diminue la fréquence des
potentiels d’action dans le nceud sinusal et elle diminue I'excitabilité des fibres de la
jonction auriculo-ventriculaire, ralentissant le passage de l'influx vers les ventricules.
Une stimulation tres forte du nerf vague peut interrompre completement mais pas
définitivement la contraction rythmique du cceur. Ce phénomeéne porte le nom

« d’échappement cardiaque ».

Les effets de la stimulation sympathique sont globalement opposés a ceux de
la stimulation vagale, on parle de tonus cardio-accélérateur. D’'une part, la fréquence
de décharges du nceud sinusal est accrue ; d’autre part, la vitesse de conduction et
I'excitabilité de toutes les régions du myocarde sont augmentées. Le tonus cardio-

modérateur vagal 'emporte nettement sur le tonus cardio-accélérateur sympathique.
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Physiopathologie de 'hyperréactivité vagale

En cas d’hyperréactivité vagale, une bradycardie survient brutalement, a
I'origine d’une asystolie transitoire pouvant entrainer une syncope liée a I'hypoxie
cérébrale. Pour l'expliquer, 'une des hypotheses souvent mentionnées dans la
littérature est le réflexe de Bezold-Jarisch (Mark, 1983), (figure 10).

Diminution du retour veineux central

Contraction vigoureuse du
ventricule gauche qui est
hypovolémique

Activation des
mécanorécepteurs

Fibre C

Augmentation du tonus vagal
Diminution de l'activité
sympathique

. \Hypotension arterielle

Bradycardie
.

Figure 10. Réflexe de Bezold-Jarish
(Mark, 1983).
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Des stimuli variés sont responsables de cette bradycardie réflexe. Différentes

circonstances peuvent étre a l'origine de ralentissements de la fréquence cardiaque

chez le sujet ayant une hyperréactivité vagale (Grimm, 1997) :

La stimulation cesophagienne peut induire un réflexe vasovagal
responsable de bradyarythmies. Cette stimulation peut apparaitre dans
différentes situations : déglutition, reflux gastro-cesophagien, passage
d’'une sonde a gavage, spasme cesophagien. Le reflux gastro-ocesophagien
constitue une des principales causes de malaises vagaux du nourrisson.
La dilatation et lirruption du contenu acide au niveau du bas de
I'cesophage stimuleraient les récepteurs vagaux et provoqueraient par voie

réflexe des troubles du rythme cardiaque.

Le réflexe oculo-cardiaque (ROC) : la compression des globes oculaires,
par la mise en jeu du ROC s’accompagne d’un ralentissement du rythme
cardiaque. L’étude de la réponse cardiaque a la compression oculaire est
considérée comme une des explorations permettant de mettre en évidence

une hyperréactivité vagale chez I'enfant.

La stimulation de la région trigéminée et du nasopharynx : différents
réflexes vagaux ayant comme point commun la stimulation de la région
trigéminée ont été décrits, en particulier le réflexe de plongée. Il provoque
une apnée, une bradycardie, une vasoconstriction périphériqgue, une
diminution du débit cardiaque et une augmentation de la pression
artérielle. La stimulation nasopharyngée par les liquides peut également
provoquer une bradycardie réflexe analogue a celle obtenue par le réflexe
de plongée qui peut étre provoqué par I'application d’'un stimulus mouillé et
froid dans la région nasale. Une stimulation nasale lors d’un gavage (par
passage d'une sonde) ou lors d’'une aspiration peut également étre a

I'origine d’une bradycardie.
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- Le réflexe de la peur : il provoque une diminution du tonus musculaire, une
apnée et une bradycardie qui peut étre abolie par I'administration de
parasympatholytiques. La mise en jeu de ce réflexe serait favorisée par la

douleur, un bruit soudain non familier, une situation de stress.

- Les spasmes du sanglot peuvent étre a l'origine d’'une bradycardie extréme

avec arrét cardiaque.

- Autres : des phénomenes physiologiques, tels que le hoquet, le baillement,
I'éternuement, le sursaut, peuvent provoquer une bradyarythmie réflexe.
De méme, les mictions, défécations, douleurs coliques, réactions au bain,

I'hyperthermie, sont responsables de bradycardies.
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TRAVAUX PRECEDENTS

L’ensemble des travaux que notre équipe a été réalisé dans le domaine de
I'hyperactivité vagale et la MSN. Un résumé de ces recherches a été présenté au
5éme

congrés européen annuel de sciences cliniques et translationnelles a Berlin en
octobre 2017 (Poster 1).

2002 : Premier modeéle animal d’hyperréactivité vagale
(Livolsi et al., 2002)

Contexte

Au début des années 2000, I'équipe du Docteur Livolsi et du Professeur
Bousquet a développé le premier modéle animal d’hyperréactivité vagale. Se basant
sur I'observation d’histoires familiales de malaises vagaux, le but de la recherche
était de définir un modéle animal de cette pathologie ainsi que de déterminer les

transmissions génétiques associés a I'hyperréactivité vagale.

Méthodes

113 lapins agés de 12 semaines ont été étudiés. Une vasoconstriction induite
par une injection de 500ug/kg phényléphrine (PNE) provoque une réponse
bradycardique, représentée par une augmentation de [lintervalle R-R sur
I'électrocardiogramme (ECG), (figure 11). Cette réponse a été utilisée pour
sélectionner les lapins hyperréactifs (lapins H). Ces lapins présentaient une
augmentation de I'espace R-R supérieur & 4000ms, tandis que les lapins normaux

(lapins N) présentaient une augmentation inférieure a 4000ms.
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Figure 11. Exemple d’un enregistrement ECG d’un lapin hyperréactif et d’'une mesure
de la pression artérielle (APmmmHq) apres injection 1V de 100xq/kg de
phényléphrine (PNE).

Des croisements ont été effectués entre les lapins selon 4 groupes :
- groupe 1 : lapin H et lapine H
- groupe 2 : lapin H et lapine N
- groupe 3: lapin N et lapine H
- groupe 4 : lapin N et lapine N

Ainsi, 622 lapereaux ont été obtenus et leur réponse vagale (intervalle R-R) a
été mesurée dans les mémes conditions que chez leurs ascendants (a I'age de

12 semaines).

Résultats

Des pauses cardiaques plus importantes ont été observées dans la lignée
issue du croisement H x H, avec un intervalle R-R allant de 6000 a 20000ms. Le
nombre de lapins H, c'est-a-dire présentant des pauses > 4000ms, était
significativement plus important dans le groupe 1 par rapport au groupe 4,

respectivement 40% et 9% en moyenne. De plus, chez les lapereaux issus des

-34 -



groupes 1 et 2 (femelles H), le taux de mortalité était significativement supérieur par

rapport aux 2 autres groupes.

Conclusion

Ce groupe 1 (H x H) est considéré comme le premier modéle d’hyperréactivité
vagale et a pu étre utilisé pour tester les hypothéses d’anomalie(s) biologique(s)

possiblement impliquée(s) dans cette réaction exagérée.

De plus, ces résultats suggerent également I'existence d’'une transmission
geénétique de I'hyperréactivité vagale, ainsi que de sa potentielle implication dans la

MSN du fait de la mortalité élevée des lapereaux dans les lignées de lapines H.

2010 : Mise en évidence d’anomalies biologiques du
systeme cholinergique dans les cas d’hyperréactivité

vagale (Livolsi et al., 2010a)

Contexte

Il 'y avait 3 hypothéses pouvant potentiellement expliquer I'hyperréactivité

vagale d’un point de vue biologique :

- une augmentation de la libération d’Ach dans le SNP stimulant d’avantage
les récepteurs muscariniques cardiaques et entrainant une bradycardie
importante.

- une diminution de la production d’AchE, enzyme dégradant et inactivant
'Ach, entrainant une augmentation de la quantité d’Ach active et sa durée
de vie dans les synapses.

- une augmentation de [I'expression des récepteurs muscariniques,
notamment des sous-types M, cardiaques, qui seront plus nombreux a étre

stimulés par I'’Ach entrainant une augmentation de son activité.
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La quantification de I’Ach est tres difficile car elle est tres vite dégradée. Les
recherches d’anomalie(s) biologique(s) associée(s) a I'hyperréactivité vagale se sont

donc d’abord portées sur I'expression des récepteurs muscariniques et de ’AchE.

Les expressions cardiagues et sanguines des récepteurs muscariniques et de
I'’AchE ont été analysées dans le modele animal de lapins H, comparativement a des

lapins normaux N.

Méthodes

Un enregistrement ECG a été effectué chez chaque lapin afin de mesurer
'augmentation de l'intervalle R-R aprés injection de 500ug/kg de PNE.

De plus, 3mL de sang frais ont été prélevés et 'ARN total a été extrait des
globules blancs circulants pour I'analyse de I'expression des RM, et de I'’AchE par
« reverse transcription quantitative polymérase chain reaction ou RT-gPCR » en
utilisant des amorces spécifiques pour lapins. Enfin, I'activité enzymatique de I'’AchE

a été mesurée dans les érythrocytes du sang collecté.

A la fin des expériences in vivo, les lapins ont été euthanasiés et leurs coeurs
ont été récupérés pour effectuer les études de liaison spécifiques (« binding »). Ainsi,
la densité des récepteurs muscariniques totaux cardiaques a été évaluée a l'aide de

radioligands spécifiques.

Résultats

La réponse vagale a la PNE a été 5 fois plus importante pour les lapins H

comparativement aux lapins N.

Dans le cceur des lapins H, la densité des récepteurs muscariniques totaux
était significativement plus grande par rapport aux lapins N. De plus, cette densité de
récepteurs muscariniques cardiaques était corrélée a la bradycardie réactionnelle :
plus l'intervalle R-R augmentait, plus la densité de récepteurs était importante. Cette

corrélation était la plus marquée avec les sous-types M, (figure 12). La réponse

-36 -



vagale pourrait étre la conséquence d'une surexpression des récepteurs

muscariniques cardiaques, notamment le sous-type M..
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Figure 12. Densité des récepteurs muscariniques cardiagues en fonction de la

bradycardie (intervalle R-R, ms)

a : récepteurs muscariniques totaux ; b :sous-types M, ; ¢ : sous-types Ms ; e : lapins hyperréactifs

(H) ; o : lapins normaux (N).

-37-



Dans les globules blancs, I'expression des ARNm des RM, était 10 fois

supérieure chez les lapins H par rapport aux lapins N (figure 13).
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Figure 13. Expression des ARNm des RM, dans les globules blancs des lapins
normaux (N) et des lapins hyperréactifs (H).

* 1P <0,05

De méme, une surexpression cardiaque de 'ARNm de I'AchE ainsi qu’'une
augmentation de son activité enzymatique érythrocytaire ont été observées chez les
lapins H comparativement aux contréles (figure 14). Ces anomalies infirment
I'hypotheése initiale concernant 'AchE et ont été interprétées comme un mécanisme

compensateur de la surexpression des récepteurs muscariniques.
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Figure 14. Expression cardiaque et activité enzymatique érythrocytaire de '’AchE
chez les lapins normaux (N) et chez les lapins hyperréactifs (H).

*:P<0,05;*:P<0,001
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Conclusion

Ces résultats suggérent que la surexpression muscarinique pourrait jouer un
réle important dans le développement de I'’hyperréactivité vagale, tandis que 'AchE

agirait comme un mécanisme compensateur.

De plus, cette étude a pu mettre en évidence une corrélation entre
'augmentation de la densité cardiaque des récepteurs muscariniques (notamment
des RM;) et I'expression sanguine des ARNm de ces mémes récepteurs. Cela a
permis d’ouvrir la voie vers la recherche d'un possible marqueur de risque
périphérique d’hyperréactivité vagale, qui pourrait étre impliqué dans les malaises

vagaux, les malaises séveres inexpliqués du jeune enfant et dans la MSN.

2010 : Mise en évidence d’anomalies muscariniques dans

le myocarde d’enfants décedés de MSN (Livolsi et al., 2010b)

Contexte

Parallelement aux travaux chez le lapin, l'implication de I'hyperréactivité
vagale dans la MSN a également été explorée. L'implication d’'une hyperréactivité

vagale dans certains cas de MSN est I'’hypothese a 'origine de tous ces travaux.

Le but de cette étude était de rechercher des anomalies biologiques, déja
identifiées chez les lapins hyperréactifs, dans des tissus cardiaques de MSN. Ainsi,
I'expression cardiaque des récepteurs muscariniques et l'activité enzymatique de

I’AchE ont été étudiées dans des cas de MSN et comparées a un groupe contréle.

Méthodes

18 cas de MSN et 19 nourrissons controles ont été inclus dans cette étude.

Des lambeaux de ventricules gauches (9 MSN et 8 contrbles) et des prélévements
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sanguins (9 MSN et 11 contrbles) d’enfants décédés entre 'dge de 1 a 9 mois ont
été obtenus. Les échantillons contrdles sont issus de nourrissons décédés d’autres
causes que cardiaques, telles que des infections, des asphyxies ou des
déshydratations. Les tissus cardiaques provenaient d’'une banque de tissus nationale
(Service d'Anatomie Pathologique et Médecine Légale, Hopital Raymond Poincare,
Garches, France).

La densité des récepteurs muscariniques totaux cardiaques a été évaluée par
des tests de liaisons spécifiques. L’activité enzymatique de I'AchE a été mesurée

dans les érythrocytes du sang total collecté.

Résultats

La densité des récepteurs muscariniques totaux dans les cceurs d’enfants
décédés de cas de MSN est 2 fois supérieure a celle dans les cceurs des

nourrissons contréles, (figure 15).
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Figure 15. Densité des récepteurs muscariniques totaux dans le coeur des cas de
MSN (SIDS) et de contrbles.

Test de liaisons spécifiques ; * : P < 0,05
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L’activité enzymatique moyenne de I'AchE est significativement augmentée

dans les cas de MSN par rapport aux contrdles, (figure 16).
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Figure 16. Activité enzymatique érythrocytaire de I’AchE dans les cas de MSN
(SIDS) et chez les contrbles.

* P <0,05

Conclusion

Comme chez le lapin H, une augmentation de la densité des récepteurs
muscariniques cardiaques a été observée dans le cceur d’enfants décédés de MSN.
Cette surexpression muscarinique était également associée a une augmentation

compensatrice de 'activité de I'AchE.

Ces résultats suggerent une relation entre I'hyperréactivité vagale, c’est-a-dire
une surexpression des récepteurs muscariniques et une augmentation de I'activité
de I'AchE, et la MSN. Si ces anomalies sont également présentes dans le sang
humain, et notamment chez les enfants de moins d’'un an a risque de MSN, elles
pourraient ouvrir la voie a la validation d’'un marqueur de risque d’hyperréactivité
vagale et des maladies associées, telles que les malaises vagaux, les malaises

séveres des jeunes enfants et la MSN.

-41 -






POSTER 1

Expression of Circulating Muscarinic Receptors
in Infants With Idiopathic
Les Hopitanx APpParent Life-Threatening Events: 1]} Inserm

Universitaires
e STRASBOURG from rabbits to humans p——

Maxime Beutelstetter, PharmD?; Hugues Greney, PhD?; Pauline Helms, MD?; Pascal Bousquet, MD ,PhD? ; Angelo Livolsi, MD3.
TClinical Investigation Center, INSERM 1434, University Hospital of Strasbourg, France ; 2Laboratory of Neurobiology and Cardiovascular Pharmacology, Federation of Translational
Medicine, EA 7296, University of Strasbourg, France ; *Unit of Cardiopediatrics, University Hospital of Strasbourg, France.

HYPOTHESIS CONCLUSION

o Is M, muscarinic receptor abnormality observed Significant overexpression of circulating M, receptors is observed in
SN ) in rabbits with vagal hyperreactivity also found infants with severe idiopathic ALTEs. The present data, together with
‘;\-”,, L o in blood of infants with idiopathic Apparent Life- our previous findings, about cardiac muscarinic receptor

& =al Threatening Events (ALTEs) which can be overexpression in SIDS, suggest that parasympathetic overactivity

4 {;{jﬁ complicated by Sudden Infant Death Syndrome may be the common vulnerability feature between SIDS and severe
A g (SIDS) ? idiopathic ALTEs.
RATIONNAL METHODS
Development of the first animal model of vagal Main characteristics of the study subject
hyperreactivity ALTEs of
Livolsi A. et al. Ciroulation. 2002 Characteristics known cause
ECG Mean (SD) _
RERR & m pause (n=12)
— Age, months 3.2(1.2) 3.1(1.1) 2.8(1.4)
1501 33mmite  seond
APmmElg Male sex, No. 6 7 3
= . Famp Birth weight, g 3192 (399) 2996 (468) 3542 (424)
PNE 100l iv Gestational age, wk 38 (0.5) 37 (1.8) 38 (0.4)

ECG tracing and arterial pressure recording (AP)

after infection of phenylephrine (PNE)

We prospectively enrolled 17 infants (age, <1 year) who had a first episode of severe
ALTE. Blood samples for M, analysis were collected at admission, and the diagnostic
Interval R-R > 4000 ms : vagal hyperreactive rabbits (H) workup started after admission. Cases with no specific diagnosis were classified as

idiopathic. After the diagnostic procedure was performed, 5 idiopathic ALTEs and
were identified. A third group consisted of 9 healthy

Muscarinic abnormalities in vagal hyperreactive rabbits GentollinfantslwholhadinoiiamilyjhistoryiotALTE/SIDSS

Livolsi A. et al. PLoS One. 2010 Blood samples were collected in PaxGene® Blood RNA Tubes (QIAGEN/BD). Total
RNA was extracted with the PAXgene® RNA kit (QIAGEN); 200ng of total RNA were
reversely transcribed into complementary DNA using the iScript™ cDNA Synthesis kit

In heart of rabbits

H Rabbits (BIO-RAD). M, gene expression was measured by quantitative real-time polymerase
- 0.0001 chain reaction using a specific primer for the M, receptor gene. The ribosomal18S
£ Incre_asg of M, receptor housekeeping gene was used for normalization, and M, levels are expressed as the
] density in hearts of H rabbits M.:18S ratio
£ -, o
£ compared to  controls.
5 Correlation  between M,

F
-l /. receptor density and heart RESULTS
_-_" Controls rate (R-R interval)

Muscarinic receptor (M2) expression in 3 groups of infants

T -
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B,...[imol mg protein] ¥ p<0.001
15 . 1005 |
I In blood of rabbits *h g 2 0,007
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- £s 3
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=
o | — *.p<005 2
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H .
FERE (X
Cardiac muscarinic receptor overexpression in SIDS < °
LivolsiA. et al. PLoS One. 2010 [74 L ]
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. = receptors in myocardial el
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R ot method 0.01 T ? T
- Og-mmemmmmmmmm- . Healthy control Infants who
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o - contrais sips (n=5)
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OBJECTIFS DE LA THESE
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ANOMALIES MUSCARINIQUES ET MALAISES
VAGAUX DE L’ADULTE ET DE L’ENFANT

L’objectif principal de cette étude était de montrer que le niveau d’expression
des RM; dans le sang est supérieur chez des patients, adultes et enfants, présentant
des malaises vagaux par rapport a une population controle.

L’objectif secondaire était de montrer que I'expression de I'AchE était
également augmentée dans le sang des patients présentant des malaises vagaux,

en tant que mécanisme compensateur.

ANOMALIES MUSCARINIQUES ET MALAISES
IDIOPATHIQUES DU NOURRISSON

Dans cette étude, nous avons analysé I'expression des ARNm circulants des
RM. chez des enfants de moins d’'un an présentant un ou des malaise(s) sévere(s)
idiopathique(s). Le but était de montrer que chez ces enfants, nous retrouvions une
surexpression muscarinique par rapport a des enfants controles

De plus, nous avons également analysé I'expression sanguine des ARNm de

I’AchE chez ces mémes enfants.

MSN FAMILIALE : SUREXPRESSION
MUSCARINIQUE ET ANALYSE GENETIQUE

Le but de cette étude était de réaliser un séquengage haut débit de 'exome
des plusieurs membres d’'une famille, dans laquelle nous avons recensé plusieurs
cas de MSN, afin d’identifier un ou des variant(s) potentiellement pathogénes(s)
associé(s) a la MSN et/ou a I'hyperactivité vagale.

De plus, une analyse de l'expression sanguine des ARNmM des RM, et de

I’AchE est associée a ce séquencage de I'exome.
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METHODES ANALYTIQUES
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Dans toutes les études présentées ci-dessous, nous avons analysé
I'expression sanguine des ARNm des RM; et de '’AchE dans différents groupes. La
méthode d’analyse de ces paramétres biologiques du systéme cholinergique a été la
méme pour les 3 parties de cette thése et elle sera donc uniquement détaillée dans

cette partie « Méthodes analytiques ».

Tous les sujets, ou leurs représentants légaux, ont signé un consentement
éclairé spécifiqgue pour ces études apres avoir été informés des modalités de ces

recherches.

Matériel biologique

Les analyses de ces paramétres biologiques étudiés dans cette these ont été
réalisées sur du sang total humain, de différents groupes (adultes, enfants et
nourrissons). Les ARNm totaux ont été extraits de ces échantillons de sang afin

d’évaluer leur expression dans les cellules mononuclées sanguines.

Prélevement des échantillons

L’instabilité de 'ARNm cellulaire dans les prélevements sanguins est un
probleme pour la réalisation de nombreux tests. En effet, TARNm se dégrade trés
rapidement aprés le prélevement et des études ont montré que la quantité d’ARNm
dans le sang pouvait varier énormément lors du stockage ou du transport de ce
prélevement sanguin (Rainen et al., 2002; Langebrake et al., 2007; Franken et al.,
2016). De telles variations rendent tres difficile I'obtention de résultats fiables et
reproductibles, surtout pour une utilisation dans des études cliniques, dans laquelle
les dosages ne se font pas immédiatement apres le prélevement. Il était donc
important d’utiliser du matériel adapté a nos études ou les analyses ont été réalisées

a la fin des inclusions.
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Les prélevements sanguins spécifiques pour les analyses de I'expression des
ARNmM circulants des RM; et de 'AchE ont été effectués a I'aide de tubes PAXgene
Blood RNA Tubes® (PreAnalytix®). Ces tubes PAXgene® contiennent un additif qui
stabilise le profil de transcription des génes in vivo en réduisant la dégradation de
'’ARN in vitro et en minimisant I'induction des genes qui peuvent entrainer une sous-

estimation ou une surestimation du nombre de genes transcrits in vivo.

Un recueil de sang de 2,5mL est nécessaire pour un prélévement total
(environ 10 secondes). Le fabricant préconise de réaliser une « purge » en prélevant
un premier volume de sang sur tube EDTA. Ce prélévement permet également une
analyse de la numération formule sanguine (NFS). Une fois le volume de sang
recueilli dans le tube PAXgene®, il est indispensable de retourner immédiatement le
tube 8 a 10 fois doucement pour homogénéiser le prélevement avec le solvant
contenu dans le tube. Le tube PAXgene® est a conserver au moins 2 heures
verticalement a température ambiante (18 a 25°C) avant d’étre mis en congélation
a -20°C (conservation de 24 mois maximum). Apres un minimum de 24 heures
a -20°C, les tubes peuvent étre congelés a -80°C pour une conservation plus longue,
si besoin. Les tubes sont ainsi conservés jusqu’a I'extraction. Les modalités de
prélevement sont résumées dans la figure 17, réalisée a partir des instructions du
fabricant et utilisées dans notre étude « iIALTE », présentée dans la partie 2 de cette

thése « Anomalies muscariniques et malaises idiopathiques du nourrisson ».
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Attendre au moins 10 secondes pour un prélévement complet (2,5mL)
(_ M) [
LER.
~—~

el -
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¥

Une fois le prélévement effectué, inverser doucement le tube PaxGene® 8 a 10 fois.

m\'- > 2 Heures
7 I—

Min. 2h, max. 72h verticalement Congélation a -20°C verticalement
T° ambiante, a I'abri de Ia lumiére dans portoir métallique*jusqu’a
I'envoi au centre coordinateur

* Si congélation @ -80°C, laisser le tube PaxGene® au moins 24h a -20°C avant le passage a -80°C. Conservation
Jjusqu’a 24 mois a -20°C. Ne pas congeler dans un support en polystyréne car cela pourrait briser les tubes.

Figure 17. Instructions de prélevement et de stockage des tubes PAXgene®.

Document réalisé a partir des instructions du fabricant et utilisé dans I’étude clinique « IALTE ».
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Lorsque ce tube PAXgene® est utilisé en combinaison avec le kit d’extraction
PAXgene®-Qiagen®, celui-ci permet une extraction et une quantification précise des
transcrits de geéenes. Il est donc trés important de respecter tres précisément le
protocole de prélevement sanguin et de stockage avant I'extraction et la

quantification.

Extraction des ARN circulants

Afin d’extraire 'ARN circulant, nous avons utilisé le kit d’extraction PAXgene
Blood RNA® compatible avec le prélevement sanguin sur tube PAXgene® et
I'extracteur automatique QIAcube®. L’extraction de 'ARN est réalisée apres une lyse
des cellules dans la solution tampon contenu dans le tube PAXgene®, un lavage et
une dissolution du culot, une dénaturation des protéines, une précipitation des acides

nucléiques, une digestion de 'ADN et enfin par une élution de 'ARN.

Le kit d’extraction PAXgene Blood RNA® contient :
- un tampon de resuspension « BR1 »
- un tampon de fixation « BR2 »
- untampon de lavage 1 « BR3 »
- untampon de lavage 2 « BR4 »
- un tampon d’élution « BR5 »
- del'eau sans RNase « RNFW »
- de la protéinase K « PK »
- des colonnes PAXgene RNA Spin « PRC »
- des colonnes PAXgene Shredder « PSC »
- des tubes de traitement « PT »
- des tubes de micro centrifugation « MCT »
- des bouchons secondaires
- delaDNase | « RNFD »

Avant I'extraction, il faut décongeler les tubes PAXgene® pendant au moins

2 heures a température ambiante, pour s’assurer de la lyse compléte des cellules.

Les tubes sont ensuite centrifugés entre 3000 et 5000g pendant 10min. Aprés avoir
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éliminé le surnageant, le culot est remis en suspension avec 4mL d’eau RNFW et le
tube est refermé a l'aide du bouchon secondaire fourni dans le kit. Aprés une
deuxieme centrifugation dans les mémes conditions, le culot asséché est mis en
suspension dans 350uL de solution tampon BR1 puis cette solution est transférée
dans un tube de traitement PT annoté. Ces tubes sont placés dans l'agitateur de
I'extracteur QIAcube® aux positions recommandées par le protocole QIAcube® en
fonction du nombre d’échantillons (figure 18). En paralléle, les colonnes de
séparations (PSC, PRC) et le tube de microcentrifugation (MCT) sont placés dans la

centrifugeuse, comme indiqué ci-dessous.
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Figure 18. Positionnement des tubes PT et des colonnes de séparation en fonction
du nombre d’échantillons (PAXgene Blood RNA® Kit Handbook, 2008).
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Apres avoir placé tous les éléments dans le QlAcube® (figure 19), les
colonnes de séparation PSC et PRC, les différentes solutions tampons (BR2, BR3,
BR4 et BR5), la PK, la DNAse | et les cones de prélevement, I'extraction
automatique peut débuter en suivant les protocoles « PAXgene Blood RNA part A et
B ». Une fois l'extraction terminée, nous récupérons les tubes MCT annotés
contenant les ARN purifiés (environ 40uL). Ces tubes sont directement placés dans
la glace avant le dosage de 'ARN au Nanodrop et la congélation a -80°C jusqu’a la
suite de I'analyse (RT-gPCR).

Figure 19. Vue de l'intérieur du QlAcube®
(PAXgene Blood RNA® Kit Handbook, 2008)

1: Couvercle de la centrifugeuse ; 2 : Centrifugeuse ; 3 : Agitateur ; 4 : Portoir pour les flacons
de réactifs (BR2, BR3, BR4 et éthanol 100%) ; 5 : Capteur de cbnes ; 6 : Espace pour les tubes de
réactifs de microcentrifugation (BR5, DNase | et PK) ; 7 : portoirs pour les cdnes ; 8 : Espace
d’élimination pour les cénes et les colonnes ; 9 : Bras robotisé.
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Les étapes de 'extraction automatisée sont résumées dans la figure 20.

Le procédée auvtomatique PAXgene Blood RNA
Sang I
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Med |
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dans I"'agitoteur . :
QlAcube | . g
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Fermer les couvercles des tubes
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tronsferer dons Nogitateur QlAcube
ARN pret a Femplos

Fiqure 20. Etapes de l'extraction automatisée par le QlAcube
(PAXgene Blood RNA® Kit Handbook, 2008).
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Dosage des ARN extraits

Apres I'extraction des ARN totaux, leur concentration est mesurée a l'aide du
Nanodrop 2000®. 1,8uL d’ARN purifiés de chaque échantillon est placé sur la cellule
de lecture pour la mesure. Nous obtenons ainsi un dosage précis de 'ARN (en
ng/pL) et 'analyse de la pureté, ratio d’absorption entre 280nm et 260nm (A280/260),
et de la contamination, ratio d’absorption entre 280nm et 230nm (A280/230) (figure
21). La concentration d’ARN extraits est utilisée pour le calcul du volume nécessaire

pour la réalisation de la prochaine étape (reverse transcriptase)

' [Sample ID |User name| Date and Time _| Nucleic Acid Conc. | Unit|A260|A280|260/280|260/230
1 2001 gsk 18/10/2016 15:23:33 [112,4 ng/ul 2,810 1,353 2,08 |0,64
2 [2002 gsk 18/10/2016 15:24:19 |101,9 na/ul[2,547 [1,226 (2,08 0,67
3 [2003 gsk 118/10/2016 15:24:46 |65,1 ng/ul[1,628 10,780 2,09 (052
4 (2004 gsk 18/10/2016 15:25:15 [99,8 ng/pl (2,495 [1,190 2,10 (0,59
5 [2005 gsk 18/10/2016 15:25:41 |134,1 ng/l|3,352 1,650 2,03 |0,76
6 [1001 gsk 18/10/2016 15:26:15 (64,3 ng/pl|1,608 (0,733 (2,19 |0,40
7 [1002 gsk 18/10/2016 15:26:39 |147,1 ng/ul[3,678 [1,833 2,01 |0,93
8 (1003 gsk  |18/10/2016 15:27:03 (90,3 ~|ng/ul[2,258 1,067 2,12 (0,28
9 (1004 gsk 18/10/2016 15:27:32 |139,6 ng/pl|3,490 [1,703 2,05 10,87
101005 gsk 18/10/2016 15:27:56 |193,2 ng/ul[4,830 [2,347 2,06 (0,90
112014 gsk 18/10/2016 15:28:24 51,6 ng/ul[1,290 (0,575 2,24 (0,37
12/2015 gsk 18/10/2016 15:28:52 (43,3 ng/pl[1,083 (0,466 (2,32 |0,29
13[2016 gsk  |18/10/2016 15:29:20 27,0 ng/ul[0,675 [0,272 (2,48 0,17
14/2017 gsk 18/10/2016 15:29:45 23,5 ng/pl[0,587 0,235 2,50 |0,19
|15]2018 gsk 18/10/2016 15:30:09 |128,6 ~|ng/pl[3,216 (1,485 2,17 0,68
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Figure 21. Exemple de dosages des ARN extraits par le Nanodrop 2000®.

- 58 -



Préparation des ADN complémentaires

La reverse transcriptase (RT) permet la synthése d’ADN complémentaires
(ADNCc) a partir des ARN extraits. 200ng d’ARN de chaque sujet ont été utilisés pour
la transcription en ADNc. Le volume (x ul) dARN a prélever de la chaque solution
extraite est calculé en fonction de la concentration d’ARN mesurée au Nanodrop
2000. Pour effectuer cette transcription, nous utilisons un kit iScript cDNA Synthesis
kit (Biorad®), contenant le 5x i-script et le i-script Reverse Transcriptase®.

La préparation des tubes pour la RT est détaillée dans le tableau 1.

Réactifs Pour 1 tube
5x i-script réaction mix® 4 ul
i-script Reverse Transcriptase® 1l
Eau “RNase free” 15 —xul
ARN (200ng) X ul

Tableau 1. Préparation de la reverse transcriptase.

Le mix (pour n+1 individu) de 5x i-script® et de i-script Réverse
Transcriptase® doit étre préparé au dernier moment. Ensuite, 5uL de ce mix sont

ajoutés dans chaque tube contenant I'eau et ’'ARN.

Les tubes sont ensuite placés en incubation selon le protocole suivant :
- 5min a 25°C
- 30min a 42°C
- 5mina 85°C

2 RT ont été effectuées pour chaque sujet et les ADNc ont été mélangés dans

un seul tube puis stockés au congélateur -20°C jusqu’a la réalisation de la qPCR.

-59 -



Conception des amorces

Les amorces utilisées pour la quantification PCR ont été congues par

SIGMA®. Voici les séquences des genes envoyes pour la préparation des amorces :

- Gene ARN ribosomal 18S (géne de ménage):
F: CCTGCGGCTTAATTTGACTC — R: ATGCCAGAGTCTCGTTCGTT)

- Géne CHRM2 (pour les RM,) :
F: AAGACCCCGTTTCTCCAAGT - R: GAGGCAACAGCACTGACTGA

- Géne ACHE (pour 'AchE) :
F: TGGAACCCCAACCGTGAG - R: GTAGAAGCCACCCCCATAGA

Les amorces ont été fournies a une concentration mere (Cpere) de S50uM.
Pour I'analyse, les amorces ont été utilisées a une concentration fille (Csjie) de SuM.
Ainsi, nous avons préparé des aliquots de 100uL d’amorce a la concentration de
5uM en mélangeant 10uL d’amorce sens (F) et 10uL d’amorce anti-sens (R) dans
80uL d’eau « PCR Grade ».

Quantification des ARNm par qPCR

La quantification des ARNm circulants est réalisée par gPCR sur LightCycler
480®. Nous avons utilisé une gamme d’échantillons constituée d’ADNc issus de
70 individus. 2uL d’ADNc de chaque sujet sont mélangés afin de constituer la
solution mére D1 de la gamme a une « concentration relative » de 1. Nous avons
ensuite dilué ce mélange D1 au 1/5°™ en cascade pour obtenir une gamme de
concentration décroissantes D2 (0,2), D3 (0,04), D4 (0,008), D5 (0,0016) et D6
(0,00032). Cette gamme standard permet de donner les concentrations relatives des

échantillons a doser a l'aide de la courbe standard (figure 22).
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Standard Curve
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Figure 22. Exemple d’une courbe standard.

Chaque point correspond a un point de dosage de chaque dilution, de D1 (en bas a droite) & D6 (en
haut & gauche) ; I'efficacité (efficiency) et la pente (slope) sont indiquées a gauche

La quantification est effectuée a l'aide d’'un LightCycler® 480 utilisant des
plagues 96 puits. Le SYBR Green mix 2x Roche® est utilisé comme agent
fluorescent. Le protocole de préparation des puits est détaillé dans le tableau 2.
Les ADNCc transcrits ont été utilisés & une dilution au 1/4°™ afin de les faire entrer
dans la gamme de dilution.

Réactifs Pour 1 puit
Eau PCR Grade 6 ul
Mix amorces F + R (5 uM) 2 ul
SYBR Green mix 2X 10 pl
ADNC (1/4) 2 ul

Tableau 2. Préparation des puits pour la guantification par PCR.

-61 -




La plaque 96 puits est ensuite placée dans le LightCycler® 480 pour la
quantification suivant le protocole suivant :
- Pré-incubation : 10 minutes a 95°C
- PCR 3 étapes::
o Dénaturation : 15 secondes a 95°C
o Hybridation : 10 secondes a 65°C
o Extension : 20 secondes a 72°C
= Nombre de cycles : 40 pour les 18S et 50 pour CHRM2 et ACHE
- Courbe de fusion : 15 secondes a 65°C
- Refroidissement : 30 secondes a 40°C

Les courbes d’amplification (figure 23) et les courbes de fusion (figure 24)
obtenues sont analysées. La quantification des génes cibles (CHRM2 et ACHE)
s’effectue a l'aide de la gamme de dilutions (D1-D6) (figure 25). Les dosages de ces
genes cibles sont ensuite pondérés par I'expression du géne de ménage 18S, afin de
s’abstenir des variations de la quantité totale d’ARN extrait des prélévements (Livak
and Schmittgen, 2001; Azarpeykan and Dittmer, 2016).

Amplification Curves
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Figure 23. Exemple de courbes d’amplification (18S)
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Melting Peaks
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Figure 24. Exemple de courbes de fusion
Inc  Pos Name Type CP Concentratio Standard
= 1 1850 Unknown 32.38 [1.45E-5]
= 2 di Standard Ti7 1.07E0 1.00E0
= 3 d2 Standard 10.75 1.71E-1 2.00E-1
= 4 |d3 Standard 1296 4.38E-2 4.00E-2
= 5 d4 Standard 16.04 7.23E-3 8.00E-3
= 6 db Standard 18.88 1.64E-3 1.60E-3
a 7 dé Standard 3.20E4
= 8 2102 Unknown 10.05 2 63E-1
= 9 2103 Unknown 11.08 1.40E-1
B | 10 2104 Unknown 1042 2.09E-1
B | 11 2105 Unknown 9.95 2.79E-1
= 12 2106 Unknown 10.03 2 66E-1
= 13 2107 Unknown 1010 2.55E-1
B | 14 2108 Unknown 9.88 291E-1
B | 15 2109 Unknown 10.05 2 63E-1
B | 16 2110 Unknown 9.84 2.99E-1
= 17 2111 Unknown 981 3.04E-1
= 18 2112 Unknown 1023 2.35E-1
B | 19 2113 Unknown 9.95 2.79E-1
B | 20 2114 Unknown 9.75 317E-1

Figure 25. Exemple de rapport de résultats avec calcul des concentrations (18S).

CP : « crossing points » ; Concentration : concentrations calculées ; Standard : concentrations
théoriques de la gamme standard D1-D6 ; Chaque individu est identifié par un numéro anonyme
(21XX).
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PARTIE 1

ANOMALIES MUSCARINIQUES
ET MALAISES VAGAUX DE
L’ADULTE ET DE L’ENFANT
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Contexte

Les syncopes ou malaises vagaux sont définis par la Société Européenne de
Cardiologie comme « une perte de connaissance brutale et transitoire, secondaire a
une hypoperfusion cérébrale » (Brignole et al., 2018). La survenue de ces malaises
est relativement soudaine avec dans la plupart des cas, un retour a la normale
spontané, complet et rapide (Arthur and Kaye, 2000). Néanmoins, la survenue
fréquente de malaises vagaux peut nuire a la qualité de vie des patients (Grimaldi
Capitello et al., 2016). De plus, malgré la nature bréve et le plus souvent bégnine de
ces syncopes, elles sont source d’'inquiétude pour les patients, et notamment pour

les parents des enfants présentant des malaises (lyer and Appleton, 2013).

Il s’agit d'une pathologie commune, représentant environ 5% des
hospitalisations et 1 a 3% des admissions aux urgences adultes et pédiatriques
(Kapoor, 1992; Colman et al.,, 2004; Moore and Watemberg, 2016). La syncope
vasovagale est de survenue fréquente, notamment chez les enfants et les jeunes
athlétes (Vaddadi et al., 2007; Wilde and Wieling, 2007). L’incidence cumulative au
cours d’'une vie atteindrait environ 40%, avec un pic d’incidence vers I'age de 15 ans
et une survenue plus fréquente chez les femmes (Ganzeboom et al.,, 2006).
Sa fréquence observée dans une population d’étudiants atteindrait méme 50%
(Ganzeboom et al., 2003).

La physiopathologie est encore mal connue et la notion de maladie vagale est
actuellement mal définie. Le systéme vagal est considéré chez I'adulte comme plutdt
protecteur pour le coeur (Alboni et al., 2008), contrebalangant I'influence du systéme
sympathique sur le rythme cardiague notamment (Béchir et al., 2003; Veltmann et
al., 2010). Une réponse reflexe exagérée du systeme vagal, ou hyperactivité vagale,
semble étre impliquée dans les malaises vagaux (Béchir et al., 2003). En cas
d’hyperactivité vagale, une bradycardie survient brutalement, a l'origine d’une
asystolie transitoire pouvant entrainer une syncope liée a I'hypoxie cérébrale.
Des stimuli variés sont responsables de cette bradycardie réflexe, tels qu’une
stimulation cesophagienne, un réflexe oculo-cardiaque, une stimulation de la région

trigéminée et du nasopharynx, une peur, des spasmes de sanglot, etc... (Berntson et
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al., 1997; Arthur and Kaye, 2000; Brignole et al., 2018). Des facteurs physiologiques
et extérieurs peuvent favoriser la survenue des malaises vagaux, tels qu’une
hypotension (saignement, déshydratation, vomissement, ...), une température

élevée, un espace confing, fievre, ... (Sutton et al., 2014)

Le diagnostic et la prise en charge clinique sont parfois difficiles. Ces malaises
peuvent aller du simple vertige jusqu’a la syncope grave, entrainant une perte de
connaissance. Les prodromes sont souvent typiques : paleur, nausées, sensation de
chaleur et sueurs. Méme si sa survenue est rapide, le patient peut anticiper 'arrivée
du malaise. En cas de perte de connaissance durant la syncope, la récupération est
en général rapide et totale avec d’abord un retour de I'audition puis celui du tonus
postural. Certaines circonstances sont des indications pour une hospitalisation
consécutive a un malaise vagal : maladie cardiaque connue ou suspectée, malaise
durant un effort, malaise ayant entrainé une blessure, antécédents familiaux de mort
subite avant I'age de 40 ans, palpitations avant le malaise, récurrence des malaises,
... (Brignole et al., 2018). Au moment de I'admission, le patient peut soit étre mis en
observation avec monitoring pouvant aller jusqu’a 24h (Shen et al., 2004) ou il peut
étre directement dirigé vers un service spécialisé pour des examens
complémentaires plus spécifigues (Kenny et al., 2015). Pour déterminer l'origine
vagale des malaises, plusieurs examens et tests peuvent étre utilisés :

- I’ECG avec stimulation vagale,
- le tilt test utilisé chez le grand enfant et I'adulte,
- le Holter ECG,

- le test de compression carotidienne.’

Les examens complémentaires spécifiques sont peu nombreux et manquent
de sensibilité et de spécificité. lls sont souvent négatifs malgré une histoire clinique
évocatrice (Puggioni et al., 2002; Brignole et al., 2018). Aujourd’hui I'association du
test de compression carotidienne et du tilt-test semble étre la meilleure méthode pour
le diagnostic des malaises vagaux (Grubb et al., 1992; Puggioni et al., 2002; Mereu
et al., 2016). Le Holter ECG avec détection de la variabilité sinusale sur 24h peut
également étre utilisé comme examen complémentaire (Fuster et al., 2001; Brignole
et al., 2018).
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Les recommandations de prise en charge souvent nombreuses et variées :
manceuvre de contre-pression, pacemaker, B-bloquants, blocage de linnervation
autonome de l'oreillette gauche, ... (Mahanonda et al., 1995; Madrid et al., 2001;
van Dijk et al., 2006; Yao et al., 2012). Malheureusement, aucune de ces prises en
charge ne semble montrer une véritable efficacité pour le traitement des malaises

vagaux récurrents.

Ainsi, beaucoup d’évaluations cliniques sont disponibles pour déterminer
I'origine vagale des malaises, mais jusqu’a maintenant il n’existe pas d’examens
biologiques dans cette recherche étiologique des syncopes. Parmi les 3 hypothéses
biologiques évoquées dans lintroduction (page -30-), nous n’avons pu tester que

celles concernant les RM» et 'AchE.

L’objectif principal de I'étude était d’ouvrir une piste biologique en tentant
d’identifier une ou plusieurs anomalies qui pourraient conduire a une recherche de
marqueur(s) biologique(s). En pratique, il s’agissait de montrer que le niveau
d’expression des RM; dans le sang est supérieur chez des patients présentant des
malaises vagaux répétés (pour les adultes) ou des malaises inexpliqués (pour les
enfants) par rapport a une population contrdle. L’objectif secondaire était de montrer
que lI'expression de I'AchE était également augmentée dans le sang des patients

présentant des malaises vagaux.

Méthodes

Pour tester cette hypothese, nous avons concu une étude clinique
physiopathologique comparative monocentrique (Strasbourg). Nous avons inclus au
total 240 sujets, 120 adultes de plus de 18 ans et 120 enfants agés de 1 mois a
17 ans. Dans chacun des groupes, 60 patients présentant des malaises vagaux et
60 sujets contréles ont été inclus. Tous les sujets ont été clairement informés des
objectifs et des modalités de I'étude. Tous les sujets, ou leurs représentants légaux

pour les mineurs ont signé un consentement éclairé avant tout acte relatif a I'étude.
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Le critére d’évaluation principal était la mesure par RT-gPCR de I'expression
de 'ARNmM des RMgy, reflet d'une augmentation de la transcription, dans les cellules
sanguines mononuclées des adultes et des enfants présentant des malaises vagaux
documentés par rapport aux sujets témoins. Le critére d’évaluation secondaire était
la mesure par RT-gPCR de l'expression de 'ARNm de I'AchE, chez les mémes
sujets.

Finalement, 136 sujets agés de 1 a 50 ans ont été analysés dans cette étude
apres vérification des tous les criteres de sélection et des paramétres analytiques.
Ainsi 83 patients présentant des malaises vagaux ont été comparés a 53 sujets
contrbles sans antécédents de pathologies vagales ou cardiagues. Les criteres de

sélection sont résumés dans le tableau 4.

Les 38 patients pédiatriques (de 1 a moins de 18 ans) malades ont été
sélectionnés et inclus dans le service de pédiatrie des Hopitaux Universitaires de
Strasbourg (HUS). lls ont été vus en consultation médicale apres avoir présenté un
ou plusieurs malaise(s) inexpliqué(s) d’origine vagale probable (c’est-a-dire un
malaise ayant les caractéristiques citées ci-dessus). Les 38 sujets controles
pédiatriques étaient des enfants vus en consultation médicale dans le service de
pédiatrie pour une raison médicale sans rapport avec une pathologie vagale ou
cardiague (consultation préopératoire, infection, troubles neurologiques, ...).
Les 45 malades adultes ont été recrutés et inclus dans le service de cardiologie
adulte des HUS. |l s’agissait de patients suivis pour syncopes vagales qui ont été
informés de I'étude au cours d'une consultation médicale de suivi. Les sujets
contrbles adultes étaient des volontaires sains, recrutés au Centre d’Investigation
Clinique (CIC) du Nouvel Hépital Civil (NHC) de Strasbourg. Ces personnes ont été
sélectionnées sur une liste de volontaires sains ou aprés leur demande de
participation spontanée suite a la diffusion d’'une information sur l'étude dans

différents médias (internet et affiches).

-70 -



Description des sujets

Les caractéristiques des sujets inclus sont résumeées dans le tableau 3.

Patients Contrdles
Adultes Enfants Adultes Enfants
Nombre de sujets 45 38 32 21
Total 83 53
Femmes 38 20 12 8
, Total 58 20
Nombre de sujets par genre
Hommes 7 18 20 13
Total 25 33
Age a l’inclusion (moyenne + SEM ages) 27,.3+£86 88148 248+54 77+36
Total (moyenne + SEM ages) 189+ 11 7 180+ 9 7
_ o Positif 34 8
Test de compression carotidienne NA NA
Négatif 10 24
Positif 16 6
Holter ECG : NA NA
Négatif 28 26

Tableau 3. Caractéristigues des sujets inclus
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Criteres d’inclusion

Critéeres d’exclusion

Patients adultes

femme ou homme agé(e) de 18 a 50 ans
présentant des signes cliniques de malaises vagaux répétés (au moins 3)
ECG normal
NFS normale
sans contre-indication au test de massage carotidien
non-fumeur ou fumeur occasionnel (moins de 3 cigarettes par jour)

Contrbles adultes

femme ou homme agé(e) de 18 a 50 ans
sans antécédents personnels ou familiaux de maladies vagales ou cardiaques
ECG normal
NFS normale
sans contre-indication au test de massage carotidien
non-fumeur ou fumeur occasionnel (moins de 3 cigarettes par jour)

Patients

pédiatriques

fille ou garcon agé(e) de 1 mois a 17 ans
présentant ou ayant présenté au moins un malaise nécessitant une
hospitalisation ou une admission aux urgences pédiatriques
ECG normal
NFS normale
non-fumeur ou fumeur occasionnel (moins de 3 cigarettes par jour)

Contrbles

pédiatriques

fille ou garcon agé(e) de 1 mois a 17 ans
sans antécédents personnels ou familiaux de maladies vagales ou cardiaques
ECG normal
NFS normale
non-fumeur ou fumeur occasionnel (moins de 3 cigarettes par jour)

maladies cardiovasculaires,
neurologiques, psychiatriques,
iImmunologiques, infectieuses ou

métaboliques

dysautomie

antécédents de traitement ou
traitement en cours interférent avec le

systéme nerveux autonome

consommation de produits dopants ou
addiction (cocaine, cannabis,

amphétamines, alcool, ...)
consommation de tabac ou de café
dans les 24h avant les investigations

biologiques ou cliniques

grossesse ou allaitement

Tableau 4. Résumé des critéres de sélection
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Description des visites

Les visites de I'étude sont résumées dans le tableau 5 pour les adultes et

dans le tableau 6 pour les enfants.

Pour chaque groupe, la prise en charge a été la méme. Les visites d’inclusion
ont été pratiquées dans le service de cardiologie adulte pour les patients adultes, au
CIC pour les volontaires sains adultes et dans le service de pédiatrie pour les enfants
malades et les témoins. Elles comportaient une consultation médicale afin de réaliser
un examen clinique complet et de vérifier 'ensemble des critéres de sélection.
De plus, un électrocardiogramme a été réalisé pour chaque sujet (celui-ci devait étre
normal pour pouvoir poursuivre la participation a I'étude). Chez les adultes, la pose
d’'un Holter ECG (pour 24h) était également prévue lors de cette visite, ainsi qu’une
écho-Doppler des vaisseaux du cou pour les sujets de plus de 40 ans (demande de
'ANSM pour des raisons de sécurité du patient). 24 heures aprés, une 2°™ visite
était programmeée au CIC pour les adultes ou dans le service de pédiatrie pour les
enfants. Cette visite a permis de récupérer les données de I'enregistrement du Holter
ECG de 24 heures, de réaliser le test de compression carotidienne et de prélever le

volume sanguin spécifique sur tube PAXgene®.

L . Inclusion Visite 1
VISITES Pré-sélection 30 31
CIC
Lieu Service de CiC CiC
cardiologie
Information du sujet X
Consentement éclairé signé X
Examen clinique avec ECG X
Holter ECG Pose Dépose
Echo-doppler des vaisseaux du X
cou (Sujets > 40 ans)
Test de compression
L X
carotidienne
Prélevement sanguin X

Tableau 5. Résumé des visites des sujets adultes
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. Inclusion Visite 1
VISITE Pré-sélection

SITES e-sélectio 30 11
Lieu Service de pédiatrie
Information du sujet X
Consentement éclairé signé X
Examen clinigue comprenant un X
ECG
Holter ECG Pose Dépose
Prélevement sanguin X

Tableau 6. Résumé des visites des sujets pédiatriques

Description des tests cardiologiques

Test de compression carotidienne

Ce test a été réalisé chez tous les sujets n’ayant pas de contre-indication a sa
réalisation (existence d’un souffle au niveau d’'une artére carotide). Ce critére a été
vérifié par un examen écho-doppler des vaisseaux du cou effectué lors de la visite de
sélection ou datant de moins de 3 mois. Le test de compression carotidienne ou plus
précisément du sinus carotidien est effectué en massant manuellement de facon
ferme, pendant 5 — 10 secondes le bord antérieur du muscle sternocléidomastoidien,
au niveau du cartilage cricoide, ou le pouls carotidien est le mieux pergu.
En pratique, cette manceuvre a été réalisée sur une table d’inclinaison motorisée
munie d’'un repose-pied (Genin®, France), avec un suivi continu de la pression
artérielle (selon la méthode FinapressTM®) et la fréquence cardiaque, obtenues en
continu (Task Force Monitor® ; CNSystems® ; Graz. Autriche). Le massage a été
réalisé d’abord en décubitus dorsal en débutant du c6té droit puis du cété gauche en
cas d’absence de réponse lors du massage du cété droit. En cas d’échec du
massage en décubitus dorsal, le massage sinocarotidien a été réitéré dans les
mémes conditions, en positions « debout » aprés bascule a 70°. Pour notre étude, en
fonction des données de la littérature, nous avons considéré comme reponse

suggestive d'une sensibilité parasympathique exagérée, une réduction de la
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fréquence cardiaque supérieure a 10% de la valeur de base et/ou une baisse de la
pression artérielle moyenne supérieure a 20% de la valeur de base (Almquist et al.,
1985; Benchimol and Oliveira-Souza, 2008; Bevegard and Shepherd, 1966; Brignole
et al., 2018; Kenny et al., 2001; Puggioni et al., 2002).

Le Holter ECG

La variabilité sinusale représente les variations physiologiques des intervalles
RR (entre 2 QRS), traduisant l'influence de la balance vago-sympathique sur le
nceud sinusal. Les données de la variabilité sinusale sont étudiées selon les
recommandations de la Société européenne de cardiologie et la Société nord-
américaine de stimulation et d'électrophysiologie (Taylor and Lipsitz, 1997; Brignole
et al., 2018). Les données calculées sont la fréquence cardiaque, lintervalle NN
moyen, la déviation standard des intervalles NN (SDNN), la déviation standard de la
moyenne des intervalles NN calculée sur une durée de cing minutes (SDANN /5), le
pourcentage de NN variant de plus de 50 ms (PNN50) ou 100 ms (PNN100) ou
200 ms (PNN200), la racine carrée de la différence des intervalles NN successifs
élevée au carré (rMSSD), la moyenne des déviations standard calculée par
intervalles de cing minutes (SDNNidx). Les indices qui refletent I'activité vagale dans
le domaine temporel, incluent pour I'essentiel, la racine carrée de la différence des
intervalles RR normaux consécutifs (rMSSD) et le pourcentage des intervalles RR
consécutifs normaux qui different de plus de 50 ms chez 'homme. La rMSSD est
exprimé en millisecondes (ms) et le PNN50 en pourcentage (%). Globalement,
rMSSD est de l'ordre de 35 £+ 3 ms et PNN50 de 13 %. Ces 2 parameétres sont
reproductibles et il existe une différence en fonction du sexe : les valeurs sont en
général plus faibles chez 'homme que chez la femme (Sztajzel et al., 2008;
Chapleau and Sabharwal, 2011). En conséquence, nous considérerons comme

témoins d’une activité vagale, et donc un résultat « positif », les valeurs suivantes :

- rMSSD > 56 ms chez 'homme et 62 ms chez la femme.

- PNN50 > 28% chez 'homme et 29% chez la femme.
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Méthode statistique

La distribution des valeurs étant asymétrigue dans les deux groupes
(figure 26) et tres orientée vers les valeurs faibles, des modéles linéaires de
distribution Gamma ont été utilisés pour comparer les valeurs entre les groupes.
Cette méthode était la plus adaptée dans ce cas car cette régression Gamma tient
compte de I'asymétrie des valeurs et donne moins de poids aux valeurs extrémes.
Les interférences statistiques et les estimations des risques ont été calculées a I'aide
de techniques Bayésiennes. Cette technique permet d’estimer une probabilité de
supériorité entre les 2 groupes, patients versus contréles, Pr(patients>contrdles).
Il s’agit d’'une probabilité d’observer une différence positive, c’est-a-dire supérieure,
dans le groupe des patients. Vu le contexte de I'étude, on a considéré une probabilité
de supériorité > 90% (soit 0,90) comme une différence positive statistiquement
significative. Ces analyses trés spécifigues ont été effectuées avec laide et les
conseils des méthodologistes des HUS et les résultats bruts nous ont été transmis

pour les interprétations.
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Figure 26. Histogramme de la distribution des valeurs de I'expression des RM, et de
I'AchE
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Résultats

Expression des ARNmM circulants des RM, dans la
population totale de I'étude

Dans la population totale de [I'étude, la médiane [intervalle q1 ; Q3]
d’expression de ARNm circulants des RM est trés significativement supérieure chez
les 83 patients présentant des malaises vagaux 0,9 [0,3; 1,9] par rapport aux
53 sujets témoins 0,2 [0,1; 1,0]. La probabilité pour que le niveau d’expression des
RM, soit plus élevé chez les patients par rapport aux contréles,
Pr(patients>contréles), est estimée a 0,99 (figure 27).
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Figure 27. Expression des ARNm circulants des RM, dans la population totale de
l'étude
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Expression des ARNm circulants de I'’AchE dans la
population totale de I'étude

La médiane d’expression de I'AchE est également significativement plus
élevée chez les 83 malades 0,7 [0,4; 1,6] comparativement aux 53 sujets sains
0,4[0,2; 1,1] avec une probabilité de supériorité Pr(patients>contrdles) estimée a
0,97 (figure 28).
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Figure 28. Expression des ARNm circulants de I’AchE dans la population totale de
l'étude
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Ratio d’expression des ARNm circulants RM,/AchE dans
la population totale de I'étude

Le rapport d’expression RM,/AchE est nettement plus élevé dans le groupe
des 83 patients par rapport au groupe contréle (53 sujets). Les médianes sont
respectivement de 1,1 [0,8 ; 1,3] et de 0,8 [0,5; 1,1] pour les patients et le contrdles,

Pr(patients>controles) = 1,00 (figure 29).
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Figure 29. Rapport d’expression des ARNm circulants RM,/AchE dans la population
totale de I'étude
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Corrélations et différence femmes/hommes

Dans cette étude nous n’avons pas trouvé de corrélations entre les niveaux
d’expression des RM; ou de I’AchE avec I'dge des sujets ou le nombre de syncopes
(indiqué par les patients lors de la consultation médicale d’inclusion). De plus, il n'y a

pas de différence significative des taux d’expression des marqueurs entre les genres.

Expression des ARNmM circulants des RM, dans Ila
population adulte de I'étude

Lorsque les adultes sont analysés séparément nous observons des résultats
similaires a ceux dans la population totale de I'étude. Le niveau d’expression moyen
des RM; circulants est significativement supérieur chez les 45 patients 1,1 [0,7 ; 1,3]
par rapport aux 32 volontaires sains 0,8 [0,5; 0,9]. La probabilité de supériorité

Pr(patients>contréles) est estimée a 0,98 (figure 30).

Pr(patients>contréles) = 0.98
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Figure 30. Expression des ARNm circulants des RM, dans la population adulte de
l'etude
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Expression des ARNm circulants de [I'AchE dans Ia
population adulte de I'étude

Dans cette sous population, I'expression médiane de I'AchE chez les
45 malades est significativement augmentée comparativement au groupe controle
(n=32). Les médianes sont de 0,8 [0,4 ; 2,1] pour les patients et de 0,4 [0,2; 1,1]
pour les contrdles. La probabilité de supériorité est estimée a Pr(patients>contrdles)
= 0,97 (figure 31).
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Figure 31. Expression des ARNm circulants de I'’AchE dans la population adulte de
l'étude
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Rapport d’expression des ARNmM circulants RMy/AchE
dans la population adulte de I'étude

La probabilité que le rapport d’expression RM2/AchE soit supérieur chez les
45 patients par rapport aux 32 controles est estimée a Pr(patients>controles) = 0,98.
Les médianes d’expression sont respectivement de 1,1 [0,7 ; 1,3] et de 0,8 [0,5 ; 0,9]

pour les malades et les sujets sains (figure 32).
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Figure 32. Rapport d’expression des ARNm circulants RM,/AchE dans la population
adulte de l'étude
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Expression des ARNmM circulants des RM; dans la
population adulte de [l'étude en tenant compte des
résultats du test de compression carotidienne

Lorsque l'on prend en compte les résultats du test de compression
carotidienne, réalisé chez tous les adultes lors de la visite d’inclusion, les différences
entre les 2 groupes sont encore plus marquées. Tout d’abord, I'expression moyenne
des RM;, est trés nettement augmentée chez les 34 patients avec test positif
1,0 [0,4 ; 2,1] comparativement aux 24 contréles avec test négatif 0,1 [0,1 ; 1,1] avec

une probabilité de supériorité Pr(patients>contréles) estimée a 0,99 (figure 33).
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Figure 33. Expression des ARNm circulants des RM; dans la population adulte de
['étude en tenant compte des résultats du test de compression carotidienne
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Expression des ARNm circulants de [I'AchE dans Ia
population adulte de [l'étude en tenant compte des
résultats du test de compression carotidienne

Comme pour les RM,, 'augmentation de l'expression de I'AchE chez les
patients par rapport aux contrbles est plus marquée en considérant les résultats du
test de compression carotidienne. En effet, la probabilité de supériorité est ici de
Pr(patients>contréles) = 0,98 ; avec des médianes respectives de 1,0 [0,5; 1,9] et de
0,3 [0,2; 1,2] pour les 34 malades avec test positif et les 24 sujets sains avec test

négatif (figure 34).
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Figure 34. Expression des ARNm circulants de I’AchE dans la population adulte de
I'étude en tenant compte des résultats du test de compression carotidienne
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Expression des ARNm circulants des RM, et de I'AchE
dans la population adulte de I'étude en tenant compte des
résultats du test Holter ECG

En prenant en compte les résultats du test Holter ECG, seuls ou associés aux
résultats du test de compression carotidienne, les différences entre les 2 groupes ne
sont pas plus marquées par rapport aux analyses des adultes sans prendre en
compte ce test. Par exemple, les probabilités de supériorité Pr(patients>contréles)
sont de 0,97 pour les RM; et 0,94 pour I'AchE avec le test Holter ECG seul, et 0,99
pour les RM, et 0,94 pour 'AchE quand il est associé au test de compression

carotidienne.
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Expression des ARNmM circulants des RM, dans la
population pédiatrique de I'étude

Chez les enfants, de 1 a 18 ans, I'expression moyenne des RM, est
significativement augmentée chez les malades par rapport aux enfants controles,
avec une probabilité de supériorité Pr(patients>contréles) = 0,90. Les médianes
d’expression sont de 1,0 [0,3 ; 1,6] pour les patients et de 0,3 [0,2; 1,1] pour les
contrbles (figure 35).
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Figure 35. Expression des ARNm circulants des RM, dans la population pédiatrique
de l'étude
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Expression des ARNmM circulants de I'’AchE dans la
population pédiatrique de I'étude

Dans la sous-population pédiatrique de I'étude, il n'y a pas de différence
significative entre les 2 groupes. Les médianes sont de 0,7 [0,4 ; 1,1] pour les

patients et 0,5 [0,4 ; 1,1] pour les témoins. Pr(patients > contrdles) = 0,74 (figure 36).

Pr(patients>controles) = 0.74
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Figure 36. Expression des ARNm circulants de I'’AchE dans la population pédiatrique
de l'étude
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Rapport d’expression des ARNmM circulants RMj/AchE
dans la population pédiatrique de l'étude

La probabilité de supériorité que le rapport d’expression RM, /AchE soit plus
important chez les patients comparativement aux contrdles Pr(patients>contréles) est
estimée a 0,97. Les médianes sont respectivement de 1,2 [0,8; 1,6] et de
1,1[0,6 ;1,3] pour les patients et les controles (figure 37).
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Figure 37. Rapport d’expression des ARNm circulants RM, /AchE dans la population
pédiatrique de l'étude
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Discussion

Les ARNm circulants des RM; sont significativement surexprimés chez les
patients présentant des malaises vagaux, enfants et adultes, comparativement