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RÉSUMÉ 
 

Titre : Thérapie génique de l’insuffisance cardiaque par les phosphodiestérases 

 

Mots clés : AMPc, phosphodiestérase, insuffisance cardiaque, thérapie génique, arythmie 

 

Résumé :  

 

Une stimulation β-adrénergique (β-AR) aigue, par exemple au cours d’un exercice physique, 

accroît le second messager AMPc dans les cardiomyocytes aboutissant à une cascade d’évènements 

permettant d’augmenter la fonction cardiaque. Une élévation chronique des taux de catécholamines 

est délétère puisqu’elle participe au remodelage pathologique du cœur et à la progression vers 

l’insuffisance cardiaque (IC). L'IC correspond à l'incapacité du cœur à répondre aux besoins 

hémodynamiques de l'organisme. Si la majorité des patients meurt de défaillance cardiaque, une 

part importante décède d'arythmies.  

 

Les phosphodiestérases (PDEs) sont des enzymes essentielles puisqu’elles permettent non 

seulement la terminaison des signaux AMPc en dégradant ce nucléotide cyclique en 5’AMP inactif 

mais aussi l’organisation spatiale de ces signaux dans des compartiments subcellulaires spécifiques. 

L'IC s'accompagne de profonds remaniements de la voie β-AR et l'expression des PDEs est 

modifiée en conditions pathologiques, perturbant ainsi la compartimentation intracellulaire de 

l’AMPc. Il a été notamment démontré que l’expression d’une isoforme de PDE particulière, la 

PDE4B, diminue dans l'hypertrophie cardiaque et que l’invalidation du gène codant pour celle-ci 

favorise les arythmies ventriculaires chez la souris lors d’une stimulation β-AR. À l’inverse, 

l'expression d'une autre enzyme, la PDE2A, est augmentée dans l’IC, chez l’Homme et différents 

modèles animaux. Ceci constituerait un mécanisme de défense lors d'un stress cardiaque puisqu’il 

a été montré que sa surexpression atténue l’hypertrophie induite par la noradrénaline ou la 

phényléphrine et limite les arythmies chez la souris. 

 

L’objectif de mon travail était de tester l’hypothèse qu’une augmentation de l’activité des PDEs 

pourrait constituer une alternative aux traitements classiques de l’IC, pour limiter le remodelage 

hypertrophique, la progression vers l’IC et les arythmies associées. Pour cela, j’ai réalisé une 

thérapie génique dans des modèles murins d'IC grâce à des virus adéno-associé de type 9 (AAV9) 

codant pour la PDE4B ou la PDE2A. Mes résultats suggèrent que cette approche pourrait constituer 

une nouvelle stratégie thérapeutique prometteuse de l'IC en limitant le dysfonctionnement 

cardiaque, l’hypertrophie du ventricule gauche, et la survenue des arythmies ventriculaires mais 

seulement lorsque la PDE2A est surexprimée. 
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ABSTRACT 
 

Title: cAMP, phosphodiesterase, heart failure, gene therapy, arrhythmia 

 

Key words: cAMP, phosphodiesterase, heart failure, gene therapy, arrhythmia 

 

Abstract: 

 

Acute stimulation of β-adrenergic receptors (β-ARs), for example during physical activity, leads to 

the synthesis of the second messenger cAMP in cardiomyocytes, which triggers a cascade of events 

leading to the increase of cardiac function. While acute β-AR stimulation is beneficial to the heart, 

chronic β-AR activation is detrimental because it promotes cardiac remodeling and ultimately leads 

to heart failure (HF). HF is defined by the heart's inability to overcome hemodynamic needs of the 

body. While the majority of patients die of worsening heart function, a significant proportion dies 

suddenly of cardiac arrhythmias.  

 

Phosphodiesterases (PDEs) are crucial enzymes since they allow not only to terminate cAMP 

signals by degrading this second messenger into inactive 5’AMP but permit their spatial 

organization in subcellular compartments. HF is accompanied by profound rearrangements of the 

β-AR pathway and the expression of PDEs is modified under pathological conditions, thus 

disrupting cAMP intracellular compartmentation. The expression of one of these enzymes, PDE4B, 

is decreased in cardiac hypertrophy and the invalidation of the gene encoding PDE4B promotes 

ventricular arrhythmias under β-AR stimulation in mice. Conversely, the expression of another 

enzyme, PDE2A, is up-regulated in human and animal models of HF which may constitute an 

important defense mechanism during cardiac stress since its overexpression attenuates hypertrophy 

induced by norepinephrine or phenylephrine and limits cardiac arrhythmias.  

 

The purpose of my work was to test the hypothesis that an increase of PDE activity could constitute 

an alternative to conventional HF treatments to limit cardiac remodeling, HF progression and 

associated arrhythmias. To do so, I performed a cardiac gene therapy in mouse models of HF using 

serotype 9 adeno-associated viruses (AAV9) encoding for PDE4B or PDE2A. My results suggest 

that this approach may be a promising new therapeutic strategy during HF by limiting cardiac 

dysfunction, left ventricular hypertrophy, and could protect ventricular arrhythmias only when 

PDE2A is overexpressed.  
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INTRODUCTION 
 

I. Anatomie fonctionnelle du cœur  
 
Le système cardio-vasculaire constitué du cœur et des vaisseaux a pour fonction d’apporter aux 

organes, via le sang, l'oxygène (O2) et les nutriments indispensables à leur vie, et d'éliminer 

leurs déchets. Le cœur est un muscle creux qui représente une pompe pulsatile. Il se situe dans 

la région thoracique entre les poumons, légèrement en arrière et à gauche du sternum, et repose 

sur le diaphragme. Le cœur humain pompe cinq litres de sang par minute et battra plus de deux 

milliards de fois au cours d'une vie entière. Chaque contraction est contrôlée avec précision par 

une interaction complexe entre les signaux électriques et les forces mécaniques (Bers, 2002).  

 

I.1. Structure anatomique 
  
La paroi cardiaque est constituée de trois tuniques avec de l’extérieur vers l’intérieur : le 

péricarde qui est une double enveloppe qui entoure le cœur ; le myocarde qui correspond au 

muscle cardiaque (muscle strié) ; l’endocarde qui est une membrane endothéliale tapissant la 

face interne du cœur. 

 

Le cœur est composé de quatre cavités où s’abouchent les artères et les veines : deux cavités 

supérieures qui correspondent aux oreillettes droite (OD) et gauche (OG) séparées par le septum 

interauriculaire ; deux cavités inférieures qui constituent les ventricules droit (VD) et gauche 

(VG) séparés par le septum interventriculaire. Les oreillettes communiquent avec les 

ventricules par des orifices auriculoventriculaires. Ainsi, les cavités qui composent le cœur 

droit, l’OD et le VD communiquent par l’orifice tricuspide et l’OG et le VG qui constituent le 

cœur gauche échangent par l’orifice mitral. Chaque orifice auriculoventriculaire possède un 

appareil valvulaire formé par un anneau fibreux, des valvules et des cordages rattachant les 

valves aux piliers musculaires qui s’insèrent sur l’endocarde. Les orifices aortique et 

pulmonaire sont pourvus d’un anneau fibreux et de trois valves dites sigmoïdes (Figure 1).  
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Figure 1 : Anatomie du cœur 
D’après https://www.fedecardio.org/Je-m-informe/Le-coeur/le-fonctionnement-du-coeur  
 
 
Le cœur humain est constitué de différents types de cellules. Tous ces types de cellules 

contribuent aux propriétés structurelles, biochimiques, mécaniques et électriques du cœur. Les 

cardiomyocytes auriculaires et ventriculaires forment les parois musculaires du cœur, c'est-à-

dire le myocarde (Xin et al., 2013). Il est estimé que les cardiomyocytes constituent environ 

30% du nombre total de cellules (Gray et al., 2018) mais représentent plus de 70% de la masse 

cardiaque totale en raison de leur grand volume (Zhou & Pu, 2016 ; Doll et al., 2017). Les 

fibroblastes cardiaques sont des cellules d’origine mésenchymateuse qui synthétisent le 

collagène interstitiel (principalement des collagènes de types I, III et VI) (Camelliti et al., 2005) 

et la fibronectine qui sont des composants majeurs de la matrice extracellulaire (MEC) du cœur 

(Souders et al., 2009 ; Doppler et al., 2017). Ils sont supposées constituer plus de la moitié des 

cellules cardiaques (Xin et al., 2013 ; Bergmann et al., 2015). En revanche, les cellules 

musculaires lisses, qui supportent le système vasculaire, et les cellules endothéliales, qui 

forment l’endocarde, la membrane interne des vaisseaux sanguins et des valves cardiaques, sont 

généralement considérés comme beaucoup moins abondants (Xin et al., 2013 ; Doll et al., 

2017). Cependant, ces estimations ont été contestées et un rapport récent affirme que les cellules 
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endothéliales constitueraient la plus grande population cellulaire du cœur (Pinto et al., 2016). 

Les cellules pacemaker et les fibres de Purkinje sont des cardiomyocytes spécialisés qui 

génèrent et conduisent des impulsions électriques. Le nœud sino-auriculaire ou nœud sinusal 

(SAN, sinoatrial node), composé d’un groupe de cellules pacemaker, réside dans l’OD et 

génère des potentiels d’action (PA) pour initier la contraction du cœur. Le nœud atrio-

ventriculaire (AVN, atrioventricular node), situé entre les oreillettes et les ventricules, conduit 

l’impulsion électrique des oreillettes jusqu’aux ventricules (Xin et al., 2013). 

 

I.2. L’activité électrique du cœur  
 
Le rythme cardiaque dépend de deux composantes : une composante mécanique et une seconde 

électrique.  

 

La composante mécanique qui correspond au cycle cardiaque est de manière simplifiée, 

composée de deux phases : une phase de relaxation appelée diastole pendant laquelle les cavités 

cardiaques se remplissent de sang ; une phase de contraction correspondant à la systole qui se 

caractérise par une élévation de la pression intra-cavitaire et par l’éjection du sang dans le réseau 

circulatoire.  

 

La composante électrique est directement responsable de la phase mécanique. Le muscle 

cardiaque est doué d’automatisme. Comme décrit précédemment, il possède des fibres 

musculaires spécialisées dans la génération d’une activité électrique répétitive spontanée. Ces 

fibres constituent ce que l’on appelle le tissu nodal. Ce dernier possède un premier amas 

cellulaire dans la paroi de l’OD à proximité de l’abouchement de la veine cave supérieure, le 

SAN. Il a la propriété de générer spontanément de façon rythmique une impulsion électrique 

qui se propage aux deux oreillettes entraînant leur contraction. Le signal électrique est ensuite 

transmis à l’AVN puis relayé aux ventricules grâce au faisceau de His et au réseau de Purkinje 

(Figure 2). Compte tenu du temps de propagation de l’influx électrique, la contraction des 

ventricules est déclenchée quelques fractions de seconde après celle des oreillettes. En 

revanche, les systoles auriculaires droite et gauche se produisent quasiment simultanément et il 

en est de même pour les systoles ventriculaires droite et gauche. Au repos, la fréquence 

cardiaque (FC) de l’Homme est en moyenne de 60 à 80 battements par minute. 
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Figure 2 : Le circuit électrique du cœur 
D’après https://www.fedecardio.org/Je-m-informe/Le-coeur/lactivite-electrique-du-coeur     
 
 
I.3. La circulation sanguine  
 
Le cœur gauche assure la circulation systémique (grande circulation) qui alimente tous les 

organes périphériques. Tandis que le cœur droit assure la circulation pulmonaire (petite 

circulation) qui a pour but de renouveler les gaz du sang au niveau des alvéoles pulmonaires. 

 

Le sang issu des organes, pauvre en O2 et riche en déchets, est collecté par les veines caves 

inférieure et supérieure pour être ramené à l’OD. Puis, le sang passe de l’OD vers le VD à 

travers la valve tricuspide. Après contraction du VD, le sang est dirigé dans l’artère pulmonaire 

vers les poumons pour y être oxygéné. Une fois oxygéné, le sang revient à l’OG par les veines 

pulmonaires puis le sang passe de l’OG au VG par l’intermédiaire de la valve mitrale. Enfin, le 

sang oxygéné est propulsé du VG par l’aorte pour être amené vers tous les organes. Les valves 

pulmonaire et aortique ont pour rôle d’éviter le reflux du sang dans le VD et le VG, 

respectivement. La fraction d’éjection du VG (FEVG) est un paramètre quantifiant la force de 

contraction du VG et correspond au pourcentage d’éjection du sang contenu dans le VG lors 

d’un battement. Elle est considérée comme normale chez l’Homme lorsqu’elle est ≥ à 50 % 

(Ponikowski et al., 2016).  
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II. Le couplage excitation-contraction (CEC) cardiaque 
 
L’ensemble des processus cellulaires assurant la transformation d’un PA en une réponse 

mécanique, la contraction, constitue le CEC cardiaque ventriculaire (Bers, 2002) (Figure 3). 

L’ion calcium (Ca2+) est un second messager essentiel à l'activité électrique cardiaque et est 

l'activateur direct des myofilaments, à l’origine de cette contraction (Bers, 2001).  

 

 

 

Figure 3 : Le couplage excitation-contraction cardiaque  
Tubule T : tubule transverse ; LTCC : canal calcique de type L ; NCX : échangeur Na+/Ca2+ ; RyR2 : récepteur de 
la ryanodine (isoforme cardiaque) ; PLB : phospholamban ; RS : réticulum sarcoplasmique ; SERCA2a : pompe 
sarco/endoplasmic reticulum Ca2+/ATPase (isoforme cardiaque) ; PA : potentiel d’action ; [Ca2+]i : concentration 
de Ca2+ intracellulaire. 
D’après Bers, 2002. 
 
 
II.1. Excitation 
 
Comme j’ai pu l’aborder dans le chapitre précédent, la contraction synchrone des oreillettes et 

des ventricules est rendue possible par l’acheminement d’impulsions d'excitation électriques 

générées par des groupes de cellules cardiaques pacemaker. L’excitabilité cardiaque normale 

résulte d'un équilibre entre des courants ioniques dépolarisants et repolarisants sous-jacents au 

PA cardiaque (Figure 4) (Marbán, 2002 ; Nerbonne & Kass, 2005).  
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Figure 4 : Potentiel d’action ventriculaire et courants ioniques  
A. PA ventriculaire humain simulé (noir) et les canaux calciques de type T (bleu) ; B. Les principaux courants 
dépolarisants sodique (INa, rouge) et calcique de type L (ICa,L, bleu) (l'encart indique les différentes périodes 
d'activation et de décroissance du courant) ; C. Les principaux courants potassique repolarisants (Ito, violet ; IKr, 
brun ; IKs, noir ; IK1, vert) ; D. Les courants Na+/Ca2+ (INCX, turquoise) et Na+/K+ (INKA, noir) au cours d'un PA 
ventriculaire.  
D’après Bartos et al., 2015. 
 
 
Dans un cardiomyocyte ventriculaire, la phase 0 correspond à la phase de dépolarisation initiale 

rapide entraînée par le courant de sodium (Na+) rapide INa permettant au potentiel de membrane 

de passer dans une plage de tension positive. Cette phase est essentielle à la propagation rapide 
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de l’impulsion cardiaque (vitesse de conduction, θ = 1 m/s) (Grant, 2009). Elle est suivie d'une 

brève repolarisation partielle (phase 1) entraînée par l’activation des canaux potassiques 

sortants à l’origine du courant Ito (sommation Ito,f et Ito,s) et de la phase de plateau (phase 2), 

contrebalancée par un apport en Ca2+ par les courants calciques de type L (ICa,L) et les courants 

potassiques repolarisants. Ces derniers mettent également fin au PA de la phase 3 correspondant 

à la repolarisation finale. La phase 4 constitue l'état de repos avec un potentiel de l'ordre de -80 

à -90 mV et est principalement maintenu par le courant potassique rectifiant entrant (IK1) 

(Figure 4) (Grant, 2009 ; Rahm et al., 2018). 

 

II.2. Contraction 
 
Au repos, la concentration cytoplasmique de Ca2+ [Ca2+] dans un cardiomyocyte est basse 

avoisinant 100 nM. Lorsqu’un PA est produit, celui-ci va être acheminé jusqu’au cœur de la 

cellule grâce à des invaginations du sarcolemme, les tubules T (Orchard & Brette, 2008). La 

dépolarisation membranaire qui en découle active les LTCCs ou récepteurs aux 

dihydropyridines (DHPR) provoquant une entrée de Ca2+ dans la cellule. Ce Ca2+ permet 

l’ouverture du canal calcique du RS nommé RyR2 entraînant une augmentation locale de la 

[Ca2+]i de l’ordre de 1 µM et par conséquent la contraction. Ce mécanisme est appelé Ca2+-

induced Ca2+-release (CICR) (Figure 3) (Fabiato & Fabiato, 1978a).  

 

La succession de bandes sombres (bande A pour Anisotropique) et claires (bande I pour 

Isotropique) confère un aspect strié aux cardiomyocytes. Une ligne sombre Z 

« Zwischenscheibe » s’infiltre au milieu de la bande I. Une bande claire H « Hensen » traverse 

également la bande A, elle-même affichant en son centre, une ligne sombre M 

« Mittelmembran ». Le sarcomère situé entre deux stries Z, constitue l’unité contractile des 

cardiomyocytes (Figure 5) (Golob et al., 2014). La formation de myofibrilles dans la cellule 

cardiaque émane de l’assemblage de plusieurs sarcomères, entre lesquelles s’introduisent 

plusieurs mitochondries. Les mitochondries représentent environ 35% du volume 

cytoplasmique d’un cardiomyocyte. Elles jouent un rôle important puisqu’elles sont 

responsables de la production énergétique par la synthèse d’adénosine triphosphate (ATP) 

indispensable à la contraction, et participent également au contrôle de l’homéostasie calcique 

(Bers, 2001).  
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Figure 5 : Représentation schématique d’un sarcomère   
Adapté de Golob et al., 2014 
 
 
Au sein des myofilaments, la machinerie contractile implique trois classes de protéines : les 

protéines contractiles représentées par la myosine et l’actine ; les protéines régulatrices 

constituées de la troponine et de la tropomyosine (Tm) ; les protéines structurales qui 

correspondent à la protéine C de liaison à la myosine (MyBP-C), l’α-actinine et la titine. Dans 

les filaments fins d’actine, la troponine est composée de la troponine I « inhibitory » (TnI), C 

« Ca2+ binding » (TnC) et T « tropomyosin binding » (TnT) (Figure 6). Elle s’associe à la Tm 

par le biais de la TnT pour former le complexe troponine-tropomyosine. La TnI, quant à elle, 

lie l’actine et inhibe la contraction. La TnC fixe le Ca2+ (Figure 6). La titine considérée comme 

la plus grosse protéine connue (~ 3 MDa) interagit avec l’α-actinine et la MyBP-C. Au cours 

de la contraction, elle permet de conserver l’alignement des filaments (Granzier & Labeit, 

2004 ; Tonino et al., 2017) et contribue au retour à la longueur de repos du cardiomyocyte. Lors 

de la diastole, elle réduit le degré d’extension de la cellule (Granzier & Irving, 1995).  
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Figure 6 : Le complexe actomyosine dans le muscle cardiaque    
Le Ca2+ se lie à la TnC, ce qui induit un changement de conformation du complexe troponine-tropomyosine. La 
tropomyosine s'enfonce alors plus profondément dans le sillon de l'actine, révélant ainsi les sites de fixation de la 
myosine sur l’actine.  
Adapté de Kuo & Ehrlich, 2015 
 
 
Le mécanisme moléculaire de la contraction a été mis en évidence par la théorie des filaments 

glissants (Huxley & Hanson, 1954). L’augmentation de la [Ca2+]i, passant de 100 nM à 1 µM, 

permet la liaison du Ca2+ à la TnC ce qui lève l’inhibition effectuée par la TnI sur l’actine. 

Ainsi, la TnC fait pivoter le complexe troponine-tropomyosine ce qui expose les sites de 

fixation de la myosine. Le glissement des filaments est donc possible grâce à l’interaction entre 

les têtes de myosine et l’actine qui active l’activité ATPase de la myosine (Chalovich & 

Eisenberg, 1982). L’énergie libérée par l’hydrolyse de l’ATP est instantanément transformée 

en énergie mécanique, engendre le glissement des filaments fins d'actine sur les filaments épais 

de myosine et raccourcit les sarcomères déclenchant la contraction (de Tombe, 2003). La 

fixation d’une nouvelle molécule d’ATP à la myosine la libère ensuite de l'actine pour réitérer 

le processus (Figure 7).  
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Figure 7 : Processus de contraction via le cycle ATPasique de l’actomyosine    
1. Le Ca2+ se lie à la TnC entraînant un changement de conformation du complexe troponine-tropomyosine qui 
révèle les sites de fixation de la myosine sur l'actine ; 2. L'ATP se lie ensuite sur la myosine ; 3. Puis l'ATP est 
hydrolysé ; 4. Les têtes de myosine sont donc activées entraînant la formation de ponts d’union avec l’actine ; 5. 
Suite à la libération du Pi (phosphate inorganique), les têtes de myosine pivotent ce qui créer une force permettant 
le glissement des filaments d’actine le long des filaments de myosine et le raccourcissement des sarcomères ; 6. 
L’ADP (adénosine diphosphate) est alors libéré. 
Adapté de Kuo & Ehrlich, 2015 
 
 
II.3. Relaxation 
 
Le retour du sarcomère à sa longueur de base correspond à la relaxation du cardiomyocyte. Elle 

est rendue possible par une réduction rapide de la [Ca2+]i permettant ainsi au Ca2+ de se dissocier 

de la troponine. Dans un premier temps, la majorité du Ca2+ systolique réintègre le RS grâce à 

la pompe calcique SERCA2a, ce qui correspond à un transport actif à raison de deux molécules 

de Ca2+ transportées par molécule d’ATP hydrolysée (Bers, 1997). L’activité de l’ATPase est 

inhibée par la déphosphorylation de sa protéine associée, le PLB. Son inhibition est levée au 

cours d’une augmentation de la [Ca2+]i. En effet, les ions Ca2+ se fixent sur la SERCA2a 

provoquant une dissociation partielle du PLB (Bidwell et al., 2011). Le reste du Ca2+ est extrudé 

hors du cytosol par l’échangeur NCX et la Ca2+-ATPase du sarcolemme ou réintégré dans la 

mitochondrie grâce au canal calcique mitochondrial « Mitochondrial Ca2+ Uniporter » (MCU) 

(Figure 3). Puis, suite au détachement des ponts actomyosines, la titine restitue la force de 

compression accumulée lors de la contraction correspondant à la restoring force (Helmes et al., 

1996 ; Biesiadecki et al., 2014). La fermeture du RyR2 participe également à diminuer la 

concentration cytosolique de Ca2+.  
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II.4. Régulation du CEC cardiaque 
 

II.4.1. Loi de Frank-Starling 
 
La loi de Frank-Starling constitue le principal mécanisme intrinsèque impliqué dans le contrôle 

de la force de contraction du muscle cardiaque. Elle met en évidence le lien qui existe entre 

l’étirement des fibres musculaires et leurs performances contractiles. Selon cette loi, plus la 

précharge est élevée, plus grande sera la force produite par le cœur pour éjecter le sang (Fuchs 

& Martyn, 2005). La précharge correspond au volume télédiastolique (VTD) ou volume en fin 

de diastole du VG ou du VD. La postcharge du VG est beaucoup plus élevée que celle du VD. 

L’indépendance des variations de postcharge droite et gauche implique que chaque ventricule 

puisse adapter indépendamment sa précharge de manière à conserver le même débit moyen. De 

plus, l’asymétrie des compliances ventriculaires droite et gauche explique que pour la même 

augmentation de volume, la pression télédiastolique augmente davantage dans le VG par 

rapport au VD. Par conséquent, un VTD augmenté conduit à une amplification du volume 

d’éjection systolique (VES) et du débit cardiaque (Q) par augmentation de la force de 

contraction. La postcharge, quant à elle, correspond aux forces s’opposant à l’éjection du 

ventricule lors de la systole et est représentée par la pression systémique pour le VG et la 

pression artérielle pulmonaire pour le VD. En effet, la pression artérielle est définie comme 

étant le résultat de la force exercée par le sang sur la paroi des vaisseaux sanguins par unité de 

surface. Cette force est générée par le cœur lors de chaque contraction des ventricules. 

Physiologiquement, elle est la résultante du débit cardiaque et des résistances périphériques. 

Une élévation de la postcharge correspond à augmenter les contraintes auxquelles fait face le 

VG lorsqu’il commence à se contracter. C’est le cas notamment lors d’une hypertension 

artérielle ou d’un rétrécissement aortique. Par conséquent, l'augmentation de la postcharge 

provoque une diminution du VES qui aboutit à une élévation des résistances périphériques, sous 

l’effet d’une stimulation du système rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA). Ainsi, le cœur 

s'adapte pour tenter de retrouver un volume satisfaisant, soit en augmentant sa contractilité, soit 

par une augmentation de la précharge.  

 

À l’échelle cellulaire, cette relation pression/volume est également observée au travers de la 

relation tension/longueur (Gordon et al., 1966), sans changement du transitoire calcique (Shiels 

& White, 2008). La tension active générée par la contraction musculaire est fonction de la 

tension passive fournie par l’étirement des myofibrilles. Cette relation tension/longueur repose 

principalement sur des changements de la sensibilité au Ca2+ des myofilaments qui augmente 
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avec la longueur des sarcomères (Figure 8) (Fabiato & Fabiato, 1978b ; Cazorla & 

Lacampagne, 2011). Pour une même quantité de Ca2+, la force développée est plus importante 

lorsque les sarcomères sont étirés. Par conséquent, la sensibilité au Ca2+ des myofilaments est 

évaluée en partie par les interactions actomyosine. Cependant, les mécanismes de régulation de 

la sensibilité au Ca2+ des myofilaments ne sont pas intégralement élucidés (Fuchs & Martyn, 

2005). 

 

 

 

Figure 8 : Relation entre la longueur des sarcomères et la sensibilité au Ca2+ 
Longueur du sarcomère : 3 - 3,10 µm (carrés blancs) ; 2,60 - 2,70 µm (triangles noirs) ; 2,20 - 2, 30 µm (ronds 
blancs). Cette expérience a été réalisée dans des cellules ventriculaires de grenouille. L’augmentation de la 
longueur du sarcomère conduit à une augmentation de la sensibilité au Ca2+ des myofilaments.  
D’après Fabiato & Fabiato, 1978b  
 
 
II.4.2. Régulation neuro-hormonale de la fonction cardiaque  
 
Pour pallier aux variations des besoins métaboliques de l’organisme, lors des situations de stress 

ou de repos, la force et la FC sont principalement régulées par le système nerveux autonome 

(SNA) ou végétatif. Le SNA est l'une des deux composantes du système nerveux périphérique. 

Il est sous le contrôle du cortex cérébral, de l’hypothalamus et du bulbe rachidien (Gordan et 

al., 2015). Sa fonction principale est de faire circuler des informations entre le système nerveux 

central (SNC) et les organes par l’intermédiaire des systèmes nerveux (ortho)sympathique 

(SNS) et parasympathique (SNP).  
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Le cœur reçoit un ensemble de nerfs appartenant à ces deux grands systèmes : 

- Le SNP est constitué par les nerfs X (nerfs vagues) ou pneumogastriques qui sont des 

nerfs cardio-modérateurs et sont connectés d’une part au cœur et d’autre part au bulbe 

rachidien. Ce système produit des effets bathmotrope (excitabilité cardiaque), inotrope 

(contractilité cardiaque), dromotrope (vitesse de conduction des influx électriques), 

lusitrope (relaxation cardiaque) et chronotrope (fréquence de contraction) négatifs.  

- Le SNS est composé des nerfs sympathiques qui sont des nerfs cardio-accélérateurs et 

sont reliés au cœur d’un côté et au bulbe rachidien de l’autre, en passant par la moelle 

épinière. À l’inverse, ce système génère des effets bathmotrope, inotrope, dromotrope, 

lusitrope et chronotrope positifs (Figure 9). 

 

 

 

Figure 9 : La double innervation du cœur     
D’après Kobayashi et al., 2013 
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Au repos, chez l’Homme, l'activité du SNP prédomine pour contrôler la fonction cardiaque et 

constitue le tonus vagal. L’acétylcholine (ACh) libérée par les fibres parasympathiques active 

les récepteurs muscariniques M2 qui sont couplés à une protéine Gαi. Le ralentissement du 

rythme cardiaque qui en découle s’accompagne d’une légère réduction de la force de 

contraction (Gordan et al., 2015).  

 

À l’inverse, l'activation du SNS prépare l'organisme à l'action. En réponse à un stress, il 

orchestre la réponse dite de combat ou de fuite connue sous le nom de fight or flight. Le taux 

de catécholamines est par conséquent augmenté. L’adrénaline (épinéphrine) et la noradrénaline 

(norépinéphrine) sont des neurotransmetteurs synthétisés par les neurones postganglionnaires 

du SNS et interviennent dans la régulation à court terme via l’arc baroréflexe. Avec la 

dopamine, elles peuvent être également sécrétées par les cellules chromaffines de la 

médullosurrénale en tant qu’hormones et, en revanche avoir une action à plus long terme. Dans 

des conditions de stress, l’augmentation de l’épinéphrine plasmatique provient presque 

entièrement de la médullosurrénale (80%) (McCorry, 2007 ; Gordan et al., 2015), tandis 

qu’environ 70% de la norépinéphrine plasmatique provient des nerfs sympathiques 

(Kvetnansky et al., 1979). Les catécholamines se lient sur les récepteurs α et β-adrénergiques 

(α et β-ARs) qui appartiennent à la superfamille des récepteurs à sept domaines 

transmembranaires couplés aux protéines G (RCPGs). Les récepteurs α1-ARs, représentant 

approximativement 10% des récepteurs adrénergiques totaux (Jensen et al., 2014), sont couplés 

à une protéine Gαq et permettent de contrôler la croissance et l’hypertrophie cardiaque lorsqu’ils 

sont activés (Jensen et al., 2014 ; Cotecchia et al., 2015). Les récepteurs β-ARs, quant à eux, 

sont prépondérants (Bristow et al., 1986) et sont couplés à une protéine Gαs (Gordan et al., 

2015). Globalement, une stimulation des récepteurs β-ARs met en jeu la voie de signalisation 

du second messager intracellulaire adénosine 3’,5’-monophosphate cyclique (AMPc) et conduit 

à une élévation des niveaux d’AMPc (Bers, 2002). La protéine kinase dépendante de l’AMPc 

(PKA) est activée par ce nucléotide cyclique et va ainsi phosphoryler les protéines clés du CEC. 

Les évènements qui s’ensuivent sont : une augmentation de la force de contraction développée 

(effet inotrope positif) ; une accélération de la fréquence de contraction (effet chronotrope 

positif) ; une hausse de la vitesse de relaxation cardiaque (effet lusitrope positif) (Bers, 2002). 

Le chapitre suivant abordera plus en détails l’implication du second messager AMPc dans la 

régulation neuro-hormonale du CEC par la voie de signalisation β-AR.   
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III. Signalisation du second messager AMPc dans le cœur   
 

III.1. Voie de synthèse de l’AMPc 
 
La production de l’AMPc est lancée lorsqu'un premier messager extracellulaire (hormones, 

neurotransmetteurs) se lie à un RCPG (Zaccolo, 2009). Dans le cœur, différents récepteurs 

couplés à une protéine Gαs ont la capacité de générer de l’AMPc : les récepteurs au glucagon 

(Rochais et al., 2006 ; Hernández-Cascales, 2018), à la sérotonine de type 5-HT4 (Qvigstad et 

al., 2005), à l’histamine de type H2 (Francis & Tang, 2006), à la prostaglandine E2 (Liu et al., 

2012 ; Pang et al., 2016) et les récepteurs β-ARs (Rochais et al., 2006).  

 

Le second messager AMPc régule une multitude de réponses cellulaires et est impliqué dans la 

coordination d’un réseau d’événements intracellulaires. Ces effets concernent principalement 

l’activation de la PKA et la phosphorylation de plusieurs protéines clés impliquées dans le CEC, 

telles que le LTCC, le PLB, RyR2 et la TnI (Bers, 2002). L'AMPc est impliqué dans la 

régulation d’une grande variété de processus biologiques, notamment la transcription génique, 

le métabolisme cellulaire, la prolifération et le développement (Zaccolo, 2011). Néanmoins, la 

stimulation de tous les RCPGs bien que générant de l’AMPc, ne mène pas à des effets 

fonctionnels similaires mais activent des effecteurs spécifiquement localisés ce qui a conduit à 

l'hypothèse d'une compartimentation des signaux AMPc (Fischmeister et al., 2006).  

 

Ce chapitre se focalisera sur l’importance de la place qu’occupent les récepteurs β-ARs dans la 

régulation de la fonction cardiaque. Il abordera également les enzymes responsables de la 

synthèse du second messager AMPc : les adénylates cyclases (AC), ainsi que la description et 

le rôle des nombreux effecteurs de ce nucléotide cyclique.   

 

III.1.1. Les récepteurs β-adrénergiques 
 
Deux médecins américains, Robert Lefkowitz et Brian Kobilka, ont reçu le prix Nobel de 

Chimie 2012 pour les récompenser de leurs travaux sur les RCPGs qui ont notamment 

énormément contribués à comprendre le fonctionnement des récepteurs β-ARs. Actuellement, 

trois gènes codant pour trois sous-types de récepteur β-AR ont été caractérisés : β1, β2 et β3 

(Frielle et al., 1987 ; Kobilka et al., 1987 ; Emorine et al., 1989 ; Gauthier et al., 1996). Dans 

les ventricules humains, les récepteurs β1-ARs prédominent et représentent environ 80 % du 

total des récepteurs β-ARs. Tandis que les 20 % restants correspondent aux récepteurs β2-ARs, 
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la proportion des β3-ARs est infime (Bristow et al., 1986 ; Brodde, 1991 ; Moniotte et al., 2001 ; 

Lohse et al., 2003 ; Xiang & Kobilka, 2003). Myagmar et al. ont récemment confirmé, par le 

biais de leur étude réalisée sur des cardiomyocytes ventriculaires de souris, que les récepteurs 

β1-ARs prépondèrent et sont exprimés dans toutes les cellules cardiaques. En revanche, les 

récepteurs β2 et β3-ARs seraient présents dans seulement 5 % des cardiomyocytes chez ces 

rongeurs d’après ces auteurs (Myagmar et al., 2017).  

 

Les catécholamines possèdent des propriétés agonistes sur les trois sous-types β-AR, mais avec 

des profils d’affinité qui diffèrent : isoprénaline (agoniste synthétique non sélectif) > 

noradrénaline ≥ adrénaline pour le β1-AR, isoprénaline > adrénaline > noradrénaline pour le β2-

AR et une faible affinité pour le β3-AR comparativement aux deux autres sous-types (Molinoff, 

1984 ; Stiles & Lefkowitz, 1984).   

 

a) Fonctionnement des récepteurs β-ARs  
 
Les récepteurs β-ARs appartiennent à la superfamille des RCPGs et sont couplés à des protéines 

G hétérotrimériques, connues sous le nom de guanine nucleotide-binding proteins. Ces 

récepteurs possèdent une structure conservée comprenant une partie N-terminale 

extracellulaire, une partie C-terminale intracellulaire et sept hélices α transmembranaires (Ji et 

al., 1998). À l’état inactif, les protéines G sont constituées de trois sous-unités associées qui 

sont Gα, Gβ, Gγ et une molécule de guanosine diphosphate (GDP) est liée à Gα (Figure 10). Les 

protéines G se lient étroitement et souvent de manière réversible aux membranes cellulaires. 

Des modifications lipidiques covalentes consistent en un ancrage membranaire hydrophobe des 

protéines G permettant leurs attachements à la face cytoplasmique de la membrane 

(Wedegaertner, 1998 ; Escribá et al., 2007 ; Marrari et al., 2007) et sont essentielles à leurs 

activations (Marrari et al., 2007). Les sous-unités Gα sont modifiées au niveau de leurs 

extrémités N-terminales par les acides gras myristate et/ou palmitate, tandis que les sous-unités 

Gγ sont modifiées par les isoprénoïdes farnésyl ou géranylgéranyl sur leurs terminaisons 

carboxyles (Escribá et al., 2007). Ces modifications facilitent l’association du complexe de la 

sous-unité Gβγ avec les membranes et sont indispensables pour les interactions Gβγ avec la sous-

unité Gα et les molécules effectrices (Linder et al., 1993).  

 

Après fixation d’un agoniste, le récepteur subit un changement de conformation. Par 

conséquent, la diminution de l’affinité de la sous-unité Gα pour le GDP permet un échange 
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contre une guanosine triphosphate (GTP) et sa dissociation des deux autres sous-unités 

(Kobilka, 2011). La sous-unité Gα activée va pouvoir ensuite agir sur différents effecteurs 

intracellulaires en aval du récepteur stimulé. Les protéines RGS pour Regulator of G-protein 

Signaling accélèrent la capacité d’hydrolyse du GTP et permettent ainsi le retour rapide de la 

protéine G à un état inactif (De Vries et al., 2000) (Figure 10).  

 

 

 

Figure 10 : Processus d’activation et d’inactivation des protéines G     
Adapté de Siderovski & Willard, 2005 
 
 

b) Signalisation β-AR  
 
Les récepteurs β1 et β2-ARs couplés à une protéine Gαs ont un rôle majeur dans la régulation du 

CEC cardiaque. Ainsi, une stimulation β1 ou β2-AR active les AC qui catalysent la conversion 

locale d’ATP en AMPc. Suite à une augmentation intracellulaire importante d’AMPc, la PKA 

activée peut phosphoryler les protéines clés du CEC. Notamment, le LTCC phosphorylé 

contribue à une entrée de Ca2+ dans le cardiomyocyte. De plus, la libération de Ca2+ du RS par 

le canal calcique RyR2 est potentialisée par la PKA ce qui renforce l’inotropisme cardiaque. 

Par ailleurs, la phosphorylation de la TnI et de la MyBP-C au niveau des myofilaments ainsi 

que le PLB accélère la relaxation du myocarde (Bers, 2002). L’ensemble de ces évènements 

conduit donc à des effets inotrope, chronotrope et lusitrope positifs (Figure 11) (Bers, 2002)  

Xiao et al., 2004). Or, une stimulation des récepteurs β1-ARs peut également exercer un 

rétrocontrôle négatif sur les effets précédemment évoqués de par une activation de la 

phosphoinositide 3-kinase γ (PI3Kγ) inhibant le courant calcique de type L. Cette activation 

impliquerait les sous-unités Gβγ ainsi que la PKA (Leblais et al., 2004). 
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Les récepteurs β1 et β2-ARs ont des rôles fonctionnels différents (Xiao & Lakatta, 1993), bien 

qu’ils soient tout deux couplés à une protéine Gαs. Les récepteurs β2-ARs peuvent également 

être couplés à une protéine Gαi ce qui pourrait expliquer ces différences (Figure 11) (Daaka et 

al., 1997). Les effets d’une activation β1-AR sont plus marqués que ceux produits par les 

récepteurs β2-ARs. Dans de nombreuses espèces animales, il a été montré que seule la 

stimulation β1-AR accélère considérablement le retour du transitoire calcique à son niveau 

diastolique et par conséquent la relaxation cardiaque (Xiao et al., 1994 ; Chen-Izu et al., 2000). 

Il a été rapporté qu’une stimulation β2-AR a des effets négligeables quant à la phosphorylation 

PKA-dépendante du PLB par rapport aux récepteurs β1-ARs (Xiao et al., 1994 ; Zheng et al., 

2005 ; Macdougall et al., 2012). Par ailleurs, une stimulation β1 et β2-AR induit une diminution 

de l’interaction du Ca2+ avec les myofilaments par phosphorylation de la TnI et de la MyBP-C. 

Bien que cette baisse soit moins importante avec le sous-type β2 dans le cœur humain (Zheng 

et al., 2005), ce phénomène n’est pas retrouvé chez le rongeur (Xiao et al., 1994 ; Chen-Izu et 

al., 2000). De plus, les récepteurs β2-ARs sont associés à un effet inotrope positif plus modéré 

que les β1-ARs. Chez des souris présentant une délétion du gène codant pour le récepteur β2-

AR, l’effet des catécholamines reste inchangé en comparaison des souris sauvages (Rohrer et 

al., 1999) et pourrait être lié à une expression β2-AR démontrée comme étant infime dans le 

cœur de souris (Myagmar et al., 2017). La localisation des récepteurs β2-ARs dans les cavéoles 

peut également jouer un rôle dans la signalisation qui en découle. Dans des myocytes 

ventriculaires de rats adultes, il a été mis en évidence que les cavéoles compartimentent la 

réponse β2-AR (Macdougall et al., 2012). Suite à une perturbation des cavéoles induite par un 

agent nommé méthyl-β-cyclodextrine ayant pour fonction d’éliminer le cholestérol qui est le 

composant majeur des cavéoles (Rothberg et al., 1992), une stimulation β2-AR affiche des 

réponses inotropes et lusitropes marquées (Calaghan et al., 2008 ; Macdougall et al., 2012) 

associées à une augmentation d’environ 65 % de la phosphorylation des protéines PLB et TnI 

(Calaghan et al., 2008).  

 

Cette régulation adrénergique différentiée du CEC cardiaque peut s’expliquer par une 

compartimentation du signal AMPc avec la formation de signalosomes et le contrôle localisé 

de la dégradation de l’AMPc par les phosphodiestérases (PDEs) (Jurevicius & Fischmeister, 

1996 ; Fischmeister et al., 2006 ; Nikolaev et al., 2006 ; Leroy et al., 2018). Tandis que les 

récepteurs β1-ARs occupent toute la surface des cardiomyocytes y compris les tubules T, les 

β2-ARs sont principalement distribués dans les tubules T et les rafts lipidiques dont les cavéoles 

où ils interagissent avec le LTCC et la PKA (Calaghan et al., 2008). De plus, l'AMPc 
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cytoplasmique médiée par la signalisation β1-AR est principalement contrôlée par la PDE4, 

alors que l'AMPc généré suite à une stimulation β2-AR est sous le contrôle de plusieurs 

isoformes de PDEs, notamment la PDE2, la PDE3 et la PDE4 (Nikolaev et al., 2006). Les 

récepteurs β1-ARs permettent ainsi une diffusion du second messager à l’ensemble des cellules 

cardiaques contrairement aux β2-ARs qui génèrent un signal AMPc beaucoup plus localisé 

(Zheng et al., 2005 ; Nikolaev et al., 2006 ; Nikolaev et al., 2010 ; Gorelik et al., 2013 ; Berisha 

& Nikolaev, 2017). Une autre explication pourrait résider dans le couplage des récepteurs aux 

protéines G hétérotrimériques. Si les récepteurs β1-ARs sont exclusivement couplés aux 

protéines Gαs, les récepteurs β2-ARs peuvent être à la fois couplés aux protéines Gαs et Gαi 

(Figure 11) (Daaka et al., 1997). En effet, dans des cardiomyocytes néonataux de souris, une 

inhibition des protéines Gαi par la toxine de Bordetella pertussis (PTX) augmente la 

phosphorylation des LTCCs et la contraction cellulaire (Xiang et al., 2002 ; Balijepalli et al., 

2006). Dans des cardiomyocytes de rats adultes, cette inhibition contribue également à 

augmenter la phosphorylation du PLB (Kuschel et al., 1999 ; Calaghan et al., 2008). En outre, 

il a été proposé que la stimulation des récepteurs β2-ARs couplés à la protéine Gαi pourrait soit 

activer directement l’activité des phosphatases, soit inhiber l’activation de la PKA au niveau 

des compartiments subcellulaires pour moduler de manière indirecte l’activité de la protéine 

phosphatase 1 (PP1) via la phosphorylation PKA-dépendante de l’inhibiteur endogène de la 

protéine phosphatase 1 (I-1). Par conséquent, la diminution de l’effet de l’inhibiteur permettrait 

une déphosphorylation plus active du PLB (Neumann et al., 1991 ; Kuschel et al., 1999). 

Effectivement, il a été mis en évidence qu’I-1 pourrait spécifiquement réguler le complexe 

PP1/PLB du RS. L’inhibiteur est activé par la PKA et indirectement par la CaMKII. Tandis que 

la protéine kinase C (PKC), la protéine phosphatase 2A (PP2A) et la protéine phosphatase 2B 

(PP2B) (nommée calcineurine) limitent l'activité d’I-1 (Weber et al., 2015). La CaMKII et la 

calcineurine, et par la suite également I-1, sont régulés par les taux de Ca2+ intracellulaires 

médiés par un équilibre de flux complexe provenant des réserves de Ca2+ internes du RS, des 

mitochondries et du noyau, ainsi que de l'influx de Ca2+ provenant de l'espace extracellulaire 

(Weber et al., 2015). I-1 agit principalement sur la PP1 qui déphosphoryle une multitude de 

protéines fonctionnelles du cardiomyocyte et peut avoir un rôle sur différentes fonctions 

cellulaires, notamment la contraction, les flux/courants ioniques, la transcription et/ou 

l'épissage (Weber et al., 2015 ; Weber et al., 2016). En supprimant l'activité de la PP1, il se 

comporterait comme un agent ionotrope par le biais d’une augmentation de la phosphorylation 

du PLB amplifiant ainsi la réponse issue d’une activation β-AR (Nicolaou et al., 2009 ; 

Nicolaou & Kranias, 2009). De plus, des travaux récents rapportent des différences 
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d’expression des récepteurs β2-ARs en fonction de la région du cœur. Le sous-type β2-AR forme 

une proportion plus importante au niveau de l’apex (Gorelik et al., 2013 ; Wright et al., 2018). 

En réponse à une stimulation β2-AR, les cardiomyocytes situés à l’apex augmentent davantage 

leur contractilité par rapport à ceux situés à la base du cœur ce qui peut être à l’origine du 

développement de la cardiomyopathie de Takotsubo, un syndrome associé à une forte activité 

sympathique, bien que les quantités d’AMPc cytosoliques produites sont comparables dans les 

deux régions (Wright et al., 2018). Une explication pourrait résider dans la compartimentation 

de la réponse β2-AR par les cavéoles (Macdougall et al., 2012). Il a été mis en évidence un plus 

grand nombre de cavéoles dans les membranes plasmiques des cardiomyocytes de la base du 

cœur (Wright et al., 2018) ce qui signifie que la réponse β2-AR dans les cardiomyocytes de 

l’apex serait plus diffuse et moins compartimentée. Dans le cadre de cette pathologie, la 

phosphorylation du récepteur β2-AR par la PKA favoriserait son couplage à la protéine Gαi pour 

produire des effets inotropes négatifs (Nikolaev et al., 2010 ; Gorelik et al., 2013).  

 

 

 

Figure 11 : Voies de signalisation β1 et β2-ARs dans le cœur  
Adapté de Xiao et al., 2004 
 
 
Bien que les récepteurs β3-ARs sont majoritairement localisés au niveau des cellules 

endothéliales des petits vaisseaux, leur présence a également été mise en évidence dans le cœur 

(Gauthier et al., 1996 ; Tavernier et al., 2003 ; Xiang & Kobilka, 2003) où il a été proposé un 
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couplage avec la protéine Gαi (Gauthier et al., 1996). À l’étage ventriculaire, une stimulation 

β3-AR est associée à une production de monoxyde d’azote (NO) et de guanosine 

monophosphate cyclique (GMPc) par la NO synthase (NOS) de type endothéliale et la 

guanylate cyclase soluble (sGC), respectivement (Gauthier et al., 2000 ; Balligand, 2016). Le 

GMPc va ensuite activer la protéine kinase dépendante du GMPc (PKG) qui phosphoryle la 

TnI. Par conséquent, la sensibilité au Ca2+ des myofilaments est réduite ce qui se traduit par un 

effet inotrope négatif (Gauthier et al., 1996 ; Gauthier et al., 1998). En revanche, contrairement 

aux tissus ventriculaires, à l’étage auriculaire où l’expression des récepteurs β3-ARs y est plus 

abondante, leur activation stimule les LTCCs et augmente la contractilité du tissu atrial via une 

voie dépendante de l’AMPc suggérant un couplage possible des récepteurs β3-ARs à la protéine 

Gαs (Skeberdis et al., 2008). 

 

III.1.2. Les adénylates cyclases  
 
Les AC activées par la protéine Gαs libérée lors d’une stimulation d’un RCPG par les 

catécholamines ou diverses hormones constituent les principales sources de l'AMPc dans les 

cardiomyocytes. Les AC sont des enzymes ubiquitaires qui catalysent la conversion de l’ATP 

en AMPc et en pyrophosphate. La structure des AC consiste en 12 domaines transmembranaires 

divisés en 2 domaines hydrophobes (M1 et M2 avec 6 domaines transmembranaires chacun) et 

en 2 boucles intracellulaires principales appelées Cl et C2 qui se dimérisent naturellement pour 

former le domaine catalytique (Figure 12) (Pierre et al., 2009).  

 

 

 

Figure 12 : Structure de l’adénylate cyclase     
D’après Pierre et al., 2009 
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À ce jour, neuf isoformes d’AC transmembranaires et une isoforme soluble (ACs) codées par 

des gènes distincts ont été identifiées chez les mammifères. Ces isoformes sont 

différentiellement exprimées à travers les tissus et se caractérisent également par des propriétés 

régulatrices spécifiques (Table 1) (Hanoune & Defer, 2001 ; Willoughby & Cooper, 2007). 

Elles sont fortement activées par le manganèse (Mn2+) ou le magnésium (Mg2+) (Tesmer et al., 

1999 ; Willoughby & Cooper, 2007). De plus, leur localisation est déterminante dans 

l’organisation spatiale des signaux AMPc.  

 

Isoforme 
Source majeure 

d’expression 
Régulation Protéine kinase 

AC1 Cerveau 
Stimulée par Ca2+/CaM et 

Gαs  
Inhibée par Gα0 et Gβγ 

PKC : stimulation   
CaMKIV : inhibition 

AC2 
Cerveau, poumons, 
muscle squelettique 

Stimulée par Gβγ et Gαs PKC : stimulation 

AC3 
Épithélium olfactif, 
cerveau, testicules 

Stimulée par Ca2+/CaM, Gαs 
PKC : stimulation 

CaMKII : inhibition 

AC4 
Cerveau, cœur, rein, 
foie, poumons, tissu 
adipeux brun, utérus 

Stimulée par Gβγ et Gαs PKC : inhibition 

AC5 
Cœur, cerveau, tissu 

adipeux brun 
Stimulée par Gαs 

Inhibée par Ca2+, Gβγ et Gαi 

PKA : inhibition 
PKCα ou ζ : 
stimulation 

AC6 Ubiquitaire 
Stimulée par Gαs 

Inhibée par Ca2+, Gβγ et Gαi 
PKA : inhibition 

PKCδ ou ε : inhibition 
AC7 Ubiquitaire Stimulée par Gβγ et Gαs PKC : stimulation 

AC8 
Cerveau, poumons 

(utérus, cœur, 
testicules, surrénales) 

Stimulée par Ca2+/CaM, Gαs  

AC9 
Cerveau, poumons, 
muscle squelettique 

Stimulée par Gαs 
Régulée par la calcineurine 
Insensible à la forskoline 

PKC : inhibition 

ACs Testicules 
Non régulée par protéines G 
Régulée par HCO3

- et le Ca2+ 
Insensible à la forskoline 

 

 

Table 1 : Localisation tissulaire des différentes isoformes d'adénylates cyclases et leurs 
régulations 
PCK : protéine kinase C ; CaM : calmoduline ; CaMKII : Ca2+/calmoduline kinase II ; CaMKIV : 
Ca2+/calmoduline kinase IV.   
Adapté de Sunahara & Taussig, 2002 ; Willoughby & Cooper, 2007 ; Pierre et al., 2009 
 
 
Parmi les neuf isoformes d’AC connues, AC5 et AC6 sont les principales enzymes exprimées 

dans le cœur (Boularan & Gales, 2015). Les deux enzymes partagent 65% d’homologie et sont 
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activées par la protéine Gαs, mais inhibées par la protéine Gαi, la PKA et par des [Ca2+]i 

physiologiques allant de 0,2 à 0,6 µM (Cooper, 2003 ; Beazely & Watts, 2006). En revanche, 

d’autres recherches ont conduit à la conclusion générale que les deux enzymes ont des rôles 

complétement opposés dans le cœur (Guellich et al., 2014) qui pourrait être interprétés par des 

localisations différentes. En effet, l’AC6 uniquement couplée aux récepteurs β1-ARs, est 

présente dans la membrane plasmique en dehors des tubules T (Timofeyev et al., 2013) tandis 

que l’AC5 couplée aux récepteurs β1 et β2-ARs, est exprimée dans l’enveloppe nucléaire 

(Boivin et al., 2006 ; Li et al., 2010a) et principalement dans les tubules T où elle est associée 

à la cavéoline-3 (Timofeyev et al., 2013). Toutefois, il est important de prendre ces informations 

avec précaution puisque l’expression des récepteurs β2-ARs dans les cardiomyocytes de souris 

a récemment été contestée (Myagmar et al., 2017). L’effet de la phosphorylation dépendante 

de la PKC sur l’activité de l’AC5 et de l’AC6 pourrait également expliquer certaines de leurs 

différences fonctionnelles. La PKCα et ξ stimulent l’AC5, tandis que la PKCδ et ε inhibent 

l’AC6 (Hanoune & Defer, 2001 ; Guellich et al., 2014). De plus, plusieurs équipes ont évalué 

l'activité enzymatique de l'AC5 et de l'AC6 mais leurs résultats diffèrent. Notamment, dans une 

étude, l’activité de l’AC6 est basse comparée à l’AC5 (Chen-Goodspeed et al., 2005), alors 

qu’une autre étude montrait une activité presque similaire des deux enzymes (Gille et al., 2004). 

 

Dans le cœur, le rôle respectif de l'AC5 et de l'AC6 a fait l'objet d'intenses recherches. Chez la 

souris, si une délétion du gène codant pour l’AC5 entraîne une augmentation de la fonction 

cardiaque voire aucun changement et une atténuation de l’augmentation de la FEVG en réponse 

à une stimulation β-AR (Okumura et al., 2003a ; Tang et al., 2006 ; Okumura et al., 2007), une 

délétion du gène codant pour l’AC6 conduit à une baisse de la fonction systolique et diastolique 

ventriculaire gauche qui est associée à une diminution de l’activité de la PKA, de la 

phosphorylation du PLB et de l’affinité au Ca2+ de la pompe SERCA2a (Tang et al., 2008). De 

façon intéressante, des souris KO (knock-out) pour AC5 affichent une augmentation de la 

longévité en raison d’une activation de la voie de signalisation Raf/MEK/ERK (Yan et al., 

2007c) qui, avec l’âge, diminue (Hutter et al., 2000 ; Lorenzini et al., 2002) et une résistance 

au stress oxydatif (Yan et al., 2007c). Une délétion du gène codant pour l’AC5 améliore 

également les performances physiques des souris (Vatner et al., 2015), protège le cœur contre 

une infusion chronique de catécholamines (Okumura et al., 2007) et une surcharge de pression 

(Okumura et al., 2003b). De la même façon, des souris KO pour l’AC6 sont protégées contre 

une surcharge de pression (Tang et al., 2010). La différence majeure entre les deux isoformes 

est qu’une surexpression de l’AC5 dans le cœur conduit à une fonction cardiaque altérée 
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(Hanoune & Defer, 2001) et augmente la sévérité d’une cardiomyopathie provoquée par une 

infusion chronique d’isoprénaline chez la souris (Lai et al., 2013) tandis qu’une surexpression 

de l'isoforme AC6 améliore la fonction cardiaque des souris présentant une cardiomyopathie 

induite par une surexpression de Gαq (Roth et al., 2002). De plus, une inhibition de l'AC5 limite 

la baisse de la FEVG au cours d’une cardiomyopathie induite par un infarctus du myocarde ou 

une infusion chronique d’isoprénaline chez la souris (Iwatsubo et al., 2012), protège contre 

l'apoptose (Iwatsubo et al., 2004) et l'ischémie du myocarde chez la souris et le cochon (Bravo 

et al., 2016). L’AC6 a confirmé ses effets bénéfiques chez le cochon en IC puisqu’une 

administration du gène codant pour l’AC6 dans le cœur au moyen d’un adénovirus augmente 

la fonction ventriculaire gauche et atténue le remodelage délétère du VG (Lai et al., 2004). Ce 

constat a permis l’ouverture de nouvelles perspectives. Notamment, un essai clinique randomisé 

a démontré qu’une administration intra-coronaire d'un adénovirus codant pour l’AC6 au cours 

de l’IC améliore la fonction ventriculaire gauche (Hammond et al., 2016). Un essai clinique 

randomisé de phase 3 avec un nombre plus important de patients a été lancé en 2018 (Penny et 

al., 2018) et permettra de confirmer ces résultats positifs. 

 

Contrairement aux neufs autres AC, l’ACs ne possède pas de domaines transmembranaires. 

Elle est activée par le bicarbonate (HCO3
-) et le Ca2+ et est insensible à la forskoline et aux 

protéines G hétérotrimériques. Récemment, l’idée selon laquelle l’ACs jouerait un rôle au 

niveau cardiaque a émergé. Il a été proposé que sa présence dans les mitochondries pourrait 

réguler la phosphorylation oxydative (Di Benedetto et al., 2013). Les travaux d’Acin-Perez et 

al. ont mis en évidence que la membrane mitochondriale interne est imperméable à l'AMPc et 

ont suggéré que les mitochondries sont dotés d'une cascade de signalisation de l’AMPc 

entièrement contenue dans leur matrice (Acin-Perez et al., 2009 ; Lefkimmiatis et al., 2013). 

Dans des cardiomyocytes de rats néonataux, l'augmentation de l’AMPc mitochondrial par des 

traitements induisant une élévation de la fréquence et de l'amplitude des oscillations de Ca2+ 

dans le cytosol et les organites révèle que les mitochondries peuvent intégrer un signal calcique 

oscillatoire pour augmenter l'AMPc dans leur matrice. Les augmentations de Ca²⁺ de la matrice 

stimulent puissamment les augmentations d'AMPc au sein des mitochondries et les niveaux 

d'AMPc de la matrice régulent l'efficacité de la synthèse de l'ATP (Di Benedetto et al., 2013). 

Cela a été confirmé par notre équipe qui a démontré un rôle protecteur de l’ACs contre la mort 

cellulaire, l’apoptose et la nécrose dans des cardiomyocytes néonataux de rat. Lors d’une 

stimulation de mitochondries isolées de cellules ventriculaires de rat avec du HCO3
- et du Ca2+, 

l’ACs produit de l'AMPc, qui à son tour stimule la consommation d'O2, augmente le potentiel 
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de membrane mitochondrial et la production d'ATP apportant une preuve supplémentaire de la 

présence de l’ACs dans ces organites (Wang et al., 2016). Néanmoins, dans une autre étude, 

l’application d’analogues de l'AMPc ne modifie pas la respiration mitochondriale dans des 

mitochondries isolées de cœurs de porc (Covian et al., 2014). Ainsi, la signalisation AMPc au 

sein de la matrice reste controversée (Monterisi & Zaccolo 2017) et d’autres études sont 

nécessaires pour confirmer le rôle des ACs dans les mitochondries. 

 

III.2. Les effecteurs de l’AMPc 
 
Le second messager AMPc possède quatre cibles intracellulaires directes :  

- la PKA  

- le facteur d’échange nucléotidique directement activé par l’AMPc (EPAC, exchange 

protein directly activated by cAMP)  

- les canaux ioniques dépendants des nucléotides cycliques activés par hyperpolarisation 

(HCNs, hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated channels)  

- la protéine contenant le domaine Popeye (Popdc, Popeye domain containing protein). 

 

Ces effecteurs lient l’AMPc avec une grande affinité ce qui provoque leurs activations et 

conduit ainsi à l’exécution d’une variété d'activités biologiques (Figure 13) (Boularan & Gales, 

2015). Dans un cardiomyocyte, le niveau basal d'AMPc est estimé à 1 μM (Iancu et al., 2008) 

qui n’est que très légèrement augmenté par une stimulation β1-AR, environ à 2 μM (Iancu et 

al., 2007). L'affinité de la PKA endogène pour l'AMPc est ≤ à 300 nM (Mongillo et al., 2004 ; 

Iancu et al., 2008). Ceci suggèrerait que l'AMPc total cytosolique est trop élevé pour réguler 

les réponses fonctionnelles dépendantes de la PKA. Cependant, les niveaux d’AMPc dans les 

microdomaines locaux où se trouve la PKA, notamment dans les cavéoles, varient dans un 

intervalle plus approprié avec des niveaux fluctuant approximativement de 100 nM dans un état 

basal à 2 µM sous stimulation β1-AR maximale, permettant ainsi la régulation de la PKA (Iancu 

et al., 2007). Les protéines Popdc ont une affinité de 118 nM pour l’AMPc comparable à celle 

de la PKA (Froese et al., 2012 ; Swan et al., 2019). En revanche, l’effecteur EPAC a une affinité 

moindre pour l’AMPc et son activation par l'AMPc est réalisée avec une EC50 à 1.1 µM (Iancu 

et al., 2008). Il en est de même pour les canaux HCNs qui possèdent une affinité pouvant varier 

de 0.06 µM à 11 µM selon l’isoforme (Nikolaev et al., 2006 ; Lolicato et al., 2011 ; Hayoz et 

al., 2017 ; Sartiani et al., 2017).  
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Figure 13 : Les différents effecteurs de l’AMPc 
NE : norépinéphrine ; ACh : acétylcholine ; PDEs : phosphodiestérases ; AKAP : protéine d'ancrage aux protéines 
kinases A ou A-kinase anchoring protein.  
Adapté de Boularan & Gales, 2015 
 
 
III.2.1. La protéine kinase dépendante de l’AMPc (PKA) 
 
La PKA est un acteur majeur dans les voies de signalisation AMPc et joue un rôle essentiel 

dans la régulation de la fonction cardiaque (Leroy et al., 2018). En l'absence d'AMPc, 

l'holoenzyme PKA est un hétérotétramère constitué de deux sous-unités catalytiques (C) qui 

sont liées et inhibées par un dimère de sous-unités régulatrices (R) (Figure 14). La liaison 

coopérative de deux molécules d'AMPc sur les deux sites A et B de chaque sous-unités R 

provoque la dissociation et l'activation des sous-unités C (Figure 14), qui comme décrit 

précédemment, permet à la PKA de phosphoryler des cibles protéiques multiples dans divers 

compartiments subcellulaires (Bers, 2002 ; Taskén & Aandahl, 2004 ; Boularan & Gales, 

2015).   
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Figure 14 : Structure schématique de la PKA et de son activation 
Adapté de Boularan & Gales, 2015 
 
 
Il a été décrit deux classes générales de PKA, nommées PKA-I et PKA-II, en raison des 

différences dans leurs sous-unités R, respectivement RI et RII, chacune étant subdivisée en 

sous-types α et β (Hofmann et al., 1975). Alors que la PKA de type I présente une constante 

d'activation (Kact) de 50 à 100 nM d'AMPc, la PKA de type II est moins sensible avec une Kact 

comprise entre 200 et 400 nM (Dostmann & Taylor, 1991 ; Pidoux & Taskén, 2010). PKA-RI 

est principalement cytosolique tandis que PKA-RII est associée à la fraction particulaire 

(Buxton & Brunton, 1983 ; Corbin et al., 1977) et aux protéines clés du CEC. PKA-RII est 

considérée comme la principale isoforme responsable des effets inotropes d’une stimulation β-

AR. RIIα représente l’isoforme majeure exprimée dans le cœur (Skalhegg & Tasken, 2000). 

Chez l’Homme, trois isoformes de la sous-unité C ont été décrites : Cα, Cβ et Cγ (Uhler et al., 

1986a ; Uhler et al., 1986b ; Beebe et al., 1990) et sont produites respectivement par trois gènes 

Prkarca, Prkarcb et Prkarcg. Malgré l’existence d’une spécificité tissulaire d'expression, il n’a 

pas été mis en évidence de différences fonctionnelles significatives entre les trois isoformes. En 

revanche, chez la souris, il n’existe que deux isoformes de la sous-unité C de la PKA, Cα et Cβ 

(codées par Prkaca et Prkacb). Parmi ces deux isoformes, il existe également des variants 

d'épissage qui présentent des similitudes avec ceux trouvés chez l'Homme. La sous-unité Cα 

est constituée de deux variants d'épissage définis par Cα1 et Cα2 (Uhler et al., 1986a ; Uhler et 

al., 1986b). L'isoforme Cα1 est exprimée de manière omniprésente chez la souris alors que 

l'expression de Cα2 est limitée aux cellules germinales mâles (Desseyn et al., 2000 ; San 

Agustin & Witman, 2001). Par ailleurs, la sous-unité Cβ possède trois variants d'épissage 

nommés Cβ1, Cβ2 et Cβ3 (Uhler et al., 1986a ; Uhler et al., 1986b). Bien qu’à des niveaux 

inférieurs à Cα1, Cβ1 est exprimé de manière omniprésente tandis que les expressions de Cβ2 
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et Cβ3 sont limitées au cerveau (Guthrie et al., 1997). Alors que les isoformes de la sous-unité 

Cβ sont exprimées majoritairement dans le cerveau, Cα1 est considérée comme la source 

prédominante d’activité PKA catalytique dans les autres tissus y compris le cœur (Uhler et al., 

1986a ; Uhler et al., 1986b).  

 

L'organisation spatiale et temporelle de la signalisation AMPc/PKA est réalisée par un équilibre 

minutieusement ordonné entre l'activation locale de l'effecteur et la terminaison du signal 

assemblées et ciblées par les AKAPs (Scott & Santana, 2010 ; Calejo & Taskén, 2015). Plus de 

50 AKAPs ont été identifiées et, bien qu’elles appartiennent à une famille structurellement 

diverse, elles partagent toutes la capacité de permettre une phosphorylation étroitement régulée 

de substrats ancrés ou localisés à proximité de la PKA (Figure 15) (Taskén & Aandahl, 2004 ; 

Wong & Scott, 2004 ; Calejo & Taskén, 2015). 

 

 

 

Figure 15 : Illustration schématique d’une AKAP 
D’après Calejo & Taskén, 2015 
 
 
Les AKAPs peuvent être trouvées dans un certain nombre de tissus et participent à la 

composition d'une grande variété de complexes impliqués dans différentes cascades de 

signalisation (Pidoux & Taskén, 2010 ; Tröger et al., 2012 ; Esseltine & Scott, 2013 ; Scott & 

al., 2013). La plupart de ces complexes AKAPs ancrent préférentiellement l'holoenzyme PKA 

de type II avec une plus grande affinité (Calejo & Taskén, 2015). Néanmoins, il existe quelques 

exceptions, comme par exemple la protéine SKIP (sphingosine kinase interacting protein) qui 

lie exclusivement la PKA de type I et facilite la phosphorylation de la protéine membranaire 

ChChd3 à l'intérieur des mitochondries (Means et al., 2011). Il s’avère qu’une AKAP nommée 
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smAKAP pour small membrane AKAP a également la capacité de cibler RI (Burgers et al., 

2012). De plus, il existe le cas où les AKAPs peuvent avoir une double spécificité, c’est 

notamment le cas de D-AKAP1 et D-AKAP2 (Huang et al., 1997), Ezrin (Ruppelt et al., 2007) 

et OPA1 (optic atrophy 1) (Pidoux et al., 2011) qui peuvent se lier à la fois à RI et à RII. Il 

existe un certain nombre de contextes cellulaires dans lesquels les AKAPs contribuent à 

l'organisation spatiale d'autres effecteurs tels qu'EPAC (Dodge-Kafka et al., 2005). De plus, il 

a été démontré que les complexes AKAPs interagissent directement avec les protéines 

sérine/thréonine phosphatases (PPs) et les PDEs, ce qui permet de contrôler fortement la 

terminaison du signal, car les PPs et les PDEs se trouvent dans le même complexe (Coghlan et 

al., 1995 ; Schillace & Scott, 1999 ; Dodge et al., 2001 ; Taskén et al., 2001). L'activité de la 

PKA est contrebalancée par les PPs (Herzig & Neumann, 2000). Les principales PPs cardiaques 

sont PP1, PP2A et PP2B (Herzig & Neumann, 2000). En effet, la PKA peut phosphoryler I-1, 

provoquant une inhibition de l'enzyme qui agit comme un amplificateur distal de la signalisation 

β-AR (Weber et al., 2016). De nombreuses AKAPs ont été caractérisées dans le cœur (Table 

2) (Perino et al., 2012). Parmi elles, certaines jouent un rôle essentiel dans la modulation de 

plusieurs voies de signalisation à la base de la physiopathologie cardiaque et de par son ancrage 

à la PKA, dans la régulation de la compartimentation de l’AMPc (Perino et al., 2012). 

Notamment, la mAKAP, l’AKAP15/18, l’AKAP-Lbc, la D-AKAP2 ainsi que les AKAPs 

Yotiao, synemin et myospryn sont connues pour avoir des effets fonctionnels dans le cœur 

(Carnegie et al., 2009). Etant donné qu’elles jouent un rôle majeur dans la modulation de la 

phosphorylation de nombreux substrats de la PKA, une altération de leur expression mènerait 

très certainement à des dérégulations de la fonction cardiaque (Carnegie et al., 2009).  
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Gène 
 

Autres noms Fonction Localisation Spécificité Partenaires 

AKAP1 D-AKAP1 
s-AKAP84 
AKAP121 
AKAP149 

Hypertrophie Mitochondries 
EN 
RS 

Double PKA, PKCα, Src, PP1, PP2A, 
PP2B, PTPD1, PDE7A, AMY-

1, Lfc, RSK1 

AKAP5 AKAP75 
AKAP79 

AKAP150 

Contraction MP 
Tubules T 

PKA de type II PKA, PKC, PP2B, LTCCs, 
KCNQ2, β-AR, AC5, AC6, 

CAV3, SAP97 

AKAP6 mAKAP 
AKAP100 

Hypertrophie 
Contraction 

Hypoxie 

EN PKA de type II PKA, PDE4D3, AC5, RyR2, 
CaNAβ, PP2A, NFATc, ERK5, 
MEK5, EPAC1, Rap1, HIF1α, 

VHL, Siah2, PDK1, RSK3, 
NCX1, nesprin-1α, myopodin 

AKAP7 AKAP15 
AKAP18 
(α, β, γ, δ) 

Contraction MP 
RE 

PKA de type II PKA, LTCCs, PLB, PP1 

AKAP9 Yotiao 
AKAP350 
AKAP450 
CG-NAP 
Hyperion 

Repolarisation 
cardiaque 

MP 
Golgi 

Centrosome 

PKA de type II PKA, PP1, PP2A, PKCε, 
PKN1, caséine, kinase 1, 

AC, PDE4D3, IP3-R, KCNQ1, 
CLIC 

AKAP10 D-AKAP2 Rythme 
cardiaque 

Mitochondries Double PKA, PDZK1, Rab4, Rab11 

AKAP12 Gravin 
AKAP250 
SSeCKS 

Signalisation 
β-AR 

MP PKA de type II PKA, β-AR, PKC, PDE4D, Src, 
PP2B 

AKAP13 AKAP-Lbc 
Ht31 
BRX 

Hypertrophie 
Développement 

cytosquelette 

Cytosquelette PKA de type II PKA, Gα12/13, RhoA, actine, 
14-3-3, PKC, PKD, KSR1, Raf, 

MEK1/2, ERK1/2, PKNα 

PDE4DIP Myomegalin 
MMGL 
CMYA2 

Contraction Sarcomère Double PKA, PDE4D 

PIK3CG p110γ Diminution de 
l’expression 

β-AR 

Membrane PKA de type II PKA, p101, p84/87, Ras, 
PDE3B, Bcr 

SYNM Synemin Organisation 
du cytosquelette 

MP 
Sarcomère 

PKA de type II PKA, desmine, zyxine, taline, 
vinculine, vimentine, 

dystrobrévine, desmusline, 
utrophine, α-actinine 

TNNT2 Troponine T Contraction Sarcomère PKA de type II PKA, TnI, TnC, actine 

 

Table 2 : Les AKAPs caractérisées dans le cœur 
PP : protéine sérine/thréonine phosphatase ; PDE : phosphodiestérase ; AC : adénylate cyclase ; CAV3 : caveolin-
3 ; NFAT : nuclear factor of activated T cells ; EPAC : exchange protein directly activated by cAMP ; HIF1α : 
hypoxia-inducible factor-1 ; VHL : von Hippel-Lindau ; Siah2 : Seven in Absentia Homolog 2 ; PKD : protéine 
kinase D ; PKN : protéine kinase N ; PTPD1 : protein tyrosine phosphatase D1 ; AMY-1 : associate of Myc-1 ; 
RSK : ribosomal S6 kinase ; SAP97 : synapse associated protein 97 ; NCX1 : sodium-calcium exchanger-1 ; 
KSR1 : kinase suppressor of Ras1 ; EN : enveloppe nucléaire ; RS : réticulum sarcoplasmique ; MP : membrane 
plasmique ; RE : réticulum endoplasmique. 
D’après Perino et al., 2012  
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En outre, la présence à la fois de régions ordonnées et flexibles a été mise en évidence au sein 

de la PKA. Les régions ordonnées correspondent aux sous-unités C et sont impliquées dans la 

phosphorylation des cibles. Des régions intrinsèquement flexibles sont présentes au sein des 

sous-unités R et sont maintenues par les AKAPs afin d’amorcer la phosphorylation et propager 

localement les signaux intracellulaires (Smith et al., 2013). De plus, ces AKAPs aident 

également les kinases à s’ancrer avec d’autres molécules impliquées dans la phosphorylation 

(Smith et al., 2013). Notamment, les régions flexibles découvertes au sein de RIIα définissent 

non seulement un rayon d'action des sous-unités C ancrées, mais modulent également 

l'efficacité enzymatique de la kinase (Smith et al., 2013). Les AKAPs permettent aux sous-

unités C de fonctionner dans des limites de 200 Å pour des niveaux physiologiques d'AMPc 

allant jusqu'à 2 µM (Smith et al., 2013). En revanche, lorsque l’AMPc atteint des niveaux supra-

physiologiques allant de 10 à 90 µM, les sous-unités C peuvent se dissocier et atteindre des 

cibles nucléaires (Haj Slimane et al., 2014 ; Smith et al., 2017 ; Bedioune et al., 2018). Ce 

modèle de sous-unités C statiques orchestrant la phosphorylation de substrats particuliers 

convient parfaitement à la phosphorylation rapide et spécifique des protéines clés du CEC par 

la PKA-RII. Il explique également la présence d’une cinétique lente pour activer la PKA dans 

le noyau malgré des élévations rapides et équivalentes des niveaux d’AMPc cytosolique et 

nucléaire (Haj Slimane et al., 2014 ; Yang et al., 2014). De plus, la PKA peut contrôler la 

transcription de gènes via d'autres protéines nucléaires telles que les histones désacétylases de 

classe II (HDACs) (Ha et al., 2010 ; Backs et al., 2011 ; Chang et al., 2013). Elle peut également 

exercer des effets cardioprotecteurs via la phosphorylation de Hsp20 (heat shock protein 20) 

(Edwards et al., 2012) et des effets anti-apoptotiques via la phosphorylation de la protéine Drp1 

(dynamin-related protein 1) puisque son activation par déphosphorylation dépendante de la 

calcineurine, lui confère un rôle majeur dans la fission des mitochondries (Monterisi et al., 

2017). Dans le cœur, le rôle de la PKA-RI n’est pas encore bien élucidé. Cependant, la 

surexpression d’un microARN, mir-208a, diminue l’expression de RI et les effets inotropes β-

ARs, suggérant un rôle potentiel de cette isoforme dans le contrôle du CEC (Bedada et al., 

2016).   

 

III.2.2. Le facteur d’échange des petites protéines G (EPAC) 
 
Auparavant, les effets intracellulaires de l'AMPc étaient exclusivement attribués à l'activation 

de la PKA. Cependant, en 1998, une famille de nouvelles protéines effectrices d'AMPc, 

appelées EPAC, a été découverte (de Rooij et al., 1998 ; Kawasaki et al., 1998). Plus 
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particulièrement, dans le cœur, les protéines EPAC constituent des effecteurs importants de 

l’AMPc (Lezoualc’h et al., 2016). La famille de protéines EPAC est composée d'EPAC1 et 

d'EPAC2, qui jouent un rôle de facteurs d'échange de GDP en GTP (nommées GEFs, guanine-

nucleotide exchange factors) pour les petites protéines G Rap1 et Rap2, fonctionnant 

indépendamment de la PKA (de Rooij et al., 1998 ; Kawasaki et al., 1998). EPAC1 et EPAC2 

sont respectivement codés par les gènes Rapgef3 et Rapgef4, qui présentent une organisation 

génétique similaire. La transcription de Rapgef3 conduit à la synthèse d'un ARNm unique d’une 

longueur de 4 kb (EPAC1), tandis que l’épissage alternatif d’EPAC2 donne lieu à trois 

isoformes différentes d’EPAC2, nommées EPAC2A, EPAC2B et EPAC2C (Niimura et al., 

2009 ; Hoivik et al., 2013 ; Lezoualc’h et al., 2016). La liaison de l'AMPc à EPAC favorise 

l'échange GDP en GTP, induisant ainsi l'activation de la petite protéine G Rap (Gloerich & Bos, 

2010). En revanche, les protéines activant la GTPase (nommées GAPs, GTPase-activating 

proteins) renforcent l'activité intrinsèque d'hydrolyse du GTP de Rap, ce qui conduit à 

l'inactivation de la GTPase (Figure 16) (Lezoualc’h et al., 2008 ; Ramos & Antonetti, 2017). 

 

 

 

Figure 16 : Mécanisme d'activation de la petite protéine G Rap par EPAC 
D’après Lezoualc’h et al., 2016 
 
 
Dans un premier temps, il a été découvert que la protéine EPAC affectait l'homéostasie calcique 

dans des cardiomyocytes néonataux (Morel et al., 2005). Ceci a ensuite été confirmé dans des 

cellules ventriculaires de rats adultes, où EPAC, en aval de la signalisation β-AR, conduit à une 
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fuite de Ca2+ diastolique en provenance du RS en activant la CaMKII qui phosphoryle RyR2 

(Pereira et al., 2007) et le PLB (Okumura et al., 2014) via une activation séquentielle de Rap, 

PLCε et PKCε (Oestreich et al., 2007 ; Oestreich et al., 2009). Plus particulièrement, l’isoforme 

EPAC2 est localisée au niveau des tubules T (strie Z du cardiomyocyte) et son activation par la 

signalisation β1-AR aboutit à une fuite de Ca2+ du RS via une phosphorylation du RyR2-S2814 

dépendante de la CaMKIIδ (Pereira et al., 2013 ; Pereira et al., 2015). Par conséquent, cette 

voie conduit à l’apparition d’arythmies et à une fonction cardiaque réduite (Pereira et al., 2013 ; 

Pereira et al., 2015). Cependant, une voie alternative a été récemment proposée qui implique 

une cascade β1-AR/EPAC/PI3K/Akt/NOS1/CaMKII (Pereira et al., 2017). D’une part, une 

activation β-AR, par le biais de la branche AMPc/PKA provoquerait une inotropie et une 

lusitropie négatives (par des effets sur le courant calcique et la pompe SERCA2). D’autre part, 

la voie AMPc/EPAC/NOS contribuerait à augmenter la fuite de Ca2+ diastolique pathologique 

en provenance du RS (Figure 17) (Pereira et al., 2017). 

 

 

 

Figure 17 : Représentation schématique de la cascade β1-AR/EPAC/PI3K/Akt/NOS1 
/CaMKII 
D’après Pereira et al., 2017 
 
 
Il a été mis en évidence qu’EPAC peut également exercer des effets pro-arythmiques par sa 

capacité à diminuer les courants potassiques, en l’occurrence Iss mais pas Ito et IKur, dans le but 
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d’allonger le PA (Brette et al., 2013). De plus, des effets inotropes d’une activation d'EPAC par 

augmentation de la sensibilité au Ca2+ des myofilaments ont été rapportés (Cazorla et al., 2009). 

 

Dans le cœur, l’isoforme EPAC1 est localisée autour du noyau, suggérant qu’EPAC1 régulerait 

la signalisation nucléaire et la transcription génique médiée par la signalisation β1-AR 

impliquée dans l'hypertrophie cardiaque (Pereira et al., 2015). En effet, suite à une activation 

soutenue d’EPAC, la diminution de l’expression du gène et de la protéine KCNE1 (potassium 

voltage-gated channel subfamily member 1) (Aflaki et al., 2014) et l’augmentation de 

l'expression du canal TRPC3/4 (transient receptor potential 3/4) (Domínguez-Rodríguez et al., 

2015) conduit à des évènements pro-arythmiques. Une activation chronique d'EPAC entraîne 

une hypertrophie cardiaque (Morel et al., 2005 ; Métrich et al., 2008) via l’exportation nucléaire 

d’HDAC5 qui a pour conséquence l’activation du facteur de transcription pro-hypertrophique 

MEF2 (myocyte enhancer factor 2) (Pereira et al., 2012). En réponse à une hypertrophie 

favorisée par EPAC1, il a été démontré que la mise en place d’une activité d’autophagie 

correspond à une réponse adaptative qui viendrait antagoniser les effets néfastes générées par 

une stimulation d’EPAC1 (Laurent et al., 2015). Par ailleurs, EPAC1 serait exprimée au sein 

des mitochondries où son activation par l'AMPc généré par l’ACs protégerait les mitochondries 

d’une surcharge en Ca2+ et de la mort cellulaire, notamment l’apoptose ainsi que la nécrose 

(Wang et al., 2016). Cependant, une autre étude récente a démontré que l’invalidation d’EPAC1 

réduit la taille de l’infarctus et l’apoptose des cardiomyocytes provoquées par une 

ischémie/reperfusion cardiaque (Fazal et al., 2017). D’autres études ont suggéré des effets anti-

hypertrophiques d'EPAC (Fujita et al., 2017). Notamment, en tant que protéine adaptatrice, la 

PDE4D3 procède au recrutement d’EPAC1 dans le complexe mAKAP/PKA/PDE4D3/ERK5 

dans le but de diminuer l’activité pro-hypertrophique (Kimura et al., 2010) de la kinase ERK5 

(extracellular signal-regulated protein kinase 5) (Dodge-Kafka et al., 2005). Néanmoins, 

l’analyse morphométrique de cœurs en provenance de souris KO pour EPAC1 ayant subi ou 

non une constriction de l’aorte transverse (TAC ou Transverse Aortic Constriction) n’a révélé 

aucune différence de poids en comparaison des organes de souris sauvages (Pereira et al., 2013 ; 

Okumura et al., 2014).  

 

III.2.3. Les canaux ioniques HCNs 
 
Chez les mammifères, les canaux ioniques HCNs appartiennent à la famille des canaux ioniques 

dépendants des nucléotides cycliques activés par hyperpolarisation. Ils sont des tétramères, 
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similaires aux canaux potassiques voltage-dépendants (Kv) et à ceux modulés par des 

nucléotides cycliques (CNGs, cyclic nucleotide-gated channels) (Scicchitano et al., 2012). 

Quatre isoformes ont été identifiées, à savoir HCN1-4 et sont à l’origine du courant If pour 

funny current dans le SAN qui est un courant contrôlant la FC. Ces canaux sont modulés par 

les nucléotides cycliques et sont non sélectifs aux cations. Ils sont perméables à la fois au 

potassium (K+) et au Na+. En revanche, lors des phases tardives de repolarisation pour des 

potentiels de membrane négatifs aux alentours de -40 à -50 mV, le canal s’ouvre et selon le 

gradient électrochimique de l’ion, laisse entrer majoritairement du Na+ (Bois et al., 2007 ; 

Scicchitano et al., 2012 ; Mengesha et al., 2017). Les quatre isoformes s’expriment 

différemment dans le cœur. En particulier, l'isoforme HCN4 constitue l’isoforme principale 

exprimée dans le SAN, suivie par HCN1 et HCN2 (Scicchitano et al., 2012). HCN2 est 

principalement présente dans le ventricule (Scicchitano et al., 2012) tandis que l’expression 

d’HCN3 est négligeable dans tous les tissus (Chandler et al., 2009). La liaison de l'AMPc aux 

canaux HCNs augmente la probabilité d’ouverture du canal pendant l'hyperpolarisation de la 

membrane en induisant un changement conformationnel de la protéine (Scicchitano et al., 

2012). De plus, le courant If constitue une cible thérapeutique intéressante. Notamment, en 

agissant spécifiquement sur le SAN par inhibition du courant If, le Procoralan® (ivabradine) 

réduit la FC au repos et également au cours de l'effort (Bucchi et al., 2002 ; Borer et al., 2003 ; 

Novella Romanelli et al., 2016).  

 

III.2.4. Les protéines contenant le domaine Popeye 
 
Au début des années 2000, une quatrième classe d’effecteurs de l’AMPc a été découverte et 

correspond à la famille des protéines membranaires contenant le domaine Popeye (Popdc pour 

Popeye domain containing proteins). Ces protéines sont codées par les gènes Popdc et sont 

abondamment exprimées dans le cœur et les muscles squelettiques (Reese et al., 1999 ; Osler 

et al., 2006). Chez les vertébrés, trois gènes Popdc sont exprimés : Popdc1, Popdc2 et Popdc3 

(Andrée et al., 2000 ; Hitz et al., 2002 ; Parnes et al., 2007 ; Brand, 2018). Les protéines Popdc 

forment des homodimères qui sont stabilisés par des liaisons disulfures (Hager & Bader, 2009). 

Elles contiennent trois hélices transmembranaires, une extrémité N-terminale extracellulaire 

avec deux sites de N-glycosylation, une extrémité C-terminale intracellulaire et un domaine 

cytoplasmique Popeye conservé liant l’AMPc (Figure 18) (Andrée et al., 2002 ; Knight et al., 

2003 ; Brand, 2005 ; Osler et al., 2006 ; Froese et al., 2012 ; Schindler & Brand, 2016). En 

effet, il a été mis en évidence que la structure secondaire du domaine Popeye affiche des 
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similarités avec le domaine de liaison à l'AMPc de la sous-unité R de la PKA-II (Froese et al., 

2012). Parmi les trois gènes connus de Popdc (Schindler & Brand, 2016), Popdc1 et Popdc2 

sont fortement exprimés dans le tissu cardiaque et plus particulièrement dans le système de 

conduction, au niveau du SAN et de l’AVN (Froese et al., 2012). Chez des souris KO pour ces 

deux gènes, bien qu’aucune hypertrophie cardiaque et aucune modification de l’ECG ont été 

décelées, les animaux soumis à différents stress ont présentés une bradycardie qui apparaît avec 

le vieillissement (Froese et al., 2012). Il a été démontré que les protéines Popdc1 et 2 ont la 

capacité d’interagir avec le canal potassique TREK-1 (TWIK-related K+ channel 1), ce qui 

entraîne une augmentation de leur expression au niveau de la membrane plasmique des cellules 

et une amélioration de la densité de courant potassique, phénomènes modulés négativement par 

l’AMPc (Froese et al., 2012). Les protéines Popdc peuvent également interagir avec la 

cavéoline-3 dans les cavéoles des tubules T (Alcalay et al., 2013). De plus, de par leur présence 

au niveau de l’enveloppe nucléaire, il a été suggéré un rôle de ces protéines dans l'activité 

transcriptionnelle (Schindler et al., 2016). Indubitablement, dans un avenir proche, de nouvelles 

fonctions pour les protéines Popdc dans le cœur seront révélées.  

 

 

 

Figure 18 : Structure des protéines contenant le domaine Popeye  
D’après Brand, 2005 
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IV. Signalisation du second messager GMPc dans le cœur   
 
Le second messager GMPc joue un rôle important dans le système cardiovasculaire (Feil et al., 

2003 ; Tsai & Kass, 2009 ; Takimoto, 2012 ; Weber et al., 2017). Depuis sa découverte il y a 

plus de 50 ans (Ashman et al., 1963), la signalisation du GMPc a été au centre de nombreux 

travaux de recherches et représente toujours une thématique activement étudiée (Beavo & 

Brunton, 2002). Dans le système cardiovasculaire, la signalisation du GMPc est essentielle pour 

plusieurs types de cellules, notamment : les cardiomyocytes, les cellules musculaires lisses 

vasculaires (VSMCs, vascular smooth muscle cells), les cellules endothéliales et les fibroblastes 

cardiaques (Feil et al., 2003 ; Baxter, 2004 ; Lukowski et al., 2014 ; Zhao et al., 2015).  

 

IV.1. Voies de synthèse du GMPc 
 
Le GMPc est généré à partir du GTP par des enzymes spécialisées appelées guanylates cyclases 

(GC). Il existe au moins deux voies différentes pour la formation du GMPc : une stimulée par 

le NO et une autre déclenchée par les peptides natriurétiques (NPs, natriuretic peptides) 

(Chinkers et al., 1989). Dans les cellules et les tissus de mammifères, les GC existent sous deux 

formes différentes, soluble et particulaire. La sGC est une enzyme possédant un groupement 

hème et est constituée de deux sous-unités : α et β (la sous-unité β contient le domaine de liaison 

à l’hème). En revanche, la guanylate cyclase particulaire (pGC) est une protéine 

transmembranaire à chaîne unique ne contenant pas d’hème. Les deux GC sont impliquées dans 

la signalisation du GMPc (Russwurm et al., 2001 ; Cerra & Pellegrino, 2007 ; Montfort et al., 

2017). Les sGC sont stimulées par le NO (Saraiva & Hare, 2006 ; Rastaldo et al., 2007 ; Moody 

& Calvert, 2011), tandis que les pGC sont stimulées par les NPs (Kuhn, 2003 ; Kuhn, 2016).  

 

Les pGC sont localisées aux membranes cellulaires et il en existe au moins sept (GC-A à GC-

G) (Kuhn, 2016). Cependant, jusqu'à présent, les ligands pour seulement trois d'entre elles (GC-

A, GC-B et GC-C) ont été identifiés, alors que les autres pGC sont supposées jouer un rôle de 

récepteurs orphelins (Garbers et al., 1994 ; Kuhn, 2003). Les peptides natriurétiques atrial 

(ANP, atrial natriuretic peptide) et cérébral (BNP, brain natriuretic peptide) sont les ligands 

naturels pour la GC-A. Le peptide natriurétique de type C (CNP, C-type natriuretic peptide), 

quant à lui, est le ligand de la GC-B (Koller et al., 1991 ; Nakao et al., 1992 ; Garbers et al., 

1994 ; Woodard & Rosado, 2008 ; Kuhn, 2012).  
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La sGC est constituée de deux sous-unités et se trouve généralement sous la forme d’un 

hétérodimère composé d’une grande sous-unité α et d’une plus petite sous-unité β. 

L'hétérodimère sGCα1β1 correspond à l'isoforme de sGC la plus répandue, bien que des 

homodimères de ces sous-unités peuvent également être formés (Evgenov et al., 2006 ; Cerra 

& Pellegrino, 2007 ; Tsai & Kass, 2009 ; Montfort et al., 2017). Il a également été démontré 

que la sGC était concentrées au niveau des domaines membranaires riches en cavéoline avec 

les NOS. Par exemple, une colocalisation avec la cavéoline-1 (Linder et al., 2005), la protéine 

Hsp90 (heat shock protein 90) et la NO synthase endothéliale (eNOS) a été mise en évidence 

dans des cellules endothéliales d’aorte (Venema et al., 2003), ainsi qu’une association 

membranaire de sGCα2β1 dans le cerveau de rat (Russwurm et al., 2001). Des études menées 

au début des années 90 ont mis en évidence que la stimulation des vaisseaux sanguins avec 

l’ACh conduit à une relaxation dépendante de l'endothélium du muscle lisse vasculaire qui est 

médiée par la formation d’un facteur relaxant dérivé de l’endothélium (EDRF, endothelium 

derived relaxing factor) identifié comme étant le NO (Ignarro et al., 1987 ; Furchgott & 

Vanhoutte, 1989). L’EDRF peut être produit par les enzymes NOS dans les cellules 

endothéliales lors d’une stimulation des récepteurs muscariniques M3 par l’ACh. Cette voie 

conduit à une augmentation des taux de GMPc du muscle lisse vasculaire par une stimulation 

de la sGC (Rapoport & Murad, 1983 ; Griffith et al., 1984 ; Förstermann et al., 1986). 

 

Dans le tissu cardiaque, une exposition à l’ACh est associée à une production de GMPc (George 

et al., 1970 ; George et al., 1973 ; Watanabe & Besch, 1975). Des études documentant la 

synthèse et la sécrétion d'ACh par le cardiomyocyte mettent en évidence l'importance des 

mécanismes de signalisation cholinergique non neuronaux dans le maintien du bon 

fonctionnement du myocarde (Kakinuma et al., 2009 ; Rana et al., 2010 ; Rocha-Resende et 

al., 2012 ; Saw et al., 2018). Des preuves provenant d’expériences réalisées avec des souris 

transgéniques surexprimant le transporteur vésiculaire de l’ACh (VAChT, vesicular 

acetylcholine transporter) ou la choline acétyltransférase (ChAT, choline acetyltransferase) 

spécifiquement dans le cœur suggèrent que l’action autocrine/paracrine de l'ACh est 

cardioprotectrice dans des conditions de stress, telles qu'une hypertrophie et une défaillance 

cardiaques, ainsi qu'une lésion ischémique (Kakinuma et al., 2013 ; Roy et al., 2016). 

Cependant, les mécanismes moléculaires par lesquels l'ACh provoque ces effets ne sont pas 

encore clairs. L'ACh initie son signal cellulaire en activant les récepteurs muscariniques M2 et 

M3 ou en se liant aux récepteurs nicotiniques et ces deux types de récepteurs sont présents dans 

le cœur (Brodde et al., 2001 ; Dvorakova et al., 2005). Les récepteurs muscariniques M2 
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exprimés dans les cardiomyocytes auriculaires jouent un rôle crucial dans la régulation du 

rythme cardiaque (Brodde & Michel, 1999). Bien que les effets connus de l'ACh dérivée de 

neurones sur la réponse cardiaque aient été attribués à l'activation des récepteurs muscariniques 

dans les cellules atriales, les effets de l'ACh agissant sur les récepteurs nicotiniques restent 

largement inconnus (Roy et al., 2015). Dans le cœur de rat, Dvorakova et al. ont montré que 

les sous-unités nicotiniques α7 se localisent dans les neurones cardiaques, les fibroblastes et les 

cardiomyocytes, et que les sous-unités α2/α4 se concentrent au niveau des disques intercalés 

des myocytes (Dvorakova et al., 2005). Cette découverte revêtirait une importance particulière 

dans l'ischémie/reperfusion cardiaque, car la génération d'espèces réactives de l'O2 (ROS) et 

l'afflux de Ca2+, qui survient au cours de la reperfusion, déclenchent la formation de pore de 

transition de perméabilité mitochondrial (mPTP, mitochondrial permeability transition pore), 

conduisant à une dépolarisation de la membrane mitochondriale, au gonflement et à la rupture 

des organites, à une libération du cytochrome c et à la mort cellulaire (Hausenloy & Yellon, 

2013). Fait intéressant, Mavropoulos et al. ont démontré que l’activation de la sous-unité α7 

des récepteurs nicotiques exprimés dans le myocarde, peuvent assurer la protection du cœur 

lors d’une ischémie/reperfusion cardiaque (Mavropoulos et al., 2017). 

 

Toutefois, la preuve liant les effets potentiels du GMPc à l'activation des récepteurs 

muscariniques fait l’objet de nombreuses controverses (Harvey and Belevych, 2003). Les 

réponses des canaux ioniques médiées par l'AMPc peuvent être antagonisées par des analogues 

exogènes de GMPc. Si les effets du GMPc exogène ont été attribués à une stimulation de 

l'activité de la PDE2 qui entraîne une augmentation de la dégradation de l'AMPc (Fischmeister 

& Hartzell, 1987 ; Vandecasteele et al., 2001), dans d’autres travaux ils ont été associés à une 

activation de la PKG (Levi et al., 1989 ; Lohmann et al., 1991). Ultérieurement, il a été 

démontré que les agonistes muscariniques peuvent stimuler la production de NO par le 

cardiomyocyte et que l'exposition à des composés inhibant la NOS (inhibition de l’oxydation 

de la L-arginine en L-citrulline et NO) peut bloquer à la fois la production de NO et les réponses 

fonctionnelles issues d’une activation des récepteurs muscariniques (Balligand et al., 1993 ; 

Farah et al., 2018). De plus, il a été mis en évidence que l’inhibition de la NOS augmente les 

effets inotropes positifs d’une stimulation β-AR dans des myocytes ventriculaires de rats 

adultes électriquement stimulés (Balligand et al., 1993). Cependant, le fait que plusieurs études 

démontrent que les inhibiteurs de NOS n’ont aucun impact sur l’inhibition induite par le GMPc 

de l’activité des canaux ioniques dépendants de l’AMPc suggère que ces réponses 
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muscariniques n’impliqueraient pas la production de NO (Méry et al., 1996 ; Vandecasteele et 

al., 1998). 

 

IV.2. Les effecteurs du GMPc 
 
Il existe au moins trois classes de protéines effectrices du GMPc actuellement connues. Tout 

d'abord, les PKG (également appelées cGK, cGMP-dependent protein kinase) sont des cibles 

importantes en aval du GMPc. Trois isoformes de PKG ont été identifiées (PKG de type Iα 

(PKG Iα), PKG de type Iβ (PKG Iβ) et PKG de type II (PKG II)), dans lesquelles PKG Iα et 

PKG Iβ sont des variants d'épissage originaires de l'épissage alternatif d'un seul gène. Dans le 

système cardiovasculaire, la PKG I est la principale isoforme. La PKG Iα et la PKG Iβ sont 

exprimées dans les VSMCs tandis que les cellules endothéliales expriment la PKG Iβ et les 

cardiomyocytes la PKG Iα (Evgenov et al., 2006 ; Hofmann et al., 2009 ; Tsai & Kass, 2009 ; 

Lukowski et al., 2010 ; Gileadi, 2014 ; Kim & Kass, 2017 ; Lorenz et al., 2017). Dans les 

myocytes cardiaques, il a été démontré que la PKG a la capacité de phosphoryler les LTCCs 

conduisant à une inhibition du courant qui leur est associé (Méry et al., 1991 ; Jiang et al., 

2000 ; Yang et al., 2007), la TnI (Blumenthal et al., 1978 ; Lincoln & Corbin, 1978) aboutissant 

à une réduction de la sensibilité au Ca2+ des myofilaments (Layland et al., 2002 ; Layland et 

al., 2005), ainsi que le PLB (Kranias & Hajjar, 2012) permettant à la pompe SERCA2a de 

recapturer le Ca2+ intracellulaire (Kranias & Hajjar, 2012). Une surexpression de la PKG I 

spécifiquement dans le cœur entraîne une relaxation cardiaque accrue ce qui confirme 

l’importance de la PKG dans la régulation de la fonction cardiaque (Wollert et al., 2003). Dans 

le cœur, la voie de signalisation GMPc/PKG module non seulement la contractilité (Lohmann 

et al., 1991 ; Kinugawa et al., 1997) et est aussi impliquée dans l’inhibition de l'hypertrophie 

cardiaque (Takimoto et al., 2005a). Bien qu’il soit très largement admis que le GMPc et la PKG 

sont cardioprotecteurs, il a été mis en évidence qu’une élévation du GMPc que ce soit par la 

voie du NO ou par la voie du peptide natriurétique ANP peut induire une apoptose des 

cardiomyocytes (Wu et al., 1997 ; Taimor et al., 2000). In vitro, dans des cardiomyocytes 

ventriculaires de rats adultes en culture, il a été également démontré qu’une inhibition 

temporaire de l’activation de la sGC par le NO provoquée par une ischémie simulée (hypoxie) 

apporte une protection transitoire contre l’apoptose (Taimor et al., 2000).  

 

D’autres cibles sont les canaux CNGs et les canaux cationiques non sélectifs HCNs qui peuvent 

être activés par la liaison du GMPc ou de l'AMPc et jouent un rôle central dans la régulation de 
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la fonction cardiaque (Kaupp & Seifert, 2002 ; Bradley et al., 2005 ; Biel & Michalakis, 2009). 

Enfin, l’activité de certaines PDEs peuvent être régulée par le GMPc, ce qui sera abordé dans 

le chapitre suivant. 

 

V. Élimination de l’AMPc et du GMPc 
 

V.1. Les phosphodiestérases (PDEs) 
 
Les PDEs constituent l’unique voie de dégradation de l’AMPc et du GMPc (Bedioune et al., 

2016). Elles représentent une superfamille d’enzymes hautement diversifiée qui comprend 21 

gènes codant pour 11 familles de PDEs aux propriétés enzymatiques et pharmacologiques 

distinctes (Conti & Beavo, 2007). En effet, elles se caractérisent par leur structure primaire, 

leurs propriétés catalytiques, leur capacité à dégrader l’AMPc et/ou le GMPc, ainsi que leurs 

mécanismes de régulation (Bedioune et al., 2016). Chaque famille peut être codée par plusieurs 

gènes qui génèrent ensemble une multitude d'isoformes de PDEs par l'utilisation de différents 

sites d'initiation de la traduction et d'épissage alternatif d'ARNm (Bedioune et al., 2016). À ce 

jour, environ 50 isoformes ont été identifiées (Conti et al., 2014). Une nomenclature commune 

a été définie pour l’ensemble des isoformes : l’acronyme PDE est suivi par un numéro de 

famille (1-11), une lettre capitale détermine le gène (A, B, C ou D) et un numéro final indique 

le variant d’épissage (Bedioune et al., 2016). Le processus d'élimination par les PDEs permet 

de mettre fin à l'activation des effecteurs en clivant spécifiquement le fragment phosphate en 

3’,5’-cyclique de l’AMPc ou du GMPc pour produire respectivement, du 5’-AMP ou du 5’-

GMP (Fischmeister et al., 2006). Les PDEs partagent un domaine catalytique conservé 

(domaine C-terminal) présentant une homologie comprise entre 25 et 52 % (Bedioune et al., 

2016). Néanmoins, elles diffèrent nettement dans leurs domaines N-terminaux qui contiennent 

divers éléments permettant leur dimérisation, la liaison de petites molécules régulatrices, leur 

phosphorylation et leur localisation intracellulaire (Conti & Beavo, 2007). Chaque domaine N-

terminal est caractéristique de chaque famille et de leurs variants (Bedioune et al., 2016).  

 

Parmi les onze familles de PDEs, sept sont exprimées dans le cœur pour dégrader l’AMPc et/ou 

le GMPc avec des affinités qui diffèrent : PDE1-5, PDE8 et PDE9 (Figure 19) (Table 3) 

(Fischmeister et al., 2006 ; Bedioune et al., 2016). Les PDE1-3 peuvent hydrolyser l’AMPc et 

le GMPc tandis que les PDE5 et PDE9 ne peuvent hydrolyser que le GMPc et les PDE4 et 8, 

seulement l’AMPc. Les PDEs pouvant dégrader deux substrats, notamment la PDE2 et la PDE3 
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permettent une interaction « cross-talk » des voies de signalisation AMPc et GMPc dans le 

cœur. La PDE3 hydrolyse principalement l’AMPc (Vmax pour l'AMPc est 4 à 10 fois plus élevée 

que pour le GMPc) (Degerman et al., 1997), mais peut être inhibée de manière compétitive par 

le GMPc. De cette façon, une élévation des concentrations de GMPc (qui inhibent la PDE3) 

peut augmenter les taux d’AMPc, conduisant à une interaction positive (positive cross-talk) 

entre les deux voies de signalisation GMPc/AMPc. La PDE2 peut être activée de façon 

allostérique par le GMPc. Ainsi, une augmentation du niveau de GMPc peut négativement 

réguler les niveaux d’AMPc via la PDE2, créant ainsi une interaction négative entre les deux 

voies de signalisation GMPc/AMPc (negative cross-talk) (Degerman et al., 1997 ; Bender & 

Beavo, 2006 ; Miller & Yan, 2010 ; Zhang & Kass, 2011 ; Lee & Kass, 2012). 

 

Dans certaines familles de PDEs, d’autres domaines importants sont impliqués dans la 

dimérisation et la régulation allostérique des nucléotides cycliques et correspondent aux 

domaines GAF (acronyme correspondant aux premières lettres des trois protéines dans 

lesquelles elles furent identifiées en premier : G pour cGMP-stimulated phosphodiesterases ; 

A pour Anabaena adenylyl cyclases ; F pour Fhla transcription factor) (Bedioune et al., 2016). 

Leurs fonctions propres ainsi que leurs localisations subcellulaires spécifiques contribuent à la 

compartimentation des nucléotides cycliques (Steinberg & Brunton, 2001 ; Conti et al., 2014). 

De nombreux travaux approfondis visant à définir les rôles de ces différentes enzymes dans le 

cardiomyocyte ont été réalisées (Fischmeister et al., 2006 ; Mika et al., 2012 ; Perera & 

Nikolaev, 2013) et c’est ce que j’aborderai plus en détails dans ce chapitre.  
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Figure 19 : Structure schématique des sept familles de phosphodiestérases exprimées dans 
le cœur  
Adapté de Conti & Beavo, 2007  
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 Isoformes 
Spécificité de 

substrat 
Km GMPc 

(µM) 
Km AMPc 

(µM) 
Propriétés 

Sensibilité 
à l’IBMX 

Profil d’expression 

PDE1 
PDE1A AMPc<GMPc 2,6-3,5 72,7-124 Stimulée par 

Ca2+/ 
calmoduline 

OUI 

Muscle lisse, cœur, poumons, 
cerveau, sperme 

PDE1C AMPc=GMPc 0,6-2,2 0,3-1,1 
Muscle lisse, cerveau, cœur, 

épithélium olfactif 

PDE2 PDE2A AMPc=GMPc 10 30 
Stimulée par 

le GMPc 
OUI 

Cerveau, cœur, plaquettes, 
macrophages, cellules 

endothéliales, médullosurrénale 

PDE3 

PDE3A AMPc>GMPc 0,02-0,15 0,18 

Inhibée par 
le GMPc 

OUI 

Cœur, muscle lisse vasculaire, 
plaquettes, oocytes, rein 

PDE3B AMPc>GMPc 0,28 0,38 

Muscle lisse vasculaire, 
plaquettes, adipocytes, rein, 
hépatocytes, lymphocytes, 

macrophages, cellules bêta, cœur 

PDE4 
PDE4A AMPc>GMPc 

 
2,9-10 

Spécifique 
de l'AMPc 

OUI 
Ubiquitaire 

PDE4B AMPc>GMPc 1,5-4,7 Ubiquitaire 
PDE4D AMPc>GMPc 1,2-5,9 Ubiquitaire 

PDE5 PDE5A AMPc<GMPc 2,9-6,2 290 
Spécifique 
du GMPc 

OUI 
Muscle lisse vasculaire, 

plaquettes, adipocytes, rein, 
cerveau, poumons, cœur 

PDE8 PDE8A AMPc>GMPc  0,06 
Spécifique 
de l'AMPc 

NON 
Testicules, rate, intestin grêle, 

ovaire, colon, rein, cœur 

PDE9 PDE9A AMPc<GMPc 0,7-0,17 230 
Spécifique 
du GMPc 

NON 
Cœur, rein, cerveau, rate, tissus 

gastrointestinaux, prostate 

 

Table 3 : Les différentes caractéristiques des sept familles de phosphodiestérases 
exprimées dans le cœur 
IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine) : inhibiteur non sélectif de PDEs.  
Adapté de Bender & Beavo, 2006 ; Lugnier, 2006 
 
 
V.1.1. PDE1 
 
La famille PDE1 est codée par trois gènes : pde1a, pde1b et pde1c. Ils possèdent des promoteurs 

alternatifs et donnent ainsi naissance à une multitude de protéines par épissage alternatif 

(Kakkar et al., 1999). Les isoformes PDE1A et PDE1C sont présentes dans le cœur et les 

vaisseaux, tandis que l’isoforme PDE1B est principalement localisée dans le cerveau (Bentley 

et al., 1992 ; Loughney et al., 1996 ; Yu et al., 1997 ; Hashimoto et al., 2018). La PDE1A a une 

sélectivité pour le GMPc qui est supérieure à 30 fois par rapport à l’AMPc (Table 3) (Bender 

& Beavo, 2006). La PDE1C, quant à elle, a des affinités similaires pour les deux nucléotides 

cycliques (Table 3) (Bender & Beavo, 2006). Dans le cœur, la PDE1C prédomine chez 

l’Homme (Vandeput et al., 2007) alors que chez le rongeur, c’est la PDE1A qui est majoritaire 

(Miller et al., 2009 ; Hashimoto et al., 2018). La PDE1 est activée par le complexe Ca2+/CaM 

qui se lie aux deux domaines régulateurs de la région N-terminale (Figure 19) (Zhang et al., 

1994 ; Sonnenburg et al., 1995). La phosphorylation de la PDE1A1 et de la PDE1A2 par la 

PKA (Sharma & Wang, 1985 ; Sharma, 1991 ; Sonnenburg et al., 1995) et de la PDE1B1 par 

la CaMKII (Sharma & Wang, 1986 ; Hashimoto et al., 1989) près des domaines régulateurs 

diminue leur affinité pour la Ca2+/CaM et constitue donc un rétrocontrôle négatif de l'activité 
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de la PDE1. Dans le cœur humain, l’activité de la PDE1 est majeure (Vandeput et al., 2007). 

Son inhibition induit par conséquent des effets inotropes améliorant la fonction cardiaque sans 

augmenter les [Ca2+]i contrairement à une inhibition de la PDE3 où en revanche des 

changements quant à la transitoire calcique ont été observés (Hashimoto et al., 2018).  

 

Les isoformes de la PDE1 sont localisés différemment au niveau tissulaire et cellulaire 

(Sonnenburg et al., 1995 ; Yan et al., 1996 ; Yu et al., 1997 ; Sonnenburg et al., 1998). 

L'expression de la PDE1A est relativement faible dans le cœur sain, mais est augmentée dans 

le cœur malade, ce qui est le cas chez l'Homme et le rongeur (Vandeput et al., 2007 ; Miller et 

al., 2009 ; Miller et al., 2011 ; Chen et al., 2018). Dans le cœur de lapin, l'expression de la 

protéine PDE1A est cinq fois plus élevée dans le tissu sino-auriculaire par rapport au VG et 

l’expression d’ARNm est 12 fois supérieure dans les cellules isolées correspondantes, 

suggérant un rôle de la PDE1A dans la régulation du rythme cardiaque (Lukyanenko et al., 

2016). Comme décrit précédemment, l'expression de la PDE1C varie selon l’espèce. Elle est 

élevée chez l'Homme, modeste chez la souris et faible dans le cœur de rat (Vandeput et al., 

2007 ; Miller et al., 2009 ; Lakics et al., 2010). Dans le myocarde humain, la PDE1C est 

localisée le long des lignes M et Z des cardiomyocytes (Vandeput et al., 2007). Son activité est 

essentiellement détectée dans la fraction soluble de myocarde humain, ce qui suggère que 

l'hydrolyse de l'AMPc et du GMPc via la PDE1C a principalement lieu dans le cytosol 

(Vandeput et al., 2007). L'expression de la PDE1B est à peine détectable dans le cœur 

(Vandeput et al., 2007 ; Lakics et al., 2010). Ces observations indiquent qu'il existe des 

différences importantes spécifiques à l'espèce dans l'expression de la PDE1 dans le cœur, que 

ce soit au niveau tissulaire et cellulaire. 

 

Il a été proposé que la PDE1A et la PDE1C jouent un rôle important dans la régulation du 

remodelage structurel et de la fonction cardiaque (Chen et al., 2018). Cependant, leur 

régulation, leur fonction et leurs actions mécanistes dans le cœur semblent être distinctes (Chen 

et al., 2018). La PDE1A est exprimée et fonctionne à la fois dans les cardiomyocytes et les 

fibroblastes, et plus particulièrement en réponse à des stimuli pro-hypertrophiques et pro-

fibrotiques (Miller et al., 2009 ; Miller et al., 2011) tandis que la PDE1C est seulement 

exprimée dans les cardiomyocytes (Knight et al., 2016). La PDE1A et la PDE1C régulent 

l'hypertrophie des cardiomyocytes induite par des stimuli pathologiques tels que l'angiotensine 

II, mais par des voies de signalisation distinctes : la PDE1A agit via la voie GMPc/PKG alors 

que la PDE1C intervient via la voie AMPc/PKA (Miller et al., 2009 ; Knight et al., 2016). Fait 
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intéressant, l’effet protecteur observé contre l’apoptose des cardiomyocytes dépend 

principalement de l’inhibition de la PDE1C (Knight et al., 2016). En outre, un complexe 

multiprotéique a été caractérisé dans une étude récente. Ce complexe est composé du récepteur 

A2 de l’adénosine (cAMP-generating adenosine A2 receptor, A2R), de la PDE1C et du canal 

TRPC3, dans lequel la PDE1C est activée par un afflux extracellulaire de Ca2+ induit par le 

TRPC3, antagonisant ainsi le signal A2R/AMPc et favorisant la mort des cardiomyocytes par 

apoptose (Zhang et al., 2018). Ainsi, ces résultats suggèrent que la PDE1C pourrait jouer un 

rôle majeur dans la régulation de la mort des cardiomyocytes (Knight et al., 2016 ; Chen et al., 

2018). Dans les fibroblastes cardiaques, la PDE1A, quant à elle, régule directement l'activation 

des fibroblastes et la production de MEC (Miller et al., 2011). Néanmoins, il a été mis en 

évidence que la PDE1C semble également réguler la fibrose cardiaque (Knight et al., 2016). 

Une validation future sur des modèles animaux est nécessaire puisque la plupart des 

connaissances récoltées sur la PDE1A dans les myocytes et les fibroblastes cardiaques 

proviennent d’observations expérimentales sur des cellules primaires en culture (Miller et al., 

2009 ; Miller et al., 2011 ; Knight et al., 2016). Par ailleurs, il a été démontré que la PDE1 

pourrait également jouer un rôle dans la régulation du protéasome. En effet, son inhibition 

conduit à augmentation des activités du protéasome (Zhang et al., 2019a).  

 

V.1.2. PDE2 
 
La PDE2 activée par le GMPc, hydrolyse à la fois l’AMPc et le GMPc avec une faible affinité 

(Table 3). Trois isoformes ont été découvertes, PDE2A1 (Sonnenburg et al., 1991), PDE2A2 

(Yang et al., 1994) et PDE2A3 (Rosman et al., 1997) et sont codées par un seul gène pde2a. 

Elles partagent la même séquence C-terminale, mais diffèrent par leurs extrémités N-terminales 

(Figure 20). Deux domaines GAF, GAF-A et GAF-B, ont été identifiés sur le domaine N-

terminal de la PDE2A (100-105 kDa) et ont des rôles distincts quant à la dimérisation et la 

liaison du GMPc, respectivement (Figure 20) (Martinez et al., 2002). Il a été démontré que 

l'activité catalytique de la PDE2A est stimulée de manière allostérique par la liaison du GMPc 

à son domaine GAF-B (Martinez et al., 2002) et est augmentée de plus de 10 fois (Wu et al., 

2004). La PDE2A est organisée en quatre domaines : un domaine N-terminal, deux domaines 

GAF (GAF-A et GAF-B) ainsi qu’un domaine catalytique, et cette enzyme fonctionne comme 

un homodimère (Figure 20) (Martins et al., 1982 ; Pandit et al., 2009 ; Weber et al., 2017).  
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Figure 20 : Structure schématique de la PDE2A  
D’après Bender & Beavo, 2006  
 
 
Dans les cardiomyocytes, le niveau d'expression de la PDE2 semble être relativement faible par 

rapport à son niveau d'expression dans d'autres types de cellules qui composent le tissu 

cardiaque (Weber et al., 2017), plus particulièrement les fibroblastes et les cellules 

endothéliales (Stephenson et al., 2009 ; Vettel et al., 2014). Une étude récente a indiqué que la 

PDE2 exprimée par les cellules endothéliales via la voie de signalisation NP/GC-A/GMPc 

contribue au processus d’inflammation dans un modèle d'infarctus du myocarde réalisé chez la 

souris (Chen et al., 2016). La PDE2 est également fortement exprimée dans les macrophages, 

les plaquettes et les lymphocytes T (Michie et al., 1996 ; Manns et al., 2002 ; Bender et al., 

2004). L’évaluation du profil d’expression génique indique que les cellules immunitaires sont 

probablement les cellules où l’expression de la PDE2 est la plus élevée parmi tous les types de 

cellules du cœur, mais cette indication nécessite une confirmation expérimentale quant au 

niveau d’expression de la protéine et de l'activité dans ce type cellulaire (Weber et al., 2017).  

 

Bien que l'activité de la PDE2 soit relativement faible comparée à d'autres PDEs cardiaques, 

telles que la PDE3 et la PDE4, sa présence au niveau de la membrane plasmique contribue à la 

régulation de l'activité des LTCCs cardiaques lorsque le niveau de GMPc est augmenté 

(Fischmeister et al., 2005). Cela a été démontré pour la première fois dans des myocytes 

ventriculaires de grenouille où le GMPc diminue considérablement ICa,L qui avait été augmenté 

par des agonistes β-ARs ou par une perfusion intracellulaire d’AMPc. Cette diminution est 

rendue possible grâce une activation de la PDE2 par le GMPc permettant l’hydrolyse de 

l’AMPc (Hartzell & Fischmeister, 1986 ; Fischmeister & Hartzell, 1987). La découverte d’un 

inhibiteur sélectif de la PDE2, EHNA (erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenine) qui est un 

inhibiteur de l'adénosine désaminase, a permis de mieux caractériser la contribution de la PDE2 

sur la fonction cardiaque (Méry et al., 1995 ; Podzuweit et al., 1995). À de fortes concentrations 
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de GMPc ou de donneurs de NO, l’EHNA est capable de contrecarrer l’inhibition d’ICa,L dans 

des myocytes atriaux humains (Kirstein et al., 1995 ; Vandecasteele et al., 2001) et 

ventriculaires de grenouille (Méry et al., 1995 ; Dittrich et al., 2001). Dans des conditions 

basales, contrairement aux myocytes atriaux et ventriculaires de rat isolés, ICa,L est stimulé par 

l’EHNA dans des cardiomyocytes atriaux humains, indiquant que ce courant est contrôlé par 

une activité PDE2 dans ces myocytes atriaux humains (Rivet-Bastide et al., 1997). 

 

Un seul variant de PDE2, PDE2A, est exprimé dans les tissus cardiaques et dans les 

cardiomyocytes isolés de plusieurs espèces, notamment le rat, le bovin et l’Homme 

(Sonnenburg et al., 1991 ; Sadhu et al., 1999 ; Verde et al., 1999). En ce qui concerne sa 

localisation intracellulaire dans le cœur, les données de la littérature sont quelque peu 

contradictoires. Dans le cœur humain et dans le ventricule de rat, suite à une stimulation par le 

GMPc, il a été détecté la présence d’une PDE seulement dans la fraction cytosolique (Bode et 

al., 1991 ; Sugioka et al., 1994). En revanche, dans le cœur de cobaye, l'activité de la PDE2A 

a été décelée à la fois dans des préparations cytosoliques et membranaires (Muller et al., 1992). 

Avec l’utilisation de techniques d’immunohistochimie et de microscopie confocale, dans des 

myocytes ventriculaires de rat, il a été mis en évidence que la PDE2A est localisée sur la 

membrane plasmique, les jonctions de cellules à cellules et les lignes Z sarcomériques. De plus, 

l'activité de la PDE2A n'a pu être détectée que dans les fractions membranaires (Mongillo et 

al., 2006), en raison de son extrémité N-terminale unique (Pyne et al., 1986). Dans le cœur de 

bovin, le variant soluble de la PDE2A1 semble être l'isoforme prédominante, ce qui a été 

démontré par une purification de protéines et un clonage d’ADNc (Martins et al., 1982 ; Trong 

et al., 1990). Ces données indiquent que la PDE2A se trouve à la fois dans le cytosol et est 

également associée aux structures membranaires fonctionnelles (la membrane plasmique, le 

RS, le Golgi et l’enveloppe nucléaire) (Lugnier, 2006) et que sa localisation intracellulaire 

pourrait différer d'une espèce à une autre (Weber et al., 2017). En effet, la partie N-terminale 

de la PDE2A diffèrent entre les espèces (PDE2A1 et PDE2A3 sont des variants de bovin, 

PDE2A2 est un variant retrouvé chez le rat, PDE2A3 est considéré comme un variant humain) 

(Figure 20) (Rosman et al., 1997).  

 

Différentes études cellulaires sur des cardiomyocytes et d'autres types de cellules ont indiqué 

que les différentes parties N-terminales de PDE2 pourraient être responsables d'une localisation 

distincte dans la cellule (Figure 20) (Bender & Beavo, 2006). Cela comprend la localisation 

dans le cytoplasme (principalement PDE2A1), la matrice mitochondriale (PDE2A2) et la 
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fraction particulaire incluant l'enveloppe nucléaire, l’appareil de Golgi, la membrane plasmique 

et le RS (principalement PDE2A3) (Geoffroy et al., 1999 ; Lugnier et al., 1999 ; Mongillo et 

al., 2006). Notamment, il a été démontré que l’association membranaire de la PDE2A3 est 

causée par une double acylation, par exemple une myristoylation et une palmitylation de 

l'extrémité N-terminale (Russwurm et al., 2009) qui permettent sa localisation membranaire. 

L'isoforme PDE2A2 semble être impliquée dans une cascade de signalisation de l'AMPc 

susceptible de réguler la respiration mitochondriale (Acin-Perez et al., 2011). Cela a été 

confirmé par notre équipe qui a démontré que la PDE2 (ainsi que la PDE3 et la PDE4) est 

localisée dans les mitochondries subsarcolemmales cardiaques où elle contribue à l'hydrolyse 

de l'AMPc mitochondrial, à la régulation de l'accumulation de Ca2+ et du phénomène de 

transition de perméabilité mitochondrial et, éventuellement, à la survie et la mort cellulaire via 

la fermeture et l’ouverture du mPTP, respectivement. Des taux élevés d'AMPc mitochondrial 

entraînent une stimulation de la phosphorylation oxydative et donc de la production d'ATP ainsi 

qu’une inhibition du mPTP, tandis que de faibles niveaux d'AMPc mitochondrial diminuent la 

phosphorylation oxydative et favorisent la perméabilité de la membrane mitochondriale 

provoquée par le Ca2+ (Liu et al., 2019). Ainsi, ces résultats suggèrent que la PDE2 (ainsi que 

la PDE3 et la PDE4) serait impliquée dans le contrôle métabolique de la fonction cardiaque 

(Liu et al., 2019).  

 

V.1.3. PDE3 
 
La PDE3 s’exprime dans le cœur de plusieurs espèces, notamment la souris, le rat, le cochon et 

l’Homme (Richter et al., 2011 ; Mika et al., 2019). Au niveau cardiaque, elle constitue 

l’isoforme majoritaire chez l’Homme et les grands mammifères tandis que chez le rat, elle 

occupe la seconde position (Rochais et al., 2006 ; Richter et al., 2011 ; Johnson et al., 2012). 

Deux gènes ont été découverts : pde3a et pde3b (Taira et al., 1993). Chez le rat, la PDE3A et 

la PDE3B s’expriment dans de nombreux tissus (cœur, foie, vaisseaux, plaquette, tissu 

adipeux…) (Liu & Maurice, 1998). Toutefois, la PDE3A est plus fortement exprimée que la 

PDE3B dans le tissu cardiaque (Liu & Maurice, 1998). Il existe trois isoformes de pde3a 

localisés dans différents compartiments intracellulaires, PDE3A1-3, et sont présentes dans le 

myocarde humain (Wechsler et al., 2002). La PDE3A1, la plus longue isoforme (136 kDa) a 

été récupérée exclusivement dans des fractions microsomales (Wechsler et al., 2002). Les deux 

autres, PDE3A2 (118 kDa) et 3 (94 kDa) sont présentes à la fois dans les fractions cytosoliques 

et microsomales (Smith et al., 1993 ; Hambleton et al., 2005). La PDE3A1 contient deux 
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domaines d'association membranaire, NHR1 et NHR2 (N-terminal hydrophobic region 1 and 

2) (Figure 21), ainsi que trois sites de phosphorylation et d'activation par la PKA et la PKB 

(Wechsler et al., 2002) qui permettent d’augmenter l’activité de l’enzyme (Rochais et al., 

2004). La PDE3A2 ne contient pas le domaine NHR1 et le site de phosphorylation le plus en 

amont, tandis que la PDE3A3 est dépourvue à la fois de NHR1 et de NHR2 ainsi que des trois 

sites de phosphorylation (Figure 21) (Wechsler et al., 2002). 

 

 

 

Figure 21 : Les isoformes de PDE3A dans le cœur humain   
NHR1 et NHR2 : N-terminal hydrophobic region 1 and 2 (domaines impliqués dans la localisation intracellulaire) ; 
CCR : conserved C-terminal region (région impliquée dans l’activité catalytique) ; P1, P2 et P3 : sites de 
phosphorylation par la PKA et la PKB.  
D’après Wechsler et al., 2002 
 
 
La présence de différentes isoformes de PDE3A dans les fractions microsomales et cytosoliques 

de cardiomyocytes est particulièrement intéressante. Le métabolisme de l’AMPc dans ces 

compartiments peut être régulé de manière indépendante et les modifications de la teneur en 

AMPc dans ces espaces sont corrélées avec des modifications de différents paramètres 

physiologiques, tels que l'homéostasie calcique intracellulaire et la contractilité (Hayes et al., 

1980 ; Rybin et al., 2000 ; Mika et al., 2013). Par ailleurs, il a été rapporté que la PDE3A1 est 

impliquée dans la régulation de l’expression d’ICER (inducible cAMP early repressor) qui 

supprime l'expression de la protéine Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) et favorise l’apoptose des 

myocytes (Ding et al., 2005a ; Ding et al., 2005b ; Yan et al., 2007a). De plus, récemment, il a 

été montré qu'un polymorphisme d'insertion ou de délétion de 29 nucléotides dans le promoteur 
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du gène pde3a régule son activité transcriptionnelle via la séquence nucléotidique CRE (cAMP 

response element) dépendante de l’AMPc qui est située en amont du site d’initiation de la 

transcription de pde3a (Sucharov et al., 2019). Une seule isoforme de pde3b, PDE3B1 (137 

kDa), a été décrite et est retrouvée dans le myocarde humain (Miki et al., 1996). Malgré une 

région N-terminale différente, la PDE3B1 partage une structure presque identique à la PDE3A1 

et est associée à la membrane (Shakur et al., 2001). Patrucco et al. ont démontré que l'activité 

de la PDE3B représente environ 30% de l'activité totale de la PDE3 dans le cœur de souris 

(Patrucco et al., 2004). 

 

Dans le cœur humain, la PDE3 est la principale PDE contrôlant la contractilité à l’état basal et 

sous stimulation β-AR (tandis que dans le cœur du rongeur, c’est la PDE4). Ceci est 

probablement lié à une expression globale plus élevée de la PDE3 et à sa localisation au niveau 

du RS (Movsesian et al., 1991 ; Richter et al., 2011). Chez le rat, la PDE3 est impliquée de 

façon importante dans la régulation de l’activité des LTCCs (Verde et al., 1999). Son inhibition 

par le GMPc peut provoquer une augmentation de l’AMPc et de la fonction cardiaque (Kojda 

& Kottenberg, 1999) conduisant, comme évoqué précédemment, à une interaction positive 

(positive cross-talk) entre les deux voies de signalisation GMPc/AMPc (Stangherlin et al., 

2011). Ce mécanisme explique l’effet stimulant de faibles concentrations de donneurs de NO 

ou de GMPc sur ICa,L dans des cardiomyocytes autriaux humains dans des conditions basales 

(Kirstein et al., 1995 ; Vandecasteele et al., 2001). À contrario, chez le rongeur, une inhibition 

de la PDE3 n’a pas d’effet sur ICa,L. Ce n’est qu’au cours d’une stimulation β1-AR qu’elle 

potentialise l’augmentation de l’amplitude de ce courant (Rochais et al., 2006). L’inhibition de 

la PDE3 dans de telles conditions peut conduire à des augmentations localisées des pools 

d'AMPc et de la PKA, conduisant à une phosphorylation accrue du PLB, de RyR2, de la TnI, 

de la MyBP-C et des LTCCs (Beca et al., 2013 ; Mika et al., 2013). Suite à une stimulation β-

AR, une autre kinase, la PI3Kγ qui est une protéine d’ancrage crée un complexe 

macromoléculaire incluant la PKA et la PDE3 (Patrucco et al., 2004 ; Marcantoni et al., 2006 ; 

Ghigo et al., 2012) pour jouer un rôle dans la modulation du degré de phosphorylation des 

LTCCs (Leroy et al., 2008 ; Ghigo et al., 2012) et celui-ci est débattu (Kerfant et al., 2007). La 

PDE3A, le LTCC et la PKA forment un complexe macromoléculaire autour de la PI3Kγ ce qui 

permet aux PDEs d’effectuer un rétrocontrôle négatif sur la stimulation du courant ICa,L induite 

par la PKA (Ghigo et al., 2012).  
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V.1.4. PDE4 
 
La famille PDE4 est codée par 4 gènes (pde4a-d) qui génèrent environ 20 isoformes différentes, 

chacune étant caractérisée par un domaine N-terminal unique (Conti et al., 2003 ; Houslay & 

Adams, 2003). Dans le cœur de rat, trois d’entre eux sont exprimés : pde4a, pde4b et pde4d 

(Kostic et al., 1997). Tout comme chez le rongeur, la PDE4 s’exprime dans le cœur humain et 

son activité enzymatique globale est similaire dans ces deux espèces (Richter et al., 2011). 

Toutefois, en comparaison avec le rongeur, l’activité des autres familles de PDEs dans le cœur 

(PDE1, 2 et 3) est nettement supérieure chez l’Homme. Ceci explique pourquoi l’activité de 

dégradation de l’AMPc par les PDE4 chez l’Homme est moindre (avoisinant 10%) par rapport 

à celle de la souris (approximativement 30%) ou du rat (entre 50 et 60%) (Richter et al., 2011). 

Chez le rongeur, parmi l’ensemble des isoformes, la PDE4A détient l’activité la plus importante 

(Abi-Gerges et al., 2009). En revanche, chez l’Homme, que ce soit dans le ventricule ou les 

oreillettes, c’est la PDE4D qui possède la plus haute activité (Richter et al., 2011 ; Molina et 

al., 2012). Chez le rat, le gène pde4a code pour une seule isoforme tandis le gène pde4b produit 

trois variants d’épissage (PDE4B1-3) (Kostic et al., 1997 ; Verde et al., 1999). Par ailleurs, 

grâce à un épissage alternatif et à l'utilisation de plusieurs promoteurs, le gène pde4d code pour 

neuf variants (PDE4D1-9) (Richter et al., 2005). Cependant, seules les isoformes protéiques 

PDE4D3, PDE4D5, PDE4D8 et PDE4D9 sont exprimées dans le cœur de rat (Richter et al., 

2005). Si la PDE4D8 et la PDE4D9 prédominent, la PDE4D3, quant à elle, est très peu exprimée 

(Richter et al., 2005). Au cours d’une stimulation β-AR, la PDE4 contribue à la régulation des 

taux d'AMPc dans le cardiomyocyte (Nikolaev et al., 2006 ; Rochais et al., 2006). En 

particulier, son activité d'hydrolyse a été localisée dans l'espace jonctionnel tubule T/ RS et est 

impliquée dans le CEC (Zaccolo & Pozzan, 2002 ; Mongillo et al., 2004). Chez le rongeur, la 

PDE4 représente la principale PDE modulant ICa,L dans les cardiomyocytes (Verde et al., 1999 ; 

Leroy et al., 2008).  

 

En fonction de leur domaine N-terminal et de la présence ou non de régions UCR (Upstream 

Conserved Region), il est possible de classer chaque isoforme de PDE4 dans l’une des trois 

catégories suivantes (Bolger et al., 1993) : les formes longues qui possèdent deux régions UCR 

(UCR1, Upstream Conserved Region 1 et UCR2, Upstream Conserved Region 2) en N-terminal 

; les formes courtes qui comportent seulement la région UCR2 ; les formes super-courtes qui 

contiennent qu’une moitié de la région UCR2 (Figure 22) (Richter et al., 2005).  
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Figure 22 : Classement des isoformes de PDE4 dans trois catégories 
À droite de la figure sont indiqués les gènes.  
D’après Houslay et al., 2007 
 
 
D’une part, ces régions UCR jouent un rôle important dans la régulation de l’activité catalytique 

des PDE4 et également dans leur oligomérisation (Richter & Conti, 2002 ; Xie et al., 2014). 

Dans des conditions basales, l’interaction du domaine UCR2 avec le domaine UCR1 et le 

domaine catalytique inhibe l'activité catalytique de la PDE4 (Beard et al., 2000). Une 

phosphorylation du domaine UCR1 par la PKA conduit à un changement de conformation de 

l’enzyme permettant la libération du domaine catalytique et par conséquent, une augmentation 

de l’activité d’hydrolyse (Lim et al., 1999 ; Houslay & Adams, 2010). Mika et al. ont 

récemment démontré que la CaMKII peut phosphoryler la PDE4D ce qui augmente donc son 

activité de dégradation de l’AMPc (Mika et al., 2015). Il a été également démontré que 

l’activation d’une forme longue de PDE4D par un peptide analogue de sa région UCR1 permet 

de contrôler l’hypertrophie des cardiomyocytes en limitant l’activité de la PKA nucléaire et la 

phosphorylation de CREB (cAMP response element-binding) (Wang et al., 2015). De plus, dans 

une étude antérieure, il a été mis en évidence qu’un autre mécanisme participe à la régulation 

de l’activité des PDE4 (Hoffmann et al., 1999). En effet, toutes les isoformes de PDE4 (hormis 

la PDE4A) contiennent à leur extrémité C-terminale un site de phosphorylation par ERK2 qui 

active ou inhibe leur activité, s'il s'agit de formes courtes ou longues, respectivement (Hoffmann 

et al., 1999). D’autre part, ces régions UCR sont également impliquées dans le processus de 

dimérisation de la PDE4 (Houslay et al., 2007) et dans l’interaction de l’enzyme avec plusieurs 
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autres protéines, notamment les AKAPs (Dodge-Kafka et al., 2005). Plus particulièrement, au 

sein d’un même complexe organisé autour de la mAKAP, l’activité de la PDE4D3 est régulée 

par différentes protéines (Dodge-Kafka et al., 2005). Dans ce complexe, en phosphorylant la 

PDE4D3, la PKA augmente son activité d’hydrolyse tandis que ERK5 la diminue. La présence 

d’EPAC dans ce même complexe, permet lorsqu’elle est activée, l’activation de la petite 

protéine G Rap1 qui réprime l’activation de EKR5 et ainsi son effet sur la PDE4D3 (Dodge-

Kafka et al., 2005).  

 

Toutes les familles de PDE4 (A-D) ont la capacité de former des complexes stables avec la β-

arrestine (Perry et al., 2002). Toutefois, seul trois isoformes de PDE4 (PDE4D5, PDE4D8 et 

PDE4D9) ont été décelées au niveau des récepteurs β-ARs, parce qu’elles se fixent soit 

directement au récepteur lui-même (Richter et al., 2008 ; Richter et al., 2013) ou soit par 

l’intermédiaire de la β-arrestine (Baillie et al., 2003 ; De Arcangelis et al., 2009 ; Berthouze-

Duquesnes et al., 2013). Physiologiquement ou au cours d’une stimulation β-AR, la PDE4D 

s'associent aux récepteurs β1 et β2-ARs et est impliquée dans la terminaison de la signalisation 

à partir de ces récepteurs (Richter et al., 2008 ;  De Arcangelis et al., 2009). L'attachement de 

la PDE4D5 au récepteur β2-AR a été décrite comme bloquant les signaux hypertrophiques 

produits en réponse à une stimulation chronique β2-AR (Berthouze-Duquesnes et al., 2013). La 

PDE4D5 se fixe aux récepteurs β2-ARs activés via la β-arrestine et par conséquent, régule 

l’activation de la PKA responsable du passage de la signalisation β2-AR de la protéine Gαs vers 

la protéine Gαi (Baillie et al., 2003).  

 

En outre, une étude réalisé sur des cardiomyocytes de souris isolés a rapporté que la PDE4B a 

été identifiée comme associée à la sous-unité principale α1C (ou Cav1.2) des LTCCs, et comme 

la PDE majeure régulant ICa,L lors d’une stimulation β-AR chez la souris (Leroy et al., 2011). 

De plus, la PDE4B et la PDE4D interagiraient avec le complexe RyR2 et agiraient comme des 

régulateurs clés de la phosphorylation de RyR2 induite par la PKA (Lehnart et al., 2005 ; Mika 

et al., 2014). Toutefois, seule la PDE4D3 a été détectée à la surface du RS au niveau de la diade 

dans un complexe constitué de RyR2, de la mAKAP, de la PKA (permettant d’augmenter 

l’activité d’hydrolyse de la PDE4D3), de la protéine FKBP12.6 (ou calstabine 2) et des 

phosphatases PP1 et PP2A (Marx et al., 2000 ; Lehnart et al., 2005 ; Wehrens et al., 2005). 

Cependant, dans une autre étude, la PDE4D serait associée exclusivement à la pompe 

SERCA2a et non au RyR2, et participerait à la régulation de son activité dans le cœur de souris 

de par son contrôle sur la phosphorylation du PLB par la PKA (Beca et al., 2011). Ces différents 
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résultats peuvent suggérer que la PDE4D s'associe à divers complexes protéiques dans des 

domaines discrets de la cellule, qui sont détectés dans différentes conditions expérimentales. Il 

a été démontré que la PDE4 contrôle également la phosphorylation de la TnI et de la MyBP-C 

(Mika et al., 2013). Par ailleurs, il a été rapporté que la PDE4A et la PDE4B sont présentes 

dans un complexe macromoléculaire qui rassemble le LTCC et la PKA autour de la PI3Kγ 

(Ghigo et al., 2012). La perte de cette connexion (par l’appauvrissement de la PI3Kγ) entraîne 

une augmentation de la phosphorylation du PLB et du LTCC, une fuite de Ca2+ ainsi que des 

arythmies (Ghigo et al., 2012). Compte tenu de ses multiples interactions avec les isoformes de 

PDE3 et de PDE4, la PI3Kγ semble devenir un régulateur central des taux et de la localisation 

de l'AMPc des cardiomyocytes (Patrucco et al., 2004 ; Perino et al., 2011 ; Ghigo et al., 2012), 

bien que son rôle au niveau du LTCC, comme abordé pour la PDE3A et la PDE3B dans le 

chapitre précédent, est controversé (Kerfant et al., 2007). Récemment, la surexpression d’un 

microARN au niveau cardiaque, le mir-208a, diminue à la fois l’expression de la PKA-RI et de 

la PDE4D ainsi que les effets inotropes β-ARs (Bedada et al., 2016). Ce constat met en évidence 

la formation d’un nouveau complexe incluant la PKA-RI et la PDE4D et l’importance de celui-

ci dans la régulation du CEC.  

 

V.1.5. PDE5 
 
La famille PDE5 est générée par un gène spécifique, pde5a (Loughney et al., 1996). Il existe 

trois variants produit par épissage alternatif, PDE5A1-3, qui diffèrent à l’extrémité 5' de 

l'ARNm et à l’extrémité N-terminale (Lin et al., 2002). Les trois isoformes humaines de PDE5 

partagent toutes les caractéristiques fonctionnelles connues telles que le site de 

phosphorylation, les sites de liaison allostérique au GMPc, le domaine catalytique. Elles ont 

également des propriétés biochimiques similaires en ce qui concerne, par exemple, la liaison au 

GMPc et l'hydrolyse du GMPc (Lin et al., 2006). La liaison du GMPc au site allostérique de la 

PDE5 est nécessaire pour la phosphorylation de l’enzyme sur la sérine 92 par la PKA ou la 

PKG (Thomas et al., 1990 ; Turko et al., 1998). La liaison du GMPc aux domaines régulateurs 

GAF-A au niveau de l'extrémité N-terminale de la PDE5A permet son activation et induit une 

augmentation de la phosphorylation sur la sérine 92 par la PKG qui est environ dix fois 

supérieure par rapport à la PKA (Thomas et al., 1990 ; Turko et al., 1998 ; Rybalkin et al., 

2003 ; Castro et al., 2010). La phosphorylation de la PDE5A par la PKG aboutit à un 

changement conformationnel permettant de stimuler son activité catalytique de l'extrémité C-

terminale (Rybalkin et al., 2003 ; Castro et al., 2010) ce qui augmente la liaison du GMPc au 
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domaine GAF-A et par conséquent l'activité d’hydrolyse du GMPc de 50 à 70% (Corbin et al., 

2000). Cette boucle de rétroaction négative peut se convertir en boucle positive lorsqu'un 

inhibiteur compétitif tel que le sildénafil est appliqué. Le sildénafil agit comme un faux substrat 

avec une affinité de liaison dix fois plus élevée au site catalytique que le GMPc. Lorsque les 

niveaux de GMPc et, par conséquent, l'activité de la PKG augmentent, la PDE5 est également 

amenée à hydrolyser le GMPc, mais cela ne fera qu'augmenter la liaison compétitive du faux 

substrat. Aucun des inhibiteurs de la PDE5 ne se lie au domaine de régulation GAF (Kass, 

2012). 

 

La PDE5 est présente dans pratiquement tous les types de cellules, tissus et organes. En 

particulier chez l’Homme, la PDE5 est exprimée dans les poumons, le cœur, le pénis, le vagin, 

l’utérus, le cerveau, la prostate, la rétine et les plaquettes, et possède de nombreuses fonctions, 

tant dans des conditions physiologiques que pathologiques (Corinaldesi et al., 2016). 

Notamment, l’enzyme joue un rôle dans la fonction endothéliale, cardiaque et érectile mais 

également au niveau des vaisseaux pulmonaires (Guazzi, 2008 ; Al-Ameri & Kloner, 2009 ; 

Borlaug et al., 2015 ; Corinaldesi et al., 2016).  

 

La PDE5 est exprimée dans le cœur de plusieurs espèces y compris l’Homme avec des niveaux 

relativement bas dans le cœur sain (Nagendran et al., 2007 ; Johnson et al., 2012 ; Kass, 2012). 

Dans le cardiomyocyte, la PDE5 est localisée avec l'α-actinine dans la strie Z (Takimoto et al., 

2005b ; Lu et al., 2010). Dans ce contexte, la PDE5 hydrolyse un pool de GMPc généré par la 

sGC sous le contrôle de la stimulation par le NO (Takimoto et al., 2005b), mais n'a aucun 

impact sur les pools de GMPc stimulés par les NPs (Figure 24) (Castro et al., 2006 ; Takimoto 

et al., 2007). En effet, son inhibition augmente le GMPc dérivé de la NOS, activant à son tour 

la PKG (principalement le PKG Iα) pour phosphoryler des cibles intracellulaires (Kass, 2012). 

Sous stimulation β-AR, l'activation de la PKG par inhibition de la PDE5 entraîne la 

phosphorylation de la TnI réduisant la sensibilité au Ca2+ des myofilaments afin de contrer la 

contraction induite par l'AMPc (Lee et al., 2010). Dans des cœurs de souris dépourvus de la 

NOS3 ou ayant subi une inhibition chronique de la NOS, cet effet est absent et n'est pas 

déclenché par le GMPc stimulé par les NPs (avec ou sans inhibition de la PDE5), mettant en 

évidence la présence d’une compartimentation du GMPc (Lee et al., 2010). De plus, il a été 

suggéré que la titine peut être phosphorylée par la PKG activée par le GMPc et que sa 

phosphorylation permettrait de réduire la rigidité des myocytes où la PDE5 jouerait un rôle 

majeur dans ce mécanisme (Bishu et al., 2011). Par ailleurs, Senzaki et al. ont été les premiers 
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à démontrer le rôle de la PDE5A dans la modulation de la réactivité β-AR systolique et 

diastolique dans des cœurs de chiens (Senzaki et al., 2001). En effet, l’inhibition de la PDE5A 

a fortement diminué les réponses inotropes et lusitropes induites par la dobutamine (Senzaki et 

al., 2001).  

 

V.1.6. PDE8 
 
La PDE8 hydrolyse spécifiquement l’AMPc avec la plus haute affinité parmi toutes les PDEs 

(Table 3) (Soderling et al., 1998a ; Gamanuma et al., 2003). La famille PDE8 comprend deux 

gènes hautement homologues, pde8a et pde8b (Azevedo et al., 2014). Cinq variants d'épissage 

ont été identifiés pour la PDE8A (PDE8A1-5) (Wang et al., 2001) qui sont exprimés dans une 

variété de tissus avec une expression plus élevée dans les testicules et les cellules T du système 

immunitaire (Glavas et al., 2001 ; Keravis & Lugnier, 2012). Cinq variants d’épissage de la 

PDE8B (PDE8B1-5) sont également connus (Omori & Kotera, 2007 ; Keravis & Lugnier, 

2012). Les enzymes PDE8 contiennent les domaines REC (response regulator receiver) et PAS 

(Per-Arnt-Sim) au niveau de leur région N-terminale (Dunlap et al., 1999 ; Gilles-Gonzalez & 

Gonzalez, 2004), dont les fonctions régulatrices sont inconnues (Azevedo et al., 2014). La 

PDE8A1 considérée comme le variant le plus long (93 kDa) et le plus fréquemment exprimé, 

contient les domaines REC et PAS. La PDE8A2, quant à elle, est dépourvue du domaine PAS. 

En revanche, la PDE8A3 ainsi que la PDE8A4 et la PDE8A5 tronquées sont dépourvues des 

domaines REC et PAS (Wang et al., 2001). La PDE8B1 et la PDE8B4 contiennent à la fois les 

domaines REC et PAS, tandis que la PDE8B2 et la PDE8B3 ont une délétion du domaine PAS 

(Keravis & Lugnier, 2012). 

 

La PDE8A est exprimée dans des cœurs humains et de souris (Soderling et al., 1998a). Dans 

une étude réalisée sur des myocytes ventriculaires isolés provenant de cœurs de souris KO pour 

la PDE8A, il a été suggéré que la PDE8A régule le CEC dans les myocytes ventriculaires 

(Patrucco et al., 2010). Les myocytes ventriculaires isolés de ces souris présentaient une 

augmentation accrue des transitoires calciques induite par l’isoprénaline, probablement en 

raison d'une augmentation d’ICa,L (Patrucco et al., 2010). À l’état basal et non sous isoprénaline, 

la fréquence des fuites de Ca2+ en provenance du RS était également augmentée dans les 

myocytes présentant la délétion du gène pde8a. La charge en Ca2+ du RS était similaire entre 

les myocytes WT et KO, néanmoins le taux de remplissage du RS en Ca2+ semblait augmenter 

dans les cellules KO pour la PDE8A (Patrucco et al., 2010). Par conséquent, la PDE8A pourrait 
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jouer un rôle important dans le contrôle d’un ou plusieurs pools d’AMPc impliqués dans la 

régulation des mouvements calciques dans les cardiomyocytes. 

 

V.1.7. PDE9 
 
Chez l’Homme et la souris, un seul gène, pde9a, code pour l’enzyme PDE9 (Wang et al., 2003). 

Ce gène contient 20 exons et cinq variants d'épissage N-terminaux dérivés de ce gène ont été 

identifiés (PDE9A1, PDE9A2, PDE9A3, PDE9A4 et PDE9A5) (Guipponi et al., 1998 ; Wang 

et al., 2003). La PDE9A1 est le plus long variant dérivé du gène pde9a (Wang et al., 2003). 

Chez l’Homme, l’expression de la PDE9A1 et de la PDE9A5 prédomine dans la rate (Wang et 

al., 2003). La PDE9A1 s’exprime également dans d’autres organes (dans l’ordre décroissant) : 

la prostate, suivi du côlon, des reins, du cerveau et de l'intestin grêle, du cœur, du foie ainsi que 

des poumons. Par ailleurs, les niveaux d'expression de la PDE9A5, après la rate, sont dans 

l'ordre suivant : cerveau et prostate > côlon > intestin grêle et reins > poumon et cœur > foie 

(Wang et al., 2003). Dans la plupart des organes, les niveaux d'expression de la PDE9A1 sont 

beaucoup plus élevés que ceux de la PDE9A5. Ce qui n’est pas le cas dans les poumons et le 

cœur où cette dernière s’exprime plus fortement ainsi que dans le foie où elle est retrouvée à 

des niveaux légèrement supérieurs à la PDE9A1 (Wang et al., 2003).  

 

La PDE9A possède une haute affinité et sélectivité pour le GMPc avec un Km pour le GMPc 

mille fois inférieur à celui de l’AMPc (Table 3) (Fisher et al., 1998 ; Soderling et al., 1998b). 

Récemment, il a été suggéré que son inhibition pharmacologique pourrait constituer une cible 

thérapeutique potentielle dans le traitement des troubles cognitifs tels que la maladie 

d’Alzheimer et la schizophrénie (Duinen et al., 2015). L’expression de la protéine PDE9A dans 

un cœur sain humain et de souris a été retrouvée à des niveaux extrêmement bas (Lee et al., 

2015). Contrairement à la PDE1, 2 ou 5, il n’existe actuellement aucun mécanisme connu pour 

réguler son activité d’hydrolyse (Kim & Kass, 2017). Dans le cœur, la PDE9A favoriserait 

l’hydrolyse du GMPc généré par la signalisation des NPs (indépendamment de la voie du NO) 

et l’hypertrophie cardiaque (Lee et al., 2015 ; Pinilla-Vera et al., 2019). 

 

V.2. Les protéines MRP4 
 
Si l'hydrolyse par les PDEs représente le principal processus pour éliminer l'AMPc produit lors 

de stimulations neuro-hormonales, il existe également une contribution de mécanismes d’efflux 

des nucléotides cycliques depuis les cardiomyocytes (Sassi et al., 2012 ; Cheepala et al., 2013 ; 
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Boularan & Gales, 2015) effectués par des protéines multirésistantes nommées MRPs 

(multidrug-resistance proteins) (Saucerman et al., 2014 ; Godinho et al., 2015). Bien que les 

taux d’exportation de l’AMPc effectués par les MRPs soient très bas par rapport aux activités 

globales des PDEs avec des effets relativement faibles sur la concentration globale en AMPc 

(Cheepala et al., 2013), de nombreuses études ont montré que l'inhibition de la protéine MRP 

dans des cellules épithéliales d’intestin peut considérablement augmenter les taux d’AMPc 

sous-membranaires (Li et al., 2007 ; Xie et al., 2011). Néanmoins, ces études sont complexes 

car les inhibiteurs pharmacologiques de la MRP bloquent l’activité des PDEs, tandis qu’une 

délétion génétique de la MRP peut modifier l'expression des PDEs (Xie et al., 2011). Dans la 

grande famille des transporteurs ABCC (ATP-binding cassette type C), trois membres de la 

sous-famille de ces protéines, MRP4, MRP5 et MRP8 (également appelées Abcc4, Abcc5 et 

Abcc11), ont la capacité d’extruder activement l’AMPc et le GMPc de la cellule (Kruh & 

Belinsky, 2003). La MRP4 et la MRP5 sont exprimés dans le cœur (Borst et al., 2007 ; Sassi et 

al., 2012). La protéine MRP4 est présente au niveau de la membrane plasmique des 

cardiomyocytes et régule les taux intracellulaires d’AMPc in vitro et in vivo (Sassi et al., 2012). 

Chez des souris présentant une délétion du gène codant pour la protéine MRP4, il a été mis en 

évidence une augmentation de la formation de l'AMPc et de la contractilité ainsi qu’une 

hypertrophie cardiaque lorsque les souris étaient âgées de neuf mois (Sassi et al., 2012). L'efflux 

induit par la MRP4 constitue par conséquent un mécanisme important pour la régulation de la 

signalisation de l'AMPc dans les cardiomyocytes, notamment en réponse à une stimulation β-

AR (Sassi et al., 2012).  

 

V.3. Compartimentation des nucléotides cycliques 
 
La compartimentation fait référence aux mécanismes par lesquels de multiples voies de 

signalisation AMPc/PKA et GMPc/PKG spatialement séparées exercent des effets fonctionnels 

différents, voire opposés, dans des microdomaines sous-cellulaires distincts de la même cellule 

(Zaccolo, 2011 ; Pavlaki & Nikolaev, 2018). La première preuve d'une compartimentation de 

la signalisation de l’AMPc dans le cœur a été révélée grâce à des expériences montrant qu’une 

stimulation β-AR, augmente l'AMPc et la force de contraction et active la fraction particulaire 

et soluble de la PKA, tandis qu’après une application de PGE1 (prostaglandine E1), aucune 

modification de l’activité contractile n’a été observée malgré une augmentation de l’AMPc et 

une activation de la fraction soluble de la PKA (Corbin & Keely, 1977 ; Buxton & Brunton, 

1983). Depuis lors, un travail considérable a permis de démontrer que la signalisation de 
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l’AMPc est compartimentée dans le cardiomyocyte (Fischmeister et al., 2006 ; Guellich et al., 

2014 ; Perera & Nikolaev, 2013). C’est plus tard, en 2006, qu’une étude cellulaire a fourni la 

première preuve que les voies de signalisation du GMPc sont compartimentées (Castro et al., 

2006). Dans des myocytes ventriculaires de grenouille, l’étude de la modulation d’ICa,L par des 

donneurs de NO avait déjà mis en évidence que la signalisation médiée par le NO est maintenue 

dans un environnement local et est étroitement associée aux concentrations locales d'AMPc, ce 

qui implique la formation de microdomaines de signalisation (Dittrich et al., 2001).  

 

Les différences perçues quant à la localisation des récepteurs et des AC sont en partie 

responsables de cette compartimentation. Les localisations distinctes des récepteurs β1 et β2-

ARs, de l’AC5 et de l’AC6, que ce soit à l’intérieur ou en dehors des tubules T (Timofeyev et 

al., 2013 ; Nikolaev et al., 2010), et de l’ACs dans les mitochondries (Wang et al., 2016), 

constituent des sites de production variés dans des domaines discrets de la membrane 

conduisant à l’activation d’effecteurs de l’AMPc à proximité immédiate. En outre, il a 

récemment été suggéré que les mitochondries agissent comme des barrières physiques pour 

limiter la diffusion de l'AMPc dans les cardiomyocytes (Agarwal et al., 2016 ; Richards et al., 

2016) et que l’association de la PKA-RII à la surface de l'organelle peut jouer un rôle crucial 

dans la limitation de la diffusion de l'AMPc (Agarwal et al., 2016). La localisation propre à 

chaque effecteur de l’AMPc explique également l’existence d’un signal AMPc spécifiquement 

localisé. Les AKAPs, en localisant la PKA à proximité de ses substrats, jouent un rôle essentiel 

(Dodge-Kafka et al., 2006). Notamment, il a été rapporté une association de la PKA-RII au 

LTCC via l’isoforme courte de l’AKAP7 (AKAP18α) (Hulme et al., 2003), au RyR2 via la 

mAKAP (AKAP6) (Marx et al., 2000), au complexe SERCA2A via l’isoforme longue de 

l’AKAP7 (AKAP18δ) (Lygren et al., 2007) et au canal potassique KCNQ1 (potassium voltage-

gated channel subfamily Q member 1) via une AKAP nommée Yotiao (Li et al., 2012). La PKA 

n’est pas l’unique effecteur de l’AMPc retrouvé dans des complexes macromoléculaires. Par 

exemple, il a été mis en évidence qu’EPAC1 forme un complexe avec la PKA, ERK5 et la 

PDE4D, attaché à l'enveloppe nucléaire par la mAKAP (AKAP6) pour contrôler l’hypertrophie 

cardiaque (Dodge-Kafka et al., 2005).  

 

Au cours des 30 dernières années, de par leur localisation, les PDEs ont été décrites comme des 

acteurs essentiels de la compartimentation des nucléotides cycliques (Figure 23) (Fischmeister 

et al., 2006 ; Mika et al., 2012 ; Perera & Nikolaev, 2013 ; Bork & Nikolaev, 2018). Grâce à 

leur activité d’hydrolyse locale et en créant des gradients de concentration d’AMPc et de GMPc, 
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les PDEs peuvent contrôler la compartimentation de ces seconds messagers (Zaccolo & 

Movsesian, 2007 ; Pavlaki & Nikolaev, 2018). Au cours d’une stimulation β-AR, dans une 

cellule cardiaque, les travaux de Jurevicius & Fischmeister démontrent le rôle crucial joué par 

les PDEs dans cette compartimentation de l’AMPc en empêchant la diffusion du nucléotide 

cyclique (Jurevicius & Fischmeister, 1996). L'utilisation d'inhibiteurs sélectifs de différentes 

isoformes de PDEs cardiaques a permis d'évaluer la contribution des PDEs dans la 

compartimentation des voies de l'AMPc et du GMPc dans les cardiomyocytes. En outre, des 

expériences de co-immunoprécipitation ont démontré que des complexes macromoléculaires 

existaient à différents endroits dans le cardiomyocyte comprenant des isoformes de PDE3 et de 

PDE4, formant des microdomaines de signalisation locaux (Fischmeister et al., 2006). De plus, 

comme j’ai pu le décrire précédemment, il a été mis en évidence que des isoformes de PDE4 

sont localisées spécifiquement au voisinage de ses cibles à l’intérieur de complexes 

moléculaires organisés à proximité d'AKAPs permettant une régulation du CEC. Bien que 

beaucoup moins de données scientifiques soient disponibles sur la compartimentation du 

GMPc, le rôle des PDEs dans le confinement local des pools de GMPc a été élucidé, en 

particulier celui des PDE2, PDE5 et PDE9 (Tsai & Kass, 2009 ; Lee et al., 2015). De plus, 

l'organisation spatiale de la PKG, de la sGC et de la pGC dans des complexes sous-cellulaires 

distincts semble être un autre aspect important de la régulation des microdomaines par la GMPc 

(Zhang & Kass, 2011). Notamment, il reste encore à déterminer si la myosine, la GC-A et la 

troponine T pourraient jouer le rôle de protéines d’échafaudage de la PKG (Brescia & Zaccolo, 

2016). Des études, sur des souris KO, soulignent également l'importance du rôle crucial que 

jouent les PDEs dans les voies de signalisation AMPc/GMPc et leur interaction (Ahmad et al., 

2015a). L'interaction entre les voies β-AR et NO/GMPc/PKG peut être liée à la sélectivité des 

PDEs vis-à-vis de l'AMPc et du GMPc (Pavlaki & Nikolaev, 2018). 

 

La contribution des PDEs dans la compartimentation des nucléotides cycliques intracellulaires 

a été mise en évidence pour la première fois dans une étude sur des cœurs perfusés de cobayes 

(Rapundalo et al., 1989). Dans cette étude, il a été montré que l'isoprénaline augmentait de 

manière significative l'AMPc, la contraction et la relaxation cardiaques, ainsi que la 

phosphorylation de la TnI, tandis que l'IBMX ou l'inhibiteur de la PDE3 (milrinone), ont 

favorisé la contraction et la relaxation, mais n'ont eu que peu ou pas d'effet sur la 

phosphorylation du PLB et de la TnI, malgré une augmentation relativement importante des 

taux d'AMPc tissulaires (Rapundalo et al., 1989). Ces résultats ont été attribués à un 

compartiment cellulaire fonctionnel d'AMPc et de PKA résultant d'une expression différente 
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des PDEs au niveau de la membrane et du cytosol (Weishaar et al., 1987). Le degré 

d'accumulation d'AMPc ou l'activation de la phosphorylation dépendante de l'AMPc dans les 

fractions particulaires et solubles de cardiomyocytes ont également été évalués. Notamment, 

dans des myocytes ventriculaires de chien, il a été démontré que l’application de différents 

traitements conçus pour augmenter les taux d'AMPc intracellulaires affectent différemment les 

pools cytosoliques et particulaires d'AMPc (Hohl & Li, 1991). En effet, en réponse à une 

stimulation β-AR, environ 45% de l'AMPc total se trouve dans la fraction particulaire, tandis 

qu’après ajout d’IBMX, cette fraction est diminuée à moins de 20%, bien que l'AMPc total ait 

encore augmenté d'environ trois fois (Hohl & Li, 1991). Ceci suggère que l'activité d’hydrolyse 

de l’AMPc par les PDEs réside principalement dans le compartiment cytosolique et est 

responsable de la génération de microdomaines d'AMPc. Seule la teneur particulaire en AMPc 

détermine la réponse physiologique, même si la cellule est capable de générer et d’accumuler 

une quantité d’AMPc supérieure à celle requise pour une réponse physiologique maximale 

après inhibition des PDEs et stimulation par la forskoline (Hohl & Li, 1991). Par conséquent, 

les PDEs conservent la spécificité de la réponse β-AR en limitant la quantité d'AMPc diffusant 

de la membrane au cytosol.  

 

 

 

Figure 23 : Localisation subcellulaire des PDEs majeures dans un cardiomyocyte   
D’après Bobin et al., 2016a 
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Le rôle de la PDE2 dans la compartimentation des nucléotides cycliques a été mis en évidence 

pour la première fois dans des cardiomyocytes de grenouille. La stimulation locale de la sGC 

par le NO entraîne une forte déplétion locale d'AMPc à proximité des LTCCs, provoquée par 

l'activation de la PDE2, et une modeste réduction de l'AMPc dans le reste de la cellule. Cela 

peut s'expliquer par l'existence d'un microdomaine étroit entre les récepteurs β-ARs, le LTCC 

et la PDE2 (Dittrich et al., 2001). Une conclusion similaire a été obtenue dans des 

cardiomyocytes néonataux de rat, à l'aide de la technique d'imagerie à base de FRET 

(fluorescence resonance energy transfer) (Mongillo et al., 2006). La PDE2 n’est pas seulement 

impliquée dans le contrôle de la concentration subsarcolemmale en AMPc, mais elle contrôle 

également la concentration en GMPc dans ce compartiment. En effet, une étude réalisée sur des 

cardiomyocytes ventriculaires de rat adulte a comparé les effets d'activateurs de la pGC (en 

utilisant de l'ANP ou du BNP) et de la sGC (en utilisant des donneurs de NO) sur les signaux 

subsarcolemmaux en GMPc et la contribution des isoformes de PDEs en réponse à ces signaux. 

Le principal résultat de cette étude est que le pool de GMPc généré par la pGC est facilement 

accessible au niveau de la membrane plasmique, tandis que le pool généré par la sGC ne l’est 

pas. Ainsi, le pool de GMPc produit par la pGC est sous le contrôle exclusif de la PDE2 (Figure 

24) (Castro et al., 2006). Ce résultat a été récemment confirmé par l’équipe de Viacheslav 

Nikolaev qui met en évidence l’existence de pools locaux de PDE2 qui confinent les signaux 

issus de la voie ANP/GC-A/GMPc dans les tubules T (Figure 24) (Subramanian et al., 2018). 

De la même façon que la PDE2, une autre étude récente rapporte que la PDE9A favoriserait 

également l’hydrolyse du GMPc généré par la signalisation des NPs (indépendamment de la 

voie du NO) dans le cœur (Lee et al., 2015). Au contraire, la PDE5 hydrolyse un pool de GMPc 

généré par la sGC sous le contrôle de la stimulation par le NO (Figure 24) (Takimoto et al., 

2005b ; Castro et al., 2006 ; Takimoto et al., 2007) . La PDE1C, quant à elle, hydrolyse l'AMPc 

et le GMPc principalement dans le cytosol (Vandeput et al., 2007). Par conséquent, les 

distributions spatio-temporelles différentielles du GMPc pourraient contribuer aux effets 

spécifiques des peptides natriurétiques et des donneurs de NO sur la fonction cardiaque. Par 

ailleurs, dans une étude réalisée sur des cardiomyocytes ventriculaires de rat adultes, 

Stangherlin et al. ont proposé qu’en présence de catécholamines, l’activité de la PDE2 serait 

préférentiellement couplée au compartiment PKA-RII, tandis que l’activité de la PDE3 au 

compartiment PKA-RI dans lesquels l'activation de la PDE2 et l'inhibition de la PDE3 par le 

GMPc seraient responsables des effets opposés du GMPc sur les signaux de l’AMPc locaux 

(Stangherlin et al., 2011). Une étude réalisée dans des oreillettes de lapin battantes perfusées a 

démontré que les activations de la pGC et de la sGC ont des rôles distincts via la signalisation 
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GMPc/PDE3/AMPc, avec une régulation à la hausse et à la baisse des niveaux d’AMPc et de 

la fonction contractile, respectivement. Ces résultats suggèrent que la signalisation 

GMPc/PDE3/AMPc produite par la pGC et la sGC est compartimentée (Wen et al., 2004). Le 

rôle de la PDE3 dans la compartimentation des nucléotides cycliques dépend probablement de 

sa distribution intracellulaire. De plus, dans une étude récente, il a été rapporté que l’ATPase 

sodium-potassium (NKA, sodium-potassium ATPase) forme un complexe avec la protéine 

PLM (phospholemman, codée par le gène FXYD1) créant un microdomaine d’AMPc 

directement régulé par la signalisation β2-AR et sous le contrôle prédominant de la PDE3 

(Bastug-Özel et al., 2019). 

 

 

 

Figure 24 : Compartimentation du GMPc   
D’après Tsai & Kass, 2009 
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VI. L’insuffisance cardiaque  
 
A l’échelle mondiale, l’insuffisance cardiaque (IC) est considérée comme une des principales 

causes de décès. Elle représente 1 à 2 % de la population adulte dans les pays développés 

(Cowie et al., 1997 ; Mosterd & Hoes, 2007 ; Ponikowski et al., 2016) constituant ainsi un 

problème majeur de santé public. Un large éventail de problèmes cardiaques, de facteurs 

héréditaires et de maladies systémiques peut entraîner une IC (Ziaeian & Fonarow, 2016). Les 

patients atteints d'IC peuvent présenter des étiologies mixtes (hypertension, diabète, faible 

activité sportive…) et les étiologies de l'IC varient considérablement entre les pays développés 

et les pays en développement (Yusuf et al., 2014). Plus des deux tiers de tous les cas d'IC 

peuvent être attribués à quatre affections sous-jacentes : la cardiopathie ischémique, la 

bronchopneumopathie chronique obstructive, la cardiopathie hypertensive et la cardiopathie 

rhumatismale (Ziaeian & Fonarow, 2016). L’activation du SNS dans l'IC entraîne une libération 

de norépinéphrine par les nerfs sympathiques cardiaques et d'épinéphrine par la 

médullosurrénale (Miner & Miller, 2006). En effet, des taux élevés de catécholamines 

circulantes ont été rapportés chez des patients et des animaux atteints d'IC (Cohn et al., 1984 ; 

Kleiber et al., 2008). L'activation nerveuse sympathique exagérée est un facteur de risque 

majeur qui influence la progression de l'IC et la mortalité chez les patients (Mahata et al., 2016). 

La norépinéphrine et l'épinéphrine constituent les plus anciens biomarqueurs dosés au cours de 

la pathologie. Chez les patients atteints d’une IC, les niveaux de catécholamines sont élevés et 

corrèlent avec un mauvais pronostic (Cohn et al., 1984 ; Francis et al., 1993). Selon les études, 

les concentrations plasmatiques de norépinéphrine et d’épinéphrine d’un sujet sain varient 

approximativement de 200 à 300 pg/mL et de 50 à 100 pg/mL, respectivement (Bühler et al., 

1978 ; Francis et al., 1982 ; Slavíková et al., 2007). De plus, des concentrations plasmatiques 

élevées de NPs sont fortement associées à la présence d’une IC (Januzzi, 2013). C’est pourquoi, 

actuellement, les NPs semblent être l'outil le plus approprié pour aider les cliniciens à adapter 

le traitement de l’IC aux besoins individuels de chaque patient (Krupicka et al., 2013) et 

l’évaluation de leur concentration plasmatique constitue un test de diagnostic initial 

(Ponikowski et al., 2016). Dans des cas non aigus, la limite supérieure de la normale pour le 

BNP est de 35 pg/ml et de 125 pg/ml pour le NT-proBNP (N-terminal pro-B-type natriuretic 

peptide). Tandis que dans des cas aigus, des valeurs plus élevées sont utilisées : BNP 100 pg/ 

mL ; NT-proBNP 300 pg/mL ; MR-proANP (mid-regional pro-A-type natriuretic peptide) 120 

pmol/L (Ponikowski et al., 2016). 
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VI.1. Physiopathologie de l’insuffisance cardiaque  
 
L’IC est définie par l’incapacité du cœur à faire face aux besoins en O2 de l’organisme. C’est 

un syndrome clinique reposant sur la coexistence de symptômes (fatigue, dyspnée et perte de 

poids) ainsi que de signes physiques (crépitants auscultatoires, rétention de fluides à l’origine 

d’œdèmes dans les poumons et les membres inférieurs) (McMurray et al., 2012 ; Sharma & 

Kass, 2014 ; Ponikowski et al., 2016). Elle est dans de nombreux cas associée à des 

comorbidités telles que le taux élevé de cholestérol, l'hypertension artérielle, le diabète et 

l'obésité (Breckenridge, 2010). Les cliniciens distinguent trois formes d’IC dû à une 

dysfonction du VG, à savoir l'IC à fraction d'éjection réduite (HFrEF), l’IC à fraction d’éjection 

modérément altérée (HFmrEF) et l'IC à fraction d'éjection préservée (HFpEF). L’HFrEF est 

liée à un dysfonctionnement systolique et à une mort des cardiomyocytes. Cette forme est 

caractérisée par une diminution de la contractilité myocardique et survient majoritairement à la 

suite d’un épisode d’infarctus. Le VG est remodelé et hypertrophié et la FEVG est < à 40% ce 

qui conduit à une diminution du débit cardiaque (Ponikowski et al., 2016). En revanche, 

l’HFpEF est associée à un dysfonctionnement diastolique résultant d’une perturbation de la 

relaxation du muscle cardiaque et/ou d’une détérioration des propriétés passives de la paroi 

ventriculaire (Kanwar et al., 2016 ; Conceição et al., 2016). Elle s’accompagne d’une fonction 

systolique normale ou quasi-normale avec une FEVG ≥ à 50% (Ponikowski et al., 2016). En 

2012, les recommandations de l’European Society of Cardiology (ESC) décrivaient les patients 

atteints d’HFmrEF comme étant dans une « zone grise » située entre l’HFrEF et l’HFpEF 

(McMurray et al., 2012). Les patients qui sont touchés par cette forme d’IC présentent une 

FEVG qui varie de 40 à 49% s’accompagnant des mécanismes sous-jacents d’une dysfonction 

diastolique (Ponikowski et al., 2016). 

 

Chez l’Homme, une stimulation aiguë de la voie AMPc est bénéfique car elle permet 

d’augmenter la fonction cardiaque. Néanmoins, lorsque chronique, l’élévation des 

catécholamines circulantes conduit à une hypertrophie pathologique dans laquelle une fibrose 

s’installe. Des études antérieures ont montré que la fibrose cardiaque était induite par une 

stimulation chronique avec un agoniste β-AR non sélectif, l'isoprénaline (Benjamin et al., 

1989), ou chez des souris transgéniques surexprimant le récepteur β1-AR (Seeland et al., 2007). 

Puis, une dysfonction ventriculaire se met progressivement en place. Elle est suivie d’une 

dilatation de la cavité ventriculaire ce qui aboutit à l’IC (El-Armouche & Eschenhagen, 2009). 

En tant que mécanisme compensatoire précoce, le SNS est stimulé via des barorécepteurs 
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permettant de maintenir le débit cardiaque. Une stimulation sympathique chronique a des effets 

délétères, entraînant une détérioration additionnelle de la fonction cardiaque et active le SRAA 

provoquant : (i) une augmentation du tonus veineux et artériel, (ii) une augmentation des 

concentrations plasmatiques de noradrénaline, (iii) une rétention progressive de sel et d'eau à 

l’origine d’œdèmes (Hartupee & Mann, 2017). Une activité excessive est également associée à 

une hypertrophie, une apoptose et une nécrose des cardiomyocytes (Mann et al., 1992). À long 

terme, la capacité du cœur à réagir à des concentrations élevées chroniques de catécholamines 

est atténuée par une régulation négative des récepteurs β-ARs (Lohse, 1993 ; El-Armouche & 

Eschenhagen, 2009). En réponse à des récepteurs désensibilisés, les effets des agonistes β-ARs 

sur les performances contractiles sont atténués (Lohse, 1993 ; El-Armouche et al., 2003 ; 

Eschenhagen, 2008 ; El-Armouche & Eschenhagen, 2009). Dans le cœur défaillant, l'expression 

des récepteurs β1-ARs est diminuée et dans ce cas, le rapport récepteurs β1-ARs/β2-ARs devient 

proche de 50:50 (Bristow et al., 1986). De plus, dans des cardiomyocytes issus d'un modèle 

d'IC chronique chez le rat, les récepteurs β2-ARs sont redistribués des tubules T aux crêtes 

cellulaires conduisant à une signalisation AMPc diffuse. Par conséquent, la redistribution des 

récepteurs β2-ARs dans l'IC modifie la compartimentation de l'AMPc et pourrait contribuer au 

phénotype défaillant du myocarde (Nikolaev et al., 2010).  

 

De nombreuses études ont montré que les myocytes cardiaques humains défaillants subissaient 

un certain nombre de modifications biologiques importantes pouvant conduire à une perte 

progressive de la fonction contractile (Mann & Bristow, 2005 ; Shah & Mann, 2011 ; Piek et 

al., 2016 ; Hartupee & Mann, 2017). Ces changements incluent notamment une hypertrophie 

des myocytes et une désensibilisation de la signalisation β-AR comme cités dans le paragraphe 

précédent, des changements dans le CEC, le métabolisme énergétique ainsi que la perte 

progressive de myofilaments dans les myocytes cardiaques et des altérations des protéines du 

cytosquelette. Ces nombreuses modifications sont discutées en détails ci-dessous. 

 

VI.2. Hypertrophie des myocytes cardiaques  
 
L'hypertrophie cardiaque se manifeste de deux manières différentes en réponse à une surcharge 

hémodynamique (Hartupee & Mann, 2017). Dans l’HFrEF, le cœur se dilate progressivement 

et dans ce cas l’hypertrophie est considérée comme « excentrique ». Les myocytes individuels 

développent une apparence allongée et sont caractérisés par l'addition de sarcomères en série 
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(Toischer et al., 2010). À contrario, l’hypertrophie qualifiée de « concentrique » entraîne l’ajout 

parallèle de sarcomères (Hartupee & Mann, 2017). 

 

L'hypertrophie des myocytes est également associée à des modifications de la composition et 

de l'architecture des sarcomères. Certains des changements les plus pertinents sur le plan 

physiopathologique incluent une diminution de l’expression du gène MYH6 (α-myosin heavy 

chain gene) avec une augmentation de l’expression du gène MYH7 (β-myosin heavy chain gene) 

(Lowes et al., 1997), qui pourrait contribuer à une diminution de la contractilité. Des 

modifications de l'expression ou de l'activité des protéines régulatrices des myofilaments ont 

également été proposées comme mécanisme potentiel induisant une diminution de la fonction 

contractile cardiaque dans l'IC, notamment des modifications des chaînes légères de la myosine, 

du complexe troponine-tropomyosine et de la titine (Hartupee & Mann, 2017). Chez des 

patients présentant une IC au stade terminal, il a été observé une perte des protéines contractiles 

et de sarcomères fonctionnels (Kostin et al., 2000). Le contexte par lequel ce phénomène se 

produit aux stades précoces de la maladie reste encore inconnu. Cependant, des troubles au 

niveau des sarcomères sont régulièrement observés dans de nombreux modèles et contribuent 

probablement au dysfonctionnement de la fonction cardiaque (Hartupee & Mann, 2017). De 

plus, des modifications du cytosquelette, notamment une augmentation de l'expression et/ou 

une désorganisation des protéines du cytosquelette, pourraient également contribuer à la 

progression de la maladie (Hein et al., 2000). Par ailleurs, des altérations de la morphologie et 

de la densité des tubules T sont supposées participer au développement de l'IC (Hong & Shaw, 

2017). Il a été proposé qu’une diminution du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PI(4,5)P2) 

dans les membranes pourrait être liée à la diminution de la densité de ces invaginations dans 

l'IC (Hong & Shaw, 2017). Récemment, une étude a démontré que l’utilisation de médicaments 

cationiques amphiphiles (CADs, cationic amphiphilic drugs) à des concentrations élevées 

peuvent provoquer une détubulation dans des cardiomyocytes ventriculaires de rats adultes 

probablement en perturbant les interactions du PI(4,5)P2 avec le cytosquelette et les protéines 

contenant le domaine Bin-amphiphysin-Rvs (BAR) (Osman et al., 2016). Ce qui a été confirmé 

puisqu’un prétraitement de cardiomyocytes ventriculaires de rats adultes avec un antidépresseur 

l’imipramine à une forte concentration (300 µM) perturbe les tubules T de la surface 

membranaire (Annexe 1) (Bourcier et al., 2019). De plus, un prétraitement avec l’imipramine 

récapitule l’ensemble des effets caractéristiques d’une détubulation sur le CEC ainsi qu’au 

cours d’une stimulation β-AR (Annexe 1) (Bourcier et al., 2019). Ainsi, il constitue un nouvel 

outil de recherche permettant une détubulation des cardiomyocytes.  
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Des modifications de l’expression des gènes dans les cardiomyocytes défaillants peuvent être 

causées par plusieurs facteurs, notamment l’activation neuro-hormonale et l’exposition au 

stress mécanique, aux cytokines pro-inflammatoires et aux ROS, qui conduisent collectivement 

à une contractilité altérée des myocytes (Rajabi et al., 2007). L'un des changements les plus 

importants est le passage des isoformes de la myosine de MYH6 à MYH7, comme indiqué ci-

dessus. Par ailleurs, une activation chronique d'EPAC1 entraîne une hypertrophie cardiaque 

(Morel et al., 2005 ; Métrich et al., 2008) via l’exportation nucléaire d’HDAC5 qui a pour 

conséquence l’activation du facteur de transcription pro-hypertrophique MEF2 (Pereira et al., 

2012) et via l’activation de la signalisation calcineurine/NFAT (déphosphorylation de NFAT 

par la calcineurine aboutissant à sa translocation nucléaire) (Lezoualc’h et al., 2016). Ces 

évènements aboutissent à la transcription de gènes pro-hypertrophiques (Haberland et al., 2009) 

notamment les gènes codant pour l’ANP (Ramirez et al., 1997) et le BNP (He et al., 2000) ainsi 

que les gènes MYH7 (Zhu et al., 2000) et α-actine squelettique (Passier et al., 2000). Des 

modifications de l'expression des gènes impliqués dans le CEC, qui seront détaillées plus loin 

dans mon manuscrit, et dans le métabolisme cardiaque se produisent également. Les 

changements métaboliques font que le cœur utilise principalement le glucose au lieu des acides 

gras qui constituent habituellement le substrat du cœur adulte en bonne santé. Le traitement par 

les β-bloquants, les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA) et les 

antagonistes des récepteurs de l’angiotensine II (ARA-II) entraînent une normalisation partielle 

du programme de transcription dans le cœur défaillant (Lowes et al., 2002 ; Wang et al., 2004). 

Plus particulièrement, les antagonistes des récepteurs β-ARs ont une place très importante en 

thérapeutique cardiovasculaire (Bristow, 2011 ; Ladage et al., 2013 ; DiNicolantonio et al., 

2015 ; Dézsi & Szentes, 2017). En effet, les β-bloquants sont indiqués en première intention 

dans le traitement prophylactique des crises d’angor stable et le traitement de l’hypertension 

artérielle, en raison de leurs effets inotrope et chronotrope négatifs. Les β-bloquants tels que le 

métoprolol (sélectif β1) et le carvédilol (non sélectif) sont des médicaments de première 

intention de l’IC. Le système de signalisation β-AR est désensibilisé dans un cœur défaillant 

(Bristow et al., 1982 ; Brodde, 1993 ; Lohse et al., 2003). Ainsi, ces traitements ont pour but 

de restaurer l’expression des récepteurs β1-ARs et par conséquent la réserve inotrope tout en 

diminuant le remodelage cardiaque hypertrophique (Swedberg et al., 1980 ; Bristow, 2011) ce 

qui suggère que la voie de l’AMPc joue un rôle primordial dans ce remodelage.  
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VI.3. Désensibilisation des récepteurs β-adrénergiques  
 
La stimulation d’un récepteur β-AR avec un agoniste déclenche simultanément la terminaison 

de la signalisation β-AR et la réduction rapide de la réactivité du récepteur par le biais d'un 

processus appelé désensibilisation. La première étape est la phosphorylation du récepteur au 

niveau de sa région C-terminale par des sérine/thréonine kinases, GRKs (G-protein coupled 

receptor kinases) (Mangmool et al., 2018). Au cours de cette étape, la liaison spécifique du 

ligand à son récepteur est requise, ce qui correspond à une désensibilisation homologue. Il est 

connu que la phosphorylation des récepteur β-ARs par plusieurs autres kinases, telles que la 

PKA et la PKC, peuvent également induire une désensibilisation. En revanche, la fixation de 

l’agoniste sur le récepteur β-AR n’est pas nécessaire. Par conséquent, ce mécanisme est qualifié 

de désensibilisation hétérologue (Benovic et al., 1985 ; Hausdorff et al., 1989 ; Lohse et al., 

1990 ; Daaka et al., 1997). Cette phosphorylation permet d’augmenter l’affinité des protéines 

β-arrestines pour les récepteurs. Une fois liées, les β-arrestines entraînent le découplage des 

protéines Gαs sur les récepteurs. Elles peuvent recruter d’autres protéines, notamment la 

protéine AP-2 (adaptor protein-2) et la clathrine, impliquées dans la formation de vésicules 

nécessaires à l’internalisation des récepteurs par endocytose (Goodman et al., 1997). Puis, une 

fois internalisés, ils sont soit dirigés vers les lysosomes pour être dégradés ce qui conduit à une 

diminution du nombre de récepteurs (Pierce et al., 2002), soit déphosphorylés par la PP2A 

aboutissant au recyclage du récepteur vers la membrane plasmique (Figure 25) (Krueger et al., 

1997 ; Mohan et al., 2012).  
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Figure 25 : Cycle d'activation et de désactivation des RCPGs  
Adapté de Sánchez-Fernández et al., 2014 
 
 
Chez les mammifères, sept gènes codant pour la protéine GRK ont été identifiés. Il a été 

rapporté que GRK2 (connue sous le nom de βARK1), GRK3 et GRK5 sont fortement exprimés 

dans le cœur humain (Salazar et al., 2013 ; Mangmool et al., 2018). La βARK1 contient un 

domaine PH (pleckstrin homology domain) dans sa partie C-terminale lui permettant de se lier 

à la fois avec le PI(4,5)P2 de la membrane plasmique ainsi qu’avec les sous-unités Gβγ dissociées 

et donc d’être transloquée du cytosol vers la membrane (Pitcher et al., 1992 ; Koch et al., 1993). 

Cette interaction permet à la βARK1 de phosphoryler les boucles cytoplasmiques des récepteurs 

β1 et β2-ARs activés ce qui augmente l'affinité des récepteurs pour les β-arrestines (Lefkowitz, 

1998). Il a été démontré que les taux myocardiques de βARK1 étaient augmentés dans le cœur 

défaillant et que ces augmentations étaient bloquées par un traitement par β-bloquants (Ungerer 

et al., 1993 ; Iaccarino et al., 1998). Par ailleurs, des études expérimentales ont montré que 

l'inhibition de βARK1 avec le βARKct (peptide inhibiteur de la βARK1) au cours de l’IC non 

seulement rétablit la sensibilité β-AR, mais améliore également la fonction contractile du cœur 

et la survie des souris (Rockman et al., 1998 ; Harding et al., 2001). Le βARKct est composé 

des 194 derniers acides aminés de βARK1 qui contient le site de liaison de Gβγ (Koch et al., 
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1995). Il entre en compétition avec la βARK1 endogène ce qui empêche l’interaction de la 

βARK1 avec la sous-unité Gβγ (Koch et al., 1995). Ainsi, l'action de la βARK1 est inhibée et la 

réactivité β-AR augmentée (Koch et al., 1995). Dans une étude très récente, il a été évalué les 

effets issus d’une inhibition de la βARK1 dans le cœur par thérapie génique chez des souris 

mdx (mutation non-sens dans le gène de la dystrophine) et Sgcd-/- (délétion du gène Sgcd, delta-

sarcoglycan) qui ont développé une cardiomyopathie (Bauer et al., 2019). Pour ce faire, le gène 

codant pour le peptide βARKct est délivré au moyen d’un AAV9 (adeno-associated virus type 

9) (Bauer et al., 2019). L’inhibition de la βARK1 par thérapie génique améliore 

considérablement la fonction systolique ventriculaire gauche et réduit l'hypertrophie du 

myocarde chez les souris mdx, tandis que les effets bénéfiques observés chez les souris Sgcd-/- 

sur la fonction cardiaque sont moindres (Bauer et al., 2019). De façon intéressante, 

contrairement aux souris mdx, ni la βARK1, ni le facteur de transcription NF-κB (nuclear factor 

κB) n'étaient augmentés chez les souris Sgcd-/- (Bauer et al., 2019). D’une manière générale, 

l'efficacité de ce traitement avec le βARKct au moyen de l’AAV9 peut varier d'une mutation 

génétique à l'autre chez la souris et dépend probablement de l'état de la dysrégulation β-AR 

induite par une élévation de la βARK1 (Bauer et al., 2019). Ce même traitement par thérapie 

génique a également été réalisé dans un modèle d’IC provoqué par un infarctus du myocarde 

chez le cochon, modèle cliniquement plus relevant, mais cette fois au moyen d’un AAV6 

(Raake et al., 2013). Une inhibition de la βARK1 dans ce modèle améliore la fonction 

contractile, empêche le remodelage du VG et réduit les taux plasmatiques de norépinéphrine 

(Raake et al., 2013). Par contre, à la différence des récepteurs β1 et β2-ARs, les récepteurs β3-

ARs, quant à eux, ne possèdent pas de sites de phosphorylation pour la PKA ou la GRK, et 

ainsi, semblent réfractaires à une désensibilisation homologue ou hétérologue (Rozec & 

Gauthier, 2006).  

 

Dans des situations pathologiques au cours desquelles les niveaux des catécholamines 

circulantes sont élevées, les récepteurs β2-ARs ont à la capacité d’activer la protéine Gαi ce qui 

antagonise les effets classiques de la voie AMPc/PKA initiée par la protéine Gαs (Figure 26) 

(Böhm et al., 1994 ; Gong et al., 2002). La phosphorylation du récepteur β2-AR dépendante de 

la PKA et des GRKs est nécessaire à son couplage à la protéine Gαi. La PDE4D5 et EPAC1 

interviennent également dans le processus de désensibilisation des récepteurs β-ARs. De par sa 

fixation aux récepteurs β2-ARs, soit directement (Richter et al., 2008 ; Richter et al., 2013) ou 

soit par l’intermédiaire de la β-arrestine (Baillie et al., 2003 ; De Arcangelis et al., 2009 ; 

Berthouze-Duquesnes et al., 2013), la PDE4D5 régule l’activation de la PKA responsable du 
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passage de la signalisation β2-AR de la protéine Gαs vers la protéine Gαi (Baillie et al., 2003). 

De plus, suite à une stimulation β2-AR, EPAC1 peut entrer en compétition avec la PDE4D5 

pour interagir avec la β-arrestine2 (Berthouze-Duquesnes et al., 2013). La dissociation du 

complexe PDE4D5/β-arrestine2 permet le recrutement d'EPAC1 au récepteur β2-AR et induit 

un switch d’une signalisation β2-AR non hypertrophique à une cascade de signalisation pro-

hypertrophique de type β1-AR (Berthouze-Duquesnes et al., 2013). De plus, dans l’IC, les 

expressions de la β-arrestine2 et d’EPAC1 ont tendance à augmenter (Vinge et al., 2001 ; 

Métrich et al., 2008 ; Dent et al., 2011), alors que l'expression de la PDE4 diminue (Abi-Gerges 

et al., 2009) ce qui favoriserait ce switch au cours de la pathologie. Par ailleurs, une stimulation 

des récepteurs β1-ARs provoque la formation d'un complexe β-arrestine/CaMKII/EPAC1, ce 

qui n’est pas le cas avec les récepteurs β2-ARs (Mangmool et al., 2010). La liaison de la β-

arrestine au niveau de la région C-terminale du récepteur β1-AR activé favorise un changement 

de conformation au sein de la β-arrestine qui permet à la CaMKII et à EPAC1 d’être maintenus 

dans un complexe stable à la membrane plasmique et à proximité du site de génération de 

l'AMPc par l’AC, nécessaire à l'activation de la CaMKII et à la signalisation délétère qui en 

découle (Figure 26) (Mangmool et al., 2010).  

 

 

 

Figure 26 : Double couplage des récepteurs β2-ARs  
Adapté de Xiao et al., 2004 
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VI.4. Modifications associées au couplage excitation-contraction 
cardiaque  

 
Au cours d’une stimulation β-AR, deux voies de signalisation, l’une dépendante de la PKA et 

l’autre de la CaMKII, sont impliquées dans la régulation de l'homéostasie calcique et peuvent 

agir en parallèle. Une stimulation des récepteurs β-ARs provoque une augmentation des 

niveaux d’AMPc qui conduit à une activation de la PKA et d’EPAC. La PKA régule 

directement le CEC via la phosphorylation de ses protéines clés (Bers, 2002). La CaMKII 

(activée par EPAC) (Oestreich et al., 2009 ; Pereira et al., 2012) phosphoryle les mêmes cibles 

que la PKA mais sur des sites différents. La potentialisation préalable du cycle du Ca2+ par 

l'activation de la PKA est nécessaire à l’activation de la CaMKII via la formation du complexe 

Ca2+/CaM (Schulman & Greengard, 1978) mettant en évidence l’existence d’une 

interconnexion entre les deux voies de signalisation. En outre, il a été observé que la 

phosphorylation du PLB par la PKA sur son site spécifique Ser16 est indispensable pour la 

phosphorylation du site Thr17 spécifiquement ciblé par la CaMKII (Luo et al., 1998 ; Said et 

al., 2002). Pour palier des situations de stress, une augmentation du CEC cardiaque est 

nécessaire via une potentialisation du cycle du Ca2+ par ces deux voies. 

 

Une altération du cycle du Ca2+ et l'épuisement de Ca2+ dans le RS contribuent à une 

détérioration de la fonction ventriculaire dans l'IC (Marks, 2013). Dans un cœur défaillant, 

l'expression et la fonction de la pompe SERCA2a sont diminuées (Arai et al., 1993 ; Hasenfuss 

et al., 1994). La baisse de la fonction de la pompe est en partie due à une diminution de la 

phosphorylation du PLB, ce qui entraîne une inhibition accrue de l’activité de SERCA2a 

dépendante du PLB et une absorption réduite de Ca2+ dans le RS. Une étude clinique nommée 

CUPID (Calcium Upregulation by Percutaneous Administration of Gene Therapy in Cardiac 

Disease) avait pour but d’augmenter l’activité de la pompe SERCA2a spécifiquement dans le 

cœur au cours de l’IC chez l’Homme au moyen d’un AAV1 (Jessup et al., 2011). Si les premiers 

résultats de cette étude clinique semblaient prometteurs, elle n’a pas prouvé d’efficacité chez 

des patients atteints d’une IC avancée et l’essai a été stoppé en Phase II (Greenberg et al., 2016).  

 

Une activation chronique des récepteurs β-ARs provoque également une surcharge en Ca2+ dans 

les cardiomyocytes qui est probablement causée par une augmentation de l'activité des LTCCs 

(Schröder et al., 1998). La phosphorylation des LTCCs par la PKA (Sperelakis et al., 1994) et 

la CaMKII (Koval et al., 2010) potentialise l’activité des LTCCs renforçant ainsi l'entrée de 
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Ca2+ dans le cardiomyocyte ce qui conduit à une surcharge en Ca2+ et à la mort cellulaire (Mann 

et al., 1992 ; Baker, 2014). À noter que Gomez et al. ont rapporté aucune modification du 

courant ICa,L au cours de l’hypertrophie cardiaque ou de l’IC chez le rat (Gómez et al., 1997). 

De plus, dans cette étude, la capacité d’ICa,L à déclencher une libération de Ca2+ par le RS est 

réduite (Gómez et al., 1997). Ces résultats pourraient s’expliquer par des altérations de la 

morphologie et de la densité des tubules T qui, comme j’ai pu l’évoquer précédemment, 

surviennent au cours de l’IC (Hong & Shaw, 2017). La diminution de l’amplitude des 

transitoires calciques observée participent à la baisse de la contractilité au cours de l’IC (Gómez 

et al., 1997).  

 

L’épuisement des réserves de Ca2+ dans le RS est également dû à une fuite de Ca2+ diastolique 

(Marks, 2013). Différents mécanismes conduisant à une hyperactivation de RyR2 au cours de 

la pathologie ont été proposés et sont très largement débattus (Dobrev & Wehrens, 2014). Dans 

des cœurs défaillants humains, une étude a mis en évidence une augmentation de la 

phosphorylation de RyR2 par la PKA (Ser2809) (Marx et al., 2000). Cette 

hyperphosphorylation entraîne la dissociation de la protéine FKBP12.6 (Marx et al., 2000 ; 

Blayney et al., 2010), ce qui déstabilise l'état fermé de RyR2 provoquant une fuite de Ca2+ 

diastolique (Brillantes et al., 1994 ; Kaftan et al., 1996 ; Marx et al., 2000). Des études 

employant des modèles pathologiques ou présentant une délétion du gène codant pour la 

FKBP12.6 (Wehrens et al., 2003 ; Wehrens et al., 2004 ; Wehrens et al., 2005) ont permis de 

valider ce mécanisme. Bien que l’implication de la protéine FKBP12.6 dans la stabilisation de 

RyR2 en diastole a été confirmée (Loughrey et al., 2004 ; Gellen et al., 2008 ; Zhang et al., 

2009), d’autres études n’ont pas démontré cette phosphorylation accrue de RyR2 par la PKA 

dans des modèles pathologiques (Jiang et al., 2002 ; Xiao et al., 2005) remettant en cause le 

premier mécanisme évoqué ci-dessus. Un autre mécanisme à l’origine de l’hyperactivité de 

RyR2 dans l’IC a été suggéré. Ai et al. ont démontré que l’augmentation du degré de 

phosphorylation de RyR2 dans des conditions pathologiques par la CaMKII (Ser2815) est plus 

importante que celle induite par la PKA (Ser2809) allant de 68% à 105% et de 30% à 62%, 

respectivement (Ai et al., 2005). Par ailleurs, dans des cardiomyocytes de souris KO pour le 

PLB, à l’opposé de la CaMKII, la PKA n’engendre pas une augmentation de la fuite de Ca2+ 

diastolique en provenance du RS tandis que chez les animaux contrôles à la fois la PKA et la 

CaMKII favorise ce phénomène (Guo et al., 2006). Par conséquent, la PKA semble agir 

principalement au niveau du PLB et la CaMKII au niveau de RyR2 dans l’induction de la fuite 

de Ca2+ du RS.  
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La protéine S100A1 (S100 calcium-binding protein A1) a été reconnue comme étant un 

régulateur clé de la contractilité cardiaque sur la base des observations selon lesquelles une 

surexpression de cette protéine spécifiquement dans le cœur participe à la régulation du cycle 

du Ca2+ intracellulaire (notamment sa surexpression s’accompagne d’une augmentation de la 

teneur en Ca2+ du RS et d’une libération accrue de Ca2+ induite par le RS) et améliore les 

performances contractiles cardiaque in vitro (Most et al., 2001) et in vivo (Most et al., 2003). 

Cette protéine est colocalisée avec le RS et les protéines contractiles (Haimoto & Kato, 1988). 

Notamment, elle interagit avec RyR2, la SERCA2a, le PLB ainsi que la titine et ces interactions 

sont dépendantes du Ca2+ (Heizmann et al., 2007 ; Most et al., 2007). La protéine S100A1 

exerce un double effet. D’une part, il a été démontré que l'élévation des niveaux de la protéine 

augmente la libération systolique de Ca2+ du RS via RyR2 sans effet sur l'activité des LTCCs 

(Kettlewell et al., 2005). En favorisant la fermeture des canaux RyR2 au cours de la diastole 

(faibles concentrations cytosoliques de Ca2+ diminuant l’interaction de la protéine avec RyR2), 

la protéine réduit les fuites de Ca2+ diastolique en provenance du RS (Völkers et al., 2007). 

D’autre part, elle augmente l'absorption de Ca2+ dans le RS en stimulant directement la pompe 

SERCA2a. Elle interagit également avec le PLB pour réprimer son effet inhibiteur sur la 

SERCA2a (Most et al., 2007). Les deux effets augmentent considérablement la relaxation 

musculaire grâce à une élimination rapide du Ca2+ cytoplasmique après la contraction. En vue 

de restaurer les niveaux de la protéine S100A1 observés comme étant diminués au cours de l’IC 

(Remppis et al., 1996) et ses fonctions qui lui sont associées, des études de thérapie génique 

ont été conduites dans des modèles d’IC. Par exemple, l’une d’entre elle a été réalisée chez le 

rat et employait l’AAV6 (Pleger et al., 2007). Une seconde a été menée chez le cochon avec 

l’utilisation d’un AAV9 (Pleger et al., 2011). La conclusion générale de ces deux études est une 

restauration des niveaux de la protéine S100A1 par la thérapie génique associée à une 

amélioration de la FEVG et à un remodelage cardiaque diminuée. Par conséquent, cette 

stratégie pourrait présenter une utilité clinique potentielle dans le traitement de l'IC humaine. 

 

L’ensemble des effets négatifs précédemment évoqués sont contrebalancés par des 

modifications de l'expression et de l'activité des PDEs cardiaques qui sont détaillés ci-dessous.  

 

 

 



Page | 77  
 

VI.5. Altérations de l’expression des PDEs cardiaques dans l’hypertrophie 
et l’insuffisance cardiaque   

 
Dans des conditions pathologiques, une stimulation chronique des récepteurs β-ARs provoque 

leur désensibilisation (Bristow et al., 1986) conduisant à une diminution de la synthèse d’AMPc 

(Feldman et al., 1987) additionnée d’une baisse de l’expression (et de la fonction) de la pompe 

SERCA2a (Arai et al., 1993 ; Hasenfuss et al., 1994) et contribue, par conséquent, à altérer la 

fonction contractile du cœur. Pour contrebalancer ces effets néfastes, ce qui en découle est une 

modification de l’expression et de l’activité des PDEs cardiaques, qui selon l’espèce et la 

pathologie, vont avoir tendance à augmenter ou à diminuer. Ces modifications participent à 

terme à la progression de la détérioration de la fonction cardiaque. Ainsi, les PDEs constituent 

des cibles thérapeutiques majeures pour traiter la pathologie, ce que j’aborderai plus en détails 

dans la suite de mon manuscrit. L’ensemble de ces changements sont synthétisés dans le tableau 

qui suit (Table 4). 
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Famille 
de PDE 

Changement Espèces Pathologie Références 

1A Augmentation 

Rat 
Hypertrophie (constriction 

de l’aorte) 
Yanaka et al., 2003 

Homme Infarctus du myocarde Miller et al., 2011 

Souris 
Hypertrophie (Iso, AngII, 

TAC) Miller et al., 2009 
Miller et al., 2011 

Rat 
Cardiomyopathie 

hypertrophique (Iso) 

2A Augmentation 

Rat 
Hypertrophie (constriction 

de l’aorte) 
Yanaka et al., 2003 

Homme 
Cardiomyopathie dilatée et 

ischémique 

Mehel et al., 2013 Chien 
IC développée par 

stimulation 

Rat 
Cardiomyopathie 

hypertrophique (Iso) 

3A 
Diminution 

Homme Cardiomyopathie dilatée Ding et al., 2005a 

Cochon Tétralogie de Fallot Mika et al., 2019 
Rat Sténose aortique Abi-Gerges et al., 2009 

Augmentation Souris TAC Polidovitch et al., 2019 

4 Diminution 

Rat (4A, 4B) Sténose aortique Abi-Gerges et al., 2009 
Homme (4D, 

oreillette) 
Fibrillation atriale 

permanente 
Molina et al., 2012 

Cochon (4A, 
4B, 4D) 

Tétralogie de Fallot Mika et al., 2019 

Homme 
(4D) 

Cardiomyopathie dilatée, IC 
Lehnart et al., 2005  
Richter et al., 2011 

5A Augmentation 

Homme 
Cardiomyopathie dilatée et 

ischémique 

Lu et al., 2010 ; Pokreisz et al., 
2009 ; Shan et al., 2012 ; 

Nakano et al., 2017 

Homme 
Hypertrophie VD, 

cardiomyopathie dilatée, 
sténose aortique 

Nagendran et al., 2007 ; Shan et 
al., 2012 ; Vandenwijngaert et 

al., 2013 

Souris 
Cardiomyopathie 

hypertrophique (TAC) 
Lu et al., 2010  

Vandenwijngaert et al., 2013 

9A Augmentation 
Homme 

Cardiomyopathie dilatée, 
IC, sténose aortique 

Lee et al., 2015 
Souris 

Cardiomyopathie 
hypertrophique (TAC) 

 
Table 4 : Altérations pathologiques de l’expression des PDEs cardiaques (études in vivo)  
Adapté de Kim & Kass, 2017 
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VI.6. Remodelage tissulaire 
 
Le myocarde défaillant subit des modifications de la composition cellulaire et de la MEC qui, 

associées à des altérations des fonctions du myocyte cardiaque, entraînent un remodelage 

défavorable du VG, une dilatation de la chambre, un amincissement de la paroi et une 

augmentation de la sphéricité (Hartupee & Mann, 2017). Ces modifications de la géométrie de 

la chambre contribuent au dysfonctionnement du VG et à la progression de la maladie (Mann, 

2005).  

 

VI.6.1. Fibrose cardiaque  
 
Dans le myocarde, la fibrose médiée par les myofibroblastes constitue une marque du 

remodelage cardiaque pathologique (Biernacka & Frangogiannis, 2011 ; Zeisberg & Kalluri, 

2013 ; Kong et al., 2014) et une conséquence connue de la mort des cardiomyocytes (Piek et 

al., 2016). Dans des cellules cardiaques de rats néonataux, une stimulation chronique des 

récepteurs β1 et β2-ARs par de l’isoprénaline induit la synthèse et la sécrétion de facteurs de 

croissance, notamment le CTGF (connective tissue growth factor) et le VEGF (vascular 

endothelial growth factor) via la voie AMPc/PKA (Nuamnaichati et al., 2018). Dans ce 

contexte, l’AMPc semble être important puisqu’une inhibition de l'AC supprime la synthèse et 

la sécrétion des facteurs CTGF et VEGF. La libération de ces facteurs paracrines est nécessaire 

à l'induction de la prolifération cellulaire ainsi qu’à la synthèse des collagènes de type I, de type 

III et de l'α-SMA (α-smooth muscle actin) dans les fibroblastes cardiaques, confirmant ainsi 

qu’une stimulation β-AR prolongée dans les cardiomyocytes induit une fibrose cardiaque en 

libérant plusieurs facteurs paracrines (Nuamnaichati et al., 2018). Ces effets peuvent être 

antagonisés par les β-bloquants (aténolol, métoprolol et propranolol) (Nuamnaichati et al., 

2018) suggérant que le nucléotide cyclique AMPc paraît essentiel dans le développement de la 

fibrose cardiaque.  

 

Pour évaluer le rôle des β1-AA (β1-adrenoceptor autoantibody) pour auto-anticorps anti-

récepteurs β1-ARs dans le cœur, Lv et al. ont réalisé une immunisation passive chez des souris 

par une injection intrapéritonéale (i.p.) de β1-AA (une fois toutes les deux semaines pendant 16 

semaines à une dose de 5 µg/g de poids corporel) (Lv et al., 2016). Dans ce modèle, Lv et al. 

ont mis en évidence que les β1-AA altèrent la fonction cardiaque et provoque une fibrose 

cardiaque de par une expression accrue de l'α-SMA qui est un marqueur d’un dépôt de 

myofibroblastes et de collagènes (Lv et al., 2016). In vitro, les β1-AA favoriseraient la 
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prolifération de MEC dans les fibroblastes cardiaques partiellement via l’activation des voies 

de signalisation β1-AR, β2-AR, des kinases p38MAPK (p38 mitogen-activated protein kinases) 

et ERK1/2 (Lv et al., 2016). De façon intéressante, EPAC1 est impliquée dans l’activation de 

la voie de signalisation PKCδ/p38MAPK dans des fibroblastes cardiaques de souris néonatales 

(Chen et al., 2012). Une stimulation des récepteurs β2-ARs conduit à une augmentation des 

niveaux d’AMPc qui active EPAC1. À son tour, EPAC1 stimule la phosphorylation et la 

translocation de la PKCδ par le biais de mécanismes indirects. Puis, cette dernière phosphoryle 

les kinases p38MAPK qui activent les facteurs de transcription (CREB, NF-κB…) pour stimuler 

la transcription et la production des interleukines IL-6 (IL-6) (jouant un rôle crucial dans le 

développement de la fibrose cardiaque) (Chen et al., 2012). Il est possible que l’activation de 

la voie p38MAPK induite par les β1-AA soit médiée par EPAC1 et cette éventualité devra être 

explorée dans des études futures. Par conséquent, ces études démontrent l’importance des β1-

AA (de l’AMPc et éventuellement d’EPAC1) dans le développement de la fibrose cardiaque. 

Par ailleurs, les cytokines pro-inflammatoires contribuent également aux dommages du 

myocarde et au remodelage pathologique à long terme, comme par exemple l’installation d’une 

fibrose cardiaque. Pour atténuer ce remodelage, une stratégie prometteuse a été proposée et 

consiste à bloquer la suractivation des réponses inflammatoires (Frangogiannis, 2015). 

Récemment, il a été démontré qu’une inhibition de l’interleukine 8 (IL-8) au cours des premiers 

stades d’une stimulation β-AR à l’isoprénaline peut prévenir les réactions inflammatoires et la 

fibrose (Xiao et al., 2018). 

 

Comme j’ai pu le décrire, si l’AMPc contribue au développement de la fibrose cardiaque, un 

rôle bénéfique du nucléotide a également été rapporté. Récemment, Phosri et al. mettent en 

évidence l’existence d’une nouvelle voie de signalisation dans laquelle une stimulation du 

récepteur A2B active la voie AMPc/EPAC/PI3K/Akt pour inhiber la prolifération cellulaire, la 

synthèse d’α-SMA induite par l’ET-1 (endothelin-1) dans des fibroblastes cardiaques de rats 

néonataux et par conséquent diminuer la fibrose cardiaque (Phosri et al., 2017). La liaison d’un 

agoniste sur le récepteur A2B conduit à une élévation de l'AMPc (par l'activation de Gαs). 

L'AMPc active EPAC entraînant l'activation de PI3K et d'Akt, provoquant ainsi des effets anti-

fibrotiques (Phosri et al., 2017). 

 

Si les β-bloquants peuvent atténuer la fibrose cardiaque (Kobayashi et al., 2004 ; Fang et al., 

2017), Nakaya et al. ont démontré que le métoprolol (sélectif β1) augmente l'expression des 

gènes (Tgfβ, Ctgf et Coll1a) responsables de la fibrose dans des cardiomyocytes de rats 
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néonataux (Nakaya et al., 2012). Il induit l’interaction entre le récepteur β1-AR et la β-

arrestine2, mais pas la β-arrestine1 (Nakaya et al., 2012). Dans des cardiomyocytes de souris 

KO pour la GRK5, cette interaction est altérée. La fibrose cardiaque induite par le métoprolol 

entraîne un dysfonctionnement cardiaque chez les souris contrôles tandis que chez les souris 

KO pour la β-arrestine2 ou la GRK5, le β-bloquant ne provoque pas ces effets délétères (Nakaya 

et al., 2012). Ainsi, le métoprolol est un ligand biaisé qui active sélectivement une voie 

dépendante de la β-arrestine2/GRK5 (et indépendante des protéines G) pour induire une fibrose 

cardiaque. Cette étude démontre l'importance physiologique de « l’agonisme biaisé » et ce 

constat peut être une explication de la diversité de l'efficacité des β-bloquants.  

 

VI.6.2. Apoptose  
 
Bien qu'une augmentation de l'apoptose des cardiomyocyte ait été régulièrement observée dans 

des cœurs défaillants, le taux absolu de ce type de mort cellulaire varie considérablement 

(Olivetti et al., 1997 ; Guerra et al., 1999 ; Saraste et al., 1999 ; Kostin et al., 2003). Une grande 

partie des données existantes proviennent d’études où l’IC est avancée et le taux d’apoptose 

aux premiers stades de la maladie est moins clair. Chez des souris transgéniques surexprimant 

la caspase 8, un faible taux d'apoptose chronique (similaire à celui observé dans l'IC au stade 

terminal) était suffisant pour amener à une cardiomyopathie dilatée (Wencker et al., 2003). 

Cette découverte suggère que l'apoptose en cours, même à un faible niveau, pourrait contribuer 

à la progression de l'IC. Plusieurs études ont démontré que l'activation neuro-hormonale est 

suffisante pour stimuler l'apoptose. Le récepteur β1-AR induit une augmentation de l'apoptose, 

tandis que le récepteur β2-AR protège effectivement contre l'apoptose (Communal et al., 1999). 

Il a été mis en évidence que l'angiotensine II et le facteur de nécrose tumorale peuvent 

également induire une apoptose des cardiomyocytes (Kajstura et al., 1997 ; Haudek et al., 

2007). 

 

En étant couplés aux protéines Gαi, les récepteurs β2-ARs auraient un rôle cardioprotecteur 

(Figure 26). Notamment, une étude a mis en évidence qu’un traitement chronique à 

l’isoprénaline augmente l’apoptose des cardiomyocytes et la mortalité chez des souris 

déficientes pour les récepteurs β2-ARs (Patterson et al., 2004). Les effets anti-apoptotiques β2-

ARs impliqueraient la voie de signalisation dépendante de Gi-Gβγ ainsi que les protéines PI3K 

et Akt (Chesley et al., 2000). Avec l’intervention des sous-unités βγ de la protéine Gαs et la 

PKA, une stimulation β1-AR peut également activer la PI3K. En inhibant le courant ICa,L, cette 
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enzyme intervient pour jouer un rôle de rétrocontrôle négatif sur l’effet inotrope positif généré 

par la protéine Gαs (Figure 26) (Leblais et al., 2004). Des recherches plus approfondies sont 

nécessaires pour déterminer pourquoi la signalisation PI3K activée par les récepteurs β1-ARs, 

contrairement à celle des β2-ARs, ne protège pas les cardiomyocytes.  

 

Contrairement aux récepteurs β2-ARs, une stimulation β1-AR chronique semble être associée à 

une cardiotoxicité via un mécanisme indépendant de la voie AMPc/PKA, qui fait intervenir la 

protéine EPAC et la CaMKII (Lezoualc’h et al., 2016). Notamment, l’utilisation d’un inhibiteur 

de la PKA qui supprime l’augmentation de la FC et de la contractilité cardiaque induite par 

l’isoprénaline, démontre le rôle majeur de la voie AMPc/PKA et également celui de la voie de 

signalisation β-AR indépendante de la PKA (impliquant EPAC) dans la régulation cardiaque 

(Zhang et al., 2019b). Par ailleurs, le rôle qu’occupe EPAC1 dans l’installation d’effets néfastes 

suite à une IC, qu’il soit positif ou négatif, reste controversé. Il a été démontré qu’une 

stimulation d’EPAC1 favorise le développement d’une hypertrophie (Morel et al., 2005 ; 

Métrich et al., 2008) où la mise en place d’une activité d’autophagie correspondrait à une 

réponse adaptative contre les effets délétères d’EPAC1 (Laurent et al., 2015). De plus, 

récemment, il a été démontré que l’invalidation d’EPAC1 réduit la taille de l’infarctus et 

l’apoptose des cardiomyocytes provoquées par une ischémie/reperfusion cardiaque (Fazal et 

al., 2017). En revanche, dans une autre étude, une activation d’EPAC1 par l'AMPc qui est 

généré par l’ACs au sein des mitochondries apporterait une protection contre une surcharge en 

Ca2+ et la mort cellulaire, notamment l’apoptose ainsi que la nécrose (Wang et al., 2016). Par 

ailleurs, in vitro, une activation de la CAMKII est pro-apoptotique (Figure 26) (Zhu et al., 

2003) et induit les gènes du programme hypertrophique des cellules cardiaques (Sucharov et 

al., 2006). In vivo, les souris transgéniques qui surexpriment spécifiquement les récepteurs β1-

ARs dans le cœur affichent un remodelage cardiaque hypertrophique, une fibrose interstitielle 

de remplacement coïndicant avec une augmentation du marqueur pré-apoptotique Bax ainsi 

qu’une diminution de la fonction contractile (Bisognano et al., 2000). Dans des conditions de 

stress, les récepteurs β1-ARs pourraient former un complexe moléculaire avec le récepteur 

RAGE (receptor for advanced glycation endproducts) et activeraient la signalisation délétère 

CaMKII/EPAC pour contribuer à la mort des cardiomyocytes (Zhu et al., 2016). 

 

Il est connu que des concentrations élevées de catécholamines et une stimulation β-AR 

chronique, contrairement à de brèves applications d'agonistes β-ARs, peuvent conduire à la 

phosphorylation de facteurs de transcription de la famille CREB par la PKA (Haj Slimane et 
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al., 2014 ; Yang et al., 2014) pour induire une hypertrophie cardiaque. L’augmentation de la 

phosphorylation/activation de CREB est un facteur important dans la régulation à la hausse du 

répresseur transcriptionnel ICER qui inhibe l’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 

(Yan et al., 2007b). Les protéines Bcl-2 et Drp1 sont des substrats de la PKA suggérant que la 

PKA peut réguler non seulement l'apoptose mais également la dynamique des mitochondries 

(Monterisi et al., 2017). En effet, la cascade de signalisation mitochondriale AMPc/PKA permet 

de contrôler l'élongation des mitochondries et la mort cellulaire mitochondriale (Monterisi & 

Zaccolo, 2017). Monterisi et al. mettent en évidence la présence d’un nouveau domaine de 

signalisation AMPc/PKA/PDE2 au niveau des membranes mitochondriales qui contrôle 

l'apoptose et dans lequel une inhibition de la PDE2 protégerait contre l’apoptose (Monterisi et 

al., 2017). Cependant, la présence de la PKA dans la matrice (Wang et al., 2016) ou à la 

membrane de l'organelle (Monterisi & Zaccolo, 2017) fait l’objet de nombreux débats.  

 

Récemment, il a été démontré que le facteur de transcription STAT3 (signal transducer and 

activator of transcription 3) joue un rôle critique dans le maintien de l’homéostasie cardiaque 

via ses effets transcriptionnels sur les différentes composantes de la signalisation β-AR. Plus 

particulièrement, une perte de STAT3 au niveau cardiaque altère les réponses inotrope et 

lusitrope issues d’une stimulation β-AR aiguë (Zhang et al., 2016b). En effet, plusieurs gènes 

(ADRB1, Prkaca, Prkacb, CACNα1C et SERCA2) qui sont essentiels pour les réponses inotrope 

et lusitrope sont diminués chez des souris KO pour STAT3 (Zhang et al., 2016b). Au cours 

d’une activation β-AR chronique, cette délétion augmente l’hypertrophie et la mort des 

cardiomyocytes ainsi que la fibrose (Zhang et al., 2016b). De façon intéressante, Wu et al. ont 

suggéré que l'extrémité N-terminale de l'AC6 permettrait d'ancrer l'AC6 sur la membrane 

sarcolemmale pour activer la signalisation PKA/Src/STAT3 afin d'empêcher la mort des 

cardiomyocytes lors d’une stimulation β-AR (Wu et al., 2017). La kinase Src activée par la 

PKA (activée par l’AMPc) induit l’activation/phosphorylation/translocation nucléaire de 

STAT3 favorisant la survie cellulaire (Wu et al., 2017). Bien que d’une manière générale une 

stimulation β1-AR chronique est associée à une apoptose (où l’AMPc est délétère), dans cette 

étude, l’AMPc paraît indispensable pour l’activation de STAT3 et par conséquent pour la survie 

cellulaire. 
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VI.6.3. Nécrose  
 
La nécrose était à l'origine considérée comme un mode passif de mort cellulaire, néanmoins, 

actuellement, il est connu qu'elle survient de manière régulée (Kroemer et al., 2009). La mort 

cellulaire nécrotique est caractérisée par un gonflement cytoplasmique avec éventuellement une 

rupture de la membrane plasmique, ainsi que par un gonflement des organites, notamment des 

mitochondries. La nécrose du cœur s'accompagne d'une augmentation du taux de Ca2+ 

cytosolique (Hartupee & Mann, 2017). Plus particulièrement, il a été démontré que la nécrose 

des cardiomyocytes chez la souris peut contribuer de manière significative à l'IC par le biais 

d’une activation des récepteurs β-ARs qui favorise une surcharge en Ca2+ et l’ouverture du 

mPTP (Nakayama et al., 2007). De plus, des concentrations de noradrénaline et d'angiotensine 

II pertinentes sur le plan physiopathologique sont suffisantes pour induire une nécrose des 

cardiomyocytes (Todd et al., 1985 ; Tan et al., 1991 ; Mann et al., 1992). La mort cellulaire 

nécrotique entraîne non seulement la perte des myocytes, mais peut également contribuer à 

l'inflammation du cœur par la libération de molécules intracellulaires appelées damage-

associated molecular patterns. Ces molécules sont reconnues par le système immunitaire inné, 

ce qui entraîne une réaction inflammatoire stérile pouvant causer d'autres lésions tissulaires et 

une mort additionnelle des myocytes (Epelman et al., 2015 ; Zhang et al., 2015). Au cours des 

dernières années, un nouveau mécanisme de mort cellulaire, la nécroptose, a émergé (Zhe-Wei 

et al., 2018). La nécroptose présente certaines caractéristiques, à la fois de l’apoptose et de la 

nécrose, et est activée par des ligands des récepteurs de mort cellulaire. C'est une nouvelle forme 

de nécrose programmée (Zhou & Yuan, 2014). Contrairement à la nécrose classique qui est 

entraînée par des blessures non spécifiques ou un traumatisme, ce mécanisme implique une 

mort cellulaire active qui est déclenchée par des voies de signalisation spécifiques 

(Vandenabeele et al., 2010). Notamment, en plus de l'apoptose et de l'inflammation, il a été mis 

en évidence que la protéine RIP3 (receptor-interacting protein 3) déclenche une nécroptose 

dans le myocarde par l'activation de la CaMKII, plutôt que par l'intermédiaire de ses partenaires 

bien établis, RIP1 (receptor-interacting protein 1) et MLKL (mixed lineage kinase domain-like 

protein) (Zhang et al., 2016a). Chez la souris, un déficit de la protéine RIP3 ou l'inhibition de 

la CaMKII améliore la nécroptose du myocarde et l'IC induites par une ischémie-reperfusion 

ou un traitement à la doxorubicine (Zhang et al., 2016a). L'activation de la CaMKII provoquée 

par RIP3, directement via une phosphorylation ou indirectement via une oxydation médiée par 

les ROS, ou les deux, déclenche l'ouverture du mPTP et la nécroptose du myocarde (Zhang et 

al., 2016a). Un rôle additionnel d’EPAC dans cette nouvelle voie RIP3/CaMKII/mPTP est 
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envisageable où EPAC (en plus de l’activation induite par RIP3) activerait la CaMKII pour 

favoriser l’ouverture du mPTP et la nécroptose.  

 

VI.6.4. Autophagie 
 
La mort cellulaire autophagique est définie morphologiquement comme la mort cellulaire se 

produisant avec une vacuolisation autophagique massive du cytoplasme. Bien qu'observé dans 

l'IC humaine, ce mode de mort cellulaire est moins bien compris que la nécrose et l'apoptose 

(Kostin et al., 2003). L'autophagie est généralement considérée comme une voie de survie 

cellulaire activée par divers stress qui catalysent la dégradation des organites et des protéines 

intracellulaires (Kroemer et al., 2010). Cependant, il reste inconnu si l'autophagie survient avec 

la mort cellulaire ou contribue activement à la mort de la cellule (Kroemer et al., 2009). Dans 

le contexte de la biologie cardiovasculaire, le rôle de l'autophagie en réponse à des atteintes 

diverses est encore en cours de clarification (Lavandero et al., 2015). En réponse à une lésion 

d'ischémie/reperfusion, un flux autophagique altéré est associé à une mort cellulaire des 

cardiomyocytes (Ma et al., 2012).  

 

Le rôle de l’autophagie, qu’il soit bénéfique ou délétère, au cours de l’hypertrophie cardiaque 

est controversée (Lavandero et al., 2013). Récemment, une étude a révélé le rôle clé d'EPAC1 

dans l'induction de l'autophagie au cours de l'hypertrophie cardiaque pathologique (Laurent et 

al., 2015). Dans cette étude, pour la première fois, il a été démontré dans des cardiomyocytes 

ventriculaires de rats néonataux que l'activation d'EPAC1 déclenche une autophagie (Laurent 

et al., 2015). Par ailleurs, une délétion du gène codant pour EPAC1 réalisée chez la souris 

apporte une protection contre le remodelage cardiaque induit par une stimulation β-AR 

chronique à l’isoprénaline et empêche l’autophagie (Laurent et al., 2015). Bien que chez les 

souris contrôles, une infusion chronique d'isoprénaline (pendant 28 jours) provoque une 

hypertrophie sans altération de la fonction cardiaque, ce remodelage ventriculaire observé 

pourrait être considéré comme une hypertrophie compensatrice dans laquelle une activation de 

l'autophagie jouerait un rôle cardioprotecteur en éliminant l'accumulation de protéines mal 

repliées et ubiquitinées (Laurent et al., 2015). De plus, il a été mis en évidence qu’une 

autophagie qui serait excessive ou insuffisante pourrait contribuer à un dysfonctionnement du 

cœur et à l’IC (Nakai et al., 2007 ; Tannous et al., 2008). Une autre étude a démontré que 

l’augmentation de l’autophagie cardiaque lors d’une stimulation chronique α1-AR par la 
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phényléphrine via une voie impliquant la PI3K et Akt apporterait une protection contre 

l'apoptose des cardiomyocytes induite par une stimulation β-AR (Nakaoka et al., 2015).  

 

VI.7. Arythmies ventriculaires  
 
La genèse d’une arythmie est très souvent le résultat d'une interaction de trois facteurs formant 

le triangle de Coumel : un déclencheur (une accélération de la FC, une extrasystole…), un 

substrat arythmogène (cicatrice d’infarctus, fibrose, zone génératrice de réentrée…) et le SNA 

(stimulation sympathique, décharge de catécholamines…) (Figure 27) (Coumel, 1987 ; 

Kirchhof et al., 2016 ; Jordaens, 2018). 

 

 
 

Figure 27 : Genèse d’une arythmie par l’interaction de trois facteurs  
(a) Concept original développé par le cardiologue, Philippe Coumel et sa forme finale généralement bien connue 
en tant que (b) triangle de Coumel expliquant comment l'interaction du substrat, des déclencheurs et du SNA est 
importante dans l'arythmogenèse. 
D’après Jordaens, 2018 
 
 
La fibrose perturbe l'électrophysiologie cardiaque et induit des troubles du rythme. Notamment, 

il a été mis en évidence qu’une surexpression de TGF-β1 (transforming growth factor-β) chez 

la souris entraîne une fibrose auriculaire sans atteinte ventriculaire conduisant au 

développement d’une fibrillation auriculaire (FA) inductible chez ces souris (Verheule et al., 

2004 ; Everett & Olgin, 2007). Chez les patients également, la FA est fortement associée à la 

fibrose auriculaire (Kostin et al., 2002) et actuellement, il est généralement admis que la fibrose 

auriculaire crée un substrat pour la FA (Burstein & Nattel, 2008 ; De Jong et al., 2011). De 

plus, il a été rapporté que la présence et la quantité de fibrose myocardique avaient une 

incidence sur les arythmies cardiaque et la mort subite chez les patients atteints de 

cardiomyopathie dilatée non ischémique (Perazzolo et al., 2014). Le mécanisme par lequel la 

cicatrisation du myocarde favorise les troubles du rythme consiste à créer des circuits de 
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réentrée liés à des cicatrices ou à des zones ischémiques dans le myocarde (Tse, 2016). En effet, 

le remodelage cardiaque perturbe le fonctionnement des canaux ioniques, des pompes ioniques 

et des jonctions communicantes (Heijman et al., 2014). De ce fait, la vitesse de conduction du 

PA est réduite, ce qui favorise la susceptibilité aux réentrées (Heijman et al., 2014) et par 

conséquent, aux arythmies. 

 

Un automatisme anormal et des activités déclenchées causés par des altérations du SNA 

peuvent être également à l’origine des arythmies cardiaques. Un automatisme anormal peut être 

perçu lorsqu’il y a une augmentation de la vitesse de dépolarisation des myocytes 

cardionecteurs par le SNS. Les activités déclenchées concernent des post-dépolarisations 

précoces (EAD, early afterdepolarizations) ou des post-dépolarisations tardives (DAD, delayed 

afterdepolarizations). Les EAD sont provoquées, soit par une réactivation d’ICa,L lors du plateau 

du PA pouvant être favorisée par un INa soutenu (INa,Late) ou par le biais de l’échangeur NCX 

produisant un courant transitoire dépolarisant (ITI) lors de la phase finale de repolarisation 

(Weiss et al., 2010). Les EAD sont favorisées par toutes les conditions allongeant la durée du 

PA et prennent naissance principalement dans le réseau de Purkinje ou dans le sous-épicarde 

ventriculaire, là où les PA sont les plus longs et les plus sensibles à la FC. C’est au cours de la 

diastole que les DAD se produisent, lors d’une surcharge en Ca2+. La signalisation β1-AR 

augmente la [Ca2+]i et la libération spontanée de Ca2+ par les récepteurs RyR2 du RS (Weiss et 

al., 2010). Ces phénomènes conduisent à une activation du NCX et à un déclenchement de 

DAD pouvant mener à des extrasystoles via l’ouverture des canaux sodiques et calciques.  

 

Les processus pro-arythmiques semblent faire intervenir à la fois la PKA et la CaMKII 

(activation de la CaMKII via une potentialisation du cycle du Ca2+ induite par la PKA et par 

EPAC). Un autre mécanisme a été proposé pour expliquer la FA humaine et consiste en une 

hyperphosphorylation de RyR2 par la CaMKII provoquant une fuite de Ca2+ pro-arythmique 

(Chelu et al., 2009 ; Voigt et al., 2012). En activant la CaMKII au cours d’une stimulation β-

AR, nous avons constaté qu’EPAC intervient dans la régulation du CEC. Comme évoqué au 

début de mon introduction, lors d’une stimulation β1-AR, EPAC2 (en activant la CaMKII) 

induit une fuite de Ca2+ diastolique en provenance du RS qui est pro-arythmique (Pereira et al., 

2007 ; Pereira et al., 2013). Par ailleurs, nous avons pu voir que la CaMKII joue un rôle 

important au niveau du RS, mais pas seulement. La CaMKII phosphoryle les LTCCs et cette 

phosphorylation est maximale au cours de l’IC (Wang et al., 2008). Les niveaux et l’activité de 

la kinase sont augmentés lors de la pathologie (Colomer et al., 2003 ; Wang et al., 2008) et son 
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activation chronique conduit à son auto-activation permettant de prolonger son activité de façon 

indépendante du Ca2+ (Baltas et al., 1997) ce qui pourrait expliquer ce phénomène. Cette 

phosphorylation potentialise l’activité des LTCCs renforçant ainsi l'entrée de Ca2+ dans le 

cardiomyocyte via ICa,L dont l'amplitude est augmentée et l'inactivation ralentie, ce qui conduit 

à une surcharge en Ca2+ et aux arythmies (Koval et al., 2010). L’ensemble de ces effets conduit 

donc à une augmentation de la [Ca2+]i dans le cardiomyocyte pouvant alors activer d'autres 

RyR2 qui, par le phénomène de CICR, vont induire des vagues calciques spontanées (VCS) se 

propageant le long de la cellule.  

 

À noter que la charge et la fuite de Ca2+ sont des mécanismes fortement liés. Les fuites de Ca2+ 

diastolique en provenance du RS via RyR2 associées à des VCS ne peuvent se déclencher qu'à 

partir d'un certain seuil de charge en Ca2+ du RS (une augmentation de la charge du RS par une 

stimulation β-AR augmente la probabilité de sortie de Ca2+) (Venetucci et al., 2007). Ces fuites 

de Ca2+ sont pro-arythmiques car en augmentant le fonctionnement du NCX pour faire sortir le 

Ca2+ du cardiomyocyte, elles provoquent la genèse d'un courant dépolarisant électrogénique de 

Na+ (Iti) qui déstabilise le potentiel membranaire de la cellule ce qui correspond à une DAD. 

Une activité déclenchée survient si la dépolarisation de la membrane atteint le seuil de 

déclenchement du PA et se propage au sein du tissu cardiaque pour provoquer une arythmie 

cardiaque (Pogwizd & Bers, 2004). Par ailleurs, une activation soutenue d’EPAC entraîne une 

diminution de l’expression du gène et de la protéine KCNE1 (Aflaki et al., 2014) ainsi qu’une 

augmentation de l'expression du canal TRPC3/4 (Domínguez-Rodríguez et al., 2015) 

conduisant à des évènements pro-arythmiques. La résultante est une augmentation de la durée 

du PA via EPAC (Brette et al., 2013).  

 

VII. Les PDEs, cibles thérapeutiques de l’insuffisance cardiaque   
 
Étant donné que l'inhibition de la PDE3 pouvait améliorer les paramètres hémodynamiques du 

cœur en augmentant la contractilité, tout en dilatant les vaisseaux afin de réduire la charge 

cardiaque, elle est devenue la première PDE ciblée avec une inhibition à visée thérapeutique 

dans le cadre de l’IC (Baim et al., 1983 ; Monrad et al., 1984). Ainsi, les inhibiteurs de PDE3 

furent développés comme cardiotoniques alternatifs ou complémentaires aux glycosides dans 

le traitement de la pathologie (Movsesian et al., 2011). Des réponses aiguës semblaient 

prometteuses, néanmoins des essais cliniques ont démontré qu’une inhibition prolongée de la 

PDE3 est associée à une augmentation des effets indésirables, des arythmies cardiaques et de 
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la mortalité des patients atteints d'IC (DiBianco et al., 1989 ; Packer et al., 1991 ; Cuffe et al., 

2002 ; Amsallem et al., 2005 ; Metra et al., 2009). Toutefois, une inhibition à court terme de la 

PDE3 reste utilisée pour le traitement de l’IC aiguë décompensée (Bedioune et al., 2016 ; Kim 

& Kass, 2017). Il a été suggéré que le ciblage spécifique d’une isoforme pourrait améliorer les 

effets bénéfiques tout en évitant la toxicité. L'inhibition de la PDE3 entraîne une augmentation 

d’ICa,L (Verde et al., 1999) qui stimule la contractilité (Weishaar et al., 1987), effet qui est 

principalement médié par la PDE3A (Sun et al., 2007). La PDE3A1 co-immunoprécipite avec 

un complexe protéique contenant la SERCA2a, le PLB et l’AKAP18, lors de sa phosphorylation 

induite par la PKA (Ahmad et al., 2015b). Par conséquent, un pool d'AMPc est spécifiquement 

ciblé et permet une régulation du cycle du Ca2+ via le RS (Beca et al., 2013). Au cours de l’IC, 

il est observé une diminution de l’activité de la pompe SERCA2a et une déphosphorylation du 

PLB ce qui amène à l’idée qu’une inhibition sélective de la PDE3A1 associée au complexe 

PLB/SERCA2 pourrait améliorer les performances contractiles et avoir des effets 

potentiellement thérapeutiques sur la pathologie (Movsesian, 2015). La PDE3 influence 

également l'apoptose cellulaire. En effet, l'inhibition de la PDE3A peut endommager le cœur 

en augmentant l'activité du répresseur transcriptionnel ICER qui supprime l'expression de la 

protéine Bcl-2 et favorise ainsi l'apoptose (Ding et al., 2005a ; Ding et al., 2005b ; Yan et al., 

2007a). La PDE3A joue donc un rôle unique dans la régulation de l'apoptose des 

cardiomyocytes via la régulation de l'expression d’ICER. La diminution de la PDE3A et la 

régulation à la hausse correspondante d’ICER dans des cœurs défaillants peuvent être 

préjudiciables à la fonction cardiaque, en partie par une induction de l'apoptose du myocarde. 

Au cours d’une ischémie/reperfusion cardiaque, si une surexpression de la PDE3A est 

cardioprotectrice (Oikawa et al., 2013), à l'inverse, une délétion du gène codant pour la PDE3B 

affiche également des effets bénéfiques (Chung et al., 2015). En revanche, dans un modèle de 

TAC réalisée chez la souris, une ablation génétique de la PDE3A, mais non de la PDE3B, offrait 

une protection contre le remodelage ventriculaire induit par la chirurgie, et l'addition de 

l’inhibiteur de PDE3 (milrinone) à des souris dépourvues de la PDE3A ne fournissait aucune 

protection supplémentaire. Ces résultats corroborent la conclusion selon laquelle la PDE3A 

jouerait un rôle important dans le remodelage cardiaque pathologique induit par une surcharge 

de pression chronique chez la souris (Polidovitch et al., 2019). Cependant, ces observations 

vont à l’encontre des résultats obtenus par les études précédemment évoquées (Yan et al., 

2007a ; Oikawa et al., 2013). Ces effets opposés pourraient être attribués à la présence de 

réponses spécifiques selon l’isoforme de PDE3A ciblée dans des compartiments particuliers. Si 

une délétion du gène codant pour la PDE3A chez la souris conduit à une élévation de la 
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contractilité cardiaque (Beca et al., 2013), l’ajout additionnel du médicament milrinone est très 

peu impactant (Polidovitch et al., 2019). En effet, les doses utilisées dans cette étude étaient 

relativement faibles (~ 0.5 mg/kg/jour) (Polidovitch et al., 2019) d’où l’absence d’effet. De 

plus, Polidovitch et al. ont mis en évidence une augmentation de l’expression protéique de la 

PDE3A dans leur modèle de TAC réalisé chez la souris (Polidovitch et al., 2019) tandis que 

notre équipe a démontré que son expression est diminuée au cours de l’hypertrophie cardiaque 

induite par sténose aortique chez le rat (Abi-Gerges et al., 2009). Par ailleurs, l’identification 

d’un polymorphisme d'insertion (allèle I)/délétion (allèle D) de 29 nucléotides dans le 

promoteur du gène pde3a humain a permis de mettre en évidence que le traitement par un 

inhibiteur de la PDE3 (enoximone ou milrinone) serait plus efficace chez des patients 

homozygote pour l’allèle I, en raison d'un manque d’une augmentation de la transcription du 

gène pde3a et de l’activité de la PDE3 (Sucharov et al., 2019). 

 

Dans des conditions pathologiques, il a été démontré que l'expression de la PDE1 était modifiée 

et que son inhibition protégerait du remodelage pathologique et des dysfonctionnements 

cardiaques (Chen et al., 2018 ; Leroy & Fischmeister, 2018). Une augmentation de l'expression 

de la PDE1A a été observée in vivo dans des myocytes et des fibroblastes cardiaques à partir de 

divers modèles de souris atteints d'hypertrophie pathologique (Miller et al., 2009) et dans des 

cœurs humains malades (Miller et al., 2011). Conformément à son expression accrue dans un 

état pathologique, une inhibition de la PDE1 diminue l'hypertrophie cardiaque induite par une 

perfusion chronique d'isoprénaline, effet associé à une activation de l’axe GMPc/PKG (Miller 

et al., 2009). Plus spécifiquement, des études in vitro sur des cellules cardiaques isolées 

suggèrent que la PDE1A pourrait jouer un rôle important dans le développement de 

l’hypertrophie et de la fibrose cardiaques. Dans des myocytes ventriculaires de rat néonataux 

et adultes, la croissance hypertrophique des myocytes et/ou l'expression des marqueurs de 

l’hypertrophie induites par la phényléphrine ont été significativement atténuées par un 

inhibiteur sélectif de la PDE1 (IC86340) ou un siRNA PDE1A (Miller et al., 2009). Une étude 

récente a mis en évidence que l'expression de la PDE1C était augmentée dans des cœurs 

défaillants de souris et humains et est fortement exprimée dans les cardiomyocytes mais pas 

dans les fibroblastes (Knight et al., 2016). Dans des cardiomyocytes de souris adultes KO pour 

la PDE1C, l'hypertrophie et l’apoptose des cardiomyocytes induites par de l’isoprénaline ou de 

l’angiotensine II sont réduites (Knight et al., 2016). Comme décrit précédemment (cf. chapitre 

V.1.1.), l’existence du complexe multiprotéique A2R/PDE1C/TRPC3 permet une activation de 

la PDE1C par un afflux extracellulaire de Ca2+ induit par le TRPC3 conduisant à un signal 
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A2R/AMPc antagonisé et à une mort des cardiomyocytes par apoptose (Zhang et al., 2018) ce 

qui expliquerait les effets positifs issus d’une délétion génétique de la PDE1C. De plus, 

l'activation des fibroblastes cardiaques stimulés par le TGF-β a également été atténuée chez ces 

souris. In vivo, le remodelage et les dysfonctionnements cardiaques induits par une TAC, 

notamment l'hypertrophie du myocarde, l'apoptose, la fibrose cardiaque et la perte de la fonction 

contractile, ont été considérablement atténués chez les souris KO pour la PDE1C par rapport 

aux souris sauvages (Knight et al., 2016). ITI-214 est le seul inhibiteur puissant et sélectif de la 

PDE1 à avoir été mis au point et testé chez l'Homme, car il a rempli avec succès plusieurs essais 

cliniques de phase I (Hashimoto et al., 2018). Chez des mammifères atteints ou non d’IC, il a 

été démontré que l’inhibition de la PDE1 par ITI-214 confère in vivo, des effets inotropes, 

lusitropes et vasodilatateurs artériels aigus (Hashimoto et al., 2018). Contrairement à une 

inhibition de la PDE3, les résultats obtenus sur des cardiomyocytes ont montré un changement 

négligeable quant aux transitoires calciques avec une inhibition de la PDE1 malgré un 

raccourcissement cellulaire augmenté. Comme je l’ai abordé dans les chapitres précédents, ceci 

suggère que l'AMPc est régulé différemment par la PDE1 et qu’une inhibition de la PDE1 

constituerait potentiellement un profil clinique plus sûr qu’une inhibition de la PDE3 

(Hashimoto et al., 2018). Dans une autre étude récente, l'inhibition de la PDE1 favorise, via la 

PKA et la PKG, la dégradation des protéines mal repliées par le système ubiquitine/protéasome. 

En effet, chez des souris transgéniques surexprimant une protéine humaine mal repliée 

(CryABR120G), l’HFpEF développée à quatre mois chez ces animaux est efficacement 

atténuée et la mort prématurée retardée par une inhibition chronique de la PDE1 (Zhang et al., 

2019a). 

 

L'expression de la PDE2A augmente dans le cœur malade (Kim & Kass, 2017). Son expression 

est augmentée au cours de l'hypertrophie cardiaque chez le rat (Yanaka et al., 2003 ; Mehel et 

al., 2013) et au cours de l’IC chez le chien (Mehel et al., 2013). Des augmentations similaires 

ont été rapportées dans des cœurs défaillants humains qui présentent une cardiomyopathie 

dilatée ou ischémique (Mehel et al., 2013). Zoccarato et al. rapportent qu’une inhibition de la 

PDE2A supprime l'hypertrophie cardiaque in vitro induite par la norépinéphrine dans des 

cardiomyocytes de rats néonataux ainsi qu’in vivo dans un modèle de TAC réalisé chez la souris 

(Zoccarato et al., 2015) et qu’en revanche sa surexpression augmente l’hypertrophie dans des 

cardiomyocytes ventriculaires de rats adultes (Zoccarato et al., 2016). Le mécanisme est lié à 

une augmentation de la voie de signalisation AMPc/PKA, qui à son tour augmente la 

phosphorylation de NFAT permettant de réduire sa translocation nucléaire et la signalisation 
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pro-hypertrophique en aval (Zoccarato et al., 2015). Dans une étude récente, il a été démontré 

que la PDE2A2 régule des taux d'AMPc locaux et la phosphorylation de Drp1 par la PKA et 

que son inhibition peut améliorer la réponse hormonodépendante locale de l’AMPc, affecter la 

dynamique des mitochondries et protéger de la mort cellulaire par apoptose (Monterisi et al., 

2017). Une autre étude récente a indiqué qu’une augmentation de l’expression de la PDE2 par 

les cellules endothéliales via la voie de signalisation NP/GC-A/GMPc en réponse à un infarctus 

du myocarde contribue au processus d’inflammation post-ischémique chez la souris (Chen et 

al., 2016). Cette étude révèle que l'hypoxie et le facteur de nécrose tumoral TNF-α (tumor 

necrosis factor-α), lors d’un infarctus du myocarde augmentent l'expression endothéliale de la 

PDE2A (Chen et al., 2016). Une augmentation de l’activité de la PDE2 via l’activation de la 

voie NP/GC-A/GMPc serait responsable des réductions des taux d'AMPc sous-membranaires 

et d’une altération de la barrière endothéliale (Chen et al., 2016). Par conséquent, des inhibiteurs 

de la PDE2A pourraient réduire simultanément l’inflammation post-ischémique via une activité 

ciblée sur l’endothélium, tout en augmentant la contractilité stimulée par la voie β-AR et en 

supprimant l’hypertrophie des cardiomyocytes. Dans le cadre de l’IC, il a été également mis en 

évidence que l'inhibition de la PDE2 améliore préférentiellement la signalisation 

NO/GC/GMPc afin d'exercer une protection en préservant la structure et la fonction cardiaques 

(Baliga et al., 2018). À l’inverse des observations issues des études qui ont été décrites 

précédemment, nos travaux montrent que l’augmentation de l’activité de la PDE2 dans le cœur 

serait bénéfique. Une surexpression de la PDE2A dans des cardiomyocytes ventriculaires de 

rats adultes isolés au moyen d’un adénovirus réduit le courant calcique de type L, les transitoires 

calciques correspondants et le raccourcissement des sarcomères après une stimulation β-AR 

(Mehel et al., 2013). Cette surexpression réduit également l'hypertrophie induite par la 

norépinéphrine ou la phényléphrine (Mehel et al., 2013), ce qui suggère que son activation est 

bénéfique. Par ailleurs, la seule preuve expérimentale que l'activation de la PDE2 a un effet sur 

la fonction cardiaque in vivo provient de nos récentes découvertes dans une lignée de souris 

transgénique surexprimant la PDE2A3 spécifiquement dans le cœur (Vettel et al., 2017). Après 

un suivi d’un an, les souris sont viables et en bonne santé et ne présentent pas d'anomalies 

cardiaques, excepté une réduction de la FC et une augmentation de la force contractile qui, 

combinées, ont pour résultat de maintenir un débit cardiaque restant inchangé (Vettel et al., 

2017). La loi de Frank-Starling pourrait expliquer ce phénomène (cf. chapitre I.4.1.) puisqu’au 

cours du remplissage ventriculaire, une augmentation du volume de la cavité cardiaque génère 

plus de tension au niveau de la paroi pour produire la même pression à l'intérieur de cette même 

cavité (Bollensdorff et al., 2011). Les souris transgéniques étaient également nettement 
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protégés contre la genèse d'arythmies induites par des injections d’isoprénaline, indiquant une 

résistance aux arythmies ventriculaires déclenchées (Vettel et al., 2017). En effet, les 

cardiomyocytes ventriculaires en provenance de ces souris affichent une phosphorylation 

réduite du site de phosphorylation pro-arythmique de RyR2 (Ser2814) par la CaMKII (Vettel 

et al., 2017). Après un infarctus du myocarde, elles présentaient une fonction cardiaque 

améliorée (Vettel et al., 2017). Cela suggère que la PDE2 pourrait effectivement jouer un rôle 

protecteur dans les maladies cardiaques et que son activation pharmacologique pourrait 

représenter une stratégie thérapeutique intéressante dans le cas d'IC, dans la mesure où elle 

pourrait offrir une double protection en limitant le remodelage et les arythmies cardiaques. Bien 

que l'inhibition de la PDE2 dans l'un des pools d'AMPc subcellulaires spécifiques puisse être 

bénéfique d’après certains travaux, cette stratégie pourrait être délétère. Une augmentation de 

la phosphorylation du RyR2 par la PKA ou la CaMKII (activée par EPAC) peut entraîner une 

mort faisant suite à des arythmies (Houser, 2014), ce qui pourrait l'emporter sur les effets anti-

hypertrophiques potentiels d’une inhibition de la PDE2A puisqu’une surexpression de 

l’enzyme limite la phosphorylation du RyR2 médiée par la CaMKII (Vettel et al., 2017), 

comme décrit ci-dessus. Les résultats contradictoires décrits dans la littérature, quant aux effets 

bénéfiques de la surexpression ou de l’inhibition de la PDE2, peuvent être dues aux conditions 

expérimentales, à l’isoforme ciblée et à une signalisation locale probablement liée à l’inducteur 

du stress ainsi qu’aux interactions dites cross-talk entre les deux voies de signalisation AMPc 

et GMPc (Wagner et al., 2016). La disponibilité de nouveaux outils expérimentaux, tels que 

des souris déficientes en PDE2, permettra de collecter de nouvelles informations quant au rôle 

de l’enzyme au cours de la pathologie. Etant donné que le KO intégral homozygote n’est pas 

viable, un KO conditionnel ou inductible sera nécessaire et hautement souhaitable pour mieux 

comprendre la fonction de cette PDE in vivo (Weber et al., 2017). 

 

L’activité et les niveaux des protéines PDE4A et PDE4B (mais pas PDE4D) sont diminués dans 

un modèle de sténose aortique réalisé chez le rat (Abi-Gerges et al., 2009). Par contre, dans des 

cœurs défaillants humains, ce sont l’activité et les niveaux de la protéine PDE4D3 dans le 

complexe RyR2 qui sont diminués entraînant une hyperphosphorylation de RyR2 ainsi qu’une 

fuite de Ca2+ du RS (Lehnart et al., 2005). L'isoforme PDE4D3 interagirait avec le complexe 

RyR2 et agirait comme un régulateur clé de la phosphorylation de RyR2 induite par la PKA 

(Lehnart et al., 2005). Il a été suggéré que l'hyperphosphorylation de RyR2 associée à une 

diminution des niveaux de la PDE4D3 est responsable des effets indésirables des inhibiteurs de 

PDE4, plus particulièrement des arythmies induites par l'exercice ou les catécholamines 
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(Lehnart et al., 2005 ; Galindo-Tovar & Kaumann, 2008). Plus particulièrement, des souris 

ayant subi un KO global de la PDE4D ont développé une cardiomyopathie dépendante de l'âge 

associée à une hyperphosphorylation de RyR2 et à une fuite de Ca2+ accrue du RyR2 pro-

arythmique (Lehnart et al., 2005). De plus, des souris présentant une ablation génétique de la 

PDE4B sont prédisposées au développement de tachycardies ventriculaires (TVs) induites par 

une stimulation endocavitaire en présence de catécholamines, probablement via un 

renforcement d’ICa,L (Leroy et al., 2011). Dans des cardiomyocytes ventriculaires de rat adulte, 

une inhibition de la PDE4 peut également stimuler la genèse d’arythmies par une entrée 

excessive de Ca2+ et une libération interne du RS via une activation de la PKA et de la CaMKII 

en partie par EPAC2 (Bobin et al., 2016b). Malgré des effets cardiaques néfastes observés suite 

à une inhibition chronique de la PDE4 ou à une délétion du gène codant pour la PDE4B ou la 

PDE4D chez la souris, des effets similaires associés à une inhibition de la PDE4 chez l'Homme 

ne sont pas encore bien caractérisés. Néanmoins, dans un modèle préclinique plus proche de 

l’Homme, à savoir le cochon, il a été récemment rapporté que l’activité de la PDE4 était certes 

moins importante que l’activité de la PDE3 qui prédomine chez les grands mammifères, mais 

est tout de même présente et tend à être diminuée dans des conditions pathologiques (Mika et 

al., 2019) Son inhibition en présence d’un inhibiteur de PDE3 ou lors d’une stimulation β-AR, 

augmente les niveaux d’AMPc dans la cellule ventriculaire pour produire des effets inotropes 

et lusitropes positifs et conduit à des vagues spontanées de Ca2+ pro-arythmiques (Mika et al., 

2019), suggérant l’importance de cette famille de PDEs y compris chez les grands mammifères. 

De plus, à l’étage auriculaire chez l’Homme, l’activité de la PDE4 est diminué au cours d’une 

fibrillation atriale permanente et une inhibition de la PDE4 augmente l’incidence des arythmies 

au cours d’une stimulation β-AR (Molina et al., 2012). L’ensemble de ces études laisse 

supposer qu’une surexpression, une activation ou une augmentation de l’activité de la PDE4 

plutôt qu’une inhibition pourrait constituer une stratégie pour traiter l’IC.    

 

Dans des conditions pathologiques, l’expression de la PDE5 dans le cœur est fortement 

augmentée. Par exemple, une expression accrue de la PDE5 a été rapportée dans des cœurs 

humains malades atteints de cardiomyopathies hypertrophiées, dilatées et ischémiques 

(Nagendran et al., 2007 ; Pokreisz et al., 2009 ; Vandeput et al., 2009), ainsi que dans des cas 

d'IC congestives (Lu et al., 2010). L’expression de la PDE5 cardiaque semble également bien 

corréler avec la sévérité de l’IC chez l’Homme (Vandenwijngaert et al., 2013). Chez la souris, 

l'expression de la PDE5 est augmentée dans des modèles d’IC induite par un infarctus du 

myocarde (Vandeput et al., 2009) et une TAC (Lu et al., 2010). Il a été révélé une implication 
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de la PDE5 dans le développement de l’hypertrophie cardiaque (Takimoto et al., 2005a), de la 

fibrose (Corinaldesi et al., 2016) et de la mort cellulaire par apoptose et nécrose (Das et al., 

2006 ; Kass et al., 2007). La PKG empêche la progression de l'hypertrophie pathologique et de 

la dysfonction contractile, supprime les réponses β-ARs et modifie les voies de signalisation 

pour augmenter la survie cellulaire. Ainsi, le GMPc hydrolysé par la PDE5 n’est plus en mesure 

d’activer la PKG et de favoriser ce phénomène (Hutchings et al., 2018). En outre, Lawless et 

al. ont démontré que les inhibiteurs de la PDE5 ont des effets bénéfiques au cours d’une HFrEF, 

notamment une inhibition de la PDE5 avec le traitement tadalafil chez le mouton semble 

améliorer la fonction contractile et restaurer le réseau de tubules T, l'amplitude des transitoires 

calciques ainsi que les réponses inotrope et chronotrope suite à une stimulation par les 

catécholamines (Lawless et al., 2019). Chez l’Homme, une inhibition de la PDE5 améliore les 

paramètres hémodynamiques au cours de l’HFrEF (Zhuang et al., 2014). En revanche, dans une 

autre étude, son inhibition n’a pas d’effets bénéfiques chez des patients atteints d’HFpEF 

(Redfield et al., 2013). De plus, ces inhibiteurs ne présentent pas d’incidence accrue 

d’évènements indésirables au niveau du système cardiovasculaire (Kloner et al., 2018). In vivo, 

chez le chien, une inhibition de la PDE5 améliore la distensibilité diastolique du VG, en partie 

par la phosphorylation de la titine (Bishu et al., 2011). 

 

L’expression protéique de la PDE9A augmente dans le cœur malade chez l’Homme, notamment 

au cours de l’IC dilatée et l'HFpEF (Lee et al., 2015). Chez des souris soumises à une surcharge 

de pression affichant une augmentation de la protéine PDE9A, une délétion du gène pde9a ou 

son inhibition pharmacologique entraîne une amélioration de la fonction contractile du VG, une 

réduction de l’hypertrophie ainsi que de la fibrose (Lee et al., 2015). En effet, la PDE9A 

contrôle préférentiellement un pool de GMPc produit par la signalisation des NPs ce qui 

diminue l’activation de la PKG et par conséquent, les effets anti-hypertrophiques de la kinase 

(Lee et al., 2015 ; Pinilla-Vera et al., 2019). Dans une autre étude très récente effectuée chez le 

mouton, un inhibiteur de la PDE9 (PF-04749982) induit une augmentation dose-dépendante du 

GMPc tout en réduisant simultanément les niveaux d’ANP chez les animaux sains (Scott et al., 

2019). Chez le mouton en IC, des tendances similaires ont été observées (Scott et al., 2019). 

L’inhibiteur entraîne une élévation significative du rapport GMPc/NPs que ce soit chez les 

animaux sains ou malades qui est associée à des effets hémodynamiques et rénaux bénéfiques 

dans des conditions pathologiques (Scott et al., 2019). Ainsi, l’inhibition de la PDE9 pourrait 

constituer une nouvelle approche thérapeutique de l’IC.  
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OBJECTIFS 
 
L’IC est un problème de santé publique majeur qui touche environ 1 à 2% de la population 

adulte dans les pays développés. Ce taux s’élève à plus de 10% parmi les personnes de plus de 

70 ans et sa prévalence continue d'augmenter (Bui et al., 2011). Malgré une amélioration du 

taux de survie avec l'introduction des β-bloquants, des inhibiteurs de l'ECA, d’ARA-II, des 

antagonistes de l'aldostérone et récemment, de l'association d'ARA-II avec un inhibiteur de la 

néprilysine, l'IC reste associée à un mauvais pronostic car environ 50% des patients décèdent 

dans les 5 ans après le diagnostic (Go et al., 2013), principalement à cause d’une défaillance de 

la pompe cardiaque ou d’arythmies ventriculaires. De plus, même si les traitements sont 

généralement bien tolérés, les β-bloquants provoquent parfois des effets indésirables graves. 

Mais surtout, ils sont inefficaces pour corriger les déficits de tolérance à l'effort contribuant à 

une réduction de la qualité de vie des patients. Il est donc nécessaire de proposer de nouvelles 

thérapies pour traiter l’IC. 

 

Les taux des nucléotides cycliques (AMPc et GMPc) sont étroitement régulés par les PDEs qui 

sont des enzymes qui dégradent ces seconds messagers (Mika et al., 2012). Dans des conditions 

physiologiques, les différentes familles de PDEs comprennent plusieurs isoformes distinctes 

qui régulent l'AMPc et/ou le GMPc dans des microdomaines discrets du cardiomyocyte et 

assurent la spécificité de la signalisation des nucléotides cycliques. Cependant, cette 

organisation est fortement remodelée au cours de l’IC et semblerait participer à la détérioration 

du cœur. À ce jour, une inhibition des PDEs s’est révélée soit préjudiciable dans des cas 

d’HFrEF (Packer et al., 1991), soit inefficace chez des patients atteints d’HFpEF (Redfield et 

al., 2013). Une augmentation de l’activité des PDEs pourraient constituer une alternative 

prometteuse ou un complément aux β-bloquants dans le traitement de l'IC chronique. Pour ce 

faire, cette surexpression est réalisée spécifiquement dans le cœur au moyen d’une thérapie 

génique.  

 

L’hypothèse est d’évaluer si l’augmentation d’une PDE cible peut restaurer la 

compartimentation des nucléotides cycliques, prévenir le remodelage cardiaque mésadapté et 

constituer une nouvelle approche thérapeutique pour l'IC. Mon projet s’inscrit dans le cadre 

d’un projet européen ERA-CVD (European Research Area Network on Cardiovascular 

Diseases) coordonné par Rodolphe Fischmeister dans lequel nous collaborons avec plusieurs 

pays. Durant ma thèse, j’ai testé les effets bénéfiques potentiels d’une surexpression de la 
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PDE4B ou de la PDE2A spécifiquement dans le cœur au moyen de l’AAV9 dans deux modèles 

d’IC réalisés chez la souris. Les deux modèles d’IC employés consistaient en une constriction 

de l’aorte transverse (TAC) et en une infusion chronique de catécholamines (Iso+Phe, IP). De 

leur côté, l’Université d’Oslo teste la thérapie génique dans un modèle d’HFpEF, l’Université 

d’Hambourg dans un modèle de TAC et l’Université de Turin nous fournit les virus. 
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 
 

I. Méthodes in vivo et modèles animaux 
 
Le cœur murin est un modèle classiquement utilisé pour l’étude de la fonction cardiovasculaire. 

Il est plus pratique et moins coûteux d’utiliser la souris pour des essais de thérapie génique, de 

ce fait la souris a été choisie comme modèle d’étude. Tous les animaux ont été hébergés et 

soignés conformément aux recommandations en vigueur au sein de la plateforme AnimEx « 

Animalerie et Exploration Fonctionnelle » agréée par le ministère de l’Agriculture (C 92-019-

01) et ont eu accès librement à la nourriture et à l’eau. Les autorisations nécessaires ont été 

délivrées par le ministère de la Recherche et de l’Enseignement Supérieur après avis du comité 

d’éthique local n° 026. Toutes les procédures réalisées ont été conçues dans le respect du 

principe des trois R (Réduction, Raffinement, Remplacement) imposé par la directive 

européenne 2010/63/UE et le décret français n° 2013-118. Selon l’étude, des souris mâles, 

C57Bl/6J ou C57Bl/6N en provenance des sociétés Janvier ou Charles River respectivement et 

âgées de huit semaines ont été utilisées. 

  

I.1. Outil de thérapie génique : le vecteur viral AAV9 
 

I.1.1. Choix du vecteur 
 
Les virus adéno-associés (AAVs, Adeno-Associated Viruses) ont été découverts dans les années 

1960 (Atchison et al., 1965 ; Hoggan et al., 1966) et appartiennent au genre Dependovirus de 

la famille Parvoviridae (DiMattia et al., 2012 ; Hulot et al., 2016). Ce sont des petits virus 

d’ADN simple brin d’environ 4.7 kb, non enveloppés et encapsulés dans une capside 

icosaédrique de 60 protéines (DiMattia et al., 2012 ; Zacchigna et al., 2014). Au cours des 

dernières années, les AAVs recombinants (rAAVs, recombinant AAVs) sont devenus des 

vecteurs prometteurs et révolutionnaires pour délivrer des gènes thérapeutiques en raison de 

leur capacité à envelopper et à exprimer des gènes étrangers en l'absence de division cellulaire 

active dans une large gamme de tissus sans aucune pathogénicité associée (DiMattia et al., 

2012 ; Zacchigna et al., 2014 ; Hulot et al., 2016). Dans un contexte de thérapie génique, in 

vivo, ils permettent une intégration persistante et une expression à long terme du gène d’intérêt 

(Zacchigna et al., 2014 ; Hulot et al., 2016). De nombreux sérotypes d’AAV ont été identifiés, 

partageant les mêmes structure et organisation génétique, mais se distinguant par leur tropisme 

et leurs tissus cibles, en lien avec des variations de la séquence d’acides aminés de leur capside 
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protéique (Zacchigna et al., 2014). Parmi l’ensemble de ces sérotypes, il a été observé que 

l’AAV9 (adeno-associated virus type 9) présente le meilleur cardiotropisme chez le rongeur 

(Inagaki et al., 2006 ; Pacak et al., 2006 ; Bish et al., 2008 ; Rincon et al., 2015). Notamment, 

dans une étude réalisée chez la souris, l’AAV9 permettait une transduction cardiaque 200 fois 

plus importante que l’AAV1, confirmant ainsi la supériorité de l’AAV9 dans la thérapie 

génique ciblant le muscle cardiaque (Pacak et al., 2006).   

 

I.1.2. Production et construction 
 
Pour effectuer mes études de thérapie génique, j’ai eu recours à trois AAV9 recombinants dont 

la construction a été réalisée par Jean-Piero Margaria : l’AAV9 codant pour la luciférase 

(AAV9-LUC) utilisé comme contrôle de surexpression, les deux autres codant pour les gènes 

d’intérêt PDE4B (AAV9-PDE4B) et PDE2A (AAV9-PDE2A) (Figure 28). L’utilisation de ces 

AAV9 a permis une surexpression des gènes cibles spécifiquement dans le cœur. Ils ont été 

produits dans le laboratoire Molecular Biotechnology Center, Department of Molecular 

Biotechnology and Health Sciences du Pr. Emilio Hirsch, à l’Université de Turin.  

 

L’AAV9-PDE4B et l’AAV9-PDE2A portent respectivement des cassettes d’expression codant 

pour la PDE4B3 (NM_019840, Mus Musculus) et la PDE2A3 (NM_001008548, Mus 

Musculus) flanquées par deux répétitions terminales inversées AAV2. Les cassettes contiennent 

un promoteur cytomégalovirus (CMV), un intron β-globine, la séquence codant pour la 

PDE4B3 ou la PDE2A3, une étiquette FLAG fusionnée en 5’ de la séquence codante et un 

signal de polyadénylation hGH. Les séquences d'expression sont pseudotypées avec une 

capside AAV9. Ces deux virus ont été produits dans des cellules HEK293T 

(Stratagene#240073) avec la méthode des trois plasmides par transfection au chlorure de 

calcium et ont été purifiés par un gradient de chlorure de césium (Figure 28). Les titres de 

particules virales ont été déterminés par PCR (polymerase chain reaction) en temps réel par le 

biais du promoteur CMV. Pour le contrôle de surexpression, une cassette d'expression codant 

pour la luciférase sous le contrôle d'un promoteur CMV a été emballée dans une capside AAV9 

et purifiée par un gradient de chlorure de césium pour donner le virus AAV9-LUC (Figure 28). 

Les particules virales recombinantes sont conversées dans une solution de glycérol à - 80°C. 
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Figure 28 : Production des AAV9-LUC, AAV9-PDE4B et AAV9-PDE2A  
 
 
I.1.3. Modalité d’administration de l’AAV9 
 
L’efficacité d'un sérotype donné dépend grandement de la voie d'administration. Les voies 

intra-myocardique, intra-péricardique ou intra-coronarienne semblent plus appropriées pour les 

AAV1 et 6, tandis que les AAV8 et 9 administrés par voie systémique permettent également 

une transduction cardiaque efficace (Asokan & Samulski, 2013). Il a été démontré que certains 

sérotypes d'AAV possèdent un tropisme cardiaque élevé après administration intraveineuse 

(i.v.) chez la souris (Gregorevic et al., 2004). Plus particulièrement, chez la souris adulte, une 

injection i.v. dans la veine caudale de 1.1012 particules virales recombinantes d’AAV9 permet 

une transduction de 99.5 % du tissu cardiaque (Inagaki et al., 2006). 

 

Une étude pilote a été effectuée par Jean-Piero Margaria au sein du laboratoire et a démontrée 

qu’une seule injection i.v. dans la veine caudale de 1.1012 particules virales codant pour la 

PDE4B permettait de doubler l’expression endogène de la PDE4B (ARNm) et le taux protéique 

ventriculaire. Cette surexpression était bien tolérée et persistait de manière stable jusqu’à huit 

semaines après l’injection. Par conséquent, pour mes études de thérapie génique réalisées chez 
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la souris, j’ai injecté par voie i.v. dans la veine caudale 1.1012 particules virales recombinantes 

d’AAV9-PDE4B, d’AAV9-PDE2A ou d’AAV9-LUC (Figure 28).   

 

I.1.4. Étude pilote avec l’AAV9-PDE4B ou l’AAV9-PDE2A 
 
Pour m’assurer que l’AAV9-PDE4B ou l’AAV9-PDE2A n’affecte pas la fonction cardiaque à 

l’état basal, j’ai alors réalisé une étude pilote en comparant l’un ou l’autre des deux AAV9 avec 

le contrôle de surexpression, l’AAV9-LUC. Pour ce faire, j’ai utilisé des souris C57BL/6N 

âgées de 8 semaines. J’ai procédé à l’injection des souris le lendemain de la première 

échocardiographie. J’ai ensuite suivi les animaux pendant 28 jours avec une seconde 

échocardiographie effectuée à 14 jours puis une troisième, 28 jours après l’injection des souris. 

Puis, en fin de protocole, les animaux ont été euthanasiés (Figure 29). Après euthanasie de 

l’animal par injection intrapéritonéale (i.p.) de Doléthal®, pour cette étude, le cœur, les 

poumons, les reins, un morceau de foie et de diaphragme ainsi que le tibia ont été prélevés. 

 

 

 

Figure 29 : Schéma expérimental de l’étude pilote avec l’AAV9-LUC, l’AAV9-PDE4B ou 
l’AAV9-PDE2A 
pv : particules virales. 
 
 
I.2. Les modèles animaux d’insuffisance cardiaque 
 
I.2.1. Modèle d’insuffisance cardiaque par sténose aortique 
 
Pour évaluer les effets d’une surexpression de la PDE4B par thérapie génique, le premier 

modèle employé consistait en une constriction de l’aorte transverse ou Transverse Aortic 

Constriction (TAC). Le but de ce modèle est d’accroître la charge de travail sur le cœur comme 

c’est le cas dans l’hypertension artérielle, qui chez l'Homme est une cause classique de l’IC. En 

effet, la striction de l’aorte transverse engendre une augmentation brutale de la postcharge et 

ainsi une surcharge de pression dans le VG. Dans un premier temps, une hypertrophie associée 
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à une hypercontractilité compensatrice s’installe progressivement avant d’aboutir après 6 à 8 

semaines à une dysfonction cardiaque. La procédure chirurgicale a été effectuée par une 

ingénieure d’étude du laboratoire, Susana Gomez.  

 

Des souris mâles C57BL/6J âgées de huit semaines sont analgésiées et anesthésiées par 

injection i.p. d'un mélange de kétamine (100 mg/kg) et de xylazine (10 mg/kg). La profondeur 

de l’anesthésie est vérifiée par les signes de sensibilité à la douleur. Les souris anesthésiées sont 

épilées à l’aide d’une crème dépilatoire et placées sur une plaque thermostatée à 37°C. La zone 

d’incision est nettoyée et désinfectée avec une solution antiseptique VÉTÉDINE®. Une 

sternotomie partielle de 5 mm est réalisée puis la zone d’intérêt est exposée à l’aide d’un 

écarteur chirurgical. Le thymus et le tissu adipeux sont séparés délicatement de la crosse 

aortique. Après identification de l'aorte transverse, la sténose est effectuée entre le tronc 

brachiocéphalique et l’artère carotide commune gauche (Figure 30). Ce rétrécissement aortique 

est accompli grâce à une suture avec un fil de soie 4.0 sur un guide de 0.38 mm de diamètre 

posé contre l’aorte. Le diamètre de l’aorte est par conséquent réduit ce qui conduit donc à une 

surcharge de pression. Les souris SHAM (groupe contrôle), subissent la même opération à 

l’exception de la ligature de l’aorte. Le sternum et la peau ont été fermés avec un fil de prolène 

6.0. Une injection sous-cutanée (s.c.) de buprénorphine (0,03 μg/mg) a été réalisée puis l’animal 

récupère sur un coussin chauffant jusqu’à son réveil complet. Pendant les premières 72 h post-

opératoires, l’eau de boisson des animaux est supplémentée en analgésique (ibuprofène 5 mg/kg 

dilué à 0,01 mg/ml) pour minimiser les douleurs inhérentes à la chirurgie et les souris sont 

surveillées quotidiennement pour s’assurer de leur état de santé. 

 

 

 

Figure 30 : Représentation schématique de la constriction de l’aorte transverse 
Adapté de Rockman et al., 1991   
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Le modèle n’était pas effectué en routine au sein de notre équipe. Par conséquent, par le biais 

d’une étude pilote, la première partie du projet a donc consisté à valider la procédure 

chirurgicale grâce à la technique d’échocardiographie (FEVG, masse du VG) en comparant un 

groupe TAC à un groupe contrôle SHAM. De plus, avec l’aide du cardiologue Vincent 

Algalarrondo et de son étudiante Charlène Coquard en stage de Master 2 dans notre équipe, 

nous avons pu mettre en place l’évaluation du gradient de pression sanguine à travers la 

constriction aortique par échocardiographie pour déterminer la sévérité de la ligature, technique 

jusqu’alors non réalisée au laboratoire. L’étude pilote a permis de valider l’utilisation de la 

mesure du gradient de pression pour effectuer une sélection précoce des animaux. À la suite, 

Charlène et moi-même, nous avons pu accomplir une première étude de thérapie génique visant 

à évaluer les effets bénéfiques potentiels d’une surexpression de la PDE4B au cours de l’IC 

induite par une surcharge de pression. Nous avons examiné la FEVG et la masse du VG à 

différents temps après la chirurgie en échocardiographie (2, 14, 35, 42 et 56 jours 

postopératoires) en effectuant une comparaison de trois groupes : un groupe contrôle, SHAM 

AAV9-LUC (n=9), un second groupe malade non traité, TAC AAV9-LUC (n=10) et un 

troisième groupe malade bénéficiant d’une surexpression de la PDE4B, TAC AAV9-PDE4B 

(n=7). L’échocardiographie que nous avons réalisé 2 jours après la chirurgie nous a permis de 

vérifier la mise en place d’un gradient de pression au travers la constriction. Ainsi, à J3, les 

souris ont pu être injectées avec l’AAV9 (Figure 31). Cette étude a été réalisée avec de faibles 

constrictions < à 60 mmHg. 

 

 

 

Figure 31 : Schéma expérimental de l’étude de thérapie génique dans un modèle de TAC 
pv : particules virales. 
 
 
Dans cette première étude de thérapie génique, bien qu’en présence d’une hypertrophie 

marquée chez ces animaux avec une augmentation du poids ventriculaire gauche rapporté sur 

le poids de l’animal à 8 semaines (masse VG/poids du corps) de 38.1±7.3% par rapport au 
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animaux SHAM qui est légèrement amoindrie avec l’AAV9-PDE4B, les animaux n’affichaient 

pas de dysfonction ventriculaire gauche. En effet, nous avons observé qu’une très faible 

diminution de la FEVG de 10.3±3% attestant la présence d’une hypertrophie compensée 

(Figure 32).  

 

 

 

Figure 32 : Atténuation de l’hypertrophie compensée induite par une surcharge de 
pression avec l’AAV9-PDE4B 
Paramètres obtenus par échocardiographie : (A) FEVG mesurée en pourcentage, (B) ratio masse du VG/poids du 
corps. Moyenne ± SEM ; Two-way ANOVA suivi d’un test post-hoc de Tukey : * p≤0.05 TAC AAV9-LUC, TAC 
AAV9-PDE4B vs SHAM AAV9-LUC, $ p≤0.05 TAC AAV9-PDE4B vs TAC AAV9-LUC.  
 
 

 

 

Figure 33 : Corrélation entre l’hypertrophie cardiaque à 8 semaines et le gradient de 
pression à 2 jours chez les souris TAC bénéficiant ou non de l’AAV9-PDE4B 
Les mesures de l’hypertrophie à 8 semaines et du gradient de pression à 2 jours ont été réalisées par 
échocardiographie. Corrélation statistique déterminée par le test de Pearson.  
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De façon intéressante, l’hypertrophie décelée à 8 semaines en échocardiographie a été corrélée 

avec le gradient de pression à 2 jours dans le groupe TAC AAV9-LUC (R2=0.5057*, p=0.02). 

Cette corrélation n’étant pas retrouvée dans le groupe AAV9-PDE4B suggère que 

l’hypertrophie cardiaque est moindre chez les souris surexprimant la PDE4B (R2=0.1252, 

p=0.44) (Figure 33).  

 

Notre objectif principal était de tester la thérapie génique avec la PDE4B dans un modèle 

d’HFrEF. C’est pourquoi, au moyen de cette corrélation, cette première étude de thérapie 

génique m’a permis de réaliser une seconde étude où j’ai pu tester une surexpression de PDE4B 

dans ce même modèle de TAC avec des constrictions plus sévères > à 60 mmHg dans lequel 

une IC s’est installée. Pour cette série, j’ai stoppé le protocole à 6 semaines (soit 42 jours après 

la chirurgie) car les souris avaient atteint les points limites. Les résultats de cette seconde étude 

que j’ai réalisée ont été intégrés dans l’article Karam et al. qui est actuellement en révision dans 

Circulation et qui est inséré dans la partie « Résultats » de mon manuscrit.  

 

I.2.2. Modèle d’insuffisance cardiaque induit par infusion chronique aux 
catécholamines 

 
Le modèle d’IC par les catécholamines est un modèle classique qui permet de mimer 

l'augmentation des taux de catécholamines circulantes qui accompagne l'IC et participe au 

développement de la maladie. Avant de commencer une thérapie génique avec les PDEs dans 

ce second modèle, j’ai dans un premier temps testé l’effet d’une surexpression constitutive de 

PDE4B dans un modèle d’infusion chronique à l’isoprénaline. Les souris utilisées étaient des 

souris C57BL/6J transgéniques surexprimant la PDE4B spécifiquement dans le cœur. Ce 

modèle consistait en l’implantation de minipompes osmotiques délivrant un agoniste β-AR, 

l’isoprénaline, à raison de 60 µg/g/jour pendant 14 jours. Les résultats obtenus ont été inclus 

dans l’article Karam et al., tout comme l’étude de thérapie génique réalisée dans le modèle de 

TAC. Le protocole correspondait à un suivi de 28 jours où j’ai effectué une première 

échocardiographie avant l’implantation des minipompes puis une seconde, 14 jours après 

diffusion de l’agoniste et une dernière échocardiographie 14 jours après la fin de la diffusion 

de l’agoniste, soit 28 jours après la chirurgie (Figure 34).  
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Figure 34 : Schéma expérimental de l’évaluation d’une surexpression constitutive de 
PDE4B dans un modèle d’infusion chronique à l’isoprénaline 
 
 
J’ai également testé l’effet d’une surexpression constitutive de PDE2A avec ce même protocole 

d’infusion chronique à l’isoprénaline. Néanmoins, les animaux n’ont pas développé d’IC et 

l’hypertrophie cardiaque était très peu marquée. Ainsi, avec ce modèle pathologique d’infusion 

chronique à l’isoprénaline, j’ai rencontré des difficultés à reproduire les mêmes résultats entres 

les différentes séries.  

 

Entre temps, j’ai constaté qu’une étude récente avait rapporté qu’un gène codant pour une 

enzyme Nnt pour nicotinamide nucleotide transhydrogenase, impliquée dans la régulation de 

la production de ROS mitochondriaux, était muté chez la souris C57BL/6J et non chez la souris 

C57BL/6N. L’absence de cette mutation chez la souris C57BL/6N la rendrait plus sensible aux 

stress pathologiques (Nickel et al., 2015). C’est pourquoi, j’ai réalisé une étude pilote 

comparant ces deux souches dans ce modèle d’infusion chronique à l’isoprénaline. Toutefois, 

suite à une infusion chronique de l’agoniste β-AR, la FEVG n’était pas altérée et la masse 

ventriculaire gauche n’était que très légèrement augmentée pour l’ensemble des souris. Par 

conséquent, je n’ai pas observé de différences franches entre les deux souches, excepté la 

présence d’une congestion pulmonaire chez les souris C57BL/6N qui n’était pas apparente chez 

les souris C57BL/6J. À la suite de ces expériences, j’ai pu lire dans la littérature qu’une attente 

de 7 jours après l’arrêt d’une diffusion chronique de catécholamines peut reverser 

l’hypertrophie cardiaque développée chez la souris (Saadane et al., 1999 ; Saadane et al., 2000). 

De plus, il a été mis en évidence que l’ajout d’un agoniste α1-AR, la phényléphrine à 

l’isoprénaline accentue davantage l’hypertrophie cardiaque des souris (Saadane et al., 1999 ; 

Maass et al., 2004 ; Buitrago et al., 2005 ; Wang et al., 2005 ; Sassi et al., 2014).  

 

Nous avons donc décidé de tester un nouveau protocole en comparant 5 souris traitées à 

l’isoprénaline seul (à raison de 60 µg/g/jour) à 5 souris traitées à l’isoprénaline avec ajout de 
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phényléphrine (Iso+Phe, modèle IP) (à raison de 30 µg/g/jour pour chacune des molécules 

pharmacologiques) pendant 14 jours. Le suivi des animaux a été réalisé sur 14 jours et non plus 

sur 28 jours. J’ai effectué une échocardiographie avant l’implantation des minipompes, puis 

une seconde une semaine après et enfin une dernière, 14 jours après la chirurgie. De plus, pour 

ce protocole, j’ai retiré la minipompe un jour avant la dernière échocardiographie, soit 13 jours 

après la chirurgie (Figure 35) afin de m’affranchir des effets potentiels des catécholamines 

résiduelles sur la fonction cardiaque des animaux. Pour cette étude pilote, ce sont des souris 

C57BL6/N âgées de 8 semaines qui ont été utilisées.  

 

 

 

Figure 35 : Schéma expérimental du nouveau protocole d’infusion chronique de 
catécholamines 
 
 
Les résultats étant concluants (cf. partie « Résultats », chapitre IV.), j’ai par conséquent évalué 

les effets d’une surexpression de la PDE4B ou de la PDE2A par thérapie génique dans ce 

nouveau modèle où la phényléphrine a été ajoutée. Pour ce faire, les souris ont été injectées 

avec l’AAV9 14 jours avant l’implantation des minipompes. J’ai effectué une première 

échocardiographie à l’état basal avant l’injection des souris avec l’AAV9, une seconde 14 jours 

après avant l’implantation des minipompes puis une troisième, 7 jours après la chirurgie et enfin 

une dernière échocardiographie juste après avoir retiré la minipompe. À la fin de l’étude, j’ai 

également réalisé une exploration endocavitaire chez ces animaux pour évaluer la susceptibilité 

aux arythmies dans ce modèle, technique qui sera développée plus en détails dans le chapitre 

suivant (Figure 36) (cf. chapitre I.4.). 
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Figure 36 : Schéma expérimental de l’étude de thérapie génique dans le modèle de 
catécholamines 
pv : particules virales. 
 
 
Afin d’assurer une diffusion chronique pendant 14 jours, des minipompes osmotiques Alzet® 

(modèle 2002, diffusion 0.5 µL/h) ont été utilisées en implantation sous-cutanée. La veille de 

l’implantation, les minipompes sont remplies et équilibrées dans du NaCl 0.9% à 37°C pendant 

24h. Les minipompes remplies avec de la solution saline (NaCl 0.9%) constituent le groupe 

contrôle NaCl. Tandis que les minipompes remplies avec de l’Iso+Phe dissous dans du NaCl 

0,9% (30 µg/g/jour pour chaque agent pharmacologique, Sigma-Aldrich®) correspondent au 

groupe IP. Des souris mâles C57BL6/N âgées de 8 semaines ont été anesthésiées par anesthésie 

gazeuse à l’isoflurane (3% d’isoflurane à 0.8 L/min d’O2 au moment de l’induction, puis 2 % 

d’isoflurane à 0.8 L/min d’O2 au masque lors de la procédure) et placées en décubitus ventral 

sur une plaque chauffante thermostatée à 37°C. La profondeur de l’anesthésie est vérifiée par 

les signes de sensibilité à la douleur (pincement de la peau, immobilité de l’animal, baisse de 

la fréquence respiratoire). Après épilation à l’aide d’une crème dépilatoire et désinfection à la 

VÉTÉDINE® au niveau du haut du dos, j’ai effectué une incision horizontale de la peau de 0.5 

cm au niveau du cou puis placé la minipompe préalablement remplie entre la peau et la couche 

musculaire. La peau a été suturée avec du fil de prolène 6.0 et la plaie traitée avec de la 

VÉTÉDINE®. Après réveil complet sous lampe chauffante, les animaux sont remis en cage. 

L’analgésie post-opératoire a été réalisée par adjonction d’ibuprofène (5 mg/kg dilué à 0,01 

mg/ml) dans l’eau de boisson, 24h avant l’implantation et durant les 72 heures qui suivent. De 

plus, j’ai effectué un massage journalier aux souris au niveau de la minipompe pour éviter la 
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formation d’adhérences qui empêcheraient une bonne diffusion des agents pharmacologiques 

dans l’animal. 

 

I.3. Étude de la fonction cardiaque par échocardiographie 
 
Pour étudier l’impact de la thérapie génique par les PDEs sur la fonction cardiaque chez la 

souris, que ce soit dans un contexte physiologique ou pathologique, j’ai eu recours à la 

technique d’échocardiographie. Cette méthode consiste à utiliser des ultrasons. Elle permet une 

étude complète de la fonction cardiaque par une investigation non invasive, non traumatique et 

indolore (Gao et al., 2011). L’échographe émet des ultrasons pendant un cours laps de temps 

puis collecte les sons réfléchis par les structures cardiaques. Ces informations sont ensuite 

transformées en images interprétables. La cadence d’acquisition d’une image (ou IPS, nombre 

d’image par seconde) conditionne la qualité de l’image. Il est possible de l’améliorer en 

réduisant la largeur du champ exploré et c’est primordial dans le cadre d’une image dynamique 

chez le petit animal avec des FC élevées. 

 

Après anesthésie générale par un mélange d’isoflurane 2% et d’O2 0.8 L/min, l’animal est placé 

en décubitus dorsal sur une plaque chauffante permettant le maintien de sa température 

corporelle suivie par une sonde rectale et l’anesthésie est maintenue au masque pendant toute 

la durée de l’examen. La surveillance de la température corporelle et de l’anesthésie de l’animal 

sont indispensables pour obtenir une stabilité de la FC lors de l’examen (FC idéale chez un 

animal sain ≥ à 450 bpm (battements/minute)). J’ai effectué les échocardiographies par voie 

transthoracique à l’aide d’un échographe Vivid E9 (General Electric Healthcare®) et d’une 

sonde linéaire ML6 haute fréquence de 15 MHz initialement dédiée à l’examen vasculaire chez 

l’Homme, sous surveillance continue de la température corporelle et de la FC.  

 

Plusieurs modes d’acquisition sont possibles : 

- Acquisition en mode deux dimensions ou bidimensionnel (2D) avec des incidences 

parasternales petit et long axes (en systole et en diastole). Cette acquisition permet 

d’obtenir des images précises des structures anatomiques ;  

- Acquisition en mode temps-mouvements (TM, Time Motion) avec des incidences 

parasternales petit et long axes (en systole et en diastole) avec positionnement du 

curseur M-mode perpendiculaire aux parois antérieure et postérieure du VG et au 
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niveau des muscles papillaires. La mesure des diamètres des cavités ventriculaires en 

fonction du temps sont possibles avec ce type d’acquisition ; 

- Acquisition en Doppler tissulaire (TDI) pulsé permet la mesure de la vitesse de 

déplacement des parois myocardiques ;  

- Acquisition en Doppler couleur permet un codage couleur, colorant en rouge les 

mouvements en direction de la sonde et en bleu les mouvements s’en éloignant ; 

- Acquisition en Doppler pulsé du flux transmitral et aortique avec positionnement du 

curseur M-mode sur le flux obtenu, en coupe apicale quatre cavités pour le flux 

transmitral et en coupe apicale cinq cavités pour le flux aortique, avec un repérage à 

l’aide du Doppler couleur ; 

- Acquisition en Doppler continu permet de mesurer la vitesse du flux sanguin (mesure 

du gradient de pression, modèle TAC). 

 

J’ai réalisé l’analyse de l’ensemble des images en aveugle avec le logiciel EchoPac (General 

Electric Healthcare®). Pour chaque paramètre mesuré, j’ai effectué une moyenne de six 

mesures recueillies de trois coupes parasternales petit axe et de trois coupes parasternales long 

axe. Concernant les paramètres obtenus avec la coupe apicale, j’ai effectué une moyenne de 

trois mesures.  

 

I.3.1. Évaluation des dimensions cardiaques  
 
Les diamètres (diamètre télédiastolique et télésystolique du VG, DVGd et DVGs), les 

épaisseurs pariétales antérieures (septum interventriculaire en diastole et en systole, SIVd et 

SIVs) et postérieures (paroi postérieure en diastole et en systole, PPVGd et PPVGs) du VG sont 

mesurés en mode TM à partir des coupes parasternales petit et long axes (Figure 37). La masse 

ventriculaire est ensuite automatiquement calculée à l’aide de la formule suivante : 

Masse VG (mg) = 1,04 x ((SIVd+DVGd+PPVGd)3-(DVGd3)) 

Le SIVd, le DVGd et la PPVGd sont exprimés en mm. 

 



Page | 111  
 

 

 

Figure 37 : Mesures des dimensions cardiaques chez la souris 
Acquisition d’une coupe parasternale petit axe du VG en mode TM.  
 
 
I.3.2. Évaluation de la fonction systolique 
 
La fonction systolique du VG est évaluée à l’aide de la fraction d’éjection du VG (FEVG) et de 

la fraction de raccourcissement (FR). Ces deux paramètres sont calculés avec les dimensions 

cardiaques mesurées en mode TM à partir des coupes parasternales petit et long axes.  

 

La FEVG est exprimée en pourcentage et est calculée à partir des volumes du VG en télédiastole 

(VTD) et en télésystole (VTS) par la formule de Teicholz :  

V (ml) = (7D)3/(2.4+D) 

FEVG (%) = 100 x (VTD-VTS)/VTD 

Les volumes sont exprimés en mL et le diamètre du VG (D) en cm.  

 

La FR est également exprimée en pourcentage et est calculée à partir du DVGd et du DVGs 

selon la formule suivante : 

FR (%) = 100 x (DVGd-DVGs)/DVGd 

Le DVGd et le DVGs sont exprimés en mm. 
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I.3.3. Évaluation de la fonction diastolique 
 
La fonction diastolique s’apprécie chez l’Homme par la mesure d’un ensemble de paramètres. 

Chaque paramètre pris individuellement peut être pris en défaut et c’est par la réunion de 

mesures concordantes que l’opérateur peut estimer la fonction diastolique et les pressions de 

remplissage ventriculaire gauche. Chez l’Homme, il existe trois types de profil de dysfonction 

diastolique qui peuvent être classés en fonction de leur sévérité, du moins sévère au plus sévère :  

- Un défaut de relaxation marqué par un allongement de l’IVRT (temps isovolumique 

de relaxation ou isovolumetric relaxation time) ≥ à 100 ms, une diminution du rapport 

E/A < à 0.8 (E < A) et une augmentation du rapport E/E’ ≥ à 13 ; 

- Un remplissage pseudo-normal caractérisé par un ratio E/A normal (E > A), un IVRT 

pouvant être normal et une augmentation du rapport E/E’ ≥ à 13 ; 

- Un remplissage restrictif défini par un rapport E/A augmenté ≥ à 2 (E >> A), un IVRT 

raccourci ≥ à 60 ms et de la même manière que les deux autres types un rapport E/E’ 

≥ à 13 (Asrar ul Haq et al., 2014). 

 

Pour évaluer la fonction diastolique chez la souris, je me suis focalisée sur l’analyse du ratio 

des ondes E/A qui est un paramètre couramment utilisé en échocardiographie humaine (Paulus 

et al., 2007) et dans de nombreuses études chez la souris (Fraysse et al., 2012 ; Erkens et al., 

2015). Pour ce faire, les vitesses maximales diastoliques (ondes E et A) ainsi que le temps de 

déclaration de l’onde E ont été évaluées par le biais du flux transmitral obtenu par Doppler 

pulsé en coupe apicale quatre cavités et repéré à l’aide du Doppler couleur. Le pic de vitesse 

protodiastolique (onde E) correspond au remplissage diastolique du VG (remplissage rapide et 

précoce, dépend du gradient de pression entre l’OG et un VG qui se relaxe) représentant 70 à 

85 % du remplissage du VG. Le pic de vitesse diastolique tardif du flux mitral (onde A), quant 

à lui, correspond à un remplissage actif par contraction de l'OG permettant de compléter le 

remplissage du VG (Figure 38). Les vitesses maximales diastoliques sont exprimées en m/s.   
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Figure 38 : Exemple de mesure des ondes E et A chez la souris 
Acquisition d’un flux transmitral obtenu par Doppler pulsé en coupe apicale quatre cavités. E : pic de vitesse 
protodiastolique du flux mitral ; A : pic de vitesse diastolique tardif du flux mitral.  
 
 
Néanmoins, il a été rapporté que le ratio E/A n’est pas forcément le meilleur paramètre pour 

évaluer la fonction diastolique du VG chez la souris (Yuan et al., 2010 ; Schnelle et al., 2018). 

En effet, lorsque la FC des souris est trop élevée, les ondes E et A fusionnent ce qui le rend 

impossible à analyser. La fonction diastolique peut être évaluée avec la mesure du ratio E/E’ 

qui est également l’un des paramètres les plus utilisés pour déceler une dysfonction diastolique 

chez l’Homme (Paulus et al., 2007) et chez la souris (Fraysse et al., 2012 ; Szardien et al., 

2012 ; Zhang Liyan et al., 2013). La vitesse longitudinale diastolique de déplacement de 

l’anneau mitral E’ (pic de vitesse protodiastolique pariétal E’ ou onde E’) correspond lors de 

l’ouverture rapide de la valve mitrale qui se produit lorsque la pression dans le VG devient 

inférieure à la pression dans l’OG, juste avant le remplissage rapide du VG (Figure 39). Cette 

vitesse est exprimée en m/s. La mesure du ratio E/E’ est réalisable grâce au Doppler tissulaire 

en coupe apicale quatre cavités en plaçant le Doppler pulsé sur la partie septale ou latérale de 

l’anneau mitral. Il serait donc intéressant d’inclure ce paramètre dans les études futures pour 

apporter une confirmation aux résultats obtenus par l’évaluation du ratio E/A et être plus 

rigoureux quant à la classification du profil de remplissage cardiaque chez la souris.  
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Figure 39 : Exemple de mesure du pic de vitesse protodiastolique pariétal E’ chez la souris 
Acquisition grâce au Doppler tissulaire et pulsé en coupe apicale quatre cavités. E’ : pic de vitesse protodiastolique 
pariétal ; A’ : pic de vitesse diastolique tardif pariétal ; S’ : pic de vitesse systolique pariétal.  
Adapté de Gao et al., 2011 
 
 
Bien que l'IVRT ne soit pas systématiquement quantifié chez l'Homme, il s'agit d'un marqueur 

bien établi pour mettre en évidence une relaxation altérée du VG (Nagueh et al., 2016) et a été 

utilisé dans certaines études antérieures chez la souris (Li et al., 2010b ; Li et al., 2013). Il a été 

constaté que l'IVRT était techniquement facile à quantifier par échocardiographie dans le cœur 

de souris à des FC physiologiques, ≥ à 450 bpm. J’ai ainsi pu évaluer l’IVRT à partir d’une 

incidence apicale cinq cavités par l’enregistrement simultané, en Doppler pulsé, du flux 

transmitral et du flux aortique repérés par le Doppler couleur, permettant la mesure du temps 

entre la fermeture de la valve aortique et l’ouverture de la valve mitrale (Figure 40) (Schnelle 

et al., 2018). 

 

 

 

Figure 40 : Exemple de mesure du temps isovolumique de relaxation chez la souris 
Enregistrement simultané du flux transmitral et aortique, obtenu par Doppler pulsé en coupe apicale cinq cavités.  
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I.3.4. Mesure du gradient de pression dans le modèle de sténose aortique  
 
Comme abordé précédemment, dans le modèle de TAC chez la souris, j’ai réalisé deux jours 

après la chirurgie, une mesure de la vitesse maximale du flux sanguin à travers la constriction, 

afin de vérifier l’efficacité de la ligature de l’aorte transverse. À l’aide d’une sonde 12S de 7.5 

MHz, j’ai effectué un repérage de l’aorte ascendante par Doppler couleur à partir d’une coupe 

sus-sternale (Figure 41), depuis la chambre de chasse du VG jusqu’à la visualisation de la 

striction. Ensuite, j’ai effectué plusieurs mesures de la vitesse du flux sanguin au niveau de la 

zone d’aliasing à l’aide d’un Doppler continu afin d’enregistrer la vitesse Doppler la plus haute 

(Figure 41). Le gradient maximal de pression est calculé à partir de l’équation simplifiée de 

Bernouilli : 

ΔP (mmHg) = 4Vmax
2  

Vmax correspond à la vitesse maximale et est exprimée en m/s.  

 

 

 

Figure 41 : Images représentatives de l’aorte ascendante en Doppler couleur et du flux 
sanguin à travers la constriction à l’aide du Doppler continu 
Enregistrement réalisé chez (A) une souris SHAM et (B) une souris TAC. Le point violet correspond au point 
d’intérêt pour la mesure du gradient de pression. 
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I.4. Eploration électrophysiologique par cathétérisme endocavitaire 
 
L'exploration électrophysiologique par cathétérisme endocavitaire permet de mesurer les temps 

de conduction dans le faisceau de His. Elle permet également de stimuler les oreillettes et les 

ventricules de façon à pouvoir mesurer les périodes réfractaires des différents étages cardiaques 

et de déclencher des arythmies cardiaques. Avec le cardiologue Vincent Algalarrondo, j’ai 

participé au développement de cette technique qui était une première au laboratoire. De plus, 

les nombreux échanges effectués avec nos collaborateurs Agnès Hivonnait et Flavien 

Charpentier de l’Institut du thorax à Nantes m’ont permis de me perfectionner dans cette 

procédure ainsi que d’acquérir une complète autonomie quant à la réalisation de ces expériences 

afin d’évaluer les potentiels effets bénéfiques de la thérapie génique par les PDEs dans le 

modèle d’IC par les catécholamines.  

 

Les souris ont été soumises à une exploration endocavitaire et une stimulation ventriculaire 

programmée réalisée à la pointe du VD (logiciel MC stimulus II). Avant et pendant 

l’exploration endocavitaire, les souris sont anesthésiées par une injection i.p. d’étomitade à la 

dose de 28 mg/kg (Hypnomidate® 2 mg/ml, Janssen-Cilag S.A.). Elles sont placées en 

décubitus dorsal sur un tapis chauffant rétrocontrôlé par une sonde rectale (Harvard Apparatus, 

USA) afin de maintenir leur température corporelle à 37°c toute le long de la procédure. Un 

électrocardiogramme (ECG) de surface (une dérivation, DI) est enregistré à l’aide de quatre 

électrodes de 25 Gauges placées en s.c. à la naissance des quatre membres sur la face ventrale 

de la souris, couplées à un amplificateur et à un système d'enregistrement numérique (IOX 

1.585 ; EMKA Technologies, Paris, France), le tout relié à un ordinateur. Puis, une dose 

supplémentaire d’étomidate (150 µL/souris) est systématiquement ajoutée avant d’entamer la 

procédure chirurgicale. Après une injection s.c. locale de lidocaïne 1% (Xylocaïne®, 

laboratoire Aguettant) réalisée sur la partie droite du cou, la veine jugulaire droite interne est 

isolée avec trois fils tressés 4.0, sous loupe binoculaire. Deux des trois fils sont positionnés de 

part et d’autre du vaisseau au niveau des deux branches de la veine jugulaire et permettent 

d’exposer au mieux la veine. Le troisième se positionne sous forme de boucle sur la branche 

principale et permettra de maintenir la sonde une fois qu’elle sera introduite. Après une légère 

incision de la veine au moyen d’une paire de ciseaux de microchirurgie et à l’aide d’une pince 

fine, la sonde est introduite dans le cœur jusqu’au VD via la veine jugulaire et guidée par le 

signal endocavitaire ainsi que l’ECG de surface (Figure 42). Cette sonde d’enregistrement 

/stimulation octopolaire de 1.5 French (1 French = 1/3 mm ; 8 électrodes ; Cordis Webster®, 
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USA) est reliée à un stimulateur et à un amplificateur, connectés à un ordinateur avec un logiciel 

de traitement de données (ECG auto, EMKA Technologies, Paris, France).  

 

 

 

Figure 42 : Procédure chirurgicale du cathétérisme endocavitaire 
1. Les quatre électrodes sont placées à la naissance des quatre membres (rouge et jaune pour le bras droit et gauche, 
noire et verte pour la jambe droite et gauche, respectivement) ; 2. Les trois fils tressés 4.0 sont positionnés pour 
exposer la veine jugulaire et pour accueillir la sonde ; 3. Une fine incision est réalisée sur la veine jugulaire à l’aide 
d’une paire de ciseaux de microchirurgie ; 4. La sonde octapolaire est introduite dans le VD.  
 
 
À l’aide de différents protocoles de stimulation cardiaque adaptés de la clinique humaine, on 

mesure les périodes réfractaires ventriculaires et on tente de déclencher des arythmies. Ces 

protocoles sont appliqués à l’étage ventriculaire et adaptés à la FC des souris. La détermination 

du seuil de stimulation, correspondant à l’énergie minimale provoquant une dépolarisation 

ventriculaire, est effectuée avec une durée d’impulsion réglée à 1 ms et une intensité croissante. 

Les stimulations sont ensuite réalisées à une intensité une fois et demi supérieure à ce seuil. 

Puis, les périodes réfractaires ventriculaires effectives sont déterminées et évaluées deux fois 

afin de s’assurer de leurs reproductibilités. La période réfractaire est la période durant laquelle 

l’état de polarisation de la cellule la rend incapable d’émettre un nouveau signal électrique. Par 

convention, on peut déterminer les périodes réfractaires effectives et absolues. La période 

réfractaire effective est définie par l’intervalle de temps pendant lequel un nouveau PA ne peut 

être initié ; il correspond à l’intervalle de couplage le plus long qui ne déclenche pas de réponse 

évoquée ventriculaire lors d’un protocole S1S1 (stimulation à cadence fixe) ou S1S2. La 

période réfractaire absolue est définie quant à elle à la période au-delà de laquelle la cellule 

redevient excitable. Elle correspond à l’intervalle de couplage le plus court qui déclenche une 

réponse évoquée ventriculaire lors d’un protocole S1S1 (stimulation à cadence fixe) ou S1S2. 
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Pour déclencher les arythmies ventriculaires, les protocoles de stimulation utilisés sont : un 

protocole nommé S1S2S3 correspondant à 20 impulsions à une durée de cycle de 70 ms suivies 

d'une, de deux puis de trois extra-stimulations avec des intervalles de couplage débutant à 70 

ms et décroissant de 2 ms en 2 ms jusqu'à l'obtention de la période réfractaire ; un protocole de 

burst long correspondant à des stimulations en rafale de 30 secondes, à une durée de cycle et 

avec un nombre de stimulation déterminés selon la période réfractaire de l’animal (Figure 43). 

Les arythmies ventriculaires générées avec le premier protocole nommé S1S2S3 peuvent être 

associées à des réentrées (Tse, 2016). Tandis que celles déclenchées par le second protocole de 

burst long peuvent être plutôt associées à une altération de l’homéostasie du Ca2+ (EAD, DAD) 

(Pogwizd & Bers, 2004). Tous les protocoles sont effectués en condition basale, puis 3 minutes 

après une injection simultanée d’atropine (1 mg/kg) (qui s’oppose de façon compétitive à 

l’action de l’acétylcholine sur les récepteurs muscariniques) et d'isoprénaline (1.5 mg/kg) en 

i.p. (Iso+Atropine) afin d’évaluer la susceptibilité des souris aux arythmies ventriculaires. À 

l'issue du protocole, les souris sous anesthésie, sont euthanasiées par injection i.p. de Doléthal® 

puis le cœur, les poumons et le tibia sont prélevés. 

 

Une tachycardie ventriculaire (TV) est définie par le déclenchement après le dernier battement 

stimulé d’une tachycardie d’au moins 4 complexes QRS consécutifs avec une morphologie 

différente de celle observée au cours d’un rythme sinusal normal. Une TV est considérée 

comme non soutenue si elle est inférieure à 30 secondes. En revanche, si la TV est supérieure 

à ce délai ou si elle est mal tolérée, elle sera définie en tant que TV soutenue. Les mesures des 

intervalles RR, PR, QRS et QT ont été réalisées avec le logiciel ecgAUTO v3.3.0.5 (EMKA 

Technologie, Paris, France).  
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Figure 43 : Représentation schématique des protocoles de stimulation 
(A) Protocole S1S2 ; (B) Protocole S1S1 ; (C) Protocole S1S2S3 ; (D) Protocole de burst long. Les protocoles 
sont réalisés du moins au plus agressif.  
 
 

I.5. Conditions de prélèvements 
 
Après euthanasie de l’animal par injection i.p. de Doléthal® et selon l’étude, le cœur, les 

poumons, les reins, un morceau de foie et de diaphragme ainsi que le tibia ont été prélevés. Les 

organes prélevés sont immédiatement lavés avec une solution DPBS 1X (Dulbecco's 

phosphate-buffered saline) dépourvue de Ca2+ et de Mg2+ (Gibco®, Thermo Fisher Scientific). 

Le cœur est découpé en trois parties. L’OG et l’OD sont tout d’abord prélevées et conservées à 

-80°C. Une première partie du cœur est incisée transversalement (VG et VD confondus), l’apex 

(pointe du cœur). Ce dernier est fixé pendant 24 heures dans du formaldéhyde ou formol 10% 

à -4°C pour les expériences d’immunohistochimie (IHC). La fixation est essentielle pour la 

préservation de la morphologie tissulaire. Pour les expériences de biochimie et de biologie 
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moléculaire, le reste du cœur (VG et VD confondus) est également incisé transversalement en 

deux autres parties qui sont elles-mêmes découpées en trois petits morceaux conservés à -80°C.  

 

II. Méthodes de biochimie et de biologie moléculaire 
 

II.1. Mesure de l’expression protéique par Western Blot 
 
Pour vérifier la bonne surexpression par thérapie génique de la PDE4B ou de la PDE2A dans 

le cœur de nos souris, nous avons employé la technique de Western Blot (WB).   

 

II.1.1. Lyse tissulaire 
 
Les tissus ventriculaires de souris ont été lysés mécaniquement à l’aide d’un broyeur-

homogénéiseur Precellys® (Bertin Technologies) dans 300 µL de tampon de lyse RIPA 

(radioimmunoprecipitation assay buffer, RIPA buffer) composé de 50 mM de Tris HCl pH 7.4, 

150 mM de NaCl, 2 mM d’EDTA (éthylènediaminetétraacétique), 1% de NP40, 0.5% de DOC 

(deoxycholic acid sodium salt), 0.1% de SDS (sodium dodecyl sulfate), additionné d’inhibiteurs 

de protéases (500 µM d’AEBSF HCl (4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride 

hydrochloride), 150 nM d’Aprotinin, 1 µM d’E-64 et 1 µM de Leupeptine Hemisulfate ; 

Protease Inhibitor Cocktail Set V, EDTA-free, 100X, Calbiochem®) et de phosphatases (5 mM 

de sodium fluoride, 1 mM de sodium orthovanadate, 1 mM de sodium pyrophosphate 

decahydrate et 1 mM de β-glycerophosphate ; Phosphatase Inhibitor Cocktail Set V, 50X, 

Calbiochem®) dans de l’eau distillée. Pour éliminer les débris, les lysats tissulaires sont ensuite 

centrifugés à 13200 rpm pendant 15 minutes à 4°C et les surnageants contenant les protéines 

sont conservés à -80°C.  

 

II.1.2. Dosage protéique 
 
La concentration protéique des lysats tissulaires est mesurée par un dosage colorimétrique BCA 

(BiCinchoninic acid Assay) basé sur l’acide bicinchoninique. En milieu alcalin, les protéines 

réduisent les ions cuivriques Cu2+ en ions cuivreux Cu+. L’acide bicinchoninique possède la 

propriété de lier les ions Cu+, formant alors un complexe de couleur pourpre ayant une 

absorbance à 562 nm. L’absorbance lue par spectrophotométrie est alors proportionnelle à la 

quantité de protéines présentes dans les échantillons. La concentration exacte est finalement 

déterminée par rapport à une gamme de BSA (Bovin Serum Albumin). 
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II.1.3. Western Blot 
 
Cette technique permet de mettre en évidence une protéine spécifique au sein d’un lysat 

tissulaire. Elle se compose d’une étape de migration des protéines selon leur poids moléculaire 

par électrophorèse, puis d’une étape de transfert sur membrane et enfin d’une étape de 

révélation après marquage des protéines par des anticorps spécifiques. Tout d’abord, les 

échantillons sont préparés à une concentration de 1 µg/µl dans du tampon dénaturant composé 

de LDS 4X (Thermo Fisher Scientific) auquel on rajoute du DTT (Dithiothréitol) (pour la 

dénaturation), puis dénaturés pendant 10 minutes à 70°C. Les protéines, dénaturées par le DTT 

et chargées négativement par le SDS vont ensuite être déposées dans un gel Tris-Glycine (TG) 

avec un gradient acrylamide 4-20% précoulé (Thermo Fisher Scientific).  

 

Les protéines vont se concentrer puis se séparer sous l’action d’un champ électrique de 200 V 

pendant environ 40 minutes, dans du tampon de migration 1X préparé à partir de TG-SDS 10X 

et d’eau distillée. Un marqueur de poids moléculaire migre en même temps que les échantillons 

(PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific) et sert de référence pour 

déterminer la taille des protéines d’intérêts. À la fin de l’étape de migration, les protéines 

contenues dans le gel TG sont transférées sur une membrane de PVDF (Hybond®-P 

polyvinylidene difluoride). La membrane chargée positivement est placée face au gel et un 

courant électrique est appliqué pour permettre aux protéines de migrer depuis le gel vers la 

membrane. Le transfert est effectué à l’aide d’un système de transfert rapide sec (iBlot 2 Dry 

Blotting System, Thermo Fisher Scientific) en 7 minutes sous l’action d’un champ électrique 

de 24 V. La membrane est ensuite saturée pendant 1 heure à température ambiante sous 

agitation lente dans une solution de blocage contenant 5% de lait écrémé en poudre dans du 

tampon composé de TBS (Tris Buffered Saline) 1X et de Tween 20 0,1% (TBS-Tween 20) 

dilués dans de l’eau distillée. Cette étape consiste à saturer les sites d’interactions non 

spécifiques par la caséine contenue dans le lait permettant ainsi la réduction du bruit de fond 

lors de l’étape de révélation. La membrane est finalement incubée en présence de l’anticorps 

primaire dirigé contre la protéine d’intérêt voulue (la PDE4B ou le PDE2A), durant une nuit à 

4°C. Le lendemain, la membrane est rincée 4 fois avec le tampon TBS-Tween 20 puis incubée 

pendant 1 heure à température ambiante avec l’anticorps secondaire approprié sous agitation 

lente. Les protéines d’intérêt sont alors révélées après incubation des membranes pendant 5 

minutes avec un substrat de la HRP (horseradish peroxidase ou peroxydase de raifort) (Kit 

ECL, Thermo Fischer Scientific). Le substrat est alors oxydé par la péroxydase et émet un signal 



Page | 122  
 

proportionnel à la quantité de protéine, détecté par chimioluminescence (iBrightTM FL1000 

Imaging System, Thermo Fisher Scientific). Après avoir révélé la première protéine d’intérêt, 

une nouvelle incubation de la membrane avec un nouvel anticorps primaire est possible, comme 

par exemple la GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) qui est un contrôle de 

charge servant de référence. La quantification des WB s’effectue grâce au logiciel ImageJ. Le 

rapport des intensités des bandes spécifiques des protéines d’intérêt/GAPDH est déterminé pour 

évaluer d’éventuelles variations d’expression des protéines d’intérêt en fonction des conditions 

testées. 

 

II.1.4. Anticorps utilisés 
 
Les différents anticorps utilisés étaient : 

 Anticorps primaire anti-PDE4B (dilution 1/2000 dans la solution de blocage) : 

anticorps polyclonal produit chez le lapin, généreusement fourni par le Pr. Marco Conti 

(University of California San Francisco, UCSF, San Francisco, USA), c’est un pan-

PDE4B qui reconnaît toutes les isoformes de PDE4B ; 

 Anticorps primaire anti-PDE2A (dilution 1/1000 dans la solution de blocage) : 

anticorps polyclonal produit chez le lapin (FabGennix) ; 

 Anticorps primaire anti-GAPDH (dilution 1/1000 dans la solution de blocage) : 

anticorps polyclonal produit chez le lapin (Cell signaling, Danvers, MA, USA) ; 

 Anticorps secondaire anti-lapin (dilution 1/40000 dans le tampon TBS-Tween 20) 

(Invitrogen). 

 

II.2. Mesure de l’expression des ARNm par RT-qPCR 
 
Au cours de l’étude de thérapie génique avec la PDE4B dans le modèle de TAC dont les 

résultats figurent dans l’article Karam et al. en révision dans Circulation, grâce à cette 

technique, nous avons évalué l’expression de différents gènes cibles que nous avons 

sélectionnés. Leur expression est connue pour être modifiée, soit augmentée ou diminuée selon 

le gène, lors d’une IC et nous avons voulu étudier leur profil au cours de la pathologie (42 jours 

après la chirurgie), en absence et en présence d’une surexpression de la PDE4B. Les résultats 

obtenus n’ont pas été intégrés dans l’article néanmoins ils sont insérés dans mon manuscrit sous 

la forme de résultats additionnels. 
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II.2.1. Extraction des ARNm 
 
L’extraction des ARN totaux à partir de tissus ventriculaires de souris adultes est réalisée par 

la méthode du TRIzol (Invitrogen). Le TRIzol contient du phénol et du thiocyanate de 

guanidinium permettant la lyse tissulaire et la dégradation protéique. Les échantillons subissent 

une lyse mécanique à l’aide d’un broyeur-homogénéiseur Precellys® (Bertin Technologies) 

dans 1 mL de TRIzol. Du chloroforme est ajouté aux échantillons puis ces derniers sont 

centrifugés à 12 000 rpm pendant 15 minutes à 4°C afin de séparer les débris membranaires 

(phase organique inférieure), les protéines et ADN (interphase), et les ARN totaux (phase 

aqueuse supérieure). Cette phase supérieure est récupérée puis les ARN totaux contenus sont 

précipités à l’isopropanol à -20°C pendant toute une nuit. Une centrifugation de 15 minutes à 

12 000 rpm à 4°C permet ensuite de culotter les ARN totaux. Ces derniers sont lavés deux fois 

à l’éthanol 75%. Avant d’être repris dans de l’eau stérile dépourvue de ribonucléases (DNAse 

RNAse free) pour éviter toute dégradation des ARN, les culots sont séchés pendant environ 45 

minutes à température ambiante. Les échantillons sont ensuite congelés et conservés à -80°C. 

Le lendemain, les échantillons décongelés et centrifugés sont dosés au spectrophotomètre à 260 

nm. En plus de l’absorbance à 260 nm, les rapports A260/280 et A260/230 sont également mesurés 

pour contrôler la pureté de l’extraction. Un rapport A260/280 inférieur à 1.8 indique une 

contamination par des protéines ou des phénols tandis qu’un rapport A260/230 inférieur à 1.8 

indique une contamination par des solvants, des sels ou des contaminants organiques. Les 

valeurs minimales acceptables sont : A260/280 ≥ 1.8 et A260/230 ≥ 1.6.  

 

II.2.2. Transcription inverse 
 
Cette étape permet d’obtenir de l’ADN complémentaire (ADNc) à partir des ARN totaux 

préalablement extraits. La transcription inverse est effectuée à l’aide du kit de synthèse 

iScriptTM (Bio-Rad). 1 µg d’ARN est utilisé pour un volume réactionnel de 20 µL, comprenant 

du tampon de réaction 5X, de l’eau stérile DNAse RNAse free et l’enzyme transcriptase inverse 

(moloney murine leukemia virus reverse transcriptase). En s’hybridant de manière aléatoire 

avec les ARNm, des amorces de type « random » présentes dans le tampon de réaction 

permettent l’initiation de la réaction. La phase d’initiation se déroule en 5 minutes à 25°C, puis 

une étape de 30 minutes à 42°C permet l’activation de l’enzyme transcriptase inverse et la 

synthèse du brin d’ADNc correspondant aux phases d’hybridation et d’élongation. Il s’en suit 

une phase de 5 minutes à 85°C permettant d’inactiver l’enzyme. La gamme, les amorces 

(dilution 1/10 dans de l’eau stérile DNAse RNAse free) et les échantillons (dilution 1/20 dans 
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de l’eau stérile DNAse RNAse free) préparés en amont peuvent être conservées à -20°C. La 

gamme est préparée à partir d’un pool d’ADNc à 50 ng/µL (constitué de l’ensemble des 

échantillons) et est composée de six dilutions. La première dilution est réalisée au 1/5 puis les 

cinq autres sont des dilutions successives effectuées au 1/2 dans de l’eau stérile DNAse RNAse 

free.   

 

II.2.3. PCR quantitative en temps réel  
 
Contrairement à la PCR classique, la PCR quantitative en temps réel est une technique 

permettant de quantifier de façon fiable un gène initialement présent dans un échantillon. La 

quantification est réalisée à l’aide d’un appareil CFX96 (Touch Real-Time PCR Detection 

System, Bio-Rad), présent sur la plateforme « TRANS-PROT » de l’IPSIT (Institut Paris Saclay 

d'Innovation Thérapeutique, Faculté de Pharmacie, Châtenay-Malabry).  

 

L’amplification des ADNc s’effectue sur une plaque de 96 puits où chaque échantillon a été 

déposé deux fois. Le volume réactionnel est de 15 µL par puits comprenant 7.5 µL de Master 

Mix SYBR® Green (Bio-Rad), 1 µL d’eau stérile DNAse RNAse free, 1.5 µL d’amorces (0.75 

µL/amorce sens et anti-sens dilués au 1/10) et 5 µL d’ADNc (dilué au 1/20). Le Master Mix 

SYBR® Green est composé de dNTP (mélange de quatre désoxyribonucléotides : dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP), de tampon SYBR® Green et de la Taq polymérase. Le SYBR® Green est un 

agent intercalant de l’ADN qui émet de la fluorescence lorsqu’il se fixe sur l’ADN double brin 

non dénaturé. Ainsi, la fluorescence émise mesurée pendant l’étape d’élongation est 

proportionnelle à la quantité de produit formé. Lorsque le seuil de fluorescence est déterminé 

par le programme de RT-qPCR (quantitative reverse transcription PCR) et que la quantité 

d’ADN est suffisante pour que la fluorescence du SYBR® Green dépasse ce seuil, on obtient 

alors la valeur du cycle seuil appelé Ct (cycle threshold). Ce Ct marque le début de la phase 

exponentielle d’amplification. Plus la valeur de Ct est basse, plus le nombre de copies initiales 

du gène d’intérêt est important. Cette valeur est représentative du nombre de copies initial dans 

l’échantillon d’ADNc et est inversement proportionnelle au logarithme du nombre de copies 

amplifiables.  

 

La réaction de PCR comprend plusieurs étapes. La première étape est l’activation de l’enzyme 

(30 secondes à 95°C) suivie de 50 cycles. Chaque cycle inclut une première phase de 

dénaturation à 95°C (30 secondes) permettant d’obtenir des ADN linéaires simple brin, puis 
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vient une phase d’hybridation et d’élongation à 60°C (20 secondes) permettant l’hybridation 

des amorces et l’élongation c’est-à-dire la synthèse de l’ADN par la polymérase. À la suite de 

ces étapes d’amplification, les amplicons sont soumis à une augmentation progressive de 

température de 65°C à 95°C par palier de 0,5°C pour obtenir une courbe de fusion et vérifier la 

présence de l’amplification d’un seul produit de PCR.  

 

La courbe de croissance du produit au cours de la PCR est constituée de trois phases avec une 

phase initiale de bruit de fond, une phase d’allure exponentielle et une phase de plateau qui est 

due à l’épuisement du substrat, la dénaturation de l’enzyme et l’accumulation de produits 

inhibiteurs. Cependant, la mesure quantitative en temps réel est réalisée à partir de la phase où 

la réaction d’amplification est d’allure exponentielle, car dans ce cas la mesure obéit à une loi 

mathématique reliant la quantité de produit formé à la quantité initiale de matrice : 

Nn = N0 (1+E)n 

Nn correspond au nombre de molécules d’amplicon formées au cycle n, N0 au nombre initial de 

copies de la séquence à amplifier, E à l’efficacité de la PCR et n au nombre de cycles de PCR. 

Pour chaque couple d’amorce, l’efficacité E de la PCR est déterminée par le logiciel CFX 

ManagerTM (Bio-Rad). Une PCR de bonne qualité est caractérisée par une efficacité comprise 

entre 90 et 110%. 

 

Trois gènes de références sont utilisés à chaque PCR quantitative, à savoir les gènes RPL32 

(Ribosomal Protein L32), TBP (TATA-Box Binding Protein) et YWHAZ (14-3-3 protein 

zeta/delta). Pour chaque échantillon, la concentration en ARN a été déterminée en fonction de 

son Ct et de la courbe standard linéaire (6 points de 50 ng/µl à 0,312 ng/µl du pool d’ADNc). 

Tout d’abord, étant donné que chaque échantillon est déposé deux fois sur la plaque, la valeur 

de Ct pour le gène d’intérêt correspond à la moyenne des deux valeurs de Ct obtenues pour ce 

même gène. Puis, la valeur de ΔCt est calculée pour le gène d’intérêt de la manière suivante : 

valeur de Ct d’un échantillon (issu de souris SHAM AAV9-LUC, TAC AAV9-LUC ou TAC 

AAV9-PDE4B) - moyenne des valeurs de Ct de l’ensemble des échantillons contrôles (issus 

des souris SHAM AAV9-LUC). Pour les gènes de références, la valeur de ΔCt est calculée de 

la manière suivante : moyenne des trois valeurs de Ct des trois gènes de références d’un 

échantillon (issu de souris SHAM AAV9-LUC, TAC AAV9-LUC ou TAC AAV9-PDE4B) - 

moyenne des valeurs de Ct de l’ensemble des échantillons contrôles (issus des souris SHAM 

AAV9-LUC).  
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Pour chaque échantillon, la quantité relative (RQ, relative quantity) d’ARNm codant pour le 

gène d’intérêt est ensuite calculée selon la formule suivante :   

RQ = (1+E)-ΔCt 

 

Afin de pallier les erreurs entre les différents échantillons, ces valeurs ont été normalisées aux 

valeurs obtenues par les gènes de référence de telle sorte à obtenir une quantité relative 

normalisée (NRQ, normalized relative quantity) :  

NRQ = RQ gène d’intérêt/RQ gènes de référence 

 

II.2.4. Liste des gènes étudiés 
 

Amorces Sens (5’-3’) Anti-sens (5’-3’) 
ANP AGG CCA TAT TGG AGC AAA TC CTC CTC CAG GTG GTC TAG CA 
BNP ATG GAT CTC CTG AAG GTG CTG GTG CTG CCT TGA GAC CGA A 
SKA CGT GAA GCC TCA CTT CCT ACC AGA GCC GTT GTC ACA CAC AA 

Coll1a CTC AAG ATG TGC CAC TCT GAC T CTC CAT GTT GCA GTA GAC CTT G 
Coll3a GAT GGA AAC CCT GGA TCA GA GCA CCA GGA GAA CCA TTT TC 

SERCA2a CAC ACC GCT GAA TCT GAC GGA AGC GGT TAC TCC AGT 
YWHAZ AGA CGG AAG GTG CTG AGA AA GAA GCA TTG GGG ATC AAG AA 
RPL32 GCT GCT GAT GTG CAA CAA A GGG ATT GGT GAC TCT GAT GG 

TBP AAA GAC CAT TGC ACT TCG TG GCT CCT GTG CAC ACC ATT TT 

 

Table 5 : Liste des amorces utilisées pour la RT-qPCR 
SKA : α-actine squelettique ; Coll1a : collagène 1a ; Coll3a : collagène 3a.  
 
 

III. Isolement cellulaire et culture primaire 
 

III.1. Isolement des cardiomyocytes ventriculaires de rat adulte  
 
Afin de travailler dans les meilleures conditions de stérilité, toutes les solutions sont filtrées 

(avec un filtre à pores de 0,22 μm). Les rats Wistar mâles (250-275 g) sont anesthésiés par 

injection i.p. de Doléthal® (0,1 mg/g). Après thoracotomie, le cœur est rapidement prélevé et 

plongé dans une solution de lavage froide A (Table 6), afin de le rincer de son sang et d’arrêter 

les battements cardiaques. Il est ensuite très rapidement canulé par son aorte sur un système de 

type Langendorff placé sous hotte à flux laminaire. La dissociation des cardiomyocytes 

ventriculaires se fait par perfusion d'une solution physiologique enzymatique dans le cœur par 

les coronaires (perfusion rétrograde). Tous les territoires cardiaques sont ainsi atteints et la 

MEC correctement digérée, sans toutefois altérer la membrane des cellules qui conservent ainsi 

leur intégrité. La procédure se fait en deux étapes en utilisant deux solutions constamment 

oxygénées et maintenues à 37°C grâce à un bain-marie thermostaté. Le cœur est tout d’abord 
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perfusé par la solution de lavage A pendant quatre minutes à un débit constant de 6 mL/min, 

imposé par une pompe péristaltique, permettant ainsi d’éliminer le sang restant dans le système 

coronarien et dans les cavités cardiaques. À la fin de la dissociation, les oreillettes sont 

éliminées. Le cœur est ensuite digéré par une solution enzymatique B (Table 6) contenant de 

la collagénase A (1 mg/mL, Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne) et 20-25 μM de Ca2+ 

libre pendant 45 min à un débit de perfusion de 4 mL/min. À la fin de la digestion, les deux 

ventricules sont disposés dans la solution C (Table 6) contenant 20-25 μM de Ca2+. Les 

ventricules sont finement découpés et la dissociation mécanique permet de libérer les cellules 

du ventricule dans le milieu. Le mélange est passé sur filtre nylon et mis à décanter à 37°C. Le 

culot obtenu est re-suspendu dans la solution C et placé sous agitation lente. La remontée 

calcique s’effectue par paliers afin d’éviter la surcharge des myocytes en Ca2+. D'abord avec 

70-75 μM de Ca2+ puis 320-325 μM de Ca2+ par ajout de CaCl2. Après décantation, le 

surnageant est aspiré et le culot re-suspendu dans la solution D (Table 6) contenant 300 μM de 

Ca2+ et 5 mg/mL de BSA, celle-ci permet de séparer les cellules mortes des vivantes par 

décantation pendant 10 min. Cette étape est répétée une seconde fois avant de suspendre le culot 

cellulaire dans le milieu de culture M1 (Table 7) contenant 1,2 mM de Ca2+. 
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 Solutions (en mM) 

 A B C D 

NaCl 117 117 117 117 

KCl 5.7 5.7 5.7 5.7 

NaHCO3 4.4 4.4 4.4 4.4 

KH2PO4 1.5 1.5 1.5 1.5 

MgCl2 1.7 1.7 1.7 1.7 

HEPES 21 21 21 21 

Glucose 11.7 11.7 11.7 11.7 

Créatine 10 10 10 10 

Taurine 20 20 20 20 

Collagénase A - 1 mg/mL - - 

EGTA - 0.312 - - 

Ca2+ libre - 0.02-0.025 0.02-0.025 0.3 

BSA - - - 5 mg/mL 

pH 7.1 7.1 7.1 7.6 

 

Table 6 : Composition des solutions nécessaires à la dissociation de cardiomyocytes 
ventriculaires de rat adulte 
Le pH est réalisé à température ambiante. La concentration en Ca2+ libre est ajustée pour la solution enzymatique 
par ajout de CaCl2 (1 M, Sigma Aldrich) et mesurée par une électrode à Ca2+ préalablement étalonnée. HEPES : 
acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique ; EGTA : Ethylene Glycol Tetraacetic Acid. L’EGTA 
permet de chélater le Ca2+ réduisant ainsi l’adhérence cellulaire. 
 
 

 Milieu M1 Milieu M2 

Milieu MEM (M4780, Sigma) Oui Oui 

HEPES 20 mM 20 mM 

Pénicilline-Streptomycine 1% 1% 

SVF 2.5% - 

pH à température ambiante 7.6 7.6 

 

Table 7 : Composition des milieux de culture utilisés pour la culture primaire des 
cardiomyocytes ventriculaires de rat adulte 
SVF : sérum de veau fœtal. 
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III.2. Culture des cardiomyocytes ventriculaires de rat adulte 
 
Les cellules en suspension dans le milieu M1 sont comptées à l’aide d’une cellule de Malassez 

puis réparties dans différentes boîtes de Pétri (35 mm à fond de verre) préalablement traitées 

avec de la laminine (Millipore) à 10 μg/mL pour permettre l’adhésion des cardiomyocytes. Les 

cellules sont ensemencées à raison de 10000 cellules par boîte pour les expériences de FRET. 

Les boîtes sont ensuite placées dans un incubateur à 37°C (95% O2, 5% dioxyde de carbone 

(CO2)). Une heure après, le milieu M1 est remplacé par du milieu M2 (Table 7) sans SVF 

contenant les adénovirus. 

 

III.3. Infection adénovirale  
 
Les adénovirus sont utilisés à différentes concentrations selon leur capacité d’infection et leur 

mode d’utilisation (simple ou double infection). Cela peut également varier selon le gène à 

surexprimer ou à réprimer. La multiplicité d’infection (MOI) est définie comme étant le nombre 

de particules virales actives par cellule. Dans mon cas, la MOI optimale et la durée d’expression 

optimale sont déterminées afin d’obtenir une expression de la protéine dans pratiquement 100% 

des cellules. J’ai maintenu les myocytes en culture pendant 24 heures dans un incubateur à 

37°C, en l’absence de SVF afin de minimiser les effets de la différenciation cellulaire (milieu 

M2) (Table 7). Pour ma part, j’ai utilisé l’adénovirus Ad.EPAC-SH187 (Klarenbeek et al., 2015). 

Pour une infection optimale avec l’adénovirus Ad.EPAC-SH187, la MOI a été évaluée à 1000 

pour des myocytes maintenus en culture de 24 à 48 heures (Klarenbeek et al., 2015).    

 

IV. Le transfert d’énergie de fluorescence par résonance  
 
IV.1. Principe 
 
Le principe du transfert d’énergie de fluorescence par résonance (FRET, fluorescence 

resonance energie transfert) a été décrit par Förster en 1948. Il s’agit d’un processus par lequel 

l'énergie est transférée, de façon non radiative, d'un fluorophore dans un état excité (le donneur) 

à un second fluorophore (l'accepteur). L'énergie absorbée par le premier fluorophore est 

dissipée par émission de fluorescence de celui-ci, à moins qu’il ne se trouve à proximité d’un 

fluorophore accepteur. Un transfert d’énergie de fluorescence du donneur vers l’accepteur 

résultera dès lors, en une diminution du signal de fluorescence du donneur et en une 

augmentation de l’émission de fluorescence de l’accepteur. Les conditions requises pour 

observer ce phénomène sont définies par le recouvrement du spectre d’émission du donneur et 
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du spectre d’excitation de l’accepteur, la distance entre les fluorophores considérés (< 100 Å) 

et une orientation appropriée des dipôles de transition électronique (Figure 44). Les méthodes 

permettant de mesurer l’efficacité de ce transfert sont donc particulièrement bien adaptées à 

l’étude des interactions entre macromolécules. Le FRET peut être considéré comme une règle 

spectroscopique permettant non seulement de colocaliser deux macromolécules avec une 

résolution supérieure à celle obtenue par imagerie de fluorescence, de mesurer la distance entre 

deux fluorophores, mais également comme dans notre cas, de mesurer des activités 

enzymatiques d’intérêt biologique.  

 

 

 

Figure 44 : Schéma du principe et des conditions requises pour le FRET (exemple de 
FRET entre une CFP et une Vénus) 
Le transfert d’énergie a lieu entre deux fluorophores lorsque (A) le spectre d’émission du donneur recouvre le 
spectre d’absorption du receveur et lorsque ces deux fluorophores présentent (B) une distance (< à 100 Å) et (C) 
une orientation qui sont favorables au transfert d’énergie. CFP : Cyan Fluorescent Protein ; Vénus ou YFP : Yellow 
Fluorescent Protein. 
Adapté de Broussard et al., 2013  
 
 
IV.2. Installation de FRET 
 
Les cellules infectées contenues dans une boîte de Pétri sont placées dans un milieu Ringer K+ 

(Table 8). La boîte de Pétri est ensuite placée sur la platine d'un microscope inversé (Nikon) 

muni d’un objectif à huile X40, relié à une caméra CCD refroidie (cooled charge-coupled 
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device, CoolSNAP HQ2), le tout connecté à un logiciel d’acquisition (MetaFluor software, 

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Les cellules fluorescentes sont sélectionnées et 

placées à l'embouchure d’un système de perfusion externe contenant les différentes solutions 

utilisées dans les capillaires. La CFP est excitée pendant 300 millisecondes par une lampe xénon 

(100 Watts, Nikon) en utilisant un filtre de 440/20BP (bandpass filter) ainsi qu’un miroir 

dichroïque 455LP (longpass). Deux images séparées aux longueurs d’onde de la CFP et de la 

YFP sont obtenues grâce à un splitter ou séparateur d’images (Dual View, Hamamatsu) équipé 

d’un miroir dichroïque 510LP et de deux filtres, BP 480/30 nm pour la CFP et 535/25 nm pour 

la YFP (Figure 45). La caméra acquiert une image toutes les 5 secondes. Puis, l’ensemble des 

images sont stockées dans l’ordinateur. 

 

 

 

Figure 45 : Représentation schématique d’une installation de FRET 
L’excitation est tout d’abord filtrée à 440 nm et renvoyée vers l’échantillon par un miroir dichroïque (455 nm). 
Ensuite, l’émission de fluorescence passe à travers ce miroir et les deux longueurs d'ondes sont séparées dans le 
splitter d'images par un deuxième miroir dichroïque (510 nm). Les deux longueurs d’onde d’émission de la 
fluorescence sont ensuite filtrées à 480 nm et 535 nm avant d’arriver à la caméra CCD. 
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IV.3. Sonde FRET 
 
Pour mes expériences de FRET, j’ai utilisé la sonde EPAC-SH187. Cette sonde est un senseur 

FRET permettant de mesurer les niveaux d’AMPc dans le compartiment cytoplasmique des 

cardiomyocytes. C’est une protéine recombinante constituée du domaine de liaison à l’AMPc 

de la protéine EPAC1 (dépourvue du domaine d’adressage et sans activité catalytique) intercalé 

entre deux fluorophores : une mTurquoise2 (CFP) et deux Vénus (YFP) localisées en tandem 

(Figure 46) (Klarenbeek et al., 2011 ; Klarenbeek et al., 2015). Le domaine de liaison à l'AMPc 

de la protéine EPAC présente une mutation Q270E lui conférant une affinité renforcée pour 

l'AMPc en comparaison des autres sondes de détection de l'AMPc couramment utilisées telles 

qu’EPAC2-camps. La mTurquoise est pour sa part plus résistante au phénomène de perte 

d'intensité d'émission en réponse à sa stimulation (bleaching) que les autres fluorophores 

habituellement utilisés notamment la CFP utilisée dans le cas d'EPAC2-camps. De plus, la 

combinaison mTurquoise-VénusVénus permet l'émission d'une fluorescence de plus forte 

intensité que l'habituel couple CFP-YFP. En absence d'AMPc, la sonde est repliée ce qui permet 

le FRET entre les fluorophores (Figure 46). Lorsque les niveaux d'AMPc augmentent à 

proximité de la sonde, la fixation du nucléotide cyclique sur la sonde entraîne son dépliement 

conduisant ainsi à une diminution du FRET proportionnelle à l'augmentation de la 

concentration en AMPc. Par conséquent, la concentration en AMPc est donc directement 

proportionnelle au rapport CFP/YFP. 

 

 

 

Figure 46 : Schéma représentatif du fonctionnement de la sonde FRET EPAC-SH187 
D : Donneur (mTurquoise, CFP) ; A : Accepteur (deux Vénus en tandem, YFP). 
Adapté de Klarenbeek et al., 2011  
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Plus particulièrement, j’ai eu recours à la technique de FRET et à l’utilisation de la sonde 

EPAC-SH187 pour évaluer la capacité de deux molécules à activer la PDE4 en l’absence ou en 

présence d’un agoniste β-AR. Ces molécules ont été produites par l’entreprise Mironid 

(Royaume-Uni) et ont été fournis par notre collaborateur le Dr. Miles Houslay qui y travaille. 

 

IV.4. Solutions et protocole 
 
La composition de la solution de Ringer K+ est indiquée en Table 8. 

 

Composé Concentration (en mM) 

HEPES 10 

NaCl 121.6 

Glucose 5 

Na pyruvate 5 

NaHCO3 4.013 

NaH2PO4 0.8 

KCl 5.4 

CaCl2 1.8 

MgCl2 1.8 

pH 7.4 

 

Table 8 : Composition de la solution de Ringer K+ utilisée lors des expériences de FRET 
 
 
Les deux molécules Mironid® nommées : MIR00282 et MIR00343, ont été utilisés à une 

concentration de 10 µM. L’agoniste β-AR employé pour mes expériences était l’isoprénaline 

(Sigma-Aldrich®) à une concentration de 100 nM. Les cardiomyocytes sont tout d’abord 

baignés dans du Ringer K+ afin d’obtenir un état stable. L’un ou l’autre des deux activateurs est 

ensuite ajouté pendant 5 minutes avant d’appliquer un pulse d’isoprénaline de 15 secondes sur 

les cellules. Puis, l’agoniste β-AR est lavé avec l’activateur qui a été préalablement utilisé en 

début d’expérience (Figure 47).  
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Figure 47 : Protocole de l’expérience de FRET réalisée avec les activateurs de la PDE4 
 
 
IV.5. Analyse des données 
 
L’intensité moyenne de fluorescence de la CFP et de la YFP est mesurée dans une région 

d’intérêt qui comprend toute la surface de la cellule exprimant la sonde cytoplasmique EPAC-

SH187. Afin d’éliminer le bruit de fond, une région dans l’image ne contenant aucune cellule est 

sélectionnée puis soustraite des intensités de la CFP et de la YFP du cytoplasme. Le rapport 

CFP/YFP est utilisé comme index du niveau d’AMPc. Toutefois, dû au chevauchement des 

spectres d’émission de la CFP et de la YFP (bleed-through), dans notre installation de FRET, 

52% de l’émission de la mTurquoise est mesurée dans le canal de la Vénus. Les rapports de 

fluorescence corrigés sont donc calculés de cette manière : 

CFP/YFP = CFP/[YFP-(0,52×CFP)] 

Les résultats sont représentés sous forme de pourcentage d’augmentation par rapport au ratio 

basal. Les résultats peuvent être exprimés sous forme de valeurs moyennes ± des erreurs 

standards à la moyenne (SEM) car la même expérience est réalisée plusieurs fois. 

 

V. Méthode d’immunohistochimie 
 
L’ensemble des expériences d’IHC ont été effectuées à la Plateforme d’Histologie 

Immunopathologie de Clamart (PHIC) par une ingénieure, Françoise Gaudin. L'IHC est une 

méthode qui permet de détecter des protéines ou d'autres antigènes dans des sections de tissu. 

À cet effet, les sections sont exposées à des anticorps marqués dirigés contre des épitopes de la 

protéine cible. Il est alors possible de visualiser une cible à l'aide d'un marqueur, comme par 

exemple, un colorant fluorescent, une enzyme ou un traceur radioactif.  

 

Pour ces expériences, les tissus de cœur préalablement fixés pendant 24 heures dans du formol 

10% à -4°C sont inclus dans de la paraffine et coupés transversalement avec un microtome pour 
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avoir des sections de 3 μm d’épaisseur. Comme la paraffine est hydrophobe, le prélèvement 

doit d’abord subir une déshydratation (par immersion dans des bains d’alcool), il est ensuite 

immergé dans des bains de toluène puis est infiltré par la paraffine fondue par chauffage 

(circulation) avant d’être coulé dans un moule contenant de la paraffine fondue (inclusion). 

Après refroidissement, on obtient un bloc de paraffine dur à l’intérieur duquel la pièce prélevée 

est incluse. Les coupes sont recueillies sur des lames de verre et mises à sécher. Malgré une 

qualité de conservation supérieure, sur le plan de la morphologie, les échantillons fixés dans le 

formol 10% et inclus dans la paraffine peuvent perdre une partie ou l'intégralité de leur 

immunoréactivité en raison de modifications structurelles de l'antigène ciblé. Dans notre cas, la 

détermination des antigènes et, par conséquent, de l'immunoréactivité, a été améliorée grâce à 

un traitement thermique appelé récupération d’épitopes induite par la chaleur (démasquage des 

sites antigéniques) (HIER, Heat Induced Epitope Retrieval) dans un tampon citrate à 10 

mmol/L, pH 6. Avant d’appliquer cette technique d’HIER, les coupes de tissu cardiaque de 3 

μm ont été déparaffinées et réhydratées. Le démasquage des sites antigéniques a été réalisé pour 

la technique de TUNEL.  

 

V.1. Coloration au trichrome de Masson 
 
Dans l’étude de thérapie génique réalisée dans le modèle de TAC, la fibrose cardiaque a été 

évaluée à l’aide du kit de coloration au trichrome de Masson Diapath (Microm ; Microtech, 

France). Le trichrome de Masson est une coloration qui met en évidence les fibres de collagène 

sur coupes histologiques résultant de trois couleurs successives : 

- Une coloration du noyau des cellules en violet par l’Hématoxyline de Harris ; 

- Une coloration du cytoplasme en rouge par un mélange de fuchsine acide et de rouge 

ponceau (colorants acides) ; 

- Une coloration élective des fibres de collagène en bleu (bleu d’aniline) (incubation : 2 

minutes). 

La différenciation des fibres de collagène est basée sur leur perméabilité. En effet, le colorant 

rouge acide va colorer en premier les éléments tissulaires acidophiles y compris les fibres de 

collagènes. Lorsque les coupes sont incubées dans l’acide phosphomolybdique, les éléments 

tissulaires les moins perméables vont rester colorés en rouge tandis que la liaison entre les fibres 

de collagène et le colorant va se rompre, laissant place au bleu d’aniline pour se fixer. 
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V.2. Technique de TUNEL 
 
Pour détecter la présence de myocytes apoptotiques dans le cœur des souris TACs inclues en 

thérapie génique, nous avons employé la technique de TUNEL (Terminal Transferase dUTP 

Nick End Labeling) (kit Roche, France). Cette technique est une méthode de détection de la 

fragmentation apoptotique de l'ADN, largement utilisée pour identifier et quantifier les cellules 

apoptotiques, ou pour détecter une rupture excessive de l'ADN dans des cellules individuelles. 

Le test repose sur l’utilisation d’une enzyme appelée terminal deoxynucleotidyl transferase 

(TdT) qui catalyse l’addition de nucléotides dUTP marqués avec un fluorochrome ou un autre 

marqueur aux terminaisons 3'-hydroxyle des cassures à double brin de l'ADN. Ainsi, les cellules 

apoptotiques peuvent être spécifiquement identifiées.  

 

Avant de procéder au marquage de TUNEL, l’éventuelle autofluorescence a été désactivée par 

un système de blocage incluant dans un premier temps une incubation de PBS/BSA (5%) suivie 

d’un traitement à la protéinase K (200 mM) (Invitrogen). Le marquage a été effectué selon le 

protocole du fabricant. Les coupes ont été contre-marquées au WGA (wheat germ agglutinin) 

(Invitrogen) couplée à un fluorochrome Alexa Fluor® 594 (10 μg/mL) pendant 1 heure à 

température ambiante pour visualiser les membranes cellulaires (en rouge) ajouté d’une 

solution de Hoechst diluée au 1/500 (Invitrogen) ou encore appelée DAPI (4',6-diamidino-2-

phénylindole) pour la détection des noyaux colorés en bleu. 

 

V.3. Analyse des échantillons 
 
La digitalisation des lames marquées est effectuée par le scanner NanoZoomer 2.0-RS 

(Hamamatsu, Japon) permettant d’avoir une vision globale des échantillons. Les images ont été 

réalisées à l'aide du logiciel NDP.view2 (Hamamatsu, Japon) puis analysées grâce au logiciel 

ImageJ. Une analyse visuelle des myocytes apoptotiques a été effectuée par un comptage de la 

totalité des noyaux (bleu) de la coupe puis des cellules apoptotiques marquées (vert). 

 

VI. Analyses statistiques   
 
Tous les résultats présentés sont exprimés sous forme de moyenne ± l’erreur standard de la 

moyenne (SEM). L’analyse statistique des résultats présentés a été effectuée avec le logiciel 

GraphPad Prism (GraphPad software, Inc., La Jolla, CA, USA). La distribution normale des 

différents échantillons a été vérifiée avec le test de normalité de Shapiro-Wilk. Pour la 
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comparaison entre deux groupes, le test-t de Student a été utilisé lorsque la distribution des 

échantillons suivait la loi normale ou le test de Mann-Whitney lorsque la distribution ne suivait 

pas la loi normale. Les différences entre plusieurs groupes (nombre de groupes ≥ 3) ont été 

analysées en utilisant un test d’analyse de variance à une voie (ou One-way ANOVA) suivi 

d’un test post-hoc de Sidak lorsque la distribution des échantillons suivait la loi normale, ou le 

test de Kruskal-Wallis avec le test post-hoc de Dunn pour les comparaisons multiples lorsque 

la distribution des échantillons ne suivait pas une loi normale. Pour l’analyse des 

échocardiographies, un ANOVA à deux facteurs (ou Two-way ANOVA) suivi d’un test post-

hoc de Sidak ou de Tukey a été utilisé pour la comparaison des différences entre des groupes 

qui ont été subdivisés en deux variables indépendantes. Pour mettre en évidence la présence 

d’une corrélation entre deux variables (x et y) d’un groupe donné, dans ce cas, le test de Pearson 

est employé. L’analyse statistique des ECG endocavitaires a été réalisée avec un test exact de 

Barnard à l’aide du logiciel R (version 3.4.1 and RStudio version 1.0.153). Les différences sont 

considérées significatives lorsque le résultat du test statistique utilisé fournit un p≤0.05 (*), 

p≤0.01 (**), p≤0.001 (***) et non significatives si p>0.05. 
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RÉSULTATS 
 

I. Évaluation des effets issus d’une surexpression spécifique de 
la PDE4B dans le cœur de souris sur les réponses β-
adrénergiques et le remodelage cardiaque hypertrophique 
au cours de l’insuffisance cardiaque 

 
I.1. Introduction 
 
Les taux intracellulaires d’AMPc résultent d’un équilibre entre la synthèse par les AC et la 

dégradation par les PDEs. Parmi les différentes familles de PDEs exprimées dans le cœur, la 

PDE4 est l’une des PDEs majeure dégradant l’AMPc avec une haute affinité et est essentielle 

pour contrôler la terminaison des signaux β-ARs cardiaques (Leroy et al., 2008). Comme j’ai 

pu l’aborder précédemment dans mon introduction, la famille PDE4 est codée par quatre gènes 

(pde4a-pde4d), mais seulement trois d’entre eux (pde4a, pde4b et pde4d) sont exprimés dans 

les cœurs humain et de rongeur (Richter et al., 2011). Dans des études antérieures, il avait été 

proposé qu’une association de la PDE4D au RyR2 et au PLB pourrait à la fois contrôler la 

libération de Ca2+ en provenance du RS (Lehnart et al., 2005) et sa recapture dans le RS (Beca 

et al., 2011), respectivement. Tandis que la PDE4B est associée à la sous-unité principale des 

LTCCs, Cav1.2, pour moduler la régulation β-AR d’ICa,L (Leroy et al., 2011) et interagirait 

également avec le complexe RyR2 pour réguler sa phosphorylation par la PKA (Mika et al., 

2014). Chez des souris invalidées pour la pde4d, il a été mis en évidence une augmentation des 

fuites de Ca2+ en provenance du RS et une apparition d’arythmies chez ces animaux ainsi que 

le développement d’une IC avec l’âge (Lehnart et al., 2005). En revanche, des souris KO pour 

la pde4b affichent une exacerbation d’ICa,L et des transitoires calciques sous stimulation β-AR, 

entraînant une élévation de vagues calciques spontanées et une susceptibilité accrue aux TVs 

(Leroy et al., 2011). De plus, l’expression et l’activité de la PDE4B sont diminuées dans un 

modèle d’hypertrophie pathologique induite par une surcharge de pression (Abi-Gerges et al., 

2009), suggérant que l'augmentation de l’activité de la PDE4B dans le cœur pourrait limiter le 

remodelage cardiaque et les perturbations de l’homéostasie calcique pro-arythmiques.  

 

Par conséquent, pour cette étude, nous avons émis l’hypothèse que de surexprimer la PDE4B 

spécifiquement dans le cœur de souris pourrait avoir un intérêt thérapeutique dans le traitement 

de l’IC. Pour répondre à cette hypothèse de travail, dans un premier temps, nous avons étudié 

les effets associés à une surexpression cardiaque constitutive de la PDE4B à la fois dans des 
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conditions physiologiques ainsi que dans des conditions pathologiques dans un modèle d’IC 

induit par les catécholamines et plus particulièrement par une infusion chronique d’un agoniste 

β-AR non sélectif, l’isoprénaline. Dans un second temps, pour approfondir au niveau du 

potentiel thérapeutique de la PDE4B, nous avons utilisé une approche de thérapie génique pour 

surexprimer dans le cœur de souris le gène pde4b au moyen de l’AAV9. Nous avons employé 

cette méthode dans deux modèles d’IC, dont l’un provoqué par une infusion chronique 

d’isoprénaline et le second engendré par une TAC.  

 

Les parties de ce travail que j’ai personnellement réalisées sont l’évaluation de la surexpression 

constitutive de la PDE4B dans un modèle d’infusion chronique à l’isoprénaline et l’étude de 

thérapie génique avec la PDE4B dans un modèle de TAC.  

 

I.2. Résultats 
 
Les résultats de ce travail sont présentés dans l’article qui suit : 

 

Article 1 :  

 

Cardiac overexpression of PDE4B blunts β-adrenergic response and maladaptive 

remodeling in heart failure 

Karam S*, Margaria JP*, Bourcier A*, Bedioune I, Mika D, Lindner M, Varin A, Gaudin F, 

Lefebvre F, Mateo P, Lechêne P, Gomez S, Domergue V, Robert P, Coquard C, Algalarrondo 

V, Charpentier F, Ghigo A, Hirsch E, Fischmeister R, Leroy J, Vandecasteele G 

 

Cet article est en révision dans Circulation. 
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I.3. Résultats additionnels  
 
Dans le cadre de l’étude de thérapie génique avec l’AAV9-PDE4B réalisée dans le modèle d’IC 

induit par une surcharge de pression, à l’aide de la technique de RT-qPCR, j’ai évalué 

l’expression de six gènes cibles (ANP, BNP, Coll1a, Coll3a, SERCA2a et SKA) qui sont 

représentés en Figure 48. Nous avons voulu étudier leur profil au cours de la pathologie (42 

jours après la chirurgie), en absence et en présence d’une surexpression de la PDE4B. À 6 

semaines, la chirurgie a induit une augmentation significative des gènes codant pour les 

peptides natriurétiques ANP et BNP (Figure 48A et 48B), une augmentation non significative 

des gènes codant pour les collagènes 1a et 3a (Figure 48C et 48D), une diminution significative 

du gène codant pour la pompe SERCA2a (Figure 48E) et une augmentation significative du 

gène de l’hypertrophie SKA (Figure 48F). Cependant, d’une manière générale, à ce stade de la 

pathologie, une surexpression de la PDE4B n’a pas d’effet sur les niveaux d’expression des six 

gènes sélectionnés.    
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Figure 48 : Évaluation de l’expression de six gènes par RT-qPCR dans le cadre de l’étude 
de thérapie génique avec l’AAV9-PDE4B dans un modèle d’IC induit par une surcharge 
de pression  
(A) ANP, (B) BNP, (C) Coll1a, (D) Coll3a, (E) SERCA2a, (F) SKA. Groupe SHAM AAV9-LUC : N=6 ; Groupe 
TAC AAV9-LUC : N=5 ; Groupe TAC AAV9-PDE4B : N=9. Moyenne ± SEM ; Kruskal-Wallis suivi d’un test 
post-hoc de Dunn et One-way ANOVA suivi d’un test post-hoc de Sidak : * p≤0.05 TAC AAV9-LUC, TAC 
AAV9-PDE4B vs SHAM AAV9-LUC.  
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I.4. Conclusions 
 
Dans cette étude, premièrement, le phénotype des souris transgéniques présentant une 

surexpression constitutive de la PDE4B spécifiquement dans le cœur a été caractérisée. Chez 

ces souris, si une surexpression constitutive modérée de la PDE4B (activité cardiaque 

d’hydrolyse de l’AMPc par les PDEs augmentée d’environ 15 fois, lignée A) est bien tolérée 

tout au long de la vie et contrecarre les effets induits par une stimulation β-AR, une 

surexpression constitutive à des niveaux plus élevés (activité cardiaque d’hydrolyse de l’AMPc 

par les PDEs augmentée d’environ 50 fois, lignée C) devient néfaste. Dans un second temps, 

nous avons supposé qu’une surexpression modérée de cette enzyme pourrait avoir un intérêt 

thérapeutique au cours de l’IC. Cette hypothèse a été testée dans deux modèles d’IC dont l’un 

induit par les catécholamines et le second par une surcharge de pression. Au cours d’une 

stimulation chronique des récepteurs β-ARs par l’isoprénaline, une surexpression constitutive 

modérée de la PDE4B (lignée A) chez la souris apporte une protection contre le 

dysfonctionnement systolique, l’hypertrophie cardiaque et la fibrose causés par les 

catécholamines. De plus, une augmentation significativement plus faible de l’expression et de 

l’activité de la protéine PDE4B dans le cœur au moyen de l’utilisation de l’AAV9 confère 

également une protection suite à une infusion chronique de catécholamines et une TAC. Par 

conséquent, ces résultats indiquent qu'une surexpression modérée de la PDE4B dans le cœur 

par thérapie génique avec l’utilisation de l’AAV9 pourrait constituer une nouvelle stratégie 

prometteuse pour limiter le dysfonctionnement systolique et le remodelage cardiaque 

pathologique au cours de l'IC. 

 

En plus du dysfonctionnement systolique, de l’hypertrophie cardiaque et de la congestion 

pulmonaire décelés dans le modèle de TAC, les résultats obtenus par RT-qPCR apporte une 

preuve supplémentaire d’une chirurgie et d’une sélection bien réalisée en amont de l’inclusion 

des animaux en thérapie génique. Ainsi, notre désir d’avoir un modèle représentant au mieux 

la pathologie qui est l’IC a été obtenu. Toutefois, les effets escomptés avec une surexpression 

de la PDE4B par thérapie génique sur l’expression des différents gènes étudiés (42 jours post-

chirurgie) n’ont pas été mis en évidence. Bien que l’AAV9-PDE4B retarde le 

dysfonctionnement systolique à 2 semaines après la réalisation de la TAC, ces résultats obtenus 

par RT-qPCR ne sont pas surprenants puisqu’en fin de protocole la FR n’est pas préservée et 

diminue comme dans le groupe TAC AAV9-LUC. Il aurait pu être intéressant d’effectuer des 

prélèvements sanguins chez ces animaux tout le long du protocole, notamment pour évaluer les 
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effets de l’AAV9-PDE4B au cours de l’évolution de la pathologie sur les niveaux des peptides 

natriurétiques et des catécholamines circulantes présents dans le sang.  
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II. Conséquences d’un ajout de phényléphrine dans un modèle 
d’infusion chronique à l’isoprénaline sur la fonction 
cardiaque chez la souris 

 

II.1. Paramètres obtenus par échocardiographie 
 
Précédemment, j’ai évoqué la difficulté à développer une réelle IC chez la souris et à obtenir 

des résultats reproductibles avec un modèle d’infusion chronique à l’isoprénaline (cf. partie 

« Matériels et méthodes », chapitre I.2.2.). C’est pourquoi, j’ai ajouté de la phényléphrine. Les 

conséquences cet ajout dans un modèle d’infusion chronique à l’isoprénaline (constituant le 

modèle IP) ont été évaluées par le biais d’une étude pilote que j’ai réalisée. D’une part, j’ai 

examiné la fonction systolique et la masse du VG dont les résultats sont représentés dans la 

Figure 49.  

 

 
 

Figure 49 : Évolution au cours du temps de la fonction cardiaque dans le modèle IP 
Paramètres obtenus par échocardiographie : (A) FC, (B) FEVG mesurée en pourcentage, (C) masse du VG, (D) 
ratio masse du VG/poids du corps. Le rectangle hachuré correspond à la durée pendant laquelle les agonistes se 
répandent dans l’animal, c’est-à-dire 14 jours pour cette étude. Groupe Iso seul (60 µg/g/jour) : N=5 ; Groupe 
Iso+Phe (30 µg/g/jour pour chaque agent pharmacologique employé) : N=5. Moyenne ± SEM ; Two-way ANOVA 
suivi d’un test post-hoc de Sidak : * p≤0.05 Iso J7, J14 vs Iso J0, # p≤0.05 Iso+Phe J7, J14 vs Iso+Phe J0.  
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 Iso seul IP 

Poids (g) 24.4 ± 1.03 21 ± 0.4$ 

Dimensions cardiaques 

SIVd (mm) 0.71 ± 0.03 0.72 ± 0.03 

VGd (mm) 4.3 ± 0.07 4.2 ± 0.12 

PPVGd (mm) 0.86 ± 0.04 0.87 ± 0.02 

SIVs (mm) 1.17 ± 0.04 1.19 ± 0.03 

VGs (mm) 3.06 ± 0.07 3.01 ± 0.1 

PPVGs (mm) 1.1 ± 0.07 1.08 ± 0.05 

Fonction diastolique 

E (m/s) 0.62 ± 0.03 0.72 ± 0.06 

A (m/s) 0.34 ± 0.04 0.24 ± 0.04 

T. déc (ms) 25.1 ± 2.1 20 ± 0.9 

IVRT (ms) 21.1 ± 1.1 20.6 ± 0.4 

 

Table 9 : Détails des autres paramètres évalués par échocardiographie dans le modèle IP 
Paramètres obtenus par échocardiographie 14 jours post-opératoires. Groupe Iso seul (60 µg/g/jour) : N=5 ; 
Groupe Iso+Phe (30 µg/g/jour pour chaque agent pharmacologique employé) : N=5. Moyenne ± SEM ; Test-t de 
Student : $ p≤0.05 Iso+Phe J14 vs Iso J14.  
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Nous observons une augmentation significative de la FC dans les deux groupes, Iso et Iso+Phe, 

confirmant la diffusion des agonistes dans l’animal (Figure 49A). La FEVG est diminuée de 

17.1±2.5% et de 20.1±2.04% (Figure 49B), la masse du VG est augmentée de 50.3±2.6% et de 

36.4±8.9% (Figure 49C) et le ratio masse du VG/poids du corps est augmenté de 26±4.7% et 

de 38.6±6.7% (Figure 49D) pour les groupes Iso et Iso+Phe, respectivement. Après 14 jours 

d’infusion chronique, le poids des animaux dans le groupe Iso+Phe est significativement 

diminué de 13.9±1.8% en comparaison du groupe Iso seul (Table 9). Ceci explique pourquoi 

nous constatons que l’augmentation de la masse du VG normalisée sur le poids de l’animal 

devient plus importante dans le groupe Iso+Phe versus Iso seul, ce qui n’était pas le cas lorsque 

la masse du VG n’était pas normalisée (Figure 49C).  

 

D’autre part, j’ai également étudié l’impact de cet ajout sur la fonction diastolique via le rapport 

des ondes E/A décrit par la Figure 50. 

 

 
 

Figure 50 : Rapport des ondes E/A dans le modèle IP 
Rapport des ondes E/A obtenu par échocardiographie. Groupe Iso seul (60 µg/g/jour) : N=5 ; Groupe Iso+Phe (30 
µg/g/jour pour chaque agent pharmacologique employé) : N=5. Moyenne ± SEM ; One-way ANOVA suivi d’un 
test post-hoc de Sidak : # p≤0.05 Iso+Phe J14 vs Iso+Phe J0, $ p≤0.05 Iso+Phe J14 vs Iso J14.  
 
 
À la fin du protocole (14 jours post-opératoire), l’ajout de phényléphrine a induit une 

augmentation de 87.1±19.2% du ratio des ondes E/A (Figure 50). Cette augmentation est 

absente dans le groupe Iso seul et le ratio E/A évalué à J14 est significativement différent entre 

les deux groupes, Iso et Iso+Phe (Figure 50).  
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II.2. Analyse morphométrique 
 
Pour procéder à l’analyse morphométrique et évaluer l’hypertrophie ainsi que la congestion 

pulmonaire, après prélèvements, j’ai pesé le cœur et les poumons des souris (Figure 51). Pour 

rappel, les ratios poids du cœur et poids des poumons/longueur du tibia d’une souris saine 

C57BL/6N sont d’environ 9 et 7.5 mg/mm, respectivement.     

 

 
 

Figure 51 : Évaluation de l’hypertrophie et de la congestion pulmonaire dans le modèle 
IP 
Analyse morphométrique réalisée par la pesée des organes après prélèvements : (A) ratio poids du cœur/longueur 
du tibia, (B) ratio poids des poumons/longueur du tibia. Groupe Iso seul (60 µg/g/jour) : N=5 ; Groupe Iso+Phe 
(30 µg/g/jour pour chaque agent pharmacologique employé) : N=5. Moyenne ± SEM.  
 
 
Aucune différence significative n’a été mise en évidence entre les deux groupes, que ce soit 

pour le ratio poids du cœur/longueur du tibia (Figure 51A) ou le ratio poids des 

poumons/longueur du tibia (Figure 51B), mis à part une très légère tendance à l’augmentation 

du poids des poumons dans le groupe Iso+Phe (Figure 51B).   

 

II.3. Conclusions 
 
Dans ce modèle, l’ajout de la phényléphrine semble légèrement aggraver la pathologie. Cet 

ajout a des effets délétères sur le poids des souris (Table 9) et la fonction diastolique (Figure 

50).      
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III. Effets de la surexpression de la PDE4B ou de la PDE2A par 
injection intraveineuse d’AAV9 sur la fonction cardiaque de 
souris saines  

 
III.1. Paramètres obtenus par échocardiographie 
 
Les effets issus de la surexpression de la PDE4B ou de la PDE2A dans le cœur de souris avec 

l’AAV9 sur la fonction cardiaque à l’état basal ont été déterminés à l’aide d’une étude pilote 

que j’ai réalisée. D’une part, j’ai examiné la fonction systolique et la masse du VG dont les 

résultats sont représentés dans la Figure 52.  

 

 
 

Figure 52 : Évolution au cours du temps de la fonction cardiaque des souris saines 
injectées avec l’AAV9-LUC, l’AAV9-PDE4B ou l’AAV9-PDE2A 
Paramètres obtenus par échocardiographie : (A) FC, (B) FEVG mesurée en pourcentage, (C) masse du VG, (D) 
ratio masse du VG/poids du corps. Groupe AAV9-LUC : N=5 ; Groupe AAV9-PDE4B : N=5 ; Groupe AAV9-
PDE2A : N=5. Moyenne ± SEM ; Two-way ANOVA suivi d’un test post-hoc de Tukey : * p≤0.05 AAV9-PDE4B, 
AAV9-PDE2A vs AAV9-LUC.  
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  AAV9-LUC AAV9-PDE4B  AAV9-PDE2A 

Poids (g) 28 ± 0.3 29.4 ± 0.5 28.4 ± 0.5 

Dimensions cardiaques 

SIVd (mm) 0.67 ± 0.02 0.69 ± 0.04 0.65 ± 0.02 

VGd (mm) 4.4 ± 0.02 4.04 ± 0.1** 4.3 ± 0.03 

PPVGd (mm) 0.61 ± 0.02 0.74 ± 0.03** 0.67 ± 0.02 

SIVs (mm) 1.04 ± 0.02 1.1 ± 0.05 1.1 ± 0.02 

VGs (mm) 3.1 ± 0.03 2.7 ± 0.1** 3.1 ± 0.03 

PPVGs (mm) 1.01 ± 0.05 1.2 ± 0.04 1.03 ± 0.05 

Fonction diastolique 

E (m/s) 0.64 ± 0.03 0.58 ± 0.06 0.71 ± 0.03 

A (m/s) 0.37 ± 0.02 0.36 ± 0.04 0.41 ± 0.02 

T. déc (ms) 27.7 ± 1.9 23.4 ± 2 26 ± 1.4 

IVRT (ms) 18.6 ± 0.9 17.6 ± 1.1 16.8 ± 0.6 

 

Table 10 : Détails des autres paramètres évalués par échocardiographie des souris saines 
injectées avec l’AAV9-LUC, l’AAV9-PDE4B ou l’AAV9-PDE2A 
Paramètres obtenus par échocardiographie 28 jours après l’injection des souris avec l’AAV9. Groupe AAV9-
LUC : N=5 ; Groupe AAV9-PDE4B : N=5 ; Groupe AAV9-PDE2A : N=5. Moyenne ± SEM ; Kruskal-Wallis 
suivi d’un test post-hoc de Dunn et One-way ANOVA suivi d’un test post-hoc de Sidak : * p≤0.05 AAV9-PDE4B, 
AAV9-PDE2A vs AAV9-LUC.  
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Tout le long du protocole, aucune différence claire entre les trois groupes (AAV9-LUC, AAV9-

PDE4B et AAV9-PDE2A) a été décelée pour l’ensemble des paramètres incluant la FEVG 

(Figure 52B), la masse du VG (Figure 52C) et le ratio masse du VG/poids du corps (Figure 

52D), excepté un rythme cardiaque légèrement augmenté pour le groupe de souris surexprimant 

la PDE4B (Figure 52A).  

  

D’autre part, j’ai également étudié l’impact de cette surexpression de la PDE4B ou de la PDE2A 

sur la fonction diastolique basale via le rapport des ondes E/A décrit par la Figure 53. 

 

 
 

Figure 53 : Rapport des ondes E/A des souris saines injectées avec l’AAV9-LUC, l’AAV9-
PDE4B ou l’AAV9-PDE2A 
Rapport des ondes E/A mesuré par échocardiographie à J0, jour de l’injection des AAV9 et 28 jours après (J28). 
Groupe AAV9-LUC : N=5 ; Groupe AAV9-PDE4B : N=5 ; Groupe AAV9-PDE2A : N=5. Moyenne ± SEM.   
 
 
À la fin du protocole (soit 28 jours après l’injection de l’AAV9), l’AAV9-PDE4B et l’AAV9-

PDE2A ne modifient pas le ratio des ondes E/A (Figure 53). De plus, aucune différence n’a été 

constatée entre les trois groupes (Figure 53).   

 

III.2. Analyse morphométrique 
 
Pour procéder à l’analyse morphométrique et évaluer l’hypertrophie ainsi que la congestion 

pulmonaire, après prélèvements, j’ai pesé le cœur et les poumons des souris (Figure 54).    
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Figure 54 : Évaluation de l’hypertrophie et de la congestion pulmonaire des souris saines 
injectées avec l’AAV9-LUC, l’AAV9-PDE4B ou l’AAV9-PDE2A 
Analyse morphométrique réalisée par la pesée des organes après prélèvements : (A) ratio poids du cœur/longueur 
du tibia, (B) ratio poids des poumons/longueur du tibia. Groupe AAV9-LUC : N=5 ; Groupe AAV9-PDE4B : 
N=5 ; Groupe AAV9-PDE2A : N=5. Moyenne ± SEM.  
 
 
Aucune différence significative n’a été mise en évidence entre les trois groupes (AAV9-LUC, 

AAV9-PDE4B et AAV9-PDE2A), que ce soit pour le ratio poids du cœur/longueur du tibia 

(Figure 54A) ou le ratio poids des poumons/longueur du tibia (Figure 54B). 

 

III.3. Évaluation de l’expression des protéines PDE4B et PDE2A 
 
Au moyen de la technique de WB, à la fin de cette étude pilote (28 jours après l’injection des 

animaux avec l’AAV9), j’ai vérifié la bonne surexpression de la protéine PDE4B ou PDE2A 

dans le cœur des souris dont les résultats sont indiqués dans la Figure 55. 
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Figure 55 : Évaluation de l’expression de la protéine PDE4B et de la PDE2A dans le cœur 
des souris saines injectées avec l’AAV9-LUC, l’AAV9-PDE4B ou l’AAV9-PDE2A 
Quantification par WB de l’expression de la protéine PDE4B ou PDE2A normalisée : (A) ratio PDE4B/GAPDH, 
(B) ratio PDE2A/GAPDH. Groupe AAV9-LUC : N=5 ; Groupe AAV9-PDE4B : N=5 ; Groupe AAV9-PDE2A : 
N=5. Moyenne ± SEM ; Test-t de Student et test de Mann-Withney : * p≤0.05 AAV9-PDE4B, AAV9-PDE2A vs 
AAV9-LUC.  
 
 
L’expression des protéines PDE4B et PDE2A était augmentée de 4±1.1 et de 10±1.7 fois, 

respectivement. 

 

III.4. Conclusions 
 
Globalement, dans cette étude pilote, ni la fonction cardiaque de base, ni le poids des organes 

(cœur et poumons) ne sont affectés par une surexpression de la PDE4B ou de la PDE2A 

spécifiquement dans le cœur de souris avec l’AAV9. 
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IV. Thérapie génique par surexpression de la PDE4B ou de la 
PDE2A dans un modèle murin d’insuffisance cardiaque 
induit par les catécholamines, isoprénaline et phényléphrine 

 
IV.1. Paramètres obtenus par échocardiographie 
 
Les effets issus d’une surexpression spécifique de la PDE4B ou de la PDE2A dans le cœur de 

souris avec l’AAV9 au cours de l’IC ont été caractérisés dans le modèle IP, modèle développé 

en amont par le biais d’une étude pilote (cf. partie « Résultats », chapitre II.). D’une part, j’ai 

examiné la fonction systolique et la masse du VG dont les résultats sont représentés dans la 

Figure 56.  

 

 
 

Figure 56 : Évolution de la fonction cardiaque au cours du temps des souris IP traitées 
avec l’AAV9-LUC, l’AAV9-PDE4B ou l’AAV9-PDE2A 
Paramètres obtenus par échocardiographie : (A) FC, (B) FEVG mesurée en pourcentage, (C) masse du VG, (D) 
ratio masse du VG/poids du corps. Le modèle consiste en une infusion chronique d’Iso+Phe (IP) (30 µg/g/jour 
pour chaque agent pharmacologique employé). Le rectangle hachuré correspond à la durée pendant laquelle les 
agonistes se répandent dans l’animal, c’est-à-dire 14 jours pour cette étude. Groupe NaCl AAV9-LUC : N=11 ; 
Groupe IP AAV9-LUC : N=15 ; Groupe IP AAV9-PDE4B : N=12 ; Groupe IP AAV9-PDE2A : N=11. Moyenne 
± SEM ; Two-way ANOVA suivi d’un test post-hoc de Tukey : * p≤0.05 IP AAV9-LUC, IP AAV9-PDE4B, IP 
AAV9-PDE2A vs NaCl AAV9-LUC, $ p≤0.05 IP AAV9-PDE4B, IP AAV9-PDE2A vs IP AAV9-LUC.  
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 NaCl 
AAV9-LUC 

IP 
AAV9-LUC 

IP 
AAV9-PDE4B 

IP 
AAV9-PDE2A 

Poids (g) 27.5 ± 0.4 25.1 ± 0.4*** 25.4 ± 0.3** 25.6 ± 0.4* 

Dimensions cardiaques 

SIVd (mm) 0.65 ± 0.02 0.73 ± 0.02** 0.63 ± 0.01$$$ 0.61 ± 0.02$$$ 

VGd (mm) 4.4 ± 0.04 4.5 ± 0.09 4.6 ± 0.06** 4.7 ± 0.03**$ 

PPVGd (mm) 0.62 ± 0.01 0.76 ± 0.02*** 0.69 ± 0.03$ 0.68 ± 0.02$ 

SIVs (mm) 1.1 ± 0.03 1.1 ± 0.04 1.2 ± 0.04 1.1 ± 0.03 

VGs (mm) 2.9 ± 0.06 3.5 ± 0.08*** 3.4 ± 0.07** 3.5 ± 0.05*** 

PPVGs (mm) 1.04 ± 0.02 0.96 ± 0.03 0.99 ± 0.05 0.98 ± 0.03 

Fonction diastolique 

E (m/s) 0.77 ± 0.02 0.71 ± 0.05 0.72 ± 0.02 0.67 ± 0.03 

A (m/s) 0.41 ± 0.03 0.29 ± 0.02* 0.37 ± 0.03 0.36 ± 0.03 

T. déc (ms) 23.9 ± 1.1 21.9 ± 0.9 21.7 ± 0.9 23.2 ± 0.8 

IVRT (ms) 17.6 ± 0.9 21.1 ± 0.8* 21.5 ± 0.8* 21.3 ± 1.1* 

 

Table 11 : Détails des autres paramètres évalués par échocardiographie des souris IP 
traitées avec l’AAV9-LUC, l’AAV9-PDE4B ou l’AAV9-PDE2A 
Paramètres obtenus par échocardiographie 28 jours après l’injection des souris avec l’AAV9. Groupe NaCl AAV9-
LUC : N=11 ; Groupe IP AAV9-LUC : N=15 ; Groupe IP AAV9-PDE4B : N=12 ; Groupe IP AAV9-PDE2A : 
N=11. Moyenne ± SEM ; Kruskal-Wallis suivi d’un test post-hoc de Dunn et One-way ANOVA suivi d’un test 
post-hoc de Sidak : * p≤0.05 IP AAV9-LUC, IP AAV9-PDE4B, IP AAV9-PDE2A vs NaCl AAV9-LUC, $ p≤0.05 
IP AAV9-PDE4B, IP AAV9-PDE2A vs IP AAV9-LUC.  
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Nous observons une augmentation significative de la FC dans les trois groupes sous IP (IP 

AAV9-LUC, IP AAV9-PDE4B, IP AAV9-PDE2A) confirmant la diffusion des deux agonistes 

dans l’animal (Figure 56A). Deux semaines après la chirurgie, la FEVG est diminuée de 

25.1±2.9%, de 14.5±3% et de 18.1±2.3% (Figure 56B) pour les groupes IP AAV9-LUC, IP 

AAV9-PDE4B et IP AAV9-PDE2A, respectivement par rapport au groupe contrôle, NaCl 

AAV9-LUC. Une surexpression de la PDE4B limite la baisse de la FEVG (Figure 56B). Avec 

l’AAV9-PDE2A, nous constatons également une légère tendance (non significative) à 

l’amélioration de ce paramètre (Figure 56B). La masse du VG est augmentée de 27.3±3.8%, 

de 15.7±3.2% et de 14±2.9% (Figure 56C) et le ratio masse du VG/poids du corps est augmenté 

de 39.2±3.4%, de 24.8±3% et de 22.1±3.4% (Figure 56D) pour les groupes IP AAV9-LUC, IP 

AAV9-PDE4B et IP AAV9-PDE2A, respectivement, par rapport au groupe NaCl AAV9-LUC. 

L’hypertrophie du VG provoquée par l’infusion chronique des deux agonistes IP est donc 

réduite que ce soit avec l’AAV9-PDE4B ou l’AAV9-PDE2A. Dans le groupe IP AAV9-LUC, 

le SIVd et la PPVGd sont significativement augmentés (Table 11) attestant le développement 

d’une hypertrophie dite concentrique, et sont significativement réduits avec une surexpression 

spécifique de la PDE4B ou de la PDE2A dans le cœur (Table 11). De plus, le poids des animaux 

est significativement diminué de 8.7±1.5% pour le groupe IP AAV9-LUC, de 7.4±1.2% pour 

le groupe IP AAV9-PDE4B et de 6.6±1.6% pour le groupe IP AAV9-PDE2A (Table 11).  

 

D’autre part, dans ce modèle IP, j’ai également étudié les conséquences de cette surexpression 

sur la fonction diastolique via le rapport des ondes E/A décrit par la Figure 57. 
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Figure 57 : Rapport des ondes E/A des souris IP traitées avec l’AAV9-LUC, l’AAV9-
PDE4B ou l’AAV9-PDE2A 
Rapport des ondes E/A obtenu par échocardiographie à J14, c'est-à-dire 14 jours après l’injection des AAV9 (jour 
de l’implantation des minipompes osmotiques) puis après 14 jours de traitement avec les catécholamines (J28). Le 
modèle consiste en une infusion chronique d’Iso+Phe (IP) (30 µg/g/jour pour chaque agent pharmacologique 
employé). Groupe NaCl AAV9-LUC : N=11 ; Groupe IP AAV9-LUC : N=15 ; Groupe IP AAV9-PDE4B : N=12 ; 
Groupe IP AAV9-PDE2A : N=11. Moyenne ± SEM ; One-way ANOVA suivi d’un test post-hoc de Sidak : * 
p≤0.05 J28 vs J14, $ p≤0.05 IP AAV9-PDE4B J28, IP AAV9-PDE2A J28 vs IP AAV9-LUC J28.  
 
 
À la fin du protocole, les deux agents pharmacologiques ont induit une augmentation de 

37.6±17.9% du ratio des ondes E/A dans le groupe IP AAV9-LUC (Figure 57) accompagnée 

d’une diminution significative de l’onde A (Table 11). Cette augmentation est absente dans les 

groupes IP AAV9-PDE4B et IP AAV9-PDE2A (Figure 57). Avec une surexpression de la 

PDE2A, le ratio E/A évalué à J28 est significativement moindre par rapport au groupe IP 

AAV9-LUC (Figure 57). Par ailleurs, 14 jours après la chirurgie, nous constatons également 

une augmentation significative de l’IVRT dans les trois groupes, IP AAV9-LUC, IP AAV9-

PDE4B et IP AAV9-PDE2A.  
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IV.2. Exploration endocavitaire  
 
À la fin de l’étude, pour évaluer la susceptibilité aux arythmies dans les quatre groupes de souris 

(NaCl AAV9-LUC, IP AAV9-LUC, IP AAV9-PDE4B, IP AAV9-PDE2A), j’ai effectué une 

exploration électrophysiologique par cathétérisme endocavitaire en condition basale et après 

une injection i.p. simultanée d'isoprénaline (1.5 mg/kg) et d’atropine (1 mg/kg) (Iso+Atropine). 

Comme évoqué antérieurement, pour ce faire, j’ai employé une méthode de stimulation 

électrique programmée. Ci-dessous sont affichés les résultats obtenus pour deux protocoles : un 

protocole nommé S1S2S3 (Figure 58B) correspondant à 20 impulsions à une durée de cycle de 

70 ms suivies d'une, de deux puis de trois extra-stimulations avec des intervalles de couplage 

débutant à 70 ms et décroissant de 2 ms en 2 ms jusqu'à l'obtention de la période réfractaire ; 

un protocole de burst long (Figure 58C) correspondant à des stimulations en rafale de 30 

secondes, à une durée de cycle et avec un nombre de stimulation déterminés selon la période 

réfractaire de l’animal.    

 

Avec le premier protocole S1S2S3 (Figure 58B), en condition basale, il n’y a pas d’arythmies 

déclenchées. Après une injection simultanée d’Iso+Atropine, 38.5±14% (5/13 souris) des souris 

dans le groupe IP AAV9-LUC et 30±15.3% (3/10 souris) des souris dans le groupe IP AAV9-

PDE4B ont développées des TVs, tandis que la surexpression de la PDE2A protège les souris 

contre les arythmies ventriculaires puisqu’aucun des animaux traités avec cette PDE n’a 

déclenché d’arythmies. Avec le second protocole nommé burst long (Figure 58B), une 

injection simultanée d’Iso+Atropine augmente l’occurrence des TVs dans l’ensemble des 

groupes, bien que cette augmentation soit seulement significative pour les souris IP AAV9-

LUC. L’ensemble des TVs ont été considérées comme étant non soutenues (inférieures à 30 

secondes). Par ailleurs, une injection simultanée d’Iso+Atropine augmente significativement la 

FC dans les quatre groupes (NaCl AAV9-LUC, IP AAV9-LUC, IP AAV9-PDE4B, IP AAV9-

PDE2A) (Table 12). Cette augmentation est confirmée par une diminution significative du RR 

dans l’ensemble des groupes (Table 12). L’Iso+Atropine ne modifie pas le QT dans les quatre 

groupes mais diminue le PR et allonge le QRS dans les groupes IP AAV9-LUC, IP AAV9-

PDE4B et IP AAV9-PDE2A (Table 12). De plus, la FC est significativement plus élevée à 

l’état basal chez les souris IP AAV9-LUC (468 ± 11.9 bpm) en comparaison des souris du 

groupe NaCl AAV9-LUC (391 ± 22.4 bpm) (Table 12). Aucune différence n’a été constatée 

avec une surexpression de la PDE4B ou de la PDE2A pour les quatre intervalles étudiés (RR, 
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PR, QRS et QT) avant et après injection d’Iso+Atropine, excepté un RR plus élevé dans le 

groupe IP AAV9-PDE4B à l’état basal par rapport au groupe IP AAV9-LUC (Table 12).  

 

 
 

Figure 58 : Évaluation de la susceptibilité aux TVs sous stimulation β-AR chez les souris 
IP traitées avec les AAV9-LUC, AAV9-PDE4B ou AAV9-PDE2A 
Exploration endocavitaire : (A) Exemple représentatif de deux enregistrements simultanés, un ECG de surface 
(DI) et un ECG intraventriculaire, obtenus chez une souris IP AAV9-LUC sous isoprénaline (1.5 mg/kg) + atropine 
(1 mg/kg) (qui s’oppose de façon compétitive à l’action de l’acétylcholine sur les récepteurs muscariniques) au 
cours d’un protocole S1S2S3 (1-3 extra-stimulations) avec 20 impulsions à une durée de cycle de 70 ms suivies 
d'une extra-stimulation à une durée de cycle de 38 ms, de deux puis de trois extra-stimulations à une durée de cycle 
de 24 ms. Diagrammes à barres montrant le pourcentage de souris présentant des arythmies ventriculaires 
induites par un protocole : (B) de 1-3 extra-stimulations (C) de burst long avant et après injection i.p. simultanée 
d'Iso+Atropine. Moyenne ± SEM ; Test exact de Fisher : * p≤0.05 Iso+Atropine vs Basal, $ p≤0.05 IP AAV9-
PDE4B, IP AAV9-PDE2A vs IP AAV9-LUC.  
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  Basal N Iso+Atropine N 

NaCl AAV9-LUC 

RR (ms) 159 ± 9.4$$ 11 116 ± 4.3*** 10 

FC (bpm) 391 ± 22.4$ 11 524 ± 20.1*** 10 

PR (ms) 32.7 ± 1.3 11 26.7 ± 0.72 5 

QRS (ms) 16.6 ± 1.02 11 19.4 ± 1.2 10 

QT (ms) 58.4 ± 2.8 11 58.5 ± 2 10 

IP AAV9-LUC 

RR (ms) 129 ± 3.3 15 106 ± 2.5* 14 

FC (bpm) 468 ± 11.9 15 569 ± 12.6*** 14 

PR (ms) 30.7 ± 0.85 12 24.6 ± 0.53** 13 

QRS (ms) 17.7 ± 0.9 15 21.1 ± 1.06* 14 

QT (ms) 58.9 ± 2.6 15 53 ± 2.7 14 

IP AAV9-PDE4B 

RR (ms) 152 ± 11.05$ 12 116 ± 3.4*** 12 

FC (bpm) 418 ± 24.5 12 524 ± 15.5*** 12 

PR (ms) 32.1 ± 1.3 11 25.5 ± 2.07* 9 

QRS (ms) 16.8 ± 0.6 12 21.8 ± 0.9** 12 

QT (ms) 59.3 ± 2.7 12 55.2 ± 3.7 12 

IP AAV9-PDE2A 

RR (ms) 146 ± 7.8 11 109 ± 2.9*** 11 

FC (bpm) 423 ± 19.9 11 556 ± 13.8*** 11 

PR (ms) 31 ± 1.04 11 24.9 ± 1.5* 10 

QRS (ms) 16.9 ± 0.9 11 21.6 ± 1.09* 11 

QT (ms) 60.3 ± 3.8 11 54.1 ± 4.5 11 
 

Table 12 : ECG de surface (DI) des souris IP traitées avec les AAV9-LUC, AAV9-PDE4B 
ou AAV9-PDE2A 
ECG de surface (DI) avant et après injection i.p. simultanée d'isoprénaline (1.5 mg/kg) et d’atropine (1 mg/kg). 
Moyenne ± SEM ; Kruskal-Wallis suivi d’un test post-hoc de Dunn et One-way ANOVA suivi d’un test post-hoc 
de Sidak : * p≤0.05 Iso+Atropine vs Basal, $ p≤0.05 NaCl AAV9-LUC, IP AAV9-PDE4B, IP AAV9-PDE2A vs 
IP AAV9-LUC.  
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IV.3. Analyse morphométrique 
 
Pour procéder à l’analyse morphométrique et évaluer l’hypertrophie ainsi que la congestion 

pulmonaire, après prélèvements, j’ai pesé le cœur et les poumons des souris (Figure 59).    

 

 
 

Figure 59 : Évaluation de l’hypertrophie et de la congestion pulmonaire des souris traitées 
par thérapie génique avec l’AAV9-LUC, l’AAV9-PDE4B ou l’AAV9-PDE2A dans le 
modèle IP 
Analyse morphométrique réalisée par la pesée des organes après prélèvements : (A) ratio poids du cœur/longueur 
du tibia, (B) ratio poids des poumons/longueur du tibia. Groupe NaCl AAV9-LUC : N=11 ; Groupe IP AAV9-
LUC : N=16 ; Groupe IP AAV9-PDE4B : N=12 ; Groupe IP AAV9-PDE2A : N=11. Moyenne ± SEM ; Kruskal-
Wallis suivi d’un test post-hoc de Dunn : * p≤0.05 IP AAV9-LUC, IP AAV9-PDE4B, IP AAV9-PDE2A vs NaCl 
AAV9-LUC.  
 
 
Chez les souris AAV9-LUC, une élévation chronique des catécholamines pendant 14 jours a 

augmenté les ratios poids du cœur et poids des poumons rapportés sur la longueur du tibia de 

17.1±3% et de 21.5±4.2%, respectivement en comparaison des souris contrôles NaCl AAV9-

LUC (Figure 59A et 59B). Avec une surexpression de la PDE4B ou de la PDE2A, nous 

observons une très légère tendance à l’atténuation (non significative) de l’hypertrophie et de la 

congestion pulmonaire induites par une infusion chronique d’Iso+Phe (Figure 59A et 59B).  

 

IV.4. Évaluation de l’expression des protéines PDE4B et PDE2A 
 
Au moyen de la technique de WB, à la fin de cette étude pilote (28 jours après l’injection des 

animaux avec l’AAV9), j’ai vérifié la bonne surexpression de la protéine PDE4B ou PDE2A 

dans le cœur des souris dont les résultats sont indiqués dans la Figure 60. 
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Figure 60 : Évaluation de l’expression de la protéine PDE4B et de la PDE2A dans le cœur 
des souris IP de l’étude de thérapie génique de l’IC avec l’AAV9-PDE4B ou l’AAV9-
PDE2A  
Quantification par WB de l’expression de la protéine PDE4B ou PDE2A normalisée : (A) ratio PDE4B/GAPDH, 
(B) ratio PDE2A/GAPDH. Groupe IP AAV9-LUC : N=9 ; Groupe IP AAV9-PDE4B : N=10 ; Groupe IP AAV9-
PDE2A : N=10. Moyenne ± SEM ; Test-t de Student : * p≤0.05 IP AAV9-PDE4B, IP AAV9-PDE2A vs IP AAV9-
LUC.  
 
 
L’expression des protéines PDE4B et PDE2A était augmentée de 5.9±1.2 et de 9.4±1.5 fois, 

respectivement. 

 

IV.5. Conclusions 
 
Dans le modèle d’IC induite par les catécholamines (IP), la thérapie génique réalisée avec 

l’AAV9-PDE4B et l’AAV9-PDE2A améliore légèrement la FEVG. Bien que l’IVRT est 

augmenté pour les trois groupes sous IP (IP AAV9-LUC, IP AAV9-PDE4B et IP AAV9-

PDE2A) ce qui laisse supposer la présence d’une relaxation altérée, seul le groupe IP AAV9-

LUC affiche une augmentation du rapport des ondes E/A suggérant une dysfonction diastolique 

qui a été prévenue par la surexpression des deux PDEs. De plus, nous avons constaté que cette 

augmentation s’accompagne d’une diminution significative de l’onde A chez les souris IP 

AAV9-LUC ce qui suggère une anomalie du remplissage actif de l’OG au cours de la relaxation 

qui est prévenue avec l’AAV9-PDE4B et l’AAV9-PDE2A. Par ailleurs, une surexpression de 

la PDE4B ou de la PDE2A limite l’hypertrophie (concentrique) du VG et plus particulièrement 

avec une claire diminution du SIVd et de la PPVGd. Cette amélioration significative de 

l’hypertrophie du VG avec les deux PDEs observée par échocardiographie n’est pas retrouvée 
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lors de la pesée du cœur (analyse morphométrique). Seul la masse du VG est évaluée par 

échocardiographie tandis que l’analyse morphométrique est basée sur la pesée du cœur entier, 

ce qui pourrait expliquer ces différences. Enfin, pour les deux protocoles de stimulation 

employés (protocole d’extra-stimulations (S1S3S3) ou celui de burst long), les TVs 

déclenchées étaient des TVs de type polymorphe et non soutenues. Après injection simultanée 

d’Iso+Atropine, le protocole d’extra-stimulations déclenche des TVs dans les deux groupes de 

souris IP AAV9-LUC et IP AAV9-PDE4B et peuvent être associées à des circuits de réentrées 

tandis que les souris sous IP surexprimant la PDE2A dans leur cœur sont protégées contre les 

arythmies ventriculaires. Suite cette injection, le protocole de burst long, quant à lui, augmente 

l’occurrence des arythmies dans tous les groupes. Étant donné que ce protocole est considéré 

comme un protocole « agressif » (cf. partie « Matériels et méthodes », chapitre I.4.), celui-ci 

est susceptible d’induire des arythmies considérées comme non spécifiques ce qui pourrait 

expliquer la présence de TVs dans tous les groupes. 

 

V. Étude des effets potentiels des composés Mironid® sur les 
niveaux d’AMPc à l’échelle du cardiomyocyte en réponse à 
une stimulation β-adrénergique 

 
V.1. Résultats obtenus avec la technique de FRET 
 
Pour évaluer les effets de deux molécules potentiellement activatrices des isoformes longues de 

PDE4 fournis par Mironid® (nommés : MIR00282 et MIR00343, 10 µM) sur les niveaux 

intracellulaires d’AMPc à l’état basal et au cours d’une stimulation β-AR (Iso 100 nM), j’ai eu 

recours à la technique d’imagerie à base de FRET dont les résultats sont présentés dans la 

Figure 61.  
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Figure 61 : Évaluation des effets potentiels des composés Mironid®, MIR00282 et 
MIR00343, sur les niveaux intracellulaires d’AMPc sous stimulation β-AR 
Mesure des niveaux intracellulaires d’AMPc par la technique de FRET : (A) trace représentative de l’effet obtenu 
par l’un ou l’autre des activateurs de la PDE4 (10 µM) sur les niveaux intracellulaires d’AMPc dans un 
cardiomyocyte ventriculaire de rat adulte exprimant la sonde EPAC-SH187 et sous une brève stimulation β-AR 
avec de l’Iso (100 nM), (B) variation dans le temps du ratio CFP/YFP sous une brève stimulation β-AR avec de 
l’Iso (100 nM) dans des cardiomyocytes contrôles (N=13), prétraités avec l’activateur MIR00282 (N=7) ou avec 
l’activateur MIR00343 (N=9). Moyenne ± SEM.  
 
 
À l’état basal (non représenté sur la figure 61 mais évalué statistiquement et aucune différence 

n’a été mise en évidence) et sous stimulation β-AR effectuée avec l’isoprénaline (100 nM), les 

composés MIR00282 (10 µM) et MIR00343 (10 µM) n’ont pas d’effet sur les niveaux 

intracellulaires d’AMPc dans des cardiomyocytes ventriculaires de rats adultes.  

 

V.2. Conclusions 
 
J’ai testé deux molécules qui ont été développées comme de potentiels activateurs des isoformes 

longues des PDE4. Toutefois, les deux composés MIR00282 et MIR00343 n’ont pas eu d’effet 

sur les niveaux intracellulaires d’AMPc (à l’état basal et sous stimulation β-AR). Par 

conséquent, d’après ces résultats, ils ne correspondent pas à des activateurs. D’autres composés 

ont été conçus par l’entreprise Mironid (Royaume-Uni) et seront testés très prochainement au 

laboratoire.  

 

 

 

 



 
 

 

 

 

DISCUSSION ET 
PERSPECTIVES 



Page | 233  
 

DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
Ce travail avait pour objectif d’évaluer les effets bénéfiques potentiels d’une surexpression de 

PDEs. Durant ma thèse, j’ai testé la surexpression de deux isoformes particulières dans le cœur 

au moyen de l’AAV9, la PDE4B et la PDE2A, dans deux modèles d’IC réalisés chez la souris. 

Les deux modèles d’IC employés consistaient en une surcharge de pression (modèle TAC) et 

en une infusion chronique de catécholamines (modèle IP). Nous avons utilisé cette approche de 

thérapie génique tout en sachant que chez des souris en bonne santé, une surexpression modeste 

de la PDE4B ou de la PDE2A n’entraîne pas de remodelage et n’altère pas la fonction cardiaque 

des animaux (cf. partie « Résultats », chapitre III.). L’ensemble des résultats indiquent qu'une 

surexpression modérée de la PDE4B ou de la PDE2A dans le cœur par thérapie génique avec 

l’utilisation de l’AAV9 chez la souris pourrait constituer une nouvelle stratégie prometteuse au 

cours de l'IC pour limiter le dysfonctionnement cardiaque ainsi que l’hypertrophie du VG, et 

pourrait protéger des arythmies ventriculaires seulement lorsque la PDE2A est surexprimée.   

 

Dans l’article Karam et al. en révision dans Circulation, dans un cœur sain de souris, une 

surexpression constitutive modérée de la PDE4B (lignée A) est bien tolérée et contrecarre les 

effets induits par une stimulation β-AR. En revanche, à des niveaux plus élevés (lignée C), elle 

devient délétère et entraîne une diminution de la fonction ventriculaire gauche ainsi qu’une 

augmentation de l’hypertrophie du VG. La PDE4B est associée à la sous-unité principale α1C 

(ou Cav1.2) des LTCCs et est considérée comme la PDE majeure régulant ICa,L lors d’une 

stimulation β-AR chez la souris (Leroy et al., 2011) ce qui explique cette diminution de la 

fonction contractile. Dans une étude récente, à l’état basal et lors d’une stimulation β-AR avec 

de l’isoprénaline chez la souris, il a été démontré qu’une mutation d’un site potentiel de 

phosphorylation par la PKA du canal calcique Cav1.2, Ser1700, diminue le courant calcique et 

la contractilité des cardiomyocytes (Fu et al., 2014). Une hypertrophie cardiaque ainsi qu’une 

diminution des performances physiques ont été décelées chez les souris présentant cette 

mutation (Fu et al., 2014). Étant donné que la PDE4B a une haute sélectivité pour l’AMPc 

(Table 3) et régule un pool d’AMPc à proximité du canal calcique Cav1.2 (Leroy et al., 2011), 

on pourrait supposer qu’une forte surexpression de l’enzyme réduirait de façon trop importante 

les niveaux de PKA dans le cardiomyocyte à proximité de Cav1.2 et ainsi la phosphorylation 

du canal (et des autres protéines clés du CEC), ce qui pourrait expliquer à la fois la baisse de la 

fonction contractile et l’apparition d’une hypertrophie cardiaque chez les souris de la lignée C.  
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Dans l’article Karam et al., nous avons également évalué si une surexpression modérée de 

l’enzyme PDE4B dans le cœur au moyen de l’AAV9 est bénéfique dans deux modèles d’IC 

dont l’un induit par les catécholamines (modèle d’infusion chronique à l’isoprénaline) et le 

second par une surcharge de pression (modèle TAC). Dans les deux modèles, la thérapie 

génique avec la PDE4B apporte une protection aux souris contre les effets néfastes des 

catécholamines et d’une surcharge de pression. En effet, l’AAV9-PDE4B empêche la 

diminution de la FR tout le long du protocole dans le modèle d’infusion chronique à 

l’isoprénaline et retarde cette baisse à 2 semaines dans le modèle TAC. De plus, dans les deux 

modèles, il atténue efficacement l’hypertrophie du VG et empêche le développement d’une 

fibrose interstitielle, caractéristique du remodelage pathologique. Wright et al. ont démontré 

que les cardiomyocytes situés à la base du cœur semblent concentrer les PDE4B dans leurs 

cavéoles (Wright et al., 2018). Dans une autre étude, il a été suggéré qu'un petit nombre de 

LTCCs serait localisé dans des domaines membranaires contenant la cavéoline-3 et serait une 

source de Ca2+ pour l’activation de la signalisation calcineurine/NFAT, qui lorsque activée 

(déphosphorylation de NFAT par la calcineurine aboutissant à sa translocation nucléaire), 

favorise l’hypertrophie pathologique (Makarewich et al., 2012). Ainsi, une proportion des 

enzymes PDE4B pourrait être localisée au niveau des LTCCs dans les cavéoles pour y exercer 

leurs actions anti-hypertrophiques. De plus, on peut supposer que la diminution des niveaux 

d’AMPc induite par une surexpression des PDEs dans les cardiomyocytes pourrait diminuer 

l’activation d’EPAC1 et donc les voies de signalisation pro-hypertrophiques 

calcineurine/NFAT et MEF2 (Lezoualc’h et al., 2016). Comme observée dans des modèles 

d’infusion chronique à l’isoprénaline (Benjamin et al., 1989) et de TAC (Zhao et al., 2016), 

l’installation d’une fibrose interstitielle est une conséquence connue de la mort des 

cardiomyocytes (Piek et al., 2016). C’est pourquoi, nous avons également évalué l’apoptose et 

celle-ci a été prévenue avec l’AAV9-PDE4B dans les deux modèles. Au cours de l’IC, en 

réponse à une élévation des catécholamines circulantes, une activation des récepteurs β1-ARs 

augmente les concentrations intracellulaires d’AMPc. Puis, la phosphorylation des LTCCs par 

la PKA (Sperelakis et al., 1994) et la CaMKII (Koval et al., 2010) potentialise l’activité des 

LTCCs renforçant ainsi l'entrée de Ca2+ dans le cardiomyocyte ce qui conduit à une surcharge 

en Ca2+ et à la mort cellulaire (Mann et al., 1992 ; Baker, 2014). Par conséquent, l’atténuation 

de la stimulation de l’activité de la PKA (issue de la signalisation β1-AR), des transitoires 

calciques, des vagues de Ca2+ pro-arythmiques et du courant ICa,L que nous avons constaté par 

une surexpression de la PDE4B expliquerait l’action anti-fibrotique médiée par l’AAV9-

PDE4B. Or, il n’est pas exclu que la PDE4B puisse agir sur d’autres acteurs impliqués dans la 
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mort des myocytes cardiaques. Par exemple, une surexpression de la protéine PDE4B pourrait 

inhiber l'activité du répresseur transcriptionnel ICER, un facteur pro-apoptotique puissant dans 

les cardiomyocytes (Tomita et al., 2003 ; Shin et al., 2014). Comme j’ai pu déjà l’évoquer, il a 

été rapporté qu’une inhibition de la PDE3A augmente l'activité du répresseur transcriptionnel 

ICER via une augmentation de l’AMPc ce qui supprime l'expression de la protéine Bcl-2 et 

favorise l'apoptose des cardiomyocytes, préjudiciable à la fonction cardiaque (Ding et al., 

2005a ; Ding et al., 2005b ; Yan et al., 2007a). De plus, notre équipe a très récemment montré 

qu’au cours d’une stimulation β-AR, la PDE4 peut supprimer l'induction d’ICER dans les 

cardiomyocytes (Bedioune et al., 2018). La PDE4B jouerait alors un rôle dans la régulation de 

l'apoptose des cardiomyocytes via la régulation de l'expression d’ICER. Par ailleurs, la PDE4B 

diminue la phosphorylation du PLB par la CaMKII qui in vivo (Yang et al., 2006) et in vitro 

(Zhu et al., 2003) serait impliquée dans l’apoptose. D’une manière générale, l’atténuation de la 

signalisation de CaMKII par la PDE4B peut également constituer un mécanisme important en 

aval, non seulement pour prévenir l’apoptose (Zhu et al., 2003), mais aussi la nécroptose (Zhang 

et al., 2016a) des cardiomyocytes. La surexpression constitutive de la PDE4B diminue la 

phosphorylation du PLB sur le site Thr17 par la CaMKII, suggérant une diminution de l’activité 

de cette kinase (cf. Figure 4D de l’article Karam et al.). Il serait donc intéressant de quantifier 

l’activité de la CaMKII dans les deux modèles d’IC soumis à la thérapie génique.  

 

Dans le second modèle d’IC induit par les catécholamines (modèle IP), j’ai étudié si une 

surexpression de la PDE4B ou de la PDE2A pouvait apporter une protection aux souris (cf. 

partie « Résultats », chapitre IV.). Dans ce modèle, avec l’AAV9-PDE4B ou l’AAV9-PDE2A, 

nous avons observé une FEVG légèrement améliorée et une baisse de l’hypertrophie du VG. 

Ces résultats rejoignent ceux constatés précédemment dans les modèles de TAC et d’infusion 

chronique à l’isoprénaline (cf. article Karam et al.). De plus, ces résultats sont en accord avec 

les résultats de notre équipe montrant qu’in vitro, la surexpression de la PDE2A réduit 

l'hypertrophie des cardiomyocytes induite par la norépinéphrine ou la phényléphrine (Mehel et 

al., 2013), résultat qui n’avait pas été précédemment confirmé par des expériences in vivo, et 

améliore la fonction cardiaque suite à un infarctus du myocarde réalisé chez la souris (Vettel et 

al., 2017).  

 

Le groupe IP AAV9-LUC affiche une augmentation du rapport des ondes E/A s’accompagnant 

d’une diminution significative de l’onde A qui est restaurée avec une surexpression de la 

PDE4B ou de la PDE2A, ce qui laisse supposer que la thérapie génique empêche un 
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dysfonctionnement diastolique. Cependant, ce résultat doit être interprété avec précaution 

puisque que l’analyse de ce seul paramètre chez la souris n’est pas le meilleur indicateur d’une 

dysfonction diastolique. Notamment, comme j’ai pu l’évoquer (cf. partie « Matériels et 

méthodes », chapitre I.3.3.), la fonction diastolique peut être plus justement évaluée avec la 

mesure du ratio des ondes E/E’ qui est également l’un des paramètres les plus utilisés pour 

déceler une dysfonction diastolique chez la souris (Fraysse et al., 2012 ; Szardien et al., 2012 ; 

Zhang Liyan et al., 2013). Ces anomalies diastoliques sont souvent associées à une hypertrophie 

concentrique du VG s’accompagnant d’une élévation de la pression dans le VG en télédiastole 

et à un élargissement de l’OG (Shah, 2013 ; Conceição et al., 2016). De façon intéressante, un 

traitement chronique à l’Iso+Phe augmente le SIVd et la PPVGd ce qui permet de considérer 

l’hypertrophie du VG comme étant « concentrique ». Une surexpression de la PDE4B ou de la 

PDE2A limite clairement l’augmentation du SIVd et de la PPVGd ce qui justifie la diminution 

de l’hypertrophie du VG, comme j’ai pu l’indiquer en début de paragraphe. La pression dans le 

VG en télédiastole et la taille de l’OG sont des paramètres que je n’ai pas évalués mais qui 

peuvent et méritent de l’être dans les futures études (Lindsey et al., 2018). Par ailleurs, la fibrose 

cardiaque altère la fonction diastolique (Burlew & Weber, 2002). Dans l’article Karam et al., 

nous avions constaté qu’une surexpression de la PDE4B diminue la fibrose au cours de l’IC 

chez la souris. Il est donc nécessaire de quantifier la fibrose chez les souris IP traitées ou non 

avec l’AAV9-PDE4B ou l’AAV9-PDE2A. 

 

Pour évaluer les effets d’une surexpression de la PDE4B ou de la PDE2A sur la susceptibilité 

des souris IP à déclencher des arythmies ventriculaires, j’ai effectué une exploration 

électrophysiologique par cathétérisme endocavitaire. À l’état basal, que ce soit avec le protocole 

d’extra-stimulations (S1S3S3) ou celui de burst long, les arythmies ventriculaires sont très peu 

déclenchées voire pas du tout. Une injection i.p. simultanée d’Iso+Atropine augmente 

l’incidence des TVs induites par le protocole d’extra-stimulations (S1S2S3) dans les groupes 

de souris IP AAV9-LUC et IP AAV9-PDE4B tandis qu’une surexpression de la PDE2A apporte 

une protection contre ces arythmies ventriculaires, confirmant les résultats précédemment 

obtenus par notre équipe où une surexpression constitutive de la PDE2A, in vitro et in vivo, 

réduit les arythmies induites par l’isoprénaline (Vettel et al., 2017). La surexpression de la 

PDE2 constituerait donc une stratégie thérapeutique pour prévenir les troubles du rythme. Les 

TVs générées avec ce protocole peuvent être associées à des circuits de réentrées liés à des 

cicatrices telles que la fibrose ou à des zones ischémiques dans le myocarde (Tse, 2016). 

L’évaluation de la fibrose déterminera si la surexpression des deux PDEs a permis de diminuer 
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la quantité de collagène interstitiel dans le modèle IP comme l’avait fait l’AAV9-PDE4B dans 

les modèles d’infusion chronique à l’isoprénaline et TAC (cf. article Karam et al.). Après une 

injection i.p. simultanée d’Iso+Atropine, l’occurrence des TVs déclenchées par le protocole de 

burst long est augmentée mais cette fois-ci dans l’ensemble des groupes (NaCl AAV9-LUC, IP 

AAV9-LUC, IP AAV9-PDE4B et IP AAV9-PDE2A). Ce protocole plus « agressif » est 

susceptible d’induire des arythmies considérées comme non spécifiques (Brugada et al., 1984) 

ce qui pourrait expliquer la présence de TVs dans tous les groupes. Pour les deux protocoles de 

stimulation, les TVs déclenchées étaient des TVs de type polymorphe (type de TVs 

fréquemment observées au cours d’une stimulation électrique programmée). Au cours d’une 

tachycardie, lorsque les complexes QRS varient en apparence d’un battement à un autre (ce qui 

était le cas avec les deux protocoles employés), la TV peut être qualifiée de « polymorphe » 

(Wellens et al., 1985 ; Koplan & Stevenson, 2009). Une surexpression de la PDE2A apporte 

une protection aux souris contre les TVs induite par le premier protocole (S1S2S3) après 

injection simultanée d’Iso+Atropine, ce qui n’est pas le cas avec l’AAV9-PDE4B. Une mesure 

de l’activité d’hydrolyse de la PDE4 et de la PDE2 vis-à-vis de l’AMPc et du GMPc dans ce 

modèle IP pourrait également expliquer cet effet différentiel. Par ailleurs, notre équipe a montré 

que suite à une stimulation β-AR induite par l’isoprénaline, la délétion du gène codant pour la 

PDE4B augmente la survenue d’arythmies ventriculaires (Leroy et al., 2011), nous avions donc 

anticipé que sa surexpression protégerait les souris IP. Néanmoins, la surexpression de la 

PDE4B au moyen de l’AAV9 dans le modèle IP n’a pas diminué l’occurrence des TVs après 

une injection simultanée d’Iso+Atropine. Compte tenu d’une plus faible affinité de la PDE2A 

pour hydrolyser l’AMPc (Table 3), il est possible que la PDE2A dégrade uniquement l’AMPc 

à de fortes concentrations qui seraient délétères tout en laissant la possibilité au CEC d’être 

régulé par l’AMPc. La PDE4B est beaucoup plus affine pour le nucléotide cyclique. Il est 

possible que celle-ci dégrade l’AMPc qui contrôle le CEC ventriculaire ce qui empêcherait sa 

régulation et donc son adaptation à la stimulation β-AR. Ceci pourrait expliquer les TVs perçues 

dans le groupe AAV9-PDE4B et la protection conférée par l’AAV9-PDE2A au cours du 

protocole d’extra-stimulations (S1S2S3). Néanmoins, cette hypothèse devra être testée à l’aide 

de la technique de FRET pour une évaluation des niveaux intracellulaires d’AMPc, et de WB 

pour une quantification de la phosphorylation des différentes protéines cibles du CEC. 

L’utilisation du système IonOptix® permettra également d’étudier l’homéostasie calcique et 

les évènements pro-arythmiques à l’échelle cellulaire. De façon intéressante, notre équipe a mis 

en évidence que la phosphorylation du site pro-arythmique de RyR2 (Ser2814) par la CaMKII 

est réduite dans des cœurs de souris transgéniques surexprimant la PDE2A3 (Vettel et al., 
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2017). Il serait alors intéressant d’aller vérifier la phosphorylation par la CaMKII (ainsi que par 

la PKA) de RyR2 dans chacun des groupes expérimentaux.  

 

Récemment, il a été montré que l’inhibition combinée du récepteur de l’angiotensine II 

(valsartan) et de l’enzyme néprilysine par un médicament récent nommé Entresto® (LCZ696) 

améliore les symptômes des patients atteints d’HFrEF, réduit la mortalité ainsi que le nombre 

d’hospitalisations de 20% (McMurray et al., 2014) et aurait de possible effets bénéfiques contre 

les arythmies ventriculaires (de Diego et al., 2018 ; Sarrias & Bayes-Genis, 2018). Nous savons 

que les niveaux de BNP dans le sang s’élèvent au cours de l’IC (Ponikowski et al., 2016) et 

qu’une inhibition de la néprilysine, en empêchant le métabolisme du BNP, est en partie à 

l’origine des effets bénéfiques (McMurray et al., 2014). Il est possible que le GMPc produit par 

la pGC puisse activer des pools locaux de PDE2 qui participeraient à l’amélioration de la 

fonction cardiaque. Une surexpression de la PDE2A pourrait offrir une double protection à la 

fois contre l'évolution de l'IC (ce qui est également le cas avec l’AAV9-PDE4B) et les TVs 

(non observée avec une surexpression de la PDE4B) tout comme observée avec le traitement 

LCZ696.  

 

Les β-bloquants font partie des traitements standards de l’IC. Ils apportent de nombreux 

bénéfices au cours de la pathologie et améliorent le taux de survie des patients (Foody et al., 

2002). Ils ont également prouvé leur efficacité chez le rongeur. Par exemple, dans un modèle 

de TAC réalisé chez la souris, 13 semaines post-chirurgie, le β-bloquant carvédilol (à la plus 

haute dose de 30 mg/kg/jour) limite très légèrement la baisse de la FEVG et diminue 

l’hypertrophie du VG (Hampton et al., 2017). En revanche, à la fin de l’étude, le traitement n’a 

pas été efficace pour diminuer les concentrations plasmatiques de BNP dans le modèle TAC 

(Hampton et al., 2017). Ces données rejoignent les résultats obtenus dans l’étude de thérapie 

génique avec l’AAV9-PDE4B dans le modèle de TAC (cf. partie « Résultats », chapitre I.3.). 

De la même façon que le carvédilol (à la plus haute dose), en fin de protocole, la thérapie 

génique avec l’AAV9-PDE4B ne diminue pas les niveaux de BNP (évalués dans le tissu 

cardiaque par RT-qPCR) chez les animaux TAC. Ainsi, dans le modèle TAC, il semble difficile 

d’abolir complètement les effets néfastes issus de ce type de chirurgie et il aurait pu être 

intéressant de tester cette thérapie génique dans un modèle cliniquement plus relevant tel que 

l’infarctus du myocarde. Malgré l’introduction des β-bloquants, l’IC reste associée à un 

mauvais pronostic (Go et al., 2013). De plus, les β-bloquants empêchent l’adaptation à l'effort. 

Dans l’article Karam et al., les souris transgéniques de la lignée A (surexpression modérée de 
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la PDE4B) affichent une bonne capacité à l’exercice voire une meilleure adaptation à l’effort 

(tendance à l’augmentation de la distance parcourue non significative). Il serait donc intéressant 

d’évaluer la capacité d’adaptation à l’effort des animaux malades traités par la thérapie génique 

avec l’AAV9-PDE4B ou l’AAV9-PDE2A. En augmentant l’activité d’une PDE dans un 

compartiment intracellulaire particulier, on pourrait espérer avoir une réponse plus spécifique 

qu’un β-bloquant et améliorer la qualité de vie des patients.  

 

Dans le cœur humain, la PDE3 est la principale PDE contrôlant la contractilité à l’état basal et 

sous stimulation β-AR. Puisqu’elle est une cible thérapeutique importante dans le cadre de l’IC 

chez l’Homme, il sera donc intéressant de surexprimer la PDE3A, d’autant que son expression 

est diminuée au cours de l’hypertrophie cardiaque (Abi-Gerges et al., 2009) et qu’il est bien 

connu que son inhibition chronique est pro-arythmique et augmente la mortalité des patients en 

IC chronique (DiBianco et al., 1989 ; Packer et al., 1991 ; Cuffe et al., 2002 ; Amsallem et al., 

2005 ; Metra et al., 2009). Ainsi, pour la suite du projet et de la même manière que l’AAV9-

PDE4B et que l’AAV9-PDE2A, dans le modèle IP, une étude d’une surexpression de la 

PDE3A1 spécifiquement dans le cœur de souris grâce à l’AAV9 est envisagée.  

 

Les PDEs diffèrent de par leur affinité pour les nucléotides cycliques, de par leur localisation 

dans des compartiments particuliers et également de par leur mode de régulation. Ainsi, on 

pourrait s’attendre à des différences d’effets entre les trois isoformes étudiées. À terme, nous 

envisageons de sélectionner la PDE qui conférerait le plus d’effets positifs et d’aller tester sa 

surexpression par thérapie génique chez des grands mammifères atteints d’HFrEF, plus 

particulièrement le cochon, et possiblement au cours de l’HFpEF ou de l’HFmrEF. Nous 

pourrions également envisager d’évaluer les effets issus d’une surexpression d’autres isoformes 

de PDE telle que la PDE1, la PDE5 et la PDE9 bien que d’après la littérature, d’une manière 

générale, leurs inhibitions dans le cœur apportent des effets positifs. De par son association au 

RyR2 (Lehnart et al., 2005) et en dégradant un pool d’AMPc à proximité de RyR2, il ne serait 

pas exclu que la PDE4D protègerait les animaux ayant subi un traitement chronique à l’Iso+Phe 

contre les TVs, éventualité qui ne doit pas être écartée et qui pourrait être également testée.  

 

En conclusion, ce travail met en évidence les bienfaits thérapeutiques d’une augmentation de 

l’activité des PDEs dans le cœur. Une surexpression constitutive modérée de la PDE4B (activité 

cardiaque d’hydrolyse de l’AMPc par les PDEs augmentée d’environ 15 fois, lignée A) ne 

s’accompagne pas d’une modification du niveau d’expression d’autres PDEs cardiaques telles 
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que la PDE3A, la PDE3B, la PDE4A et la PDE4D ce qui suggère qu’il n’y a pas de 

compensation et que les effets bénéfiques perçus sont exclusivement associés à l’augmentation 

de l’enzyme ciblée. Les effets positifs issus d’une surexpression de la PDE4B ou de la PDE2A 

ont été observés dans différents modèles pathologiques. La surexpression modérée de l’une ou 

de l’autre de ces deux enzymes spécifiquement dans le cœur paraît suffisante pour diminuer le 

remodelage cardiaque hypertrophique tout en ayant un impact minimal sur la fonction cardiaque 

normale. Par ailleurs, j’ai pris connaissance des risques qu’implique la thérapie génique chez 

l’Homme. Comme mentionné dans mon introduction, si les premiers résultats de l’étude 

clinique CUPID semblaient prometteurs, elle n’a pas prouvé d’efficacité chez des patients 

atteints d’HFrEF (Greenberg et al., 2016). Dans cette étude, les doses d’AAV1 employés 

(1.1013 pv) chez les patients ne permettaient pas une infection des cardiomyocytes (< à 1%, 

infection largement inférieure à celle observée dans des modèles animaux) considérée comme 

étant suffisante pour avoir un impact sur la fonction ventriculaire globale. Néanmoins, des doses 

plus élevées ne seraient pas envisageables car susceptibles d’induire une réponse immunitaire 

(apparition d’anticorps neutralisants) chez le patient. L’utilisation d’un sérotype possédant un 

tropisme cardiaque plus élevé aurait été peut-être plus approprié. De plus, les données collectées 

chez des modèles animaux plus proches de l’Homme (cochons, moutons, chiens et primates) 

ne peuvent pas parfaitement prédire les résultats qui seront obtenus chez l'Homme ce qui 

constitue un réel problème (Hulot et al., 2016). Néanmoins, cette étape sera nécessaire pour ce 

projet de thérapie génique de l’IC par surexpression de PDEs. D’autres investigations sont 

indispensables pour permettre une amélioration d’une approche de thérapie génique chez 

l’Homme. L’élaboration de stratégies visant à vaincre l'immunité humorale contre les AAVs 

seront essentielles car un pourcentage important de patients possède des anticorps neutralisants 

dirigés contre tous les sérotypes d'AAV. Celles-ci incluent la plasmaphérèse avant injection 

(Monteilhet et al., 2011 ; Chicoine et al., 2014), l'utilisation de capsides vides pour adsorber les 

anticorps anti-AAV (Mingozzi et al., 2013) et le développement de nouvelles technologies 

permettant de développer des vecteurs AAV permettant d'échapper aux anticorps neutralisants 

(développement de variants synthétiques d’AAVs présentant une modification des résidus 

antigéniques de leurs capsides qui ne peuvent plus être reconnus par des anticorps préexistants 

et qui ne compromettent ni le rendement, l’efficacité et le tropisme) (Tse et al., 2017). Dans le 

cadre d'études précliniques, la combinaison optimale du vecteur, du mode d'administration, du 

gène et de la maladie ciblée doit être minutieusement examinée, et un critère d'évaluation 

clinique approprié doit être envisagé pour les futurs essais de thérapie génique cardiaque. La 

thérapie génique m’a permis de tester l’hypothèse qu’augmenter l’activité d’une PDE pourrait 
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avoir des effets bénéfiques et constituer une approche thérapeutique de l’IC. Puisqu’elle 

présente de nombreux inconvénients, une approche pharmacologique serait certainement plus 

facile à mettre en œuvre. 

 

Les isoformes longues de la PDE4, telles que la PDE4B3 (isoforme que nous avons surexprimée 

dans nos études de thérapie génique), possèdent une séquence consensus dans la région UCR1 

(MacKenzie et al., 2002) dont la phosphorylation par la PKA, active l'enzyme (Richter & Conti, 

2002). Récemment, l’équipe de notre collaborateur le Dr. Miles Houslay (Mironid, Royaume-

Uni) a développé des composés qui, de la même façon qu’une phosphorylation induite par la 

PKA, agiraient comme des activateurs allostériques des formes longues de la PDE4 pour réduire 

les niveaux intracellulaires d’AMPc et diminuer l’activité de la PKA. Notamment, dans un 

modèle cellulaire mimant la polykystose rénale autosomique dominante, un de ces composés 

(nommé MR-L2) inhibe la formation de kystes via une diminution des niveaux intracellulaires 

d’AMPc (Omar et al., 2019). Cette approche pourrait être bénéfique dans le traitement de l’IC 

puisqu’il a été montré in vitro, que l’activation d’une forme longue de PDE4D par un peptide 

analogue de sa région UCR1 diminue l’hypertrophie des cardiomyocytes en limitant l’activité 

de la PKA nucléaire et la phosphorylation de CREB (Wang et al., 2015). Ainsi, ces composés 

novateurs pourraient constituer une approche thérapeutique alternative à la thérapie génique de 

l’IC par surexpression de la PDE4. Si les premiers composés que j’ai pu tester n’ont pas eu 

d’effets sur les niveaux intracellulaires d’AMPc dans des cardiomyocytes ventriculaires de rats 

adultes lors d’une stimulation β-AR, ce nouveau composé (Omar et al., 2019) et ceux en court 

de développement pourront être prochainement évalués au laboratoire. Enfin, nous savons que 

l'activité catalytique de la PDE2A est stimulée de manière allostérique par la liaison du GMPc 

à son domaine GAF-B (Martinez et al., 2002) et que la PDE3A1 possède trois sites de 

phosphorylation (et d'activation) par la PKA et la PKB (Wechsler et al., 2002) qui permettent 

d’augmenter l’activité de l’enzyme (Rochais et al., 2004). Nous pourrions très bien imaginer la 

conception de petites molécules qui se fixeraient sur le domaine GAF-B de l’enzyme PDE2A 

ou les domaines contenant les sites de phosphorylation de la PDE3A pour activer ces deux 

PDEs et pourraient constituer des nouveaux traitements de l’IC. 
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Imipramine as an alternative to formamide to detubulate rat ventricular cardiomyocytes 
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