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Partie I : Contexte
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[. Vieillissement et pathologies cardiaques

A. Généralités sur le vieillissement

Ces derni¢res années, I’espérance de vie et le nombre de personnes agées dans le
monde n’ont pas cessé d’augmenter.
Selon les projections de I'INSEE (1), au ler janvier 2060, la population francaise devrait
compter 73.6 millions d’habitants dont 23,6 millions de personnes agées de plus de 60 ans,
contre 12,6 millions en 2007 (Fig.1). Prés d’un habitant sur trois serait donc agé de 60 ans et
plus, contre environ un habitant sur cinq en 2007. Cela représente une hausse de presque 80%
en 55 ans. Cette augmentation de la population agée s’explique, en partie, par 1’arrivée a un

age avance de la génération des baby-boomers.

Figure 1 : Pyramide des ages, en France, par sexe, au ler janvier 2007 et projection en 2060
Source : Insee, http://www.insee.fr

En parallele, nous observons aussi une progression de ’espérance de vie qui participe
également a ce vieillissement global de la population. L’espérance de vie a la naissance en

2015 est le nombre d’année que peut espérer vivre un enfant né en 2015.
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L’espérance de vie a la naissance a connu une progression constante au cours des dernicres

Figure 2 : Espérance de vie a la naissance, en France, par
sexe et par année, depuis 1945
Source : Insee, http://www.insee.fr

années, aussi bien chez les hommes
que chez les femmes. Toutefois,
cette progression ne sera pas
infinie, et un palier sera atteint tot
ou tard. En 2015, la premicre baisse
globale de D’espérance de vie a
méme ¢était observée en France
depuis 1969 (Fig.2). Avec, en
moyenne, -0.3 années d’espérance
de vie en 2015, aussi bien chez les
hommes que chez les femmes, cette
baisse pourrait-étre un des premiers
signes de I’arrét de la progression
de I’espérance de vie.

A T’heure actuelle, les femmes

présentent une espérance de vie

supérieure a celle des hommes ; respectivement de 85.1 ans pour les femmes en 2015 et de 79

ans pour les hommes. Toutefois, au fil des années, 1’écart entre les deux sexes se réduit

progressivement. A un peu plus de 8 ans dans les années 90, cet écart est passé a 6.2 ans en

2015.

Si "augmentation de la longévité est sans doute un phénomene positif, celle-ci doit étre

accompagnée par un maintien de la qualité de vie, non seulement pour préserver le bien étre

des individus, mais également afin de maitriser I’augmentation des coflts liés a la prise en

charge médicale, sociale et économique des personnes agées. Pour cela, un autre indicateur,

I’espérance de vie en bonne santé, a ¢ét¢ développé. Cet indicateur permet d’évaluer

I’espérance de vie d’un individu, sans maladies chroniques, limitation d’activité et avec une

bonne santé percue.
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En 2014, Eurostat a évalué 1’espérance de vie en bonne santé des ressortissants de I’'UE (2). 11

en ressort qu’en France métropolitaine, en 2012, 1’espérance de vie en bonne santé était

I’Europe des 27 en 2010, par sexe et age

EHLEIS, www.eurohex.eu

Figure 3 : Prévalence des maladies chroniques dans

(J.-M. Robine et E. Cambois, Population et Sociétés, no. 499, Ined, avril 2013)
Source : EU-SILC, Mini European Health Module, Eurostat, Joint-Action

Ces principales maladies chroniques sont (4):

estimée a 64,2 ans pour les femmes
et a 63,4 ans pour les hommes. En
comparant aux espérances de vie a la
naissance, 85,5 années pour les
femmes et 79,3 années pour les
hommes en 2014, et au vu de 1’écart
important entre ces deux indicateurs,
on constate que vieillissement est
bien souvent synonyme de mauvaise
santé¢. Cela est confirmé lorsqu’on
observe les chiffres fournis par
I’ Institut national d’études
démographiques (3) sur la prévalence
des maladies chroniques en 2010, en

Europe, en fonction de 1’age (Fig.3).

e Les maladies cardio-vasculaires (IDM, AVC, IC,...)

e Les cancers, 1°°

cause de déces en France depuis 2004

e Les maladies métaboliques, dont principalement, le diabéete

e Les maladies respiratoires chroniques (asthme et BPCO)

e Les maladies neurologiques et psychiatriques

Un diagnostic précoce de ces maladies chroniques permet, bien souvent, de limiter les

conséquences néfastes de ces pathologies. En effet, prises en charge suffisamment tot, ces

maladies peuvent souvent rester sous controle, sans s’aggraver. Ceci permet d’améliorer les

conditions de vie du patient, ou tout du moins, d’éviter que celles-ci se dégradent du fait de

I’aggravation de sa pathologie. D’autre part, cela permet ¢galement de réduire les colts pour

la société, car qui dit aggravation d’une pathologie chronique, dit bien souvent hospitalisation

du patient ainsi que traitement plus lourd et donc plus onéreux.
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B. Insuffisance cardiaque

Le vieillissement étant considéré comme un facteur majeur de risque pour les maladies
chroniques (5), cette augmentation de 1’espérance de vie a conduit a une progression
importante des pathologies liées au vieillissement, dont 1’insuffisance cardiaque (IC).

L’apparition de I’IC va contribuer a la dépendance et la fragilité¢ de la personne agée.
1. Epidémiologie

L’IC est une pathologie fréquente qui touche environ 2.3% de la population adulte,

soit 1 130 000 personnes en 2009 (6). Ce chiffre passe a plus de 10% chez les personnes agées

de 70 ans et plus (7). Les études
de prévalence menée par 1’Insee
révelent une corrélation marquée
entre age et prévalence de I'IC,
avec une hausse marquée de
celle-ci dés 60-65 ans (Fig.4).
Ceci démontre clairement que le
risque de déclarer une IC
augmente avec l’age. L’étude

Framingham évalue ce risque,

apres 40 ans, a 21 % chez les

Figure 4 : Prévalence déclarée de P’insuffisance cardiaque (IC)
selon le sexe et I’age en France en 2009

femmes (8) Selon 1’étude phlS Sources : enquétes Handicap-Santé Ménages (2008, N=29 931 dont 25 036 adultes)
, . . et Handicap-Santé¢ Institution (HSI, 2009, N=9 104 dont 8 860 adultes)
récente de Bleuminck, aprés 55 | - insee-Drees.

hommes et 20 % chez les

ans, ce risque passe a 33 % chez les hommes et 28,5 % chez les femmes, soit preés d’une
personne sur trois (9). L’IC reste I’une des premicres causes d’hospitalisation chez les patients

agées de plus de 65 ans (10).

La mortalité de cette pathologie est également trés importante. En 2011, environ 70 000 déces
recensés en France étaient dus a I’IC, dont 30 000 déces directement imputables a la maladie
(11). On estime que le taux de mortalité est de 50 % a 5 ans a partir de 1’apparition des
premiers symptomes. Ceci s’explique par le fait que, bien souvent, la maladie évolue a bas

bruit durant des années, et les symptomes cliniques ne font leur apparition que bien plus tard,
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lorsque la maladie a déja atteint un stade avancé. Ce diagnostic et cette prise en charge tardive

de I’IC explique son taux de mortalité encore important de nos jours.
2. Définition

L'insuffisance cardiaque est définie comme étant 1’incapacité du coeur a assurer un
débit sanguin nécessaire aux besoins de l'organisme. Ce débit sanguin trop faible va se révéler
insuffisant pour permettre le transport aux organes, de I’oxygene et des éléments nutritifs

essentiels a leur fonctionnement.

Le stress chronique du myocarde, engendré par différentes situations pathologiques, va
entrainer une réponse adaptative de celui-ci. Celle-ci va comprendre une hypertrophie
myocardique du ventricule gauche (VG), un remodelage fonctionnel et une adaptation
métabolique. Mais si ce stress dépasse les capacités adaptatives du myocarde ou s’il est
prolongg, il va entrainer une hypertrophie excessive du myocarde, une dilatation progressive
du VG, des anomalies de contraction du muscle cardiaque et, a terme, une défaillance
cardiaque. Si la défaillance touche le ventricule gauche, on parlera d'insuffisance ventriculaire
gauche (IVQ) ; si elle touche le ventricule droit, on parlera d'insuffisance ventriculaire droite
(IVD) ; enfin, si cette défaillance touche le cceur droit et gauche, on parlera d'insuffisance

cardiaque globale. L’insuffisance cardiaque gauche est de loin la plus fréquente.

L’IC peut également étre classée en deux autres catégories : I’IC diastolique et I’IC systolique
(12). L’IC diastolique est définit comme « la condition résultant d’une augmentation des
résistances au remplissage d’un ou des deux ventricules entrainant des symptomes de
congestion en relation avec des modifications importantes du rapport pression/volume en
diastole. » (13). Cette altération de la fonction diastolique résulte d’anomalies de la relaxation
du muscle cardiaque, ainsi que du remplissage ventriculaire. La contractilité et les
performances du ventricule restent normales (14). La fonction systolique du ventricule gauche
est généralement conservée ou subnormale (55 a 80% des cas) (15).

L’IC systolique correspond, quant a elle, a une diminution des capacités contractiles du
myocarde et aboutit a une diminution de la fraction d’éjection ventriculaire. Environ 50 a 60%
des IC s’accompagnent d’une dilatation de la chambre ventriculaire gauche ainsi que d’une

altération de la fraction d’éjection ventriculaire.

Du point de vue clinique, chez une personne agée en bonne santé, la fréquence cardiaque, le

volume systolique et le débit cardiaques sont normaux. En revanche, on observe une
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diminution de 1’adaptation a 1’effort, du fait d’'une augmentation insuffisante de la fréquence
cardiaque. Avec I’avancement de 1’age, la fonction et la morphologie cardiaque s’altérent et
conduisent a un cadre clinique caractéristique, proche de I'IC diastolique, I’insuffisance
cardiaque a fraction d’éjection préservée (ICFEP) (16). Chez la personne agée, I'ICFEP est
caractérisée par des symptomes d’insuffisance cardiaque, une fraction d’¢jection proche de la
normalité (>45%), une dysfonction diastolique et une diminution de la tolérance a 1’effort
(17). Tres souvent, la présence de comorbidités chez la personne agée conduit a une perte
progressive de la fonction cardiaque et au développement d’une insuffisance cardiaque

dilatée, avec une diminution de la fraction d’¢jection ventriculaire (18).
3. Symptomes

Ces symptomes sont ’expression directe, au niveau de l’organisme, de cette
circulation sanguine moindre, et de cette dette en oxygene et en nutriments des différents
organes. On peut retrouver des symptomes caractéristiques selon le type d’IC. En général, les

conséquences de I’IC se verront sur les organes en amont du ventricule touché.

Lors d’IVG, il y aura une répercussion pulmonaire importante, avec un essoufflement
survenant d’abord a I’effort, puis au repos lors des stades avancés de la maladie ; cette
dyspnée pouvant entrainer des difficultés a réaliser les activités quotidiennes. On pourra

¢galement retrouver d’autres signes pulmonaires tels qu’une toux nocturne.

Lors d’IVD, les signes pulmonaires seront beaucoup moins marqués ; en revanche, la
symptomatologie au niveau périphérique sera beaucoup plus importante. On retrouvera
notamment une atteinte au niveau hépatique avec hépatomégalie et un reflux hépato-jugulaire
caractéristique de la pathologie. On notera également I’apparition d’cedémes périphériques

parfois importants.

Dans le cadre d’IC globale, on pourra retrouver un tableau clinique comportant simultanément

la symptomatologie des IVG et IVD.

D’autres signes moins spécifiques, tel qu'une asthénie, une prise de poids rapide ou une perte

d’autonomie du patient, pourront conduire a un diagnostic tardif de la pathologie.
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4. Classification

Nous avons vu que I’'IC pouvait étre classée selon la zone cardiaque atteinte (IVG,
IVD ou IC globale), ou selon la phase du cycle cardiaque impactée (IC systolique ou
diastolique). Il existe également divers systémes de classification permettant d’évaluer la
gravité et le stade de I’IC.
La classification de la New York Heart Association (NYHA) reste la classification
internationale la plus communément utilisée dans ce cas-la. C’est également sur cette
classification que reposent les recommandations de I’HAS quant a la prise en charge de I’IC.
Cette classification se base sur la symptomatologie clinique et les répercussions sur la vie de

tous les jours de la pathologie, afin d’évaluer le stade de I’IC (Tab.1).

Classification NYHA

Cardiopathie compensée
e Pas de signe clinique d’IC
Stadel |° Sign.es de ca.rdiopathie décelables a I’examen (souffle, Stade

cardiomégalie...) asymptomatique
e Effort normal possible

Travail normal possible

e Signes d’IC en cas d’exercice soutenu
Stade Il |e Effort mal supporté (essoufflement)
Toux lors d’effort violent

Signes d’IC en cas d’exercice modéré

Intolérance a I’effort

Toux et essoufflement au moindre effort ou la nuit
Fatigue, dyspnée

Stade III

Stades
symptomatiques :
IC congestive

Signes d’IC au repos

Aucun effort possible

Toux et dyspnée au repos

Signes d’IC globale (ascite grave, cedéme pulmonaire marqué)
Pouls faible (bas débit)

Tableau 1 : Classification NYHA, comportant les 4 stades cliniques

Stade IV

De cette classification dépendra la prise en charge du patient, et le choix du traitement

approprié, dans I’arsenal thérapeutique.
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5. Diagnostic

Comme nous avons vu précédemment, la symptomatologie de 1I’'IC est finalement
assez peu spécifique de la pathologie, mis-a-part pour des maladies a un stade avancé. De ce
fait, le diagnostic ne se fera pas uniquement sur la clinique. L’utilisation de I’imagerie et de la

biologie aura également un réle majeur a jouer afin de poser le diagnostic d’IC.

A DI’heure actuelle, et selon les recommandations de la Haute Autorité de Santé (HAS) (19), le

diagnostic d’une IC est posé lorsque 2 principaux critéres sont réunis:

e Des symptomes (dyspnée, fatigue) et des signes caractéristiques de 1’IC (tachycardie,
polypnée, rales crépitants pulmonaires, épanchement pleural, turgescence jugulaire,
cedémes périphériques, hépatomégalie)

Et

e Une preuve objective d’une anomalie structurelle ou fonctionnelle du coeur au repos

(cardiomégalie, 3° bruit cardiaque, souffle cardiaque, anomalie a 1’échocardiogramme

ou a I’échographie, ¢lévation du dosage des peptides natriurétiques).
a. Imagerie médicale

L’imagerie médicale est importante pour la diagnostic, car elle permet notamment de
calculer la fraction d’¢jection du ventricule gauche (FEVG) et de mesurer la taille du
ventricule gauche (VG), I’épaisseur pariétale, la qualité de 1’¢jection et du remplissage
ventriculaire gauche. Elle permet donc de détecter une éventuelle dilatation de la cavité
ventriculaire, ou une hypertrophie du muscle myocardique. De plus, une diminution de la
FEVG permet de poser le diagnostic d’IC systolique. Une FEVG inférieure a 40-50 % affirme
le diagnostic d’IC systolique (ICS). En cas de FEVG supérieure a 40-50 %, un diagnostic
d’insuffisance cardiaque a fraction d’¢jection préservée (ICFEP) est plutdt évoqué, si des
critetres de trouble de la relaxation et de dysfonction diastolique sont également
retrouves.

De nombreuses techniques d’imagerie peuvent étre utilisées :
e En pratique quotidienne, 1’échocardiographie Doppler est la méthode la plus utilisée
afin d’évaluer la FEVG ou les modifications structurelles du myocarde.
e La ventriculographie isotopique, technique de médecine nucléaire, permet de calculer

trés précisément la FEVG du patient.
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e L’IRM permet également d’évaluer les modifications morphologiques du myocarde,
ainsi que la FEVG.
e La radiographie du thorax permet de repérer une éventuelle cardiomégalie due a une

hypertrophie du myocarde.
b. Biologie

Le dosage d’un peptide natriurétique, le Brain Natriuretic Peptide (BNP), ou de son

précurseur (NT-proBNP) permet de confirmer ou infirmer le diagnostic d’IC. En effet, ce
peptide, produit par les cellules musculaires cardiaques, verra sa synthése et son excrétion
augmentées en cas de distension des tissus, ce qui survient typiquement lors de la dilatation
des ventricules durant I’IC.
Une IC sera donc trés peu probable en cas de concentrations de BNP inférieures a 100 ng/L
ou de NT-proBNP inférieures a 300 ng/L. A I’inverse, elle sera probable si les concentrations
de BNP sont supérieures a 400 ng/L ou celles de NT-proBNP sont supérieures a 450-1800
ng/L selon 1’age.

Figure 5: Interprétation des taux de peptides natriurétiques dans le diagnostic de I’IC

Sources : Guide du parcours de soins «Insuffisance cardiaque» de ’HAS (19)

Cependant, ces ¢léments ne permettent un diagnostic de I’IC qu’a posteriori, une fois que
celle-ci a atteint un stade avancé et que les symptomes sont déja bien développés. Il n’y a, a
I’heure actuelle, aucun élément permettant un diagnostic suffisamment précoce de la maladie.
Ce diagnostic précoce permettrait pourtant une prise en charge rapide du patient, avant que la
maladie ne puisse se développer, et préviendrait ainsi 1’apparition des symptomes graves, et
souvent irréversibles, dus a la pathologie. Cependant, de nombreux biomarqueurs sont
actuellement en développement, afin de pallier ce manque. Citons par exemple,
les micro-ARN (20) ou la galectin-3 (21).
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6. Etiologie

Les étiologies de I’IC sont extrémement variées. En effet, de nombreuses pathologies
ou facteurs de risques peuvent déclencher, aggraver ou décompenser une IC. Malgré cela, un

grand nombre d’IC restent des IC idiopathiques, sans origines clairement identifiées.

Deux grands mécanismes d’action peuvent conduire a une IC :

e Une atteinte directe des cellules cardiaques avec altération de la fonction musculaire.
C’est notamment le cas lors d’infarctus du myocarde, cardiomyopathies primitives ou
toxiques (anthracyclines).

e Une atteinte secondaire due a une surcharge barométrique, comme dans I’HTA, ou une

surcharge volumétrique, comme dans 1’insuffisance mitrale par exemple.

Egalement, les étiologies des IVG et IVD seront différentes. L’IVG reste I'IC la plus
fréquente, et posséde de nombreuses étiologies. L’IVD en revanche ne posséde que peu
d’étiologies connues ; les deux principales sont une hypertension artérielle pulmonaire

(HTAP), ou secondairement a une IVG conduisant ainsi a un IC globale.

Néanmoins, les facteurs d’apparition de I’IC étant encore assez mal connus, il est difficile de

distinguer clairement les éléments déclencheurs, des ¢léments aggravants de cette pathologie.
7. Complications

La principale complication a redouter lors d’une IC est la décompensation cardiaque.
Cette décompensation est parfois 1’élément qui permet la découverte de la maladie. Bien
souvent, elle conduit a I’hospitalisation du patient. Les taux de survie, suite a une
décompensation cardiaque, restent encore faibles. Dans 7.5% des cas, cette décompensation
se solde par un décés lors de I’hospitalisation (22). La mortalité a un an atteint 46.5% ; et
celle-ci atteint méme les 62.5%, si on inclut les patients décédés avant d’avoir pu étre
hospitalisés (23).
Les principaux facteurs de risque pouvant favoriser ’apparition d’une décompensation
cardiaque sont un age avancé, une IC importante a un stade III-IV sur 1’échelle de la NYHA
ou avec un FEVG trés abaissé (< 30%), la présence de troubles du rythme associés, une

hyponatrémie ou une insuffisance rénale sévere (DFG < 30 ml/min/1,73 m2) (Annexe 1).

Egalement, on peut craindre une poursuite du développement de la pathologie, ce qui

conduira a une aggravation du stade de la maladie.
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8. Traitement

La prise en charge de I’IC est une prise en charge qui se fait a différents niveaux.
I1 y a tout d’abord une prise en charge de la cause de I'IC, ainsi que des différents facteurs de
risques préexistants chez le patient. Il y a également une prise en charge hygiéno-diététique
qui a un role majeur dans le contrdle de la maladie. Enfin, si la maladie a déja atteint un stade
trop avancé avec une FEVG impactée (<40%), une prise en charge pharmacologique est
nécessaire. Dans les cas les plus graves, un recours a la chirurgie est bien souvent la seule

solution de traitement. La prise en charge peut varier en fonction du type d’IC (Annexes 2-4).

a. Traitement étiologique

Si des facteurs de risques sont retrouvés, il est nécessaire de les traiter également, en

parall¢le de I’'IC, afin d’éviter qu’ils n’aggravent celle-ci.

C’est notamment le cas de I’'HTA qui doit étre systématiquement traitée afin de réduire la
charge de travail du muscle cardiaque, et ceci en réduisant les résistances périphériques lors

de la systole.

Egalement, les troubles du rythme, qui peuvent favoriser la survenue d’IC, seront aussi a
prendre en charge. Les anti-arythmiques de classe I (flécainide, hydroquinidine,...) étant
contre-indiqués lors d’une IC, le traitement de choix de la FA, dans ce cadre, sera la digoxine

et I’amiodarone.
b. Prise en charge hygiéno-diététique

Celle-ci vise a réduire la charge de travail du muscle myocardique. Pour cela, il faut
mettre en place une restriction sodée (< 6 g/j) afin d’éviter toute surcharge hydrosodée. Pour
détecter celle-ci le plus précocement possible, le patient doit se peser régulierement et étre

alerté par toute prise de poids rapide.

Une réadaptation du muscle cardiaque a D’effort, ainsi qu’une activité physique adaptée,

doivent étre mis en place afin de permettre au patient de regagner au maximum en autonomie.

Enfin, un arrét du tabac doit étre vivement encouragé chez les patients, du fait du caractére
fortement délétere du tabac sur le muscle cardiaque et sur les pathologies cardio-vasculaires

de facon plus large.
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¢. Prise en charge pharmacologique

La prise en charge pharmacologique de I’IC dépend du type d’IC concernée.

Pour les IC diastolique, il n’y a pas de traitement médicamenteux spécifique. Il y a
uniquement une prise en charge des facteurs de risques associés, ainsi qu’une prise en charge

hygiéno-diététique.

Dans I’IC systolique en revanche, la prise en charge pharmacologique joue un rdle majeur.
Son objectif est, comme pour la prise en charge hygiéno-diététique, de diminuer la charge de
travail du myocarde. Pour cela, le traitement médicamenteux vise a abaisser la tension pour
diminuer la surcharge barométrique.
Le traitement dépend du stade de I’IC, selon la classification NYHA :
e Stade I: pas de traitement pharmacologique. Prise en charge hygiéno-diététique et
traitement des causes associées uniquement
e Stade II : idem stade I et ajout d’un inhibiteur de 1’enzyme de conversion (IEC) + un
B-bloquant
e Stade III : idem stade II + aldostérone ou antagoniste des récepteurs a I’angiotensine II
(ARA-II)

e Stade III-IV : le recours a la chirurgie est a envisager

Enfin, dans tous les cas, un traitement symptomatique sera mis en place, avec notamment, des

diurétiques de ’anse en cas de rétention hydrosodée.

Du fait des répercussions au niveau pulmonaire, et de 1’age souvent important des patients,

une vaccination antigrippale et anti-pneumococcique est également recommandée.

d. Prise en charge chirurgicale

Cette prise en charge chirurgicale survient pour les stades les plus avancés de la
maladie et constitue bien souvent le dernier recours des patients se retrouvant dans une

impasse thérapeutique.

Les trois principales prises en charges chirurgicales sont :
e Le défibrillateur implantable (DAI)
e Le dispositif d’assistance ventriculaire gauche

e La transplantation cardiaque
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[I. Vieillissement et sénescence cellulaire

A. Vieillissement cardiaque

Au niveau macroscopique, le vieillissement a de multiples répercussions sur le tissu
cardiaque et de nombreuses modifications morphologiques vont survenir au cours du

vieillissement de 1’organe (24).

Avec I’age, une diminution importante du nombre de cardiomyocytes est observée. Celle-ci
est due a une mort accrue des cardiomyocytes sénescents, non compensée par l’activité
régénératrice locale. Il va également survenir une hypertrophie compensatoire des
cardiomyocytes restants. Enfin, cette mort cellulaire importante, et non compensée, va

conduire a une fibrose interstitielle du tissu cardiaque (Fig.8).

Figure 6: Modifications physiologiques liées au vieillissement au niveau cardiaque.
Source : Figure tirée de Keller et al., 2016 (24)

Cependant, les cardiomyocytes restants ne vont pas parvenir a compenser cette perte cellulaire
longtemps, et inexorablement, les capacités cardiaques vont diminuer. Ainsi, de nombreuses
anomalies fonctionnelles vont apparaitre : altération de la fréquence cardiaque en réponse au

stress, altération de la relaxation myocardique et diminution de la compliance. Toutes ces
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modifications morphologiques expliquent pourquoi le vieillissement cardiaque évolue souvent
vers une IC (25,26). Cette IC survenant lorsque le « capital » des cardiomyocytes aura été trop
impacté. On peut également comprendre que plus ces phénomenes de vieillissement
surviendront précocement au cours de la vie, plus une IC aura de chances de se développer

chez le sujet agé avec une issue, bien souvent, plus défavorable.

Cependant, les mécanismes qui vont conduire a I’entrée en sénescence des cellules cardiaques
restent encore a ce jour assez mal connus. Il est donc d’autant plus difficile de prévoir

I’apparition d’une éventuelle IC, ou d’identifier d’éventuelles cibles pharmacologiques.

B. Généralités sur la sénescence cellulaire

Bien souvent, 1’age civil et I’age physique des patients coincident rarement. En effet,
les phénomenes de vieillissement vont toucher différemment chaque individu, et nous
sommes loin d’étre tous égaux devant ce vieillissement. La faute en revient en grande partie
aux phénomenes de sénescence cellulaire.

C’est, en effet, le processus de sénescence cellulaire qui serait en en cause dans le déclin des
fonctions organiques et le vieillissement des tissus de 1’organisme. Les changements
anatomiques et physiologiques associés a la vieillesse débutent ainsi plusieurs années avant
I’apparition des signes extérieurs. Plusieurs de ces altérations commencent a se manifester
progressivement a partir de quarante ans et se poursuivent jusqu’a la mort, c’est-a-dire jusqu’a
ce que l’organisme ne puisse plus s’adapter. C’est la différence d’intensité, de vitesse
d’apparition et de développement de cette sénescence cellulaire, qui va expliquer cette
différence de vieillissement entre les individus, et va également expliquer la différence entre

vieillissement physiologique et vieillissement pathologique.
1. Mécanismes et grands marqueurs de la sénescence cellulaire

Le vieillissement de I’organisme est principalement li¢ a la sénescence cellulaire. La
sénescence cellulaire a été¢ décrite pour la premiere fois par L. Hayflick (27). Celui-ci a
montré que des cellules diploides cessent de se diviser aprés un certain nombre de mitoses. Il
a confirmé par la suite, que ces cellules somatiques humaines ont un nombre de mitoses limité

a environ 50 (28).
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a. Role des télomeres

Plusieurs études ont montré que cet arrét de la prolifération cellulaire est
principalement dii au raccourcissement des télomeres, structures nucléoprotéiques situées aux
extrémités des chromosomes (29,30). Au cours des divisions cellulaires, les télomeres
préviennent le raccourcissement de la partie codante des chromosomes et leur fusion.
Toutefois, au cours de chaque division, la DNA polymérase ne pouvant pas répliquer
complétement I’extrémité terminale du brin d’ADN, les téloméres subissent un
raccourcissement et lorsqu’ils atteignent une taille critique, la cellule entre en arrét de
prolifération irréversible. Une seule enzyme, la télomérase, posséde la capacité de répliquer ce
fragment terminal d’ADN, et conduit donc a une conservation de la longueur des télomeres.
Cette enzyme n’est pas exprimée dans les cellules somatiques adultes, expliquant cet
inévitable arrét du cycle cellulaire. Egalement, des expériences ont montré, in vitro, que
I’expression de la télomérase, au niveau des cellules somatiques, confére une immortalité a

ces cellules (30).

Mais les télomeres semblent également jouer un role dans la réponse cellulaire aux dommages
de ’ADN (DDR pour DNA Damage Response). En effet les voies de signalisation activées
lors d’un raccourcissement excessif des téloméres ou lors d’un dommage de I’ADN semblent

similaires (29).
b. Réponse aux dommages de 'ADN (DDR)

Lors de cassure double brins de I’ADN, que ce soit au niveau intra ou extra-
télomérique, la réponse aux dommages de I’ADN va étre activée. Cette réponse cellulaire va
conduire, si la Iésion de I’ADN n’est pas réparée, a un arrét du cycle cellulaire, ’entrée en

sénescence de la cellule, et finalement son apoptose.

Lors de cassure double brins de I’ADN, ou lorsque le raccourcissement critique des télomeres
est atteint, il y activation de la réponse aux dommages de I’ADN. Celle-ci va passer par
I’activation de p53, un geéne suppresseur de tumeur, et I’augmentation d’inhibiteurs du cycle
cellulaire tels que pl16™*, et p21“P' avec un arrét irréversible des mitoses (31-34). Les
protéines codées par le locus Ink4/Arf se retrouvent particulierement surexprimés lors de la
sénescence (35-37). Notamment, les protéines pl6™*, p19*™ et p15™** voient leur

expression augmentée lors de la sénescence cellulaire ainsi que lors de pathologies liées au

Ink4a Arf

vieillissement (38,39). Ces protéines régulatrices du cycle cellulaire, pl6 et pl9™,
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interviennent respectivement dans les voies de signalisation p16lnk4a/Rb and p19Arf/p53 qui

vont conduire a I’arrét du cycle cellulaire et a I’apoptose de la cellule (40—42).

D’autres protéines régulatrices semblent également jouer un réle dans cette DDR. C’est
notamment le cas de p38 mitogen-activated protein kinase (p38MAPK) (43-45), ou de
Growth Arrest and DNA Damage (Gadd45) (46,47), qui interviendraient aussi dans ’arrét du

cycle cellulaire.
c¢. Dysfonctionnement mitochondrial et réle du stress oxydant

Les mitochondries sont les principales sources d’especes réactives de 1’oxygene
(EROs) au niveau cellulaire. Les EROs sont produits principalement sous forme d’anion
superoxide (O,”) par la chaine respiratoire. L’anion superoxide diffuse dans la matrice
mitochondriale et le cytosol ou il est en partie converti en peroxyde d’hydrogéne (H,0,) par la
superoxide dismutase (SOD) (48). Les EROs peuvent également étre produits directement
sous forme d’H,O, par des systémes enzymatiques tels que les monoamines oxydases. Dans
les cas d’une production limitée, les EROs sont inactivés par les enzymes antioxydants
présents au niveau cellulaire, tel que la SOD, la glutathion peroxydase (GPX) ou la catalase,
mais également par des systetmes non enzymatiques tel que les glutathion ou 1’acide
ascorbique (vitamine C).

Si la production d’EROs est excessive, ou si les systémes antioxydants de la cellule sont
défaillants, il va y avoir une accumulation d’EROs au niveau cellulaire, ce qui va générer un
stress oxydant (49). Celui-ci va avoir un impact direct sur la cellule, que ce soit en créant des
lIésions au niveau de I’ADN, ou en oxydant les protéines cytoplasmiques ou les lipides
membranaires. Ce stress oxydant aura donc un impact direct sur I’ensemble des composantes

cellulaires.

Tout comme I’ADN nucléaire, I’ADN mitochondrial (ADNmt) subit au cours du temps une
accumulation de mutations et de délétions (50). Celles-ci peuvent résulter de stress exogenes
A Déchelle cellulaire, ces mutations de ’ADNmt peuvent étre a ’origine d’anomalies de
fonctionnement de la chaine respiratoire et d’un cercle vicieux qui entraine I’augmentation de

la production d’EROs (51-53).
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Depuis plusieurs années, de nombreux
travaux ont montré D’existence d’une
augmentation du stress oxydant avec I’age a
I’origine de la théorie du vieillissement par
les EROs (Fig.6). Lors du vieillissement, la
balance redox est déséquilibrée avec une
augmentation des EROs et une diminution
des capacités antioxydantes (54-57). Chez
I’humain il existe, au cours de la sénescence,

une diminution du niveau des antioxydants

non enzymatiques, tandis que les enzymes

Figure 7: Représentation schématique du lien
entre ROS et sénescence.
Source : Figure tirée de Lu T. and Finkel T., 2008 (54)

antioxydantes semblent de niveau inchangé

voire augmenté (58).

Le stress oxydant joue également un role majeur dans les mécanismes de sénescence (59,60).
Celui-ci participe aux dommages a I’ADN et aux téloméres, conduisant ainsi a I’activation de
la DDR (Fig.7a). La DDR conduisant elle-méme a la production d’EROs, elle va également
entretenir ce phénomene (Fig.7c). Ceci permet de renforcer les signaux de sénescence au
niveau cellulaire (61). Le stress oxydant va ¢galement induire des dommages au niveau des
mitochondries, augmentant d’autant plus la production d’EROs (62). Enfin, les EROs, en tant
que messager cellulaire, vont participer a I’induction de I’apoptose (Fig.7b) (63). Par
exemple, certains suppresseurs de tumeurs, tel que p53, produisent des EROs nécessaires a
leur signalisation. Comme nous avons vu, une surexpression de p53 est anti-mitogene et pro-
apoptotique, elle va également générer des EROs intracellulaires. Cette production est
indispensable a I’activité de p53 ; en effet, lorsqu’elle est supprimée, 1’effet pro-apoptotique

de p53 est diminué (64).
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Figure 8: Différents mécanismes mettant en jeu les EROs (ROS) au cours de la sénescence.
Source : Figure tirée de Correia-Melo et al., 2014 (60)

(a) Les espéces réactives de I’oxygene (ROS) produites par des sources mitochondriales et non mitochondriales
peuvent induire des dommages a ’ADN génomique et accélérer le raccourcissement/endommagement des
télomeéres, les deux phénomeénes contribuant a I’activation de la réponse aux dommages de I’ADN (DDR).

(b) Les EROs peuvent jouer un role de molécules de signalisation au cours de la senescence. L’activation de
“signaux de sénescence” conduit a une augmentation de la production d’EROs (mitochondriale et non
mitochondriale). Les EROs jouent un réle dans de nombreuses voies de signalisation qui pourrait favoriser I’arrét
du cycle cellulaire induit par la sénescence.

(c¢) Lien simplifi¢ entre les EROs et les dommages de I’ADN. Le raccourcissement des télomeres ou les dommages
de ’ADN déclenchent une DDR qui conduit a une production d’EROs. Cette production d’EROs conduit a
d’avantage de dommages de I’ADN, renforce la DDR et favorise I’entrée en sénescence de la cellule.

d. Modification du sécrétome

Une des modifications les plus importantes survenant au cours de la sénescence, est la
modification du sécrétome de la cellule. En effet, la cellule sénescente va acquérir un
phénotype sécrétoire spécifique dénommé en anglais « senescence-associated secretory
phenotype » (SASP). Celui-ci va jouer un rdle majeur dans les communications
intercellulaires au cours de la sénescence (65). Cette acquisition du SASP concerne toutes les
cellules entrant en sénescence, que celles-ci soient sécrétantes par nature ou non. Ainsi des
cellules non sécrétantes en temps normal peuvent acquérir un phénotype sécrétant au cours de

la sénescence.
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Le SASP est constitué de trois grandes catégories de protéines (66):
- Des cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires, telles que IL-1, IL-6, IL-8 ou
TGF- B
- Des métalloprotéases (MMP pour matrix metalloproteinase) régulatrices de la matrice
extracellulaire, ainsi que des inhibiteurs de I’activateur du plasminogene (PAI-1)
- Des facteurs de croissances, comme I’HGF (hepatocyte growth factor), I’EGF

(epidermal growth factor) ou le VEGF (vascular endothelial growth factor)

Le SASP a une activité autocrine mais également paracrine. Au niveau autocrine, le SASP va
stimuler la production des autres ¢léments du SASP, ainsi que la progression de la sénescence
de la cellule (67). Au niveau paracrine, I’activité pro-inflammatoire du SASP va permettre de
recruter les cellules inflammatoires résidentes du tissu cardiaque, et favoriser 1’élimination
des cellules sénescentes par le systéme immunitaire (68). Le SASP va également jouer un role
dans le remodelage tissulaire, principalement via ses MMP (69). Enfin, le SASP pourrait
¢galement favoriser I’entrée en sénescence des cellules avoisinantes par un effet de voisinage,

ou effet bystander, conduisant a la création du concept de « bystander senescence » (70).

L’expression du SASP est principalement due a la DDR. En parallele, p38MAPK active
¢galement le SASP, mais de fagon indépendante de la DDR (71). A I’inverse, p53 aurait un
role régulateur en inhibant le SASP (72).

e. Autres changements survenant au niveau cellulaire

Lors de la sénescence, de nombreuses autres modifications vont survenir au niveau
cellulaire. Le lien entre ces différentes modifications et les mécanismes y conduisant n’ont

pas encore été entierement éclaircis a 1’heure actuelle.

L’un des marqueurs de sénescence les plus couramment utilisés a I’heure actuelle est la
senescence-associated p-galactosidase (SA-B-Gal) (73). Ce marqueur est spécifique des
cellules sénescentes, et son taux augmente régulierement au cours de la sénescence.
L’expression de la SA-B-Gal est due a un blocage de I’activité lysosomale et une dysfonction

de I’autophagie au cours de la sénescence (74).

Un des phénoménes couramment observé au cours de la sénescence, est 1’hypertrophie
cellulaire (75,76). En effet, ’arrét du cycle cellulaire n’implique pas I’arrét de la croissance

cellulaire. Au contraire, entre 1’arrét du cycle cellulaire et ’apoptose effective de la cellule, la
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synthése protéique de celle-ci va se poursuivre. Du fait de I’augmentation du contenu
protéique de la cellule, et de I’absence de division de celle-ci, on va observer une hypertrophie
cellulaire. Ce phénoméne est d’autant plus accentué¢ que le SASP peut également contenir
divers facteurs de croissance qui, par effet autocrine ou paracrine, vont stimuler

I’hypertrophie de la cellule.

Mais les mécanismes conduisant a I’entrée en sénescence sont multiples et de nombreux
restent encore mal connus a ce jour.

Par exemple, I’'un d’entre eux impliquerait 1’angiotensine II. Celle-ci pourrait conduire a une
sénescence prématurée des cellules via un mécanisme impliquant p53 et p21 (77). Cet effet
pourrait passer par le récepteur a I’angiotensine II de type 1 (AGTR1), car une étude a montré
que I’inhibition de ce récepteur a I’angiotensine permet d’augmenter I’espérance de vie des

souris (78).
f. Conclusion

Nous avons vu que les mécanismes mis en jeu au cours de la sénescence étaient
multiples. Les voies de signalisations impliquées dans ces différents mécanismes sont
¢galement nombreuses. Ces voies de sénescence, bien qu’interconnectées, ne sont pas toutes
systématiquement présentes. Ceci rend d’autant difficile la compréhension du phénomene de

sénescence cellulaire.

De ces différentes études, il ressort tout de méme quatre principaux phénomenes
caractéristiques de la sénescence (79-82):

1) Lésions de I’ADN : une accumulation des dommages a I’ADN est observée au niveau
nucléaire, mais également mitochondrial, conduisant a 1’activation des voies de
dommages de I’ADN, faisant notamment intervenir p21, Gadd45 ou p38MAPK.

2) Arrét du cycle cellulaire et surexpression de nombreux genes suppresseurs de tumeurs
tels que p15, pl16, p19, p27 ou p53.

3) Modification du sécrétome avec acquisition d’un phénotype sécrétant (= SASP) : les
cellules sénescentes vont notamment sécréter des cytokines pro-inflammatoire comme
TGF-B, IL-6 ou IL-8.

4) Apparition d’une hypertrophie cellulaire : augmentation de la taille des cellules due, en

partie, & une augmentation de la synthése protéique.
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2. Roles et conséquences de la sénescence

De nombreuses études ont essayé d’analyser le réle physiologique de ce phénomeéne

de sénescence. S’agit-il d’un mécanisme uniquement délétere pour 1’organisme ? Et si oui
b

pourquoi un tel mécanisme s’est-il développé en premier lieu ? De plus, la sénescence

cellulaire peut-elle donc étre considérée comme une pathologie en tant que telle ?

Comme nombres de mécanismes cellulaires au sein de 1’organisme, la réponse va dépendre de
I’intensité dudit mécanisme. Ainsi, une sénescence modérée aura des effets bénéfiques sur
I’organisme, mais a contrario, une sénescence trop importante conduira a des effets déléteres

sur celui-ci (Fig.7) (83-85).
a. Effets bénéfiques de la sénescence cellulaire

Au fil du temps, toutes les cellules subissent des 1ésions, que ce soit au niveau de leur
ADN, de leurs mitochondries ou de leurs différents organelles et protéines cellulaires. Ces
Iésions, si non contrdlées, peuvent conduire a des défauts de fonctionnement de 1’organe et
étre potentiellement oncogéniques.
La premicere ligne de défense de 1’organisme, contre ces 1ésions, sera les divers mécanismes
de réparation, qui viseront a corriger ces lésions. Toutefois, pour des cellules agées, la
quantité de 1ésions sera trop importante pour pouvoir étre réparées. C’est ici qu’entre en jeu le

phénomeéne de sénescence.

Tout d’abord, en activant divers genes suppresseurs de tumeurs, tels que p161"k4a, p15Ink4b ou
p53 (38,86), la sénescence conduit a ’arrét du cycle cellulaire, et permet de lutter contre la
réplication des cellules dgées ayant des lésions de ’ADN. Ceci évite la transmission de
mutations déléteres aux cellules filles et bloque le potentiel oncogénique de ces cellules
endommagées (38,87,88).

Egalement, en stimulant le syst¢éme immunitaire, notamment par I’intermédiaire du SASP, la
sénescence va contribuer a 1’élimination des cellules sénescentes de 1’organisme, permettant
ainsi de lutter contre la perte de fonction de I’organe ou du tissus, du fait de I’accumulation de

ces cellules défaillantes (89).

Ainsi, a un niveau modéré, le phénomene de sénescence est un mécanisme bénéfique
pour I’organisme. En effet, en stoppant la multiplication des cellules agées endommageées, et

en favorisant leur élimination par le systtme immunitaire, la sénescence cellulaire va
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présenter, d’une part, un effet suppresseur de tumeur, et d’autre part, permettre le maintien de

’activité de I’organe, en épurant les cellules ne fonctionnant plus ou mal.

b. Effets déléteres de la sénescence cellulaire

Au fur et a mesure du vieillissement, le nombre de cellules entrant en sénescence va
augmenter. En parall¢le, les fonctions physiologiques de 1’organisme vont progressivement
diminuer, notamment ’activité¢ du systéme immunitaire. Ceci va avoir pour conséquence une
diminution de la clairance, par I’organisme, des cellules sénescentes.

Ces deux phénoménes conjugués vont conduire a une accumulation importante des cellules
sénescentes au sein des différents organes et tissus de 1’organisme (90). Cette accumulation de
cellules sénescentes va conduire a une perturbation de la structure des tissus, ainsi que du
fonctionnement des organes. En effet, avec 1’age, le stock de cellules embryonnaire va
diminuer, et les cellules sénescentes entrant en apoptose seront de moins en moins
remplacées. Ceci va mécaniquement conduire a une diminution du nombre de cellules
fonctionnelles de ’organe et donc de sa fonction. Egalement, les cellules fonctionnelles vont
avoir tendance a étre remplacées par des cellules non fonctionnelles, c’est typiquement le cas
lors de la formation de fibrose au niveau des différents tissus (91,92).

Plusieurs ¢études ont ainsi démontré que cet exceés de cellules sénescentes conduit a

I’expression de nombreuses pathologies (5,84,85).

Cet effet délétere des cellules sénescentes a notamment été démontré dans 1’étude de 2011 de
Baker et al. (93). Dans cette ¢tude, Baker et son équipe ont analysé les effets d’une

I E) . 7 : Ink4:
élimination des cellules sénescentes exprimant pl6 ™

, chez des souris transgéniques
présentant un profil progéroide. L’apoptose chimio-induite de ces cellules sénescentes permet
de retarder 1’apparition de diverses pathologies liées au vieillissement chez les souris jeunes,
principalement celles touchant les tissus musculaires, adipeux, et les yeux. Chez les souris
agées, cette clairance des cellules sénescentes permet de ralentir la progression de ces
pathologies. Cependant, 1’espérance de vie des souris n’était pas améliorée, car certaines
pathologies, notamment cardiaques, n’étaient pas corrigées. Il faut noter que le cceur

. . . 7 . Ink4
n’exprimait que faiblement ces cellules sénescentes surexprimant pl6 ™

, ce qui peut
expliquer le manque d’effet du traitement sur les pathologies cardiaques durant 1’expérience.
Plus intéressant encore, en 2016 I’équipe de Baker a montré que la clairance des cellules

6Ink4a

surexprimant pl , chez des souris WT permettait également de retarder I’apparition de

pathologies liées au vieillissement ainsi que de tumeurs (94). A la différence des souris
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transgéniques, la suppression des cellules sénescentes a permis d’augmenter 1’espérance de
vie des souris WT. Egalement les souris agées traitées ont présenté une hypertrophie
cardiaque moindre que les souris non traitées. Ceci semble donc démontrer le role important
des cellules sénescentes dans le remodelage cardiaque au cours du vieillissement.

Ces données posent la question de I'utilisation de la clairance des cellules sénescentes en
thérapeutique, et du role que ce procédé pourrait jouer dans la prévention et le traitement des

pathologies liées au vieillissement (95).

Nous avons vu que le SASP, par son activité pro-inflammatoire, présentait un effet anti-
tumoral. Mais, de fagon paradoxale, le SASP présente ¢galement un effet pro-tumoral. En
effet, en sécrétant des facteurs de croissance, des cytokines pro-inflammatoires ou des
métalloprotéases, le SASP va favoriser la croissance tumorale ainsi que la diffusion

métastatique (96).

Egalement, le SASP, du fait de son activité pro-inflammatoire, peut conduire a une réponse
inflammatoire chronique chez le sujet agé, également appelée « inflammaging » (97,98). Cette
inflammation chronique peut favoriser le développement et la progression de remodelages des
organes au cours de pathologies chroniques liées au vieillissement. Notamment, on retrouve

un effet profibrotique du SASP, au niveau de la matrice extracellulaire (96).

Enfin, les phénoménes de sénescence cellulaire peuvent étre induits ou accélérés par
différents facteurs endogeénes ou exogenes : stress oxydatif, facteurs métaboliques, agents
génotoxiques (99). On parle alors de « sénescence prématurée induite par le stress » (SIPS)
(100,101). Cette SIPS va prédisposer les individus a un vieillissement accéléré, ainsi qu’a un

développement précoce de maladies chroniques associ€es au vieillissement.
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Figure 9: Conséquences de la sénescence.
Source : Figure tirée de Brondello et al., 2012 (83)
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C. Sénescence cardiaque

1. Sénescence réplicative et sénescence post-mitotique

Pendant de nombreuses années, la sénescence cellulaire a été définie comme un arrét
permanent du cycle et de la prolifération cellulaire. Les cellules ne se multipliant pas, comme
les neurones ou les cardiomyocytes, ne semblaient donc pas concernées par le phénomene de
sénescence. Cependant, il est devenu clair, ces derniéres années, que la sénescence ne se
limite pas uniquement a une perte de la capacité réplicative de la cellule, mais qu’elle
comprend également des changements au niveau du métabolisme cellulaire, de 1’expression

des génes ainsi que de la synthése protéique.

Récemment, un phénotype sénescent a ¢été observé chez les neurones. Ces cellules, qui sont en
phase post-mitotique, ne semblaient pas sujettes aux phénomenes de sénescence. Cependant,
de récentes études ont retrouvé de nombreux marqueurs de sénescence au niveau de ces
cellules (102). Ainsi, une surexpression de nombreux oncogenes tel que p21 ou p53 a été
observée (103,104). Egalement, chez ces cellules qui ne sont pas sécrétantes per se, a été
observé 1’acquisition d’un SASP au cours du vieillissement (105). Enfin, certains marqueurs
spécifiques de la sénescence, tel que la SA-B-Gal, étaient également surexprimés au sein de
ces neurones agés (106). Ces découvertes ont prouvées que ces cellules, qui ne se multiplient

plus, subissent pourtant des phénomenes de sénescence.

Suite a cette découverte, la notion de sénescence a grandement évoluée. Désormais celle-ci est
divisée en deux grands types qui, loin d’étre opposés, se révelent complémentaires. Ainsi, on
distingue désormais :

- La sénescence réplicative : qui est la sénescence qui touche les cellules en phase
réplicative, et qui se traduit principalement par un arrét du cycle cellulaire.

- La sénescence non réplicative ou post-mitotique : qui est la sénescence qui touche les
cellules en phase post-mitotique, et qui sera plus marquée par les modifications au
niveau du sécrétome ou de 1’expression génique.

Pendant longtemps, les télomeres n’ont pas été¢ impliqués dans la sénescence post-mitotique.
En effet, dans ce type de sénescence, les télomeres ont déja atteint leur longueur minimale et
ne sont pas «régénérés » par la télomérase. Pourtant, il a récemment été montré que les
télomeres jouent un role clés dans la sénescence post-mitotique, ainsi que dans la SIPS, en

participant a la DDR (29,107).
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Un organe est généralement constitué d’un grand nombre de types cellulaires différents.
L’expression protéique et 1’activité enzymatique au sein de ces différentes classes de cellules
est également différent. Au niveau cardiaque, ces types cellulaires sont habituellement classés
en deux grandes catégories :

e Les cellules impliquées dans I’activité contractile du ceeur, tel que les cardiomyocytes
ou les cellules cardionectrices; ce sont les cellules fonctionnelles du cceur.

e Le stroma, qui regroupe des familles cellulaires variées, que ce soit des cellules
immunitaires résidentes, des cellules du tissu conjonctif, comme les fibroblastes, mais
¢galement des cellules progénitrices ou des cellules musculaires lisses.

L’IC est principalement dii a un défaut fonctionnel des cardiomyocytes qui ne peuvent plus se
contracter correctement, ou qui se retrouvent en trop faible nombre pour assurer une activité

contractile suffisante.

Dans le cceur, les phénomenes de sénescence concernent aussi bien les cellules directement
impliquées dans D’activité contractile cardiaque, notamment les cardiomyocytes, que les
cellules du stroma. Les cardiomyocytes, les cellules cardionectrices et les cellules du tissu de
conduction sont des cellules post-mitotiques et de ce fait sont concernées par une sénescence
post-mitotique. Les fibroblastes, les cellules progénitrices et les cellules musculaires lisses
sont des cellules a potentiel prolifératif et sont plutdt caractérisées par une sénescence
réplicative. En revanche, le SIPS peut toucher tous les types cellulaires présents au niveau

cardiaque.

Figure 10: Structure du tissu cardiaque.
Source : Figure tirée de Frangogiannis et al., 2012 (108)
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2. Sénescence des cardiomyocytes

Ces différentes modifications structurales survenant au cours du vieillissement du
ceeur, tendent a prouver qu’il existe une sénescence au niveau cardiaque. On peut logiquement
supposer que les cardiomyocytes, tout comme les neurones, subissent également une
sénescence post-mitotique. Cependant, a 1’heure actuelle, nous ne disposons que de peu de

données sur le sujet.

Les ¢études actuelles ne permettent pas de savoir avec certitude si la DDR joue un role dans la
sénescence des cardiomyocytes. Une surexpression de p53, mais également de p21 et p27, a
notamment été relevée (109), mais du fait des nombreux réles de la protéine pS3 au niveau

cellulaire, il est difficile de savoir si cette surexpression est due a la DDR.

Les cardiomyocytes étant des cellules post-mitotiques, la sénescence ne peut pas étre initiée
par un raccourcissement des télomeres, cependant, ceux-ci pourraient jouer un réle en initiant
la DDR. Egalement, il a été récemment montré que les télomeres pourraient jouer un role dans
la sénescence des cardiomyocytes en diminuant la biogénése des mitochondries, mais
¢galement en augmentant les dysfonctions mitochondriales et, de ce fait, le stress oxydant
(110,111). Cette dysfonction mitochondriale semble jouer un rdle prépondérant dans la
sénescence des cardiomyocytes (112,113). Ceci peut s’expliquer en partie par la richesse en

mitochondries de ces cellules.

L’hypertrophie des cardiomyocytes s’accompagne logiquement d’une augmentation des
marqueurs de I’hypertrophie. L’un des plus présents est la S-Myosin Heavy Chain (B-MHC)
(114). Cette protéine, principal constituant de la myosine, joue un rdle majeur dans la
contraction cardiaque. Celle-ci existe sous deux isoformes : I’a-MHC et la B-MHC. Chez le
rat et la souris, I’isoforme a-MHC est majoritaire chez I’adulte. Lors du vieillissement,
I’expression de 1’isoforme B-MHC va progressivement croitre jusqu’a se retrouver majoritaire
chez les individus agés. Chez I’humain a I’inverse, 1’isoforme B-MHC est majoritaire tout au
long de la vie, bien qu’une augmentation de son expression soit ¢galement observée au cours

du vieillissement (115).

Mais la sénescence des cardiomyocytes est encore mal connue a ce jour, et des études
expérimentales sont nécessaires afin de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu dans ce

phénomeéne.
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3. Problématique des marqueurs de sénescence actuels

Une autre problématique de 1’étude de la sénescence est le manque de biomarqueurs
spécifiques de celle-ci. Pour pallier ce manque, différents marqueurs ont été proposés, au
cours de ces derniéres années, afin de suivre les phénomenes de sénescence cellulaires et
systémiques. Cependant, ces biomarqueurs ne sont ni spécifiques du vieillissement, ni

spécifiques du tissu concerné (107).

Ainsi, certains marqueurs du cycle cellulaire, comme p53 ou pl6, sont exprimés lors de
I’apoptose, que celle-ci soit due ou non au processus de sénescence (116). Ceux-ci sont
¢galement surexprimés lors de cancers (86).

A Dinverse, la SA-B-Gal, un autre marqueur, habituellement utilis¢é comme marqueur de la
sénescence, est retrouvée presque exclusivement au sein des cellules sénescentes (117).
Cependant, cela n’est pas le cas au sein des cardiomyocytes sénescents ou les niveaux de
SA-B-Gal restent constants.

Enfin, les marqueurs de I’hypertrophie comme la f-MHC, sont présents dans tous les types

d’hypertrophie, que celle-ci soit due a la sénescence, ou a une pathologie comme I’IC (115).

La recherche de nouveaux marqueurs de la sénescence est primordiale afin de permettre
I’é¢tude de celle-ci, aussi bien in vivo qu’in vitro. Ces marqueurs permettront d’obtenir une
meilleure connaissance des voies de signalisation et des mécanismes a 1’origine de la
sénescence myocardique. A terme, ils pourraient également permettre le diagnostic de
sénescences pathologiques, telle que la SIPS, chez 1’étre humain, ou d’identifier de nouvelles

cibles thérapeutiques.
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[1I. La Monoamine Oxydase

A. Généralités

La monoamine-oxydase (MAQ) est une enzyme mitochondriale qui catalyse la
déamination oxydative d’amines, aussi bien endogenes, comme certains neurotransmetteurs et
de certaines hormones, qu’exogénes telles que des amines alimentaires. Parmi ces multiples
substrats, on retrouve les indolamines comme la sérotonine (5-hydroxytryptamine ou 5-HT) et
la tryptamine ; les catécholamines comme la dopamine (DA), I’adrénaline et la noradrénaline
(NA) ; ou encore les composés chimiques organiques comme la béta-phényléthylamine (PEA)
et la tyramine. Elle joue donc un rdle primordial dans le maintien de I’homéostasie des
monoamines et catécholamines endogénes en controlant leurs concentrations, notamment au
niveau du systéme nerveux. Elle intervient également dans la détoxification de composés

exogenes, notamment par le métabolisme des monoamines alimentaires (118).

La MAO catalyse une réaction chimique dite de « désamination oxydative ». Cette réaction

enzymatique va permettre, par oxydation, le départ du groupement amine du substrat :
R-CH,-NH, + O, + H,O — R-CHO + NH; + H,0,

Cette réaction conduit a la formation d’un aldéhyde qui sera a son tour oxydé en acide par une
aldéhyde déshydrogénase (ALDH) ou transformé en alcool ou glycol par une aldéhyde
réductase (ALR). Ces réactions sont source d’especes réactives comme I’ammoniaque et le

peroxyde d’hydrogene (H,0;) (119,120).

Il existe deux isoformes de cette enzyme : la MAO-A et la MAO-B. Historiquement, ces deux
isoformes ont été différenciées par la sélectivité de certains inhibiteurs a bloquer I’une ou
I’autre des deux formes : la clorgyline bloquant la MAO-A (121) et le déprényl étant
spécifique de la MAO-B (122,123). Ces deux isoformes de la MAO possedent également des
localisations, ainsi que des affinités pour chacun des substrats, différentes. Ainsi, la MAO-A a
une forte affinité pour la sérotonine, 1’adrénaline et la NA, tandis que le substrat préférentiel
de la MAO-B est la PEA (124,125). Le métabolisme de la DA et de certaines amines comme

la tryptamine et la tyramine est, quant a lui, commun aux deux isoformes (126,127).
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La MAO est localisée au niveau de la membrane externe des mitochondries des cellules de
I’organisme. Cette enzyme est présente de fagon ubiquitaire dans 1’organisme (128). Trés
présente dans le cerveau notamment dans [’hypothalamus et les noyaux gris (striatum), on la
retrouve aussi dans les tissus périphériques comme le foie, le duodénum, le pancréas, la
glande surrénale ou encore le cceur. Mais selon le tissu ou 1’organe concerné, la répartition des

isoformes peut varier (Fig.7).

La répartition des deux isoformes de la MAOQO, a été principalement étudiée au niveau du
cerveau. Chacune des deux isoformes est localisée dans des zones distinctes de celui-ci. Ainsi,
malgré sa forte affinité pour la sérotonine, c’est dans les neurones catécholaminergiques du
systéme nerveux central que la MAO-A est présente. Elle est particuli¢rement concentrée
dans le locus cceruleus. La MAO-B, a I’inverse, est I’isoforme la plus abondante dans les
neurones sérotoninergiques et histaminergiques ainsi que dans les cellules gliales. De fortes
concentrations de MAO-B sont également retrouvées dans le raphé (124,129).

Au niveau des tissus périphériques, ’expression des deux isoformes de la MAO sera
beaucoup plus ubiquitaires, mais la proportion de chaque isoforme pourra varier (130-132).
Ainsi, chez I’adulte, la MAO-A est exprimée de fagon majoritaire au niveau du placenta, ou
elle est la seule isoforme exprimée (133), du pancréas, de la thyroide, ou des glandes
surrénales (134). La MAO-B, a I’inverse, est la seule isoforme présente au niveau des
plaquettes ou des lymphocytes. Elle est ¢galement fortement exprimée au niveau rénal ou

hépatique (135).

Mais I’expression protéique d’une isoforme n’est pas forcément corrélée a son activité
enzymatique au sein de la cellule. Ainsi, la MAO-A est majoritairement active dans le foie,
les reins et les glandes surrénales. Elle est également fortement active au niveau du cceur, des
poumons et de I'intestin. A 1’exception des muscles squelettiques, la MAO-B présente une
activit¢ plus faible au niveau des tissus périphériques. En effet, la plupart des tissus
périphériques présentent une activité de la MAO-A plus importante que celle de la MAO-B,
malgré leur expression généralement €quivalente ; c’est I'inverse de ce qui peut étre observé
au niveau du cerveau, ou la MAO-B est I’isoforme la plus active.

Cette différence entre le taux d’expression et 1’activité enzymatique des deux isoformes peut
s’expliquer, en partie, par le fait que la MAO-A présente une affinit¢é beaucoup plus
importante que la MAO-B pour les principaux substrats utilisés, a 1’exception du PEA (136).
Ainsi, I’expression ou non de la MAO au niveau d’un tissu ne s’accompagnera pas forcément
d’une activité enzymatique, ni d’un éventuel impact in vivo.
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Tableau 2 : Localisation de la MAO-A et de la MAO-B chez ’homme dans les tissus périphériques.
(d’apres Billet (132))
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B. LaMAO: cible thérapeutique ?

1. Pathologies dues ala MAO

La sur ou la sous-expression de la MAO peut conduire a un grand nombre de
pathologies. Les mieux connues a ce jour restent les maladies neurologiques liées a la MAO.
En effet, une sur- ou une sous-activit¢ de la MAO conduit & un déséquilibre dans la
production ou la dégradation des catécholamines et de la sérotonine, ce qui impacte de fagon

importante le systéme nerveux central.

Ainsi parmi les pathologies liées a une sous-expression de la MAO, on retrouve
principalement des mutations génétiques inactivantes. Parfois ces mutations impactent les
deux isoformes de l’enzyme, c’est notamment le cas dans le syndrome de Norrie. Ces
mutations sont compatibles avec la vie, mais le tableau clinique est en général dominé par des
retards mentaux, des traits autistiques et des troubles de I’humeur, notamment une impulsivité
et une agressivité (125,137-143). La MAO-A a fait I’objet d’une attention particuli¢re ces
derniéres années, car elle semble liée aux troubles de ’humeur, aux comportements agressifs

et aux addictions (alcool et tabac) (144-146).

A Dinverse, un certain nombre de pathologies sont liées a une surexpression de 1’enzyme.
Ainsi, au niveau du cerveau, le niveau d’expression de la MAO-B est faible a la naissance. Il
augmente ensuite progressivement pour atteindre rapidement un plateau, avant de ré-
augmenter au cours de la sénescence (124,147-149). Cette augmentation serait néfaste et
participerait a la perte neuronale au cours de la sénescence, par la libération de produits de
dégradation actifs et neurotoxiques d’une part, et par la libération d’H,O, d’autre part. C’est
par ces deux voies que la MAO-B serait ¢galement associée a la perte des neurones

dopaminergiques du locus niger, dans la maladie de Parkinson (150,151).
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2. Traitements ciblant la MAO

La principale classe thérapeutique ciblant la MAO est celle des inhibiteurs de la MAO
(IMAO). Celle-ci est utilisée dans le traitement de la maladie de Parkinson, ainsi que dans la
dépression. En effet, en inhibant la MAO, ces molécules permettent de diminuer la
dégradation de la dopamine et de la sérotonine par celle-ci et permettent ainsi de réaugmenter

les taux de ces neurotransmetteurs au niveau du cerveau.

Ces inhibiteurs peuvent: soit étre sélectifs d’une isoforme de 1’enzyme, et inhiber
spécifiquement la MAO-A ou la MAO-B ; soit étre non sélectifs et inhiber indifféremment les
deux isoformes de I’enzyme. Dans le traitement de la dépression, sont utilisés aussi bien des
IMAO non sélectifs, que des IMAO sélectifs de la MAO-A, du fait de son réle prépondérant
dans le métabolisme de la 5-HT. Dans la maladie de Parkinson a I’inverse, seul les IMAO
sélectifs de la MAO-B sont utilisés ; celle-ci métabolisant majoritairement la dopamine, qui

joue un réle central dans le développement de la maladie (152,153).

Sélectivité Réversibilité Indication
IMAO non sélectifs
Iproniazide (Marsilid) A+B Irréversible
Phénelzine (Nardil, Nardelzine) A+B Irréversible
Tranylcypromide A+B Irréversible Dépression
Isocarboxazide A+B Irréversible P
Nialamide A+B Irréversible
Iproclozide A+B Irréversible
IMAO selectifs
Clorgyline A Irréversible
Moclobémide (Moclamine) A Réversible Dépression
Brofaromide A Réversible P
Toloxatone A Réversible
Sélégiline (Déprényl) B Irréversible
Rasagiline (Azilect) B Irréversible Parkinson
Lazabémide B Réversible

Tableau 3 : Inhibiteurs réversibles et irréversibles des monoamines oxydases utilisés ou ayant été utilisés
en médecine (en gras, les inhibiteurs encore utilisés en thérapeutiques en 2016)

Cependant, I’inhibition de la MAO n’est pas sans conséquence. Les premiers IMAO mis sur
le marché étaient des inhibiteurs irréversibles et non sélectifs des MAQO. Ils présentaient de

nombreux effets indésirables comme une hépatotoxicité ou de nombreuses interactions avec
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les autres antidépresseurs, notamment tricycliques. Mais 1’effet indésirable le plus connu des
IMAO irréversibles reste le « Cheese effect » ou « Effet fromage ». Cet effet indésirable
survient lors d’apport alimentaire important en tyramine, notamment lors de la consommation
de fromage, mais cet effet indésirable est également rencontré avec tous les aliments riches en
tyramine, tel que la charcuterie, le chocolat ou les boissons alcoolisés. Du fait de I’inhibition
des MAO digestives, cette tyramine va pouvoir passer directement dans la circulation
générale sans étre dégradée. Cette arrivée massive de tyramine va provoquer une crise
hypertensive chez le patient (154). Cette crise hypertensive va se traduire par une
hypertension brutale et importante, des céphalées ainsi que des troubles du rythme cardiaque.
De plus, cette crise hypertensive peut parfois se révéler 1étale (155).

Cet effet indésirable est particuliecrement marqué en cas de traitement par des inhibiteurs
irréversibles de la MAO. De ce fait, ceux-ci ont été, pour la plupart, retiré du marché. A
I’heure actuelle, la majorit¢ des IMAO sont des inhibiteurs réversibles de la MAO, ou des
inhibiteurs sélectifs d’une isoforme, ce qui permet de maintenir partiellement une dégradation
des amines d’origine alimentaire. La MAO-A étant I’isoenzyme a 1’activité majoritaire au
niveau périphérique, les IMAO-B sont relativement dépourvus d’effets indésirables a ce

niveau-la, et notamment, ils ne provoquent pas de crise hypertensive (122,156,157).

C. MAO-A, stress oxydant et sénescence cardiaque

Nous avons vu que les deux isoformes de la MAO sont présentes au niveau
périphérique, et notamment au niveau cardiaque. Cependant, il existe de grandes variations
inter-espece quant a la distribution de ces deux isoformes. Ainsi, chez le rat, la MAO-A
prédomine au niveau des cardiomyocytes. A 1’inverse, chez la souris, c’est 1’isoforme
MAO-B qui est prédominante au niveau cardiaque. Chez I’homme, les expressions des deux

isoformes sont équivalentes (132,158—160).

De nombreuses études ont montré une augmentation de I’expression et de ’activité de la
MAO au cours de la sénescence, que ce soit au niveau du cerveau (161,162), mais également
au niveau cardiaque. Ainsi, chez le rat, I’activité¢ de la MAO-A cardiaque augmente de facon
importante au cours du vieillissement, atteignant a 24 mois 9 fois le niveau constaté a 1 mois
(163,164). Mais cette augmentation n’est pas aussi marquée chez toutes les especes. Ainsi

chez la souris, ’augmentation de I’expression de la MAO-A au niveau cardiaque reste plus
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modérée que chez le rat (165). A I’heure actuelle, on connait encore mal les mécanismes a
I’origine de cette augmentation de 1’expression de la MAO-A au cours de la sénescence.
Cependant, I’augmentation de 1’expression de I’ARNm tend a prouver que des mécanismes
géniques seraient en jeux. Ainsi, la surexpression de la MAO-A pourrait, notamment, &tre

induite par p38MAPK, suite a son activation durant la sénescence (166).

Au cours du vieillissement au niveau du cceur, et en parallele de I’augmentation de
I’expression de la MAO, une augmentation de la production d’H,O, ainsi que du stress
oxydant est également observée. Comme nous avons vu précédemment, la réaction de
désamination oxydative réalisée par la MAO conduit a la production d’H,0O,, une espece
réactive de 1’oxygene. Il a été effectivement démontré que cette augmentation de la
production d’H,0O, au niveau cardiaque ¢€tait due a 1’augmentation de 1’activité de la MAO-A
dans cet organe (167,168).

La production d’H,O, par la MAO passe nécessairement par la désamination oxydative
d’une amine. Au niveau cardiaque, les substrats les plus évidents de la MAO-A sont la
noradrénaline (169), mais également ’adrénaline, connue pour étre présente au niveau des
cardiomyocytes (170). La MAO peut aussi métaboliser la dopamine, également présente au

niveau du coeur.

L’activation de la MAO-A est capable, via la génération d’H»O,, d’induire une hypertrophie
des cardiomyocytes ainsi que de favoriser la survenue d’une IC (171-174). Cette forte
production d’H,0, engendre ¢galement des Iésions oxydatives au niveau du cardiomyocyte et
notamment de la mitochondrie (167,175,176). Ces Iésions oxydatives au niveau de la
mitochondrie entrainent une altération de la chaine respiratoire mitochondriale et une
production encore plus importante d’EROs (177). Dans le myocarde, on observe non
seulement une augmentation de la production intracellulaire d’EROs au cours de la
sénescence, mais ¢galement une diminution des systemes antioxydants. C’est 1’association de
ces deux phénomenes qui est a 1’origine du déséquilibre de la balance redox et des dommages
cellulaires. Ces conditions pourraient participer a la mort par apoptose ou nécrose du

cardiomyocyte et ainsi favoriser la transition vers I’IC (178).

A T’heure actuelle, il est encore difficile de connaitre exactement le role joué par la
MAO-A au cours de la sénescence. En effet, nous ne savons pas avec précision quels sont les
mécanismes cellulaires qui conduisent a la surexpression de la MAO-A, ni quel est I’impact

réel de cette surexpression sur I’initiation et le développement des processus de sénescence.

48



Partie Il : Etude expérimentale de la
sénescence des cardiomyocytes et role de
la MAO-A
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[V. Problématique:

Ces dernieres années, ’espérance de vie et le nombre de personnes agées dans le
monde n’ont cessé d’augmenter. Le vieillissement étant considéré comme un facteur majeur
de risque pour les maladies chroniques, cette augmentation de I’espérance de vie a conduit a
une progression importante des pathologies liées au vieillissement, dont notamment

I’insuffisance cardiaque.

Afin de prévenir le développement de I’insuffisance cardiaque au cours du vieillissement,
physiologique ou pathologique, il est important de mieux comprendre le vieillissement
cardiaque, ainsi que ses mécanismes.

Au niveau cardiaque, les phénomeénes de vieillissement vont se traduire par une hypertrophie
cardiaque, une diminution de la contractilité¢ des cardiomyocytes et une fibrose du myocarde

avec I’apparition de cellules sénescentes (179).

Le lien entre vieillissement d’un organisme et sénescence cellulaire, ainsi que les
mécanismes de la sénescence cellulaire pouvant conduire a des pathologies telles que
I’insuffisance cardiaque, restent encore mal connus.

La sénescence cellulaire semble jouer un role majeur dans la diminution de la fonction de
nombreux organes ainsi que dans l’apparition de nombreuses pathologies (93). Elle est

caractérisée par 4 principaux phénomenes (79):

1) Lésions de I’ADN : une accumulation des dommages a I’ADN est observée au niveau
nucléaire, mais également mitochondrial, conduisant a 1’activation des voies de
dommages de I’ADN, faisant notamment intervenir p21, Gadd45 ou p38MAPK (45).

2) Modification du sécrétome avec acquisition d’un phénotype sécrétant (SASP) : les cellules
sénescentes vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires telles que TGF-f ou I1-6.

3) Arrét du cycle cellulaire et surexpression de nombreux génes suppresseurs de tumeur
comme pl5, pl6, pl9, p27 ou p53 (80).

4) Apparition d’une hypertrophie cellulaire : augmentation de la taille des cellules et
surexpression de certains marqueurs de I’hypertrophie tel que la B-MHC pour les

cardiomyocytes.

Au niveau du cceur, les phénomenes de sénescence concernent aussi bien les cellules

impliquées dans ’activité contractile cardiaque (cardiomyocytes) que les cellules du stroma
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(fibroblastes, cellules souches/progénitrices, cellules musculaires lisses). Les cardiomyocytes
sont concernées par la sénescence post-mitotique, alors que les cellules stromales sont

caractérisées par une sénescence réplicative.

Du fait de la présence de ces deux populations cellulaires, la participation des cardiomyocytes
dans le vieillissement cardiaque demeure mal comprise. En effet, la plupart des études
actuelles sur la sénescence cardiaque porte sur le cceur entier, et non sur une population
cellulaire spécifique. Les cardiomyocytes et les cellules stromales subissant deux mécanismes
de sénescence différents, il est donc difficile de savoir duquel de ces mécanismes découlent
les marqueurs de sénescence observés au niveau du cceur entier.

Jusqu’a présent, peu d’études se sont attachées a étudier la sénescence des cardiomyocytes.
En effet, partant du principe que ces cellules étaient déja en arrét du cycle et n’étaient pas des
cellules sécrétoires, elles ne paraissaient pas jouer un rdole majeur dans la sénescence
cardiaque. Pourtant, il a été¢ récemment montré que les neurones de souris agées, des cellules
¢galement en phase post-mitotique, présentaient toutes les caractéristiques des cellules
sénescentes, avec activation de la réponse aux dommages de I’ADN, surexpression des
protéines du cycle et acquisition d’un phénotype sécrétoire (103). De ce fait, et les
cardiomyocytes étant les cellules majoritaires au niveau cardiaque, leur impact sur la
sénescence de cet organe peut étre majeur.

Il est donc intéressant de caractériser, de maniere spécifique, les cardiomyocytes sénescents.

Les études ont montré que le stress oxydant semble jouer un réle prépondérant dans ces
phénomenes de sénescence (59).

La monoamine oxydase A (MAO-A) est une enzyme présente au niveau des mitochondries.
Cette enzyme va réaliser la déamination oxydative des amines biogenes, processus qui
conduira a la production de diverses especes réactives de I’oxygeéne (ROS), tel que I’'H,0,,
favorisant ainsi le stress oxydant au niveau cellulaire (168).

Compte tenu du role de la MAO-A dans la génération du stress oxydant, nous allons étudier

son implication dans I’induction du processus de sénescence au niveau des cardiomyocytes.

Au cours de cette étude, nous avons tout d’abord essayé de caractériser le
vieillissement cardiaque et notamment les mécanismes de sénescence touchant les
cardiomyocytes, du fait de leur role prépondérant dans 1’activité contractile du cceur. Dans un
second temps, nous avons cherché a comprendre I’impact du stress oxydant généré par la

MAO-A dans ’induction de cette sénescence.
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V. Matériel et méthodes:

A. Modeéles utilisés :

1. Modele de vieillissement physiologique :

Nous avons utilisé¢ des souris males C57BL6/J agées de 20 mois comme modele de
vieillissement physiologique. Des souris males jeunes, 4gés de 3 mois, étaient utilisées

comme controle. Les souris étaient fournies par Janvier Labs.

2. Modele de surexpression de la MAO-A cardiaque :

Afin d’étudier le role spécifique de la MAO-A dans la sénescence cardiaque, nous
avons utilisé des souris transgéniques surexprimant la MAO-A de fagon spécifique au niveau
des cardiomyocytes, sous le contréle d’un promoteur de I’a-Myosin Heavy Chain (a-MHC)
(180). Des pathologies cardiaques survenant précocement chez les souris Tg, nous avons
utilisé¢ des souris Tg males et des souris témoins NTg males dgées de 6 semaines, avant la

survenue de I’IC.

B. Prélevement de coeur entier :

Afin de prélever les cceurs entiers de souris, les souris ont regu une injection
d’héparine 5000 UI/mL (100 pL) ainsi qu’une dose 1étale de pentobarbital (150 uL). Le coeur

était ensuite prélevé et congelé a -80°C.
C. Isolement des cardiomyocytes :

Afin d’isoler les cardiomyocytes, les souris ont regu une injection d’héparine 5000
UIl/mL (100 pL) ainsi qu’une dose 1étale de pentobarbital (150 pL). Le coeur était ensuite
prélevé et 'aorte rapidement canulée sur un systéme de perfusion rétrograde de type
Langendorff. Le cceur était d’abord lavé a I’aide d’une solution de Krebs (NaCl : 7.6g/L ;
KCIl: 0.4g/L; MgCl,: 133mg/mL ; NaH,PO4: 56.8mg/mL ; HEPES : 1.2g/L ; Glucose :
1.8g/L ; Taurine : 2.5g/L ; Créatine monohydrate : 1.5g/L ; ajout de NaOH pour obtenir
pH=7.3) et ensuite digéré a 1’aide d’une solution de libérase (0.1 mg/mL). Une fois

suffisamment digéré, le cceur était découpé dans une boite de pétri, afin de libérer les
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cardiomyocytes. La digestion était ensuite stoppée a 1’aide d’une solution de BSA (Bovine
Serum Albumin) a 10g/L. Le broyat obtenu était filtré, a I’aide d’un filtre de 180 um, afin de
retirer les parties non digérées du cceur. Enfin, les cardiomyocytes étaient séparés des cellules
stromales, beaucoup plus légeres, par sédimentation. Apres retrait du surnageant contenant les
cellules stromales, le culot était ensuite, soit repris dans du RNA Stabilization Reagent
(RNAlater de chez Quiagen®™) + B-mercaptoéthanol 1% et congelé a -80°C avant une analyse
génomique ultérieure par RT-PCR, soit congelé tel quel pour une analyse protéique ultérieure,
soit mis en culture pour une analyse des activités enzymatiques au niveau des

cardiomyocytes.

D. Extraction des ARN:

Afin d’extraire I’ARN des cceurs entiers ou des cardiomyocytes, nous avons utilisé un

kit d’extraction d’ARN RNeasy de chez Quiagen®.

Tout d’abord, nous avons ajouté une protéinase K et mis a incuber a 55°C pendant 10 min,
pour poursuivre la digestion des tissus et dégrader les protéines présentes dans le lysat, afin
d’augmenter le rendement de I’extraction d’ARN. Nous avons centrifugé a 12000 G pendant

3 min a température ambiante.

Le surnageant a été ensuite transféré dans un eppendorf et 0,5 volume d’éthanol 100% ont été
ajouté. Apres homogénéisation, le contenu de I’eppendorf a ét€¢ déposé sur une colonne
d’extraction, et centrifugé pendant 30 sec a 8000 G. 350 uL de tampon RW1 ont été ajoutés,
et la colonne a été centrifugée 30 sec a 8000 G. 10 L de DNase I et 70 pL de tampon RDD
ont été ensuite déposés sur la colonne et laissés 15 min a température ambiante. 350 pL de
tampon RWI1 ont été ensuite ajoutés, et la colonne a été centrifugée 30 sec a 8000 G.
La colonne a été ensuite rincée a 2 reprises avec 500 pL de tampon RPE et centrifugée 30 sec
a 8000 G. Pour ¢éliminer toute trace résiduelle de tampon, la colonne a été ensuite centrifugée
pendant 2 min a 10000 G. Enfin, apres avoir transféré la colonne sur un tube eppendorf,
I’ARN présent sur la colonne a été récupéré aprés ajout de 40 pL d’H,O Rnase free et

centrifugation pendant 1 min a 10000 G.

Les ARN ainsi obtenus ont été ensuite dosés par spectrophotométrie sur un NanoDrop®

(Thermo Scientific), puis conservés a -80°C.
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E. Analyse par RT-PCR:

1. Synthese des ADNc par Reverse Transcriptase :

Les ARN extraits des cceurs entiers ou des cardiomyocytes isolés, ont été ensuite
reverse transcrits en ADN complémentaire (ADNc) en utilisant le kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit de chez Applied Biosystems . Aprés dosage des ARN extraits, un
volume équivalent a 0,4 ug d’ARN a été prélevé pour chaque échantillon, et de I’eau RNase
free a été ajoutée pour obtenir un volume final de 13,2 pL. A chaque échantillon ont été
ensuite ajouté 2 pL de 10X RT Buffer, 0.8 uL de 25X dNTP Mix a 100 nM, 2 pL de 10X RT
Random Primer, 1 pL de RNase inhibiteur, et enfin, 1 pL de MultiScribe”" Reverse
Transcriptase (50U/uL), pour un volume final de 20 pL. Des témoins négatifs RT- ont
¢galement été préparés, en suivant le méme protocole que précédemment, mais sans ajouter

de MultiScribe Reverse Transcriptase.

La synthése d’ADNc a ensuite été effectuée en placant les échantillons ainsi préparés dans un
thermocycleur Mastercycler™ (Eppendorf) et en utilisant le programme suivant : 10 min a
25°C (fixation des hexameres), 60 min a 37°C (élongation), 5 min a 85°C (dénaturation du

dimeére ADNc/ARN).
2. Reéalisation de la PCR:

Aprés synthése des ADNc, 40 ng d’ADNc et 8uL de préparation Master Mix (SYBR®
Premix Ex Taq 2X, ROX Reference Dye 50X, Primers Forward et Reverse [300 nM]) ont été
déposés sur une plaque 384 puits MicroAmp® (Applied Biosystems ) et I’analyse a 6té
réalisée sur un appareil StepOne  (Applied Biosystems ) permettant de réaliser
I’amplification des ADNCc selon la séquence suivante : 20s a 95°C (activation de I’enzyme),
puis 40 cycles d’amplification de 3s a 95°C (dénaturation des ADNc) et de 30s a 60°C
(hybridation des amorces et élongation). L’expression de ’ARNm a été déterminée par la
méthode des doubles Ct et normalisée par la GAPDH.

La liste des primers utilisés est présente en annexe (Annexe 5).
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F. Mesure de I'activité enzymatique de la MAO-A :

Des culots de cardiomyocytes ont été repris dans du Tampon Phosphate (pH 7,4) et
dilués pour obtenir une concentration de 300 pug de protéines/150 uL. 50 pg de protéines ont
été répartis dans chaque puits, avant ajout du substrat de la MAO-A (MAO-Glo™ Assay Kit,
Promega, France). Le dosage MAO-Glo " est réalisé en incubant l'enzyme avec un substrat
luminogéne de la MAO. Le substrat du dosage MAO-Glo™ est un dérivé de luciférine, la
[(4S)-4,5-dihydro-2-(6-hydroxybenzothiazolyl)-4-thiazolecarboxylique]. @La MAO va
métaboliser ce dérivé de la luciférine en méthyl-ester-luciférin. A la fin de la réaction, la
« Luciferin detection agent » est ajoutée et va convertir la méthyl-ester-luciférin en luciférine
et produire de la lumiére. La quantité de lumicre produite est directement proportionnelle a
l'activité de la MAO. Aprées I’ajout de la « Luciferin detection agent », la plaque a été mise a
incuber pendant 20 min a température ambiante. La luminescence a ensuite été intégrée
pendant 1 seconde sur un luminomeétre Mithras (Berthold Technologies). L’activité non
spécifique a été évaluée en ajoutant de la clorgyline, un inhibiteur de la MAO-A, a une partie

des puits.

G. Echographies cardiaques :

Les souris ont été anesthésiées avec de I’isoflurane a 2% et nous avons effectué une
échocardiographie non invasive (Echocardiographe Vivid 7 Ultrasound, GE Healthcare). Les
dimensions ventriculaires cardiaques ont ét¢ mesurées sur des images en mode TM (Time

Motion), avec une moyenne de 5 mesures pour chacune des souris.
H. Testde stress oxydant par DCFDA :

Sur une plaque pour fluorimétrie, préalablement coatée pendant 2h avec de la
laminine, ont été déposés 80 uL de cardiomyocytes isolés. 120 uL de milieu de culture ont été
ajoutés dans chaque puits. La clorgyline, un inhibiteur irréversible de la MAO-A, a été ajoutée
dans les puits concernés, a une concentration finale de 1 uM, 15 min avant 1’ajout de la sonde
DCFDA. La sonde DCFDA a ¢té ensuite ajoutée dans les puits, a une concentration finale de
5 uM. La plaque a été mise a I’incubateur a 37°C, pendant 60 min. Nous avons ensuite ajouté
aux puits concernés, un substrat de la MAO-A, la tyramine, a une concentration finale de 500
uM, ou, en tant que témoin positif une solution d’H,O; a une concentration finale de 100 uM.

La plaque a été remise a I’incubateur a 37°C pendant 30 min. Les milieux de culture ainsi que
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les réactifs ont été retirés et les puits ont été rincés a 1’aide de PBS a 37°C. Enfin, la plaque a
été lue au fluorimétre Infinite®™ 200 PRO (Tecan), & la longueur d’onde de 540 nm, aprés

excitation a une longueur d’onde de 492 nm.

Comme témoins négatifs, nous avons utilis¢ des puits contenant des échantillons, mais pas de
sondes DCFDA. Nous avons traité certains puits par de la clorgyline seule, un inhibiteur de la
MAO-A, afin de mesurer le stress oxydant non di a la MAO-A. Nous avons également traité
certains puits avec de la tyramine, un substrat de la MAO-A, ou par de la tyramine associée a
de la clorgyline, afin d’évaluer la capacité de production de stress oxydant par la MAO-A, en
présence de substrat. Le stress oxydant spécifiquement dii a la MAO-A correspondait au

stress oxydant total mesuré, moins le stress oxydant mesuré en présence de clorgyline.

I. Analyse des données:

Les résultats sont exprimés en moyenne + ESM (Erreur standard a la moyenne). La
significativité des résultats a été réalisée a 1’aide d’un T-test (logiciel Prism). Une différence
est considérée comme significative (*) si le pourcentage d’erreur calculé « p » est inférieur ou

¢gal a 0,05.
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VI. Résultats:

A. Caractérisation du vieillissement cardiaque :

1. Echographies cardiaques chez les souris WT agées :

Les souris WT agées de 20 mois présentent une augmentation de I’épaisseur de la
paroi du ventricule gauche, par rapport aux souris WT de 3 mois (p < 0.01), signant une
hypertrophie cardiaque (Fig.11A). En revanche, la fraction d’éjection ventriculaire n’est pas
significativement modifiée entre les deux groupes, signifiant 1’absence de dysfonction

systolique a ce stade du vieillissement (Fig.11B).
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Figure 11: Résultats des échographies cardiaques réalisées chez les souris WT agées de 3 mois ou 20 mois.
A). Epaisseur de la paroi antérieure du ventricule gauche en mm,

B). Fraction d’¢jection ventriculaire systolique, évaluée par échocardiographie chez des souris WT agées de 3 mois
ou de 20 mois. (n=8)
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2. RT-PCR sur cceur entier de souris WT agées :

Nous avons réalis¢é une PCR sur les cceurs entiers de souris WT jeunes et agées, en

recherchant spécifiquement les génes marqueurs de sénescence précédemment cités dans la

littérature, afin d’identifier les génes surexprimés dans la sénescence cardiaque.

Chez les souris WT agées de 20 mois, nous avons observé une tendance a I’augmentation de

I’expression de différents génes (Fig.12), dont certains de facon significative. C’était

notamment le cas de trois genes du cycle cellulaire, p15, p16 (p < 0.001) et p21 (p < 0.05),

d’un marqueur de I’hypertrophie cellulaire, la B-MHC (Myosin Heavy Chain) (p < 0.05), du
récepteur a 1’angiotensine AGTRI1 (p < 0.01) , de Corol (p < 0.05) et de Ccl2 (p < 0.01).

L’expression de la MAO-A était également significativement augmentée dans le groupe des

souris agées (p < 0.05). D’autres geénes tels qu’ll-6 voyaient leur expression augmentée mais

sans différence significative entre les deux groupes.
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Figure 12: Analyse par RT-PCR des niveaux d’expression des ARNm, normalisés par la GAPDH, dans

les cceurs entiers de souris WT, dgées de 3 mois ou de 20 mois. (n=10)

Les résultats correspondent aux degrés d’induction par rapport aux souris dgées de 3 mois et représentent les

moyennes +/- ESM. *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001
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3. RT-PCR sur cardiomyocytes isolés de souris WT agées :

Le cceur est constitué de différentes populations cellulaires, d’une part les
cardiomyocytes, qui sont des cellules en phase post-mitotique et ne se multipliant plus, et les
cellules stromales d’autre part. Les cardiomyocytes, étant les cellules musculaires a 1’origine
de I’activité contractile du cceur, leur role est fondamental dans 1’activité fonctionnelle du
ceeur. Ceci explique D'intérét d’analyser les marqueurs de sénescence spécifique des

cardiomyocytes.

Dans les cardiomyocytes isolés de souris WT agées de 20 mois, nous avons observé

I’augmentation de I’expression de différents genes (Fig.13).
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Figure 13: Analyse par RT-PCR des niveaux d’expression des ARNm, normalisés par la GAPDH, dans les
cardiomyocytes isolés de souris WT, dgées de 3 mois ou de 20 mois (n=8).

Les résultats correspondent aux degrés d’induction par rapport aux souris agées de 3 mois et représentent les
moyennes +/- ESM. *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001

Ainsi, la B-MHC (Myosin Heavy Chain), constituant majeur des fibres de myosine, était 20
fois plus exprimée chez les souris de 20 mois, comparées aux souris de 3 mois (p < 0.001).

Nous avons également observé une augmentation importante de certains geénes du cycle
cellulaire tel que pl5 ou pl6 qui étaient exprimés 5 a 10 fois plus chez les souris agées
(p <0.001), ou, de facon plus modérée, comme p21, qui a vu son expression multipliée par 2

chez les souris agées, par rapport aux souris jeunes (p < 0.05).
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Certains genes codant pour des cytokines, comme TGF-f et I1-6 étaient ¢galement fortement
augmentés avec des niveaux d’expression respectivement 4 fois et 7 fois plus élevés chez les
souris de 20 mois par rapport aux souris de 3 mois (p < 0.001).

D’autres geénes ont également vu leur niveau d’expression augmentg, c’était notamment le cas

pour Corol, p38 ou AGTRI.

Enfin, la MAO-A était également surexprimée chez les souris de 20 mois, avec des taux 2 fois

plus élevés que chez les souris de 3 mois (p < 0.01).

Ces résultats permettent de mettre en évidence une sénescence des cardiomyocytes,
avec I’augmentation de marqueurs typiques tels que p16, p21, pl5, ainsi que des marqueurs

spécifiques du SASP que sont TGF-f et 11-6.
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B. Caractérisation de l'activité de 1a MAO-A et du stress

oxydant dii a la MAO-A dans la sénescence cardiaque :

1. Dosage de I'activité enzymatique de la MAO-A chez les souris

WT agées :

Nous avons ensuite voulu savoir si I’augmentation de 1’expression de ’ARNm de la
MAO-A se traduisait par une augmentation de 1’expression de I’enzyme et donc, par une
augmentation de son activité. Pour cela, nous avons effectu¢ un dosage de D’activité

enzymatique de la MAO-A au niveau des cardiomyocytes isolés de souris WT.

La différence entre I’activité enzymatique a 1’état basal, et 1’activité enzymatique apres
inhibition de la MAO-A par la clorgyline, différence correspondant a I’activité spécifique de
la MAO-A, est statistiquement plus élevée dans le groupe des souris agées, avec des activités

pres de 4.5 fois supérieures a celles du groupe témoins (Fig.14).
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Figure 14: Dosage de ’activité enzymatique de la MAQO-A, a ’aide du test MAO-Glo, sur cardiomyocytes
isolés de souris WT, dgées de 3 mois ou de 20 mois (n=8).

Résultats exprimés en luminescence par minute, par pug de protéines.

Les résultats représentent les moyennes +/- ESM. *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001
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2. Testde stress oxydant par DCFDA chez les souris WT agées :

Le test au DCFDA permet de doser les especes réactives de 1’oxygéne. Au niveau
cellulaire, une augmentation de ces especes réactives de I’oxygeéne traduit une augmentation

du stress oxydant.

L’augmentation du stress oxydant en présence de tyramine, comparé au taux en présence de
tyramine + clorgyline, était 1,5 fois plus importante chez les souris WT agées, par rapport aux
souris WT jeunes (p < 0.05) (Fig.15). Ceci montre que le stress oxydant, spécifiquement di a
la MAO-A, est plus important dans les cardiomyocytes de souris agées, par rapport aux

cardiomyocytes de souris jeunes.
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Figure 15: Evaluation du stress oxydant, a ’aide du test au DCFDA, sur cardiomyocytes isolés de souris
WT, dgées de 3 mois ou de 20 mois (n=4).
Mesures réalisées a 540 nm apres excitation a 492 nm. Résultats exprimés en pourcentage de variation du taux
de stress oxydant lors du traitement par tyramine seule vs traitement par tyramine + clorgyline. Les résultats
représentent les moyennes +/- ESM. *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001

Ainsi, augmentation de D’expression génique de la MAO-A, observée dans les
cardiomyocytes des souris WT agée (Fig.13), se traduit également par une augmentation de
I’activité de I’enzyme (Fig.14) ainsi que du stress oxydant (Fig.15), généré par la MAO-A, au

niveau des cardiomyocytes.
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C. Surexpression de la MAO-A comme modele de

sénescence cardiaque :

1. Dosage de I'activité enzymatique de la MAO-A chez les souris

Tg-MAO:

Nous avons ensuite utilis¢é comme modele des souris transgénique surexprimant la
MAO-A au niveau de leurs cardiomyocytes. Ceci nous permettant d’étudier les effets
spécifiques de la surexpression de cette enzyme sur le stress oxydant et la sénescence

cellulaire.

Nous avons, tout d’abord, dosé [D’activit¢ enzymatique de la MAO-A au niveau des
cardiomyocytes. La différence entre I’activité enzymatique a 1’état basal, et D’activité
enzymatique apres inhibition de la MAO-A par la clorgyline, était prés de 9 fois plus élevée

chez les souris Tg MAO-A, comparées aux souris NTg. (p <0.001) (Fig.16).
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Figure 16: Dosage de D’activité enzymatique de la MAO-A, a ’aide du test MAO-Glo, sur cardiomyocytes
isolés de souris Tg MAO-A ou WT (n=3).

Résultats exprimés en luminescence par minute, par ug de protéines. Les résultats représentent les moyennes +/-
ESM. *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001
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2. Testde stress oxydant par DCFDA chez les souris Tg-MAO :

L’ajout de tyramine a conduit & une augmentation du stress oxydant, par rapport au
traitement tyramine + clorgyline, chez les 2 groupes de souris. Cependant, 1’augmentation du
stress oxydant était 4,5 fois plus importante chez les souris Tg-MAO comparée aux souris WT

(p < 0.05) (Fig.17).
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Figure 17: Evaluation du stress oxydant, a ’aide du test au DCFDA, sur cardiomyocytes isolés de souris
WT ou Tg MAO-A (n=4).

Mesures réalisées a 540 nm apres excitation a 492 nm. Résultats exprimés en pourcentage de variation du taux
de stress oxydant lors du traitement par tyramine seule vs traitement par tyramine + clorgyline. Les résultats
représentent les moyennes +/- ESM. *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001
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3. RT-PCR sur cceur entier de souris Tg-MAO :

Afin de voir si une augmentation de I’expression de la MAO-A, au sein des
cardiomyocytes, peut conduire a de la sénescence cardiaque, nous avons mesuré les
marqueurs de sénescence, précédemment retrouvés chez les souris WT agées, chez des souris
transgéniques.

Le profil d’expression des ARNm chez les souris transgéniques est similaire a celui observé

dans les cceurs de souris agées (Fig.18).
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Figure 18: Analyse par RT-PCR des niveaux d’expression des ARNm, normalisés par la GAPDH, dans les
ceeurs entiers de souris WT ou Tg MAO-A (n=6).

Les résultats correspondent aux degrés d’induction par rapport aux souris agées de 3 mois et représentent les
moyennes +/- ESM. *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001

Nous avons observé une forte hausse de I’expression de la B-MHC, qui était 7 fois plus

exprimée chez les souris Tg MAO-A, comparées aux souris NTg (p <0.01).

Nous avons également observé 1’augmentation de I’expression de génes du cycle cellulaire,
comme pl5, pl6 et p21, qui étaient exprimés 2 a 3 fois plus chez les souris Tg MAO-A.
Certains genes codant pour des cytokines, comme TGF-f et 11-6 étaient également augmentés
avec des niveaux d’expression 2 fois plus élevés pour le TGF-§ et 8 fois plus élevés pour

I’11-6, chez les souris Tg MAO-A, comparées aux souris NTg (p <0.01).
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D’autres genes ont également vu leur niveau d’expression augmenté, de facon similaire a ce
qui avait été¢ observé chez les souris agées, c’était notamment le cas pour Corol et p38
(p < 0.001). A I'inverse, il a été observé une diminution de I’expression d’AGTRI1 chez les

souris Tg MAO-A (p <0.01).

Ainsi, les modéeles de souris transgéniques surexprimant la MAO-A voient bien
I’activité de I’enzyme (Fig.16), ainsi que le stress oxydant généré par celle-ci (Fig.17),
augmenter. Egalement, on constate que cette surexpression de la MAO-A conduit a un profil
d’expression génique (Fig.18) similaire a celui retrouvé au sein des cceurs (Fig.12) et des

cardiomyocytes (Fig.13) des souris WT agées.
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VII. Discussion:

Le vieillissement, qu’il soit physiologique ou pathologique, conduit a de nombreuses

modifications au niveau de I’organisme, aussi bien au niveau tissulaire que cellulaire.

Du point de vu morphologique, le vieillissement cardiaque est caractérisé par une
diminution du nombre des cardiomyocytes, non compensée par I’activité régénératrice locale
(181), une hypertrophie compensatoire des cardiomyocytes restants et une fibrose interstitielle
(25). Ces modifications physiologiques peuvent conduire a une diminution de la fraction
d’éjection ventriculaire, et a terme a des signes d’insuffisance cardiaque.

Ainsi, chez les souris WT agées de 20 mois, les échographies cardiaques ont révélé une
hypertrophie ventriculaire avec épaississement de la paroi ventriculaire (Fig.11), suggérant
des modifications dans la physiologie cardiaque, liées a 1’age, y compris dans les modeles
murins. La conservation de la FEV au cours du vieillissement n’est pas surprenante ; en effet,
les souris WT ne développent pas spontanément d’insuffisance cardiaque, ceci explique le
recours aux méthodes chimiques ou chirurgicales afin d’induire une insuffisance cardiaque

chez les modeles murins (182).

Le vieillissement de 1’organisme est li¢ en grande partie a la sénescence cellulaire
(85), suggérant que ces modifications cardiaques pourraient donc étre induites par des

phénoménes de sénescence cellulaire (94,95).

Au niveau cellulaire, les phénomenes de sénescence conduisent a la modification du
profil d’expression d’un grand nombre de genes.
Au cours du vieillissement chez les souris WT, nous pouvons observer I’augmentation de
plusieurs familles de geénes, au niveau du cceur entier, ainsi certains genes du cycle cellulaire,
tels que pl5, pl6 ou p2l, ou de I’hypertrophie, comme la B-MHC, sont significativement
augmentés (Fig.12).
Sur les cardiomyocytes isolés, on retrouve un profil d’expression similaire, avec toutefois des
différences plus marquées et statistiquement significatives, ainsi que 1’apparition de nouveaux
marqueurs, entre le groupe des souris jeunes et celui des souris agées (Fig.13). Ceci peut
s’expliquer par la présence de différents types cellulaires au niveau cardiaque, chacun ne

subissant pas les mémes mécanismes de sénescence, et n’exprimant donc pas les mémes

67



marqueurs de sénescence. L’isolement des cardiomyocytes permet donc de détecter les

marqueurs de sénescence spécifique a ce type cellulaire.

Au niveau des cardiomyocytes isolés, des différences beaucoup plus marquées apparaissent
dans I’expression génique, entre les souris WT, jeunes et agées.

Ainsi, des geénes caractéristiques de 1’hypertrophie cellulaire, tel que la -MHC, augmentent
lors de la sénescence, ce qui est en accord avec les résultats obtenus lors des échographies
cardiaques effectuées sur nos modeles murins. Une augmentation importante de 1’expression
de ’AGTRI1 est ¢galement observée. Des études ont montré qu’une augmentation des taux
d’angiotensine au niveau plasmatique pouvait conduire a une hypertrophie ainsi qu’a un
dysfonctionnement cardiaque (183). Egalement, chez les souris, une inactivation du gene
AGTRI1 permet d’augmenter I’espérance de vie des souris, tout en diminuant les pathologies
liées au vieillissement, notamment au niveau cardiaque (78). Cette augmentation de
I’expression de ’AGTRI1 cardiaque au cours du vieillissement (184) est certainement a
I’origine d’une augmentation des effets de I’angiotensine au niveau cardiaque, et expliquerait,
en partie, I’hypertrophie et les troubles cardiaques observés lors du vieillissement.

De nombreux genes du cycle cellulaire se trouvent également surexprimés chez les
cardiomyocytes de souris agées, c’est notamment le cas de pl5, pl6 et p21. Ces genes
interviennent dans les deux voies majeures de sénescence : la voie p53/p21 et la voie pl6.
Ainsi, bien que les cardiomyocytes soient en phase post-mitotique, la DDR semble, tout de
méme, jouer un role au cours de leur sénescence. En revanche, il nous est impossible de
savoir avec certitude, a I’heure actuelle, si cette DDR est activée par des 1€sions au niveau de
I’ADN génomique ou au niveau des télomeres.

De méme, un phénotype sécrétoire semble apparaitre chez les cardiomyocytes de souris
agées, avec I’augmentation de ’expression des genes de différentes cytokines, comme 1’11-6
ou le TGF-B, évoquant le SASP (Senescence-Associated Secretory Phenotype) caractéristique
des cellules en sénescence. Cependant, la forte expression de Ccl2, une chimiokine, pourrait
conduire a un recrutement important des cellules inflammatoires au niveau du cceur. Ainsi, il
n’est pas totalement exclu que la surexpression des cytokines I1-6 et TGF-B soit due a une
contamination de notre isolat de cardiomyocytes par des cellules inflammatoires,
principalement des macrophages.

Enfin, une augmentation de I’expression de la MAO-A est également observée au niveau du
ceeur entier des souris agées, ainsi que des cardiomyocytes agés. L’augmentation étant plus

importante sur les cardiomyocytes isolés, ceci tend a prouver que la surexpression de la
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MAO-A a lieu spécifiquement au niveau de ces cardiomyocytes, et que ces cellules seront

donc les premiéres impactées par cette surexpression.

La différence dans 1’expression génique entre les PCR sur cceur entier et sur cardiomyocytes
isolés montre clairement la surexpression spécifique aux cardiomyocytes de certains geénes tel
que pl5, pl6, p21, p38, B-MHC et MAO-A. On note également une augmentation de
I’expression d’ll-6 et de TGF-B, cependant il est nécessaire de vérifier 1’absence de
contamination par des cellules inflammatoires qui pourraient fausser les résultats. La présence
de ces différents marqueurs démontre clairement que les cardiomyocytes subissent des
phénomeénes de sénescence et acquierent également des caractéristiques de cellules

sénescentes.

Différents mécanismes peuvent conduire a la sénescence cellulaire, dont, notamment,
le stress oxydant dii aux espéces réactives de 1’oxygene (95). Les espéces réactives de
I’oxygeéne induisent la sénescence cellulaire par différents mécanismes, notamment par
I’intermédiaire des dommages de I’ADN nucléaire et mitochondrial et I’oxydation de
protéines et de lipides cellulaires. La MAO-A, en dégradant les amines biogénes, va conduire
a la formation d’H,O,, participant ainsi a la production de stress oxydant (168). Nous avons
noté que I’expression de la MAO-A dans les cardiomyocytes de souris agées était deux fois
supérieure a celle dans les cardiomyocytes de souris jeunes (Fig.13). Egalement, une étude a
montré que la MAO-A voyait son activité multipliée par trente chez les cardiomyocytes de
rats a4gés comparés aux rats jeunes (167). Ceci démontre clairement qu’il existe une
importante variation inter-especes de I’expression de la MAO-A au niveau cardiaque lors du
vieillissement. Cela questionne également sur I’expression de cette MAO-A chez ’homme, et
de I'impact du vieillissement sur son expression. Chez I’homme, nous savons que
I’expression de cette enzyme augmente de fagon importante dans le cerveau lors du
vieillissement (185), il est donc légitime de supposer que son expression pourrait, de la méme
fagon, étre augmentée au niveau cardiaque.

Cependant, il est nécessaire de savoir si cette augmentation de I’expression de la MAO-A, au
niveau cardiaque, se traduit également par une augmentation du stress oxydant au niveau des

cardiomyocytes, ce qui pourrait conduire a 1’entrée en sénescence de ces cellules.

Tout d’abord, le dosage de I’activité enzymatique spécifique de la MAO-A, a permis de voir

si I’augmentation de I’ARNm codant pour cette enzyme se traduisait également par une
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augmentation de ’activité enzymatique (Fig.14). Ainsi, dans notre mod¢le de vieillissement
physiologique, ’activité enzymatique de la MAO-A est effectivement plus élevée chez les

souris agées.

Il est également nécessaire de savoir si cette augmentation de I’activité de la MAO-A se
traduit par une augmentation du stress oxydant au niveau des cardiomyocytes, ou si I’exces
d’H,O, produit est immédiatement pris en charge par la cellule et n’entraine pas
d’augmentation du stress oxydant. Nous avons donc évalué le stress oxydant, au sein des
cardiomyocytes de souris agées, a I’aide du test au DCFDA (Fig.15). Ainsi, lors de ce test,
I’ajout de la tyramine révéle une augmentation importante du stress oxydant au niveau des
cardiomyocytes. Un traitement conjoint par clorgyline, un inhibiteur sélectif de la MAO-A,
permet d’évaluer le stress oxydatif non spécifique. Ceci nous permet de noter que le stress
oxydant, spécifiquement di a la MAO-A, est statistiquement plus élevé chez les souris agées.
Ainsi, lors de notre expérience, les taux d’EROs générées par la MAO-A étaient 1.5 fois plus

¢levés dans les cardiomyocytes de souris agées.

Ces données tendent a prouver que, lors du vieillissement, une augmentation de I’expression
de la MAO-A est observée au niveau des cardiomyocytes. Cette augmentation va conduire a
un accroissement du stress oxydant au niveau cellulaire, ce qui, via I’augmentation des Iésions

de ’ADN dues aux EROs, pourrait favoriser I’entrée en sénescence des cardiomyocytes.

Il est cependant nécessaire de savoir si cette surexpression de la MAO-A est suffisante
pour induire une entrée en sénescence du cardiomyocyte. Pour cela, nous avons utilisé des
modeles de souris transgéniques surexprimant spécifiquement la MAO-A au niveau de leurs
cardiomyocytes. Ces souris sont notamment connues pour développer précocement des

pathologies cardiaques (180).

Le dosage de I’activité enzymatique (Fig.16) a confirmé que la MAO-A ¢était bien
surexprimée sous une forme active. Le dosage des taux de stress oxydant chez les souris
transgéniques (Fig.17) a, quant-a-lui, montré lors de 1’ajout de la tyramine, une forte
augmentation du stress oxydant chez les souris Tg MAO-A, augmentation due en trés grande
partie au stress oxydant généré spécifiquement par la MAO-A. Ceci confirme donc bien que
la surexpression de la MAO-A, dans notre modele transgénique, se traduit par une

augmentation du stress oxydant dans les cardiomyocytes de ces souris.
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Des PCR sur les cceurs entiers de souris Tg MAO-A ont donc été réalisées, afin de savoir si la
surexpression de la MAO-A, a elle seule, permettait d’obtenir un profil d’expression génique

similaire a celui obtenu chez les souris agées.

On constate que le profil d’expression génique, retrouvé sur les PCR de cceur entier, chez les
souris Tg MAO-A (Fig.18), est proche de celui rencontré chez les cardiomyocytes isolés de
souris agées. Cela semble donc confirmer I’entrée en sénescence des cardiomyocytes et,
possiblement, également des cellules stromales avoisinantes. Ceci pourrait s’expliquer par le
stress oxydant majeur engendré par la surexpression importante de la MAO-A. En effet, ce
stress oxydant va conduire a I’entrée en sénescence, non seulement du cardiomyocyte, mais
¢galement, par un effet bystander (70), a D’entrée en sénescence des cellules stromales
avoisinantes. De plus, ce stress oxydant majeur va pouvoir conduire a la nécrose des

cardiomyocytes, phénomene qui va accélérer I’entrée en sénescence des cellules avoisinantes.

Cette étude démontre que, lors du vieillissement, une augmentation de I’expression de
la MAO-A est observée au niveau des cardiomyocytes. Cette augmentation de I’expression de
la MAO-A se traduit également par une augmentation de son activité, ainsi que du stress
oxydant généré par celle-ci. Egalement, a 1’aide de notre modele de souris transgénique
Tg MAO-A, nous avons vu que la surexpression de la MAO-A permettait d’induire un
phénotype de sénescence au niveau des cardiomyocytes.

Cette augmentation de ’expression de la MAO-A conduit a un accroissement du stress
oxydant au niveau cellulaire, ce qui, via I’augmentation des 1ésions de I’ADN dues aux EROs,
peut favoriser I’entrée en sénescence des cardiomyocytes. Cependant, la MAO-A étant
localisée au niveau des mitochondries, celles-ci seront les premieres et les plus durement
touchées par cette augmentation du stress oxydant. En effet, plusieurs études ont montré que
la MAO-A, via la production d’EROs, pouvait conduire a la formation de Ilésions
mitochondriales, aussi bien au niveau de I’ADN mitochondrial (ADNmt) que de la chaine
respiratoire, conduisant a une production accrue d’EROs (186). Les dysfonctionnements
mitochondriaux, et la production d’EROs qui s’en suit, sont un des principaux mécanismes
déclencheurs des phénomenes de sénescence (187). Il a également été montré que, via une
voie de signalisation impliquant p53, une surexpression de la MAO-A pouvait conduire a des
dommages oxydatifs au niveau des mitochondries, ainsi qu’a un phénomene de nécrose des

cardiomyocytes (180).
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Il a été précédemment montré que la MAO-A jouait un role important dans la survenue de
certaines pathologies cardiaques. En effet, celle-ci favorise I’évolution de 1’hypertrophie
cardiaque vers I’insuffisance cardiaque, et elle favorise également la mort cellulaire lors de
I’ischémie-reperfusion (188). Notre étude a permis de montrer que la MAO-A jouait
¢galement un role dans la survenue et le maintien de la sénescence au niveau des

cardiomyocytes, via la génération d’EROs.

L’entrée en sénescence des cardiomyocytes est un élément majeur a 1’origine du
remodelage cardiaque précédant I’insuffisance cardiaque. Les mécanismes conduisant a
I’entrée en sénescence d’une cellule sont multiples, toutefois cette étude montre le role
prépondérant du stress oxydant, notamment di a la surexpression de la MAO-A, dans I’entrée
en sénescence des cardiomyocytes. Une meilleure caractérisation des mécanismes cellulaires
impliqués dans la sénescence des cellules cardiaques est un prérequis indispensable pour
permettre 1’identification de biomarqueurs et la mise au point de stratégies de prévention et de

thérapies spécifiques dans le cadre de sénescence pathologique.
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Annexes

Annexe 1 : Facteurs de risque de complications de I’IC (Source : HAS)
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Annexe 2 : Algorithme de prise en charge de I’'ICS (Source : HAS)
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Annexe 3 : Prise en charge thérapeutique de I’ICS (Source : HAS)
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Annexe 4 : Prise en charge thérapeutique de I'ICFEP (Source : HAS)
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Annexe 5 : Séquences des amorces utilisées en PCR en temps réel

Séquence sens

Séquence anti-sens

P16 CCGAACTCTTTCGGTCGTACCC CTGCTACGTGAACGTTGCCCA
P21 CAGGCGCAGATCCACAGCGA GCACACTTTGCTCCTGTGCGGA
P15 AGATCCCAACGCCCTGAAC CAGTTGGGTTCTGCTCCGT
Corol TGCAGCTCCTCCATCCTTCTCT TTTGCTGGAGCGAACCACCTG
P38 CCCCAGAGATCATGCTGA AT ACAACGTTCTTCCGGTCAAC
TGFb AGGGCTACCATGCCAACTTCT CCGGGTTGTGTTGGTTGTAGA
116 GAGGATACCACTCCCAACAGACC AAGTGCATCATCGTTCATACA
MAO-A GGAAGCCCGGGATAGAGTTG TGGGTTGGTCCCACATAAGC
bMHC AGGTGGCTCCGAGAAAGGAA TGAGCCTTGGATTCTCAAACGT
AGTRI1 TCTCCCAGCTCTGCTGCTCT CACTTGATCTGGTGATGGCTTTC
GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
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TITLE

Cardiac aging: Characterization of cardiomyocyte's senescence and the role of monoamine

oxidase A

ABSTRACT

The increase of life expectancy leads to many age-related diseases, including heart failure. In this
study, we wanted to characterize the cardiac aging, including the senescence's mechanisms affecting
the cardiomyocytes, due to their key role in the heart's contractile activity. Secondly, we sought to
understand the impact of oxidative stress generated by MAO-A in this senescence.

The senescence phenomena lead to the modification of the expression's profile of many genes. In WT
mice aged 20 months, we found such changes on whole heart, and also on isolated cardiomyocytes.
We observed in cardiomyocytes, increased cellular hypertrophy's gene (3-MHC), cell cycle (p15, p16
and p21) or the appearance of a secretory phenotype (IL-6 and TGF -B). MAO-A was also
overexpressed in WT aged mice, leading to an increased MAO-A activity and oxidative stress in
cardiomyocytes.

Using a transgenic mouse model (Tg) overexpressing MAO-A at heart level, we studied the effects of
overexpression on senescence. These Tg mice showed a significant oxidative stress. We also found
that the gene expression profile, found on whole heart of Tg mice was similar to that seen in older WT
mice.

This study shows the important role of oxidative stress, including due to overexpression of MAO-A, in

the entry into senescence of the cardiomyocytes.

KEY WORDS : Heart, Ageing, Monoamine Oxidase, Oxidative Stress
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TITRE

Vieillissement cardiaque : Caractérisation de la sénescence des cardiomyocytes et du réle de

la monoamine oxydase A

RESUME

L’augmentation de I'espérance de vie conduit a de nombreuses pathologies liées au vieillissement,
dont linsuffisance cardiaque. Lors de cette étude, nous avons voulu caractériser le vieillissement
cardiaque et notamment les mécanismes de sénescence touchant les cardiomyocytes, du fait de leur
réle majeur dans l'activité contractile du coeur. Dans un second temps, nous avons cherché a
comprendre I'impact du stress oxydant, généré par la MAO-A, dans cette sénescence.

Les phénomeénes de sénescence conduisent a la modification du profil d’expression de nombreux
genes. Chez des souris WT agées de 20 mois, nous avons retrouvé de telles modifications, sur coeur
entier, et également sur cardiomyocytes isolés. Nous avons observé, chez les cardiomyocytes, une
augmentation de genes de I'hypertrophie cellulaire (B-MHC), du cycle cellulaire (p15, p 16 et p21) ou
encore 'apparition d’'un phénotype sécrétoire (lI-6 et TGF-B). La MAO-A était également surexprimé
chez les souris WT agées, conduisant a une activit¢ MAO-A et un stress oxydant accrus au niveau
des cardiomyocytes.

A l'aide d’'un modéle de souris transgénique (Tg) surexprimant la MAO-A au niveau cardiaque, nous
avons étudié les effets de cette surexpression sur la sénescence. Ces souris Tg présentaient un
stress oxydant important. Nous avons également constaté que le profil d’expression génique, retrouvé
sur coeur entier de souris Tg, était similaire a celui rencontré chez les souris WT &gées.

Cette étude montre le réle majeur du stress oxydant, notamment di a la surexpression de la MAO-A,

dans I'entrée en sénescence des cardiomyocytes.
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