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Introduction :  Aspects cliniques et moléculaires des pathologies cardiovasculaires étudiées 
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I) Aspects cliniques et moléculaires des pathologies cardiovasculaires étudiées 

 1  Anatomie du cœur sain 

Le cœur est un organe musculaire creux qui assure la circulation sanguine de 

l’organisme en éjectant le sang vers les vaisseaux sanguins. Cette fonction de pompe 

cardiaque permet de maintenir en adéquation l’apport et les besoins en oxygène de 

l’organisme. La fonction cardiaque est assurée par l’intermédiaire de contractions rythmiques 

régulées par le système nerveux autonome. 

Sur un plan anatomique, le cœur est divisé en quatre cavités appelées respectivement 

oreillettes et ventricules droits et gauches, possédant chacune leur fonction propre (Figure 1).  

veine cave supérieure

valve tricuspide

OD

veine cave inférieure

aorte

artère pulmonaire

OG

veine pulmonaire

valve mitrale

VG

VD septum

Figure 1 : Représentation schématique de l’anatomie du cœur. OG : oreillette gauche, VG : 
ventricule gauche, OD : oreillette droite, VD : ventricule droit. 

Le sang, appauvri en oxygène par son passage à travers les différents tissus de 

l’organisme, est récolté dans l’oreillette droite (OD) par l’intermédiaire des veines caves 

supérieure et inférieure. L’OD oriente alors le sang vers le ventricule droit (VD), qui permet à 

celui-ci d’atteindre les poumons à travers les artères pulmonaires. Le sang, oxygéné par son 

passage dans les poumons, rejoint l’oreillette gauche (OG) par les veines pulmonaires puis est 

conduit vers le ventricule gauche (VG), qui éjecte alors le sang oxygéné dans tout l’organisme 
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en passant par l’aorte. Les différentes phases de la contraction cardiaque sont nommées 

systoles auriculaire et ventriculaire, correspondant respectivement à la contraction des 

oreillettes et des ventricules. Chaque phase de contraction est suivie d’une phase de relaxation 

cardiaque appelée diastole. 

Afin de séparer le sang oxygéné du sang non oxygéné, les parties droite et gauche du 

cœur sont délimitées par un septum inter-auriculaire, au niveau des oreillettes, et inter-

ventriculaire, au niveau des ventricules. Les oreillettes sont également séparées des 

ventricules par la valve mitrale à gauche et tricuspide à droite, permettant de maintenir un flux 

sanguin unidirectionnel à travers le cœur (Figure 1). 

Au niveau tissulaire, le muscle cardiaque se compose de trois tuniques possédant 

chacune une fonction propre et dont l’agencement est schématisé en Figure 2. 

Figure 2 : Représentation schématique des trois tuniques cardiaques. 

L’ endocarde est composé essentiellement de cellules endothéliales qui tapissent la paroi 

interne du cœur et des vaisseaux, appelée intima à ce niveau, et participent à la régulation de 

la contraction cardiaque par une activation hormonale endocrine des cellules contractiles du 

myocarde appelées cardiomyocytes [Brutsaert 2003]. Cette membrane interne se trouve 

directement au contact de l’intima de l’aorte et des veines caves supérieure et inférieure. 

Le myocarde est la partie musculaire du cœur. Il s’agit d’un muscle strié particulier 

puisqu’il est capable d’une contraction régulière et autonome, sensible aux stimulations 

hormonales et neuronales [Brutsaert 2003]. Ce muscle est composé de 30 à 40% de 

cardiomyocytes mais ceux-ci représentent 75% du volume du myocarde. Par ailleurs, le 

myocarde est également composé de cellules endothéliales, de cellules musculaires lisses et 

de fibroblastes [Brutsaert 2003]. 

Le péricarde est un tissu fibreux constitué de deux couches : une couche fibreuse 

externe qui relie le cœur aux organes avoisinants tels que les poumons et une couche séreuse 

interne qui maintient la structure du cœur et des vaisseaux situés à proximité tels que l’aorte et 
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les veines caves. Le péricarde interne comprend lui-même deux feuillets : le péricarde 

viscéral, plus couramment appelé épicarde qui adhère directement au myocarde et le 

péricarde pariétal. Ces feuillets sont séparés par l’espace inter-péricardique. Il s’agit d’une 

cavité virtuelle contenant physiologiquement 50 à 75 millilitres de liquide péricardique lui 

permettant d’assurer une meilleure fluidité des mouvements cardiaques. 

 2  Infarctus du myocarde 

 2.1  Définition 

Sur le plan physiopathologique, l’infarctus du myocarde (IDM) se définit comme une 

nécrose d’une partie plus ou moins importante du myocarde induite par une ischémie 

prolongée, c’est-à-dire une diminution de l’apport sanguin en oxygène par les artères 

coronaires qui irriguent le cœur [Thygesen et al. 2007]. 

Dans la majorité des cas, l’IDM est une complication aiguë de l’athérosclérose 

coronaire. L’athérosclérose désigne l’ensemble des remaniements de la paroi des artères de 

gros calibre, telles que l’aorte, et de moyen calibre, telles que les artères des membres, les 

artères carotides ou les artères coronaires. La plaque d’athérome constitue l’élément 

caractéristique de l’athérosclérose et sa rupture est à l’origine de l’IDM. Cette plaque 

athéromateuse correspond à une accumulation focale de lipides, de glucides, de sang et de 

produits sanguins, de tissu fibreux et de dépôts calcaires. Sur le plan physiopathologique, 

l’étape initiale du développement de l’athérosclérose est la pénétration et l’accumulation de 

lipides particuliers, appelés LDL, dans l’intima des artères. Après leur pénétration, les LDL 

vont s’oxyder et ne pourront plus être dégradés. Les macrophages vont alors accumuler ces 

LDL oxydés, se transformer en cellules spumeuses et induire une réaction inflammatoire 

chronique. Enfin, les cellules musculaires lisses vont migrer dans l’intima des artères et 

constituer la chape fibreuse dont l’épaisseur est déterminante dans le phénomène de rupture 

de la plaque d’athérome à l’origine de l’IDM. 

La rupture de la plaque d’athérome met en contact le sang circulant avec le sous-

endothélium. En effet, l’intima des artères est composée d’un endothélium et d’un sous-

endothélium. Ce dernier est pro-thrombogène et principalement composé de macromolécules 

synthétisées par les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses de l’endothélium 

vasculaire. Ces macromolécules, connues pour favoriser la coagulation sanguine, sont 

principalement du collagène, des microfibrilles, de la fibronectine, de la thrombospondine, du 

facteur de Von Willebrand et des glycosaminoglycanes. 
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La mise en contact du sang circulant avec ce sous-endothélium pro-thrombogène 

aboutit à la constitution d’un thrombus occlusif, accompagné d’une réponse inflammatoire, 

provoquant l’ischémie myocardique et la nécrose des cardiomyocytes. Les différentes étapes 

du mécanisme physiopathologique de l’IDM sont présentées en Figure 3. 

Figure 3 : Représentation schématique du mécanisme physiopathologique de l’IDM. ACG : 
artère coronaire gauche, GR : globules rouges. 

Selon les nouveaux critères de la Société Européenne de Cardiologie et du Collège 

Américain de Cardiologie, le diagnostic définitif d’IDM est posé lorsque le patient présente 

au moins 2 des 3 critères suivants : 

- des symptômes d’ischémie tels que des douleurs thoraciques angineuses 

rétrosternales en barres oppressantes irradiant dans le bras gauche et la mâchoire 

accompagnées de sueurs [Achar et al. 2005] (Figure 3). Ces symptômes typiques doivent être 

observés au repos, de manière prolongée et être résistants à la trinitrine qui est un puissant 

vasodilatateur. 

- des troubles de l’électrocardiogramme (ECG) qui permet de mettre en 

évidence des troubles de la repolarisation, de type sus-décalage du segment ST, systématisé à 

un territoire artériel. 
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- une augmentation du niveau plasmatique des biomarqueurs de l’IDM, de 

préférence les troponines T (TnT) ou I (TnI) qui présentent à la fois une meilleure spécificité 

et une meilleure sensibilité que les autres biomarqueurs connus de l’IDM tels que la fraction 

myocardique de la créatine kinase (CK-MB) [Arruda-Olson et al. 2008]. 

Pour finir, les IDM peuvent être classés en fonction de leur taille [Thygesen et al. 

2007]  - microscopique, lorsque la nécrose est focalisée en un point. 

  - petit, lorsque la nécrose concerne moins de 10% du myocarde. 

- modéré, lorsque la nécrose concerne 10 à 30% du myocarde. 

- important, lorsque la nécrose concerne plus de 30% du myocarde. 

Par ailleurs, les conséquences d’un IDM seront variables tant sur le plan 

hémodynamique que sur le plan anatomique en fonction de sa taille et de sa localisation. En 

effet, plus les IDM sont importants, plus les conséquences seront délétères pour le patient. 

Ainsi, les IDM classés importants peuvent induire un phénomène adaptatif appelé remodelage 

ventriculaire gauche, conduisant progressivement à l’insuffisance cardiaque. Cependant, le 

cœur n’est pas le seul organe atteint lors d’un IDM important, puisque la diminution du débit 

cardiaque induit par cette pathologie peut avoir des conséquences néfastes sur les poumons en 

entraînant une congestion pulmonaire, sur les reins en induisant une insuffisance rénale ou sur 

le pancréas en inhibant la sécrétion d’insuline. 

 2.2  Épidémiologie 

Actuellement, les pathologies cardiovasculaires et principalement l’IDM restent une des 

principales causes de morbi-mortalité dans le monde, principalement dans les pays 

industrialisés [Thygesen et al. 2007] (Figure 4). 

Figure 4 : Répartition des principales causes de décès dans la population mondiale âgée de plus 
de 60 ans en 2002. 
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Le dernier rapport de l’Organisation Mondiale de la Santé datant de septembre 2009 

estime à 17,1 millions le nombre de décès attribuables aux pathologies cardiovasculaires dont 

7.2 millions concernaient une cardiopathie ischémique, soit 29% de l’ensemble des décès 

dans le monde en 2004. Il faut préciser que les pathologies cardiovasculaires sont la première 

cause de décès chez les femmes mais la seconde chez les hommes après les cancers. 

Cependant, la mortalité cardiovasculaire a diminué d’environ 10% en 4 ans dans la population 

générale [Cambou 2008], confirmant les données obtenues par le registre MONICA 

(Multinational mOnitoring of treNds and determInants of CArdiovascular diseases). Il s’agit 

d’une grande étude internationale débutée au début des années 1980 pour un suivi des 

pathologies cardiovasculaires dans 37 populations réparties dans 21 pays et qui a mis en 

évidence une diminution de la mortalité par IDM supérieure à 20% sur un suivi de 10 ans, 

avec une baisse annuelle globale de 2 à 3% [Tunstall-Pedoe et al. 1999], (Figure 5). 

Figure 5 : Incidence et mortalité mondiale de l’IDM entre 1987 et 2001. En bleu, incidence (trait 
continu) et mortalité (trait discontinu) par IDM chez les hommes, en vert, incidence (trait continu) et 
mortalité (trait discontinu) par IDM chez les femmes. 

Cette diminution de la mortalité est principalement attribuable à une meilleure prise en 

charge des patients qui permet d’améliorer le pronostic des patients, ainsi qu’à une meilleure 

prévention des facteurs de risque cardiovasculaire. D’autre part, si une diminution de la 

mortalité cardiovasculaire est observée dans les pays développés, cette dernière, tout en 

restant inférieure, tend à augmenter dans les pays en développement, établissant à la fois un 

gradient Nord-Sud et Est-Ouest de la mortalité cardiovasculaire [Yusuf et al. 2004] (Figure 

6). 
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Figure 6 : Répartition géographique de la mortalité par IDM en 2002. 

En effet, les pays du Nord ont un risque accru de maladies cardiovasculaires par 

rapport aux pays du Sud. De plus, la mortalité cardiovasculaire diminue considérablement 

dans les pays de l’Ouest, comme les Etats-Unis ou le Canada, mais cette diminution est plus 

progressive en Europe. Une augmentation de la mortalité est même observée dans certains 

pays de l’Est tels que la Pologne ou la Roumanie. 

 2.3  Facteurs de risque 

L’IDM, comme la majorité des pathologies cardiovasculaires, est une pathologie dite 

multifactorielle pour laquelle il existe de nombreux facteurs de risque tant génétiques 

qu’environnementaux agissant le plus souvent en synergie. Ces facteurs de risque sont 

communs aux principales pathologies cardiovasculaires liées à l’athérosclérose, dont l’IDM 

ou les accidents vasculaires cérébraux, et sont regroupés sous le terme de facteurs de risque 

cardiovasculaire. 

À ce jour, plus de 300 facteurs de risque cardiovasculaire sont évoqués avec un impact 

plus ou moins conséquent sur la physiopathologie [Poulter 2003]. De façon générale, il faut 

distinguer les facteurs de risque irréversibles, principalement génétiques, des facteurs de 

risque réversibles. Ces derniers représentent 80% du risque de développer une pathologie 

cardiovasculaire, c’est pourquoi il existe des campagnes de prévention visant à réduire leur 

impact sur la pathologie [Poulter 2003]. 
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2.3.1 Facteurs de risque irréversibles 

L’un des principaux facteurs de risque irréversibles de l’IDM est l’âge. En effet, la 

dégénérescence de la paroi artérielle avec l’âge a un impact direct sur la survenue d’IDM, 

avec une augmentation du risque à partir de 50 ans et un risque maximum à 65 ans [Cambou 

2008] (Figure 7). 

Figure 7 : Incidence de l’IDM en fonction de l’âge en 2002. Les données sont exprimées en nombre 
de cas pour 100 000 personnes. 

L’incidence de l’IDM varie également en fonction du sexe avec une augmentation du 

risque dans la population masculine ou en cas de ménopause précoce chez la femme [Cambou 

2008]. Cette différence est particulièrement marquée jusqu’à 65 ans (Figure 8). 

Figure 8 : Incidence de l’IDM en fonction du sexe en 2002. Les données sont exprimées en nombre 
de cas pour 100 000 personnes. 
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Il est également connu que les antécédents familiaux d’IDM augmentent le risque dans 

la descendance, ce qui peut être en partie imputable aux nombreux facteurs génétiques de 

l’IDM qui ont cependant un impact relativement restreint [Poulter 2003]. En effet, l’ensemble 

des facteurs irréversibles représente 20% du risque de développer une pathologie 

cardiovasculaire [Poulter 2003]. Dans le but d’illustrer cette hétérogénéité, une liste non 

exhaustive de ces facteurs et de leur impact est présentée en Table I. 
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Table I : Facteurs génétiques impliqués dans l’IDM. 

 

Nom Gène Fonction Référence Impact Odds ratio p n
0,63 < 0,005 121 témoins, 150 cas
0,38 < 0,0001 386 témoins, 351 cas

Thrombospondine-2 THBS2 Liaison au fibrinogène, interactions cellulaires Boekholdt et al, 2002 0,44 0,012 1071 témoins, 503 cas
Facteur XIII F13A1 Coagulation Reiner et al, 2003 0,7 0,03 721 témoins, 234 cas

Cyclo-oxygénase 2 COX2 Inflammation Cipollone et al, 2004 0,48 < 0,001 1728 témoins, 864 cas
0,88 0,006 2658 témoins, 464 cas
0,47 0,02 161 témoins, 174 cas

IL-18 IL18 Inflammation Bis et al, 2008 0,74 0,022 2688 témoins, 856 cas
Récepteur LDL LDLR Endocytose des LDL Anand et al, 2009 0,86 0,002 4017 témoins, 4017 cas

Apolipoprotéine E allèle ε 2 APOEε2 Internalisation des LDL Anand et al, 2009 0,8 < 0,0001 51484 témoins, 25348 cas
Rosendaal et al, 1997 4 0,038 381 témoins, 19 cas

Psaty et al, 2001 7,02 0,008 387 témoins, 108 cas
ACE 1 ACE1/D Vasoconstriction Gardemann et al, 1998 10,5 < 0,02 1201 témoins, 1066 cas

NO synthase NOS Production de NO Hingorani et al, 1999 2,5 < 0,02 183 témoins, 249 cas
Anand et al, 2009 1,07 0,03 51484 témoins, 25348 cas
Lambert et al, 2000 1,35 < 0,008 727 témoins, 587 cas

Apolipoprotéine B APOB Internalisation des LDL Chiodini et al, 2003 1,19 0,03 3346 témoins, 2731 cas
PPAR alpha PPARA Facteur de transcription, métabolisme lipidique Doney et al, 2005 2,77 0,006 1698 témoins, 108 cas

IGF-1 IGF1 Facteur de croissance Yazdanpanah et al, 2006 2,7 0,02 438 témoins, 38 cas
Fibrinogène FGG Aggrégation plaquettaire Mannila et al, 2007 3,33 < 0,001 387 témoins, 387 cas
Arginase 1 ARG1 Cycle de l'urée Dumont et al, 2007 2,2 0,005 585 témoins, 350 cas

Récepteur œstrogène 2 ESR2
Facteur de transcription, prolifération et différenciation 

cellulaire
Domingues-Montanari et al, 2008 1,65 0,003 2379 témoins, 710 cas

Récepteurs glucocorticoides GR
Facteur de transcription, inflammation, prolifération et 

différenciation cellulaire
Van den Akker et al, 2008 2,1 0,03 4658 témoins, 220 cas

Apolipoprotéine E récepteur 2 APOER2 Internalisation des LDL Martinelli et al, 2009 3,88 0,007 287 témoins, 394 cas

Diminution risque IDM

Inflammation

Production d'ATP par la chaîne respiratoire mitochondriale

Prothrombine

Cheurfa et al, 2008Uncoupling protein 2

P-sélectine Herrmann et al, 1998SELP

UCP2

Apolipoprotéine E allèle ε 4

Augmentation risque IDM

Convertit le fibrinogène en fibrine 

Internalisation des LDL

F2

APOEε4
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2.3.2 Facteurs de risque réversibles 

Les principaux facteurs de risque réversibles ont été mis en évidence par l’étude de 

Framingham. Cette enquête porte sur une cohorte de 5200 habitants suivis depuis 1949 et a 

notamment permis de mettre en évidence le lien entre la morbi-mortalité cardiovasculaire et le 

tabagisme, la dyslipidémie et l’hypertension artérielle. 

Parmi les facteurs de risque réversibles, le tabagisme est le plus fortement corrélé avec 

le risque d’IDM [Yusuf et al. 2004]. Cette corrélation est d’autant plus importante que le sujet 

est jeune puisque 58% des IDM chez les hommes de moins de 40 ans sont imputables au 

tabagisme [Cambou 2008]. Le tabagisme passif augmente également le risque 

cardiovasculaire [Giannuzzi et al. 2005]. Sur le plan physiopathologique, la consommation de 

cigarettes va entraîner une augmentation du taux de LDL, ce qui induit une réponse 

inflammatoire qui augmente le risque de rupture de la plaque d’athérome, qui peut conduire à 

la thrombose [Ambrose et al. 2004]. Par ailleurs, le tabagisme induit une dysfonction 

endothéliale qui a pour conséquence une diminution du flux sanguin en augmentant la 

résistance des artères à ce flux mais également en diminuant la vasodilatation induite par le 

NO [Ambrose et al. 2004]. L’accumulation de ces différents facteurs va augmenter le risque 

d’IDM (Figure 9). 

Figure 9 : Mécanisme d’action du tabagisme sur le risque d’IDM.  
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La dyslipidémie, qui se définit par une augmentation du taux de LDL-cholestérol 

(supérieure à 4,13 mmol/L pour les hommes et 3,87 mmol/L pour les femmes) ou une 

diminution du taux de HDL-cholestérol (inférieure à 0,45 g/L chez les hommes et à 0,55 g/L 

chez les femmes), est également un facteur de risque important de l’IDM [Schlitt et al. 2005]. 

En effet, une étude portant sur une population japonaise à forte consommation de tabac mais à 

faible taux d’IDM a mis en évidence un effet protecteur d’un faible taux en LDL-cholestérol 

dans cette population comparée aux populations de fumeurs classiques qui présentent un taux 

élevé de LDL-cholestérol [Poulter 2003]. L’effet néfaste d’un taux élevé de LDL-cholestérol 

peut s’expliquer par l’augmentation du risque de formation d’une plaque d’athérome, à 

l’inverse d’un taux élevé de HDL-cholestérol [Schlitt et al. 2005]. 

L’ hypertension artérielle (HTA) se définit par une pression artérielle systolique 

supérieure à 140 mmHg ou une pression artérielle diastolique supérieure à 90 mmHg. Les 

patients présentant une HTA ont un risque 4 fois supérieur à la normale de développer un 

IDM [Franjic et al. 2009]. Sur le plan physiopathologique, l’HTA cause un remodelage 

vasculaire conduisant à une perte des capacités vasodilatatrices des vaisseaux et à une 

dysfonction endothéliale [Franjic et al. 2009]. Elle est également fortement corrélée au 

diabète de type 2 [Franjic et al. 2009] ainsi qu’à une augmentation de la fréquence cardiaque 

associée à une augmentation de la mortalité cardiovasculaire [Perret-Guillaume et al. 2009]. 

Le diabète de type 2, qui se définit par une hyperglycémie chronique, c'est-à-dire une 

glycémie à jeun supérieure à 1,26 g/L, est également un facteur de risque indépendant de 

l’IDM [Franjic  et al. 2009]. En effet, une augmentation de la mortalité cardiovasculaire a été 

mise en évidence chez les patients diabétiques [Bianchi et al. 2008]. Sur le plan 

physiopathologique, les patients diabétiques présentent des altérations de la microcirculation 

conduisant là-encore à une dysfonction endothéliale [Franjic et al. 2009]. 

L’ obésité abdominale, définie par un indice de masse corporelle supérieur à 30 ou un 

tour de taille supérieur à 102 centimètres chez les hommes et 88 centimètres chez la femme, 

doublerait le risque de développer un IDM par rapport à la population générale [Yusuf et al. 

2004]. Une corrélation entre l’obésité abdominale et la mortalité cardiovasculaire a également 

été mise en évidence [Schneider et al. 2010]. D’autre part, le manque d’activité sportive 

directement lié à l’obésité abdominale favorise également le risque d’IDM [Chow et al. 

2009]. 

Outre ces facteurs de risque cardiovasculaire majeurs, de nombreuses études mettent en 

évidence des facteurs de risque secondaires. Les effets néfastes de la pollution atmosphérique 

sur la mortalité cardiovasculaire ont notamment été rapportés [Cambou 2008]. Par ailleurs de 



Introduction :  Aspects cliniques et moléculaires des pathologies cardiovasculaires étudiées 

- 13 - 

nombreuses études se sont intéressées au lien entre la consommation modérée ou excessive 

d’alcool et le risque cardiovasculaire. Ces études ont mis en évidence qu’une consommation 

modérée d’alcool (un verre par jour pour les femmes et deux verres par jour pour les hommes) 

avait un effet protecteur contrairement à une consommation excessive d’alcool qui accroît le 

risque d’IDM [Djousse et al. 2008]. La dépression sévère et le stress peuvent également 

intervenir sur le risque d’IDM par une augmentation de l’inflammation pouvant conduire à la 

rupture de la plaque d’athérome [Kendler et al. 2009]. Enfin, la consommation de fruits et 

légumes aurait quant à elle un effet bénéfique sur le risque cardiovasculaire par une action 

antioxydante sur les LDL oxydés à l’origine de l’IDM [Chow et al. 2009]. 

En conclusion, il existe de nombreux facteurs de risque environnementaux qui 

représentent environ 80% du risque de développer une pathologie cardiovasculaire [Poulter 

2003]. Afin de limiter l’impact de ces facteurs sur la pathologie, de nombreuses campagnes de 

prévention ont été mises en place [Poulter 2003]. Malgré tout, si une meilleure prise en charge 

des principaux facteurs de risque cardiovasculaire tels que l’HTA, le tabagisme ou 

l’hypercholestérolémie a été observée dans de nombreux pays ces dernières années, la 

prévalence de l’obésité abdominale et du diabète de type 2 ne cesse quant à elle d’augmenter 

[Cambou 2008]. 

 2.4  Biomarqueurs et dépistage 

Le diagnostic d’IDM se base dans un premier temps sur les douleurs thoraciques 

angineuses de repos, de durée prolongée et résistantes à la trinitrine [Achar et al. 2005].  

L’ ECG joue alors un rôle essentiel dans le diagnostic de l’IDM puisqu’il s’agit de 

l’examen réalisé dès l’apparition de ces symptômes [Thygesen et al. 2007]. Celui-ci permet 

de poser un diagnostic préliminaire et ainsi de débuter de façon précoce la prise en charge 

thérapeutique du patient [Reichlin et al. 2009]. En effet, cet examen permet de mettre en 

évidence un trouble de la repolarisation de type sus-décalage du segment ST, systématisé à un 

territoire artériel en mesurant une différence de potentiel extra-cellulaire entre les différentes 

régions du myocarde (Figure 10). 

Figure 10 : Troubles de l’ECG observé lors d’un IDM. A : ECG normal, B : ECG présentant un 
sus-décalage du segment ST. 
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L’ECG présente donc l’avantage de pouvoir détecter de façon précoce l’IDM mais 

également de mettre en évidence, par l’analyse des dix-huit dérivations, l’artère impliquée 

dans l’IDM et permet ainsi de prendre en charge de manière rapide et efficace le patient 

(Table II). 

Table II : Relation entre ECG et localisation de l’IDM. 

Cependant, l’ECG reste insuffisant dans le cadre d’une utilisation seule puisque de 

nombreuses pathologies cardiovasculaires, telles que les péricardites ou les myocardites, 

peuvent induire des troubles de repolarisation type sus-décalage du segment ST [Reichlin et 

al. 2009]. Afin d’établir un diagnostic final, l’utilisation de techniques modernes d’imagerie 

ainsi que des biomarqueurs disponibles est indispensable [Thygesen et al. 2007]. 

De nombreuses techniques d’imagerie non invasives existent afin d’étudier la fonction 

cardiaque et de confirmer le diagnostic d’IDM. Dans le cadre de l’urgence, 

l’ échocardiographie Doppler se révèle être la méthode de choix pour mettre en évidence une 

nécrose plus ou moins importante du myocarde [Thygesen et al. 2007]. En effet, il s’agit 

d’une technique simple et rapidement disponible au lit du patient. De plus, 

l’échocardiographie permet d’évaluer la fraction d’éjection du VG ainsi que la cinétique 

cardiaque permettant de visualiser la taille de la zone nécrosée [Rasoul et al. 2010]. 

Cependant, certains patients s’avérant peu échogènes et la détection de l’IDM n’étant pas 

toujours optimale, l’utilisation des biomarqueurs plasmatiques est nécessaire pour aider au 

diagnostic d’IDM [Thygesen et al. 2007]. 

Les principaux biomarqueurs plasmatiques de l’IDM sont générés lors de la nécrose 

des cardiomyocytes. C’est notamment le cas des troponines cardiaques, de la CK-MB et de la 

myoglobine [Thygesen et al. 2007].  

Parmi ces biomarqueurs, le dosage plasmatique des troponines cardiaques est privilégié 

dans le diagnostic de l’IDM [Arruda-Olson et al. 2008]. En effet, elles ont récemment été 

décrites pour être plus sensibles et plus spécifiques que les autres biomarqueurs plasmatiques, 

en particulier avec l’arrivée des dosages ultrasensibles des troponines [Moe et al. 2010]. De 

plus, l’estimation de la taille de l’IDM peut être approchée par le dosage de ces dernières 

puisque la quantité de troponines libérée dans le plasma semble proportionnelle à la taille de 

la zone infarcie [Pruvot et al. 2006]. Il ne s’agit cependant pas d’un biomarqueur parfait 

Topographie de l'IDM Dérivation de l'ECG Artère occluse
Antérieure V1 à V6 Interventriculaire antérieure
Inférieure D2 - D3 - AVF Coronaire droite

Postérieure V7 à V9 Circonflexe
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puisque le taux de troponine plasmatique n’est pas détectable de manière précoce [Moe et al. 

2010]. De plus, l’élévation de ce taux reflète une souffrance myocardique non spécifique à 

l’ischémie. En effet, une augmentation du taux de troponine peut par exemple être retrouvée 

lors d’une myocardite. 

Lorsque l’utilisation des troponines cardiaques n’est pas disponible, la CK-MB peut-

être utilisée [Arruda-Olson et al. 2008]. Cependant, comme les troponines, il ne s’agit pas 

d’un biomarqueur précoce [Moe et al. 2010] et en dépit d’une sensibilité satisfaisante, la CK-

MB ne présente pas une bonne spécificité puisqu’elle peut être détectée lors de toute 

souffrance musculaire [Moe et al. 2010]. 

Enfin, le dosage des myoglobines a l’avantage d’être plus précoce mais souffre 

également d’un manque de spécificité myocardique puisque la myoglobine est également 

libérée dans le plasma lors de toute atteinte musculaire [Melanson et al. 2004] (Figure 11). 

Figure 11 : Concentration et détection des principaux biomarqueurs de l’IDM. CK-MB : fraction 
myocardique de la créatine kinase. 

De nombreuses études ont été menées afin de mettre en évidence des biomarqueurs 

précoces de l’IDM. Ainsi, des biomarqueurs libérés lors de l’ischémie myocardique, tels que 

la choline, les acides gras libres ou l’albumine modifiée ont été décrits [Thygesen et al. 2007]. 

Cependant, si ces facteurs s’avèrent être de bons biomarqueurs pronostiques, il n’existe 

actuellement pas de dosage applicable au quotidien pour ces protéines [Collinson 2009]. 

Certains facteurs libérés lors de la réponse inflammatoire mise en jeu en réponse à la nécrose 

myocardique tels que la protéine C-réactive (CRP) ou l’interleukine 18 (IL-18) ont également 

été décrits [Moe et al. 2010]. Cependant, ces biomarqueurs présentent une sensibilité et une 

spécificité toujours inférieures à celles des troponines, suggérant de prendre en compte 

plusieurs biomarqueurs pour un même diagnostic. Les différentes caractéristiques des 

principaux biomarqueurs de l’IDM sont présentées en Table III. 
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Table III : Caractéristiques des principaux biomarqueurs de l’IDM. 

 

Nom Sensibilité Spécificité Pathologie Avantages Inconvénients Références

Spécifique du cœur Durée de vie longue > 20h Moe et al, 2010
Meilleur biomarqueur Détection lors de toute souffrance myocardique Setiadi et al, 2009

Analyse automatique ultrasensible Variabilité importante entre les kits Reichlin et al, 2009
Estimation de la taille de l'IDM Analyse tardive (4h post-IDM) Keller et al, 2009
Estimation de la taille de l'IDM Ubiquitaire Moe et al, 2010

Libérée lors de souffrance musculaire Galan et al, 2002
Analyse tardive (4h post-IDM) Innes et al, 2002

Non spécifique du cœur Melanson et al, 2004

Libérée lors de souffrance musculaire ou d'insuffisance rénale Innes et al, 2002

Bon biomarqueur pronostique Mauvais biomarqueur diagnostique Collinson et al, 2008
Analyse précoce (2h post-IDM) Non utilisable en routine Danne et al, 2010

Analyse précoce Collinson et al, 2008
Bon biomarqueur pronostique Azzazy et al, 2006

Mécanisme inexpliqué Collinson et al, 2009
Non utilisable si taux d'albumine trop faible Hjortshoj et al, 2010
Même résultat lors d'une acidose lactique

Nécessité d'une analyse rapide

Association avec les facteurs de risque cardiovasculaires Balciunas et al, 2009
Mauvais biomarqueur pronostique Delhaye et al, 2009

IL-18 72% 84% 450 pg/mL
Bon biomarqueur pronostique à moyen 

terme
Mauvais biomarqueur pronostique à long terme Gao et al, 2010

Non utilisable en routine

Disctinction ischémie / non ischémie

Analyse précoce (2h post-IDM)

Estimation de la taille de l'IDMCRP 62,50% 66% 3,3 mg/L

Analyse précoce (2h post-IDM)

Prédiction d'un second IDM

> 18,5 
µmol/L

Inflammation

Acides gras libres 83% 93% > 5 nmol/L

> 91 U/mL71% 65%Albumine modifiée

Nécrose myocardique

Ischémie

> 0,04 ng/mL

CK-MB 85% 67% > 5 µg/L

> 200 ng/mL

Troponine s cardiaque 100% 99%

86% 86%

Myoglobine

Choline

73% 75%
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Actuellement, même si les troponines cardiaques s’avèrent être le biomarqueur de 

choix, il n’existe pas de solution idéale. C’est pourquoi il est recommandé de prendre en 

compte au moins deux des trois critères que sont les douleurs thoraciques, les troubles de 

l’ECG et le dosage de biomarqueurs afin d’établir le diagnostic d’IDM et d’instaurer la 

meilleure thérapeutique pour le patient [Arruda-Olson et al. 2008]. 

 2.5  Traitements 

Les principaux traitements de l’IDM consistent à rétablir le flux sanguin, à réduire les 

complications et les récidives et à prendre en charge les facteurs de risque cardiovasculaire. 

Dans un premier temps, une revascularisation en urgence de l’artère en cause dans 

l’IDM est mise en place [Gajos 2008]. Cette revascularisation s’effectue :   

- soit par coronarographie avec réouverture de l’artère occluse et mise en place d’un 

stent au niveau de la lésion initiale. 

- soit par fibrinolyse, si la revascularisation endovasculaire ne peut être mise en œuvre 

dans les deux heures suivant le début de la douleur et en l’absence de contre-indication. 

Cette revascularisation est accompagnée d’un traitement médical d’urgence à visée 

anti-thrombotique avec deux antiagrégants plaquettaires (acide acétylsalicylique et 

clopidogrel) associés à une anti-coagulation efficace [Gajos 2008]. 

Par la suite, un traitement médical visant à diminuer la morbi-mortalité 

cardiovasculaire en diminuant le risque de récidive et en stabilisant la plaque d’athérome, est 

mis en place. Il s’agit, classiquement, de l’association de béta-bloquants, d’acide 

acétylsalicylique associé au clopidogrel pendant une durée dépendante du type de stent 

implanté, de statine, d’inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine et de la prise 

en charge des facteurs de risque par des mesures hygiéno-diététiques telles que la reprise 

d’une activité physique, l’arrêt de la consommation de tabac et un changement dans les 

habitudes alimentaires afin de favoriser une alimentation pauvre en lipides et en glucides 

[Gajos 2008]. En cas de dysfonction systolique ventriculaire gauche avec une fraction 

d’éjection du VG < 40%, un traitement par antagonistes de l’aldostérone est également mis en 

place dans les 15 jours suivant l’IDM. Les principaux traitement de l’IDM sont détaillés dans 

la Table IV. 
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Table IV : Principaux traitements de l’IDM.  

 3  Remodelage ventriculaire gauche 

 3.1  Définition 

Le terme de remodelage désigne un mécanisme biologique à visée principalement 

adaptative qui peut conduire à terme à la dégradation de la fonction de l’organe ou du tissu 

impliqué [Gaertner et al. 2004]. Ce mécanisme existe dans des situations physiologiques, 

notamment chez les sportifs de haut niveau et dans ce cas, il est réversible et sans fibrose 

cicatricielle [Barry et al. 2008]. Ce processus peut être également pathologique lorsqu’il 

survient en réponse à une augmentation de la charge de travail du VG par surcharge 

volumique comme lors d’insuffisance aortique ou de fistule artério-veineuse, ou dans des 

situations de surcharge de pression telles que l’HTA ou la sténose aortique [Barry et al. 

2008].  

L’IDM est une situation complexe associant surcharge volumique et pressive. Dans ce 

cas, le remodelage ventriculaire gauche (RVG) se définit comme l’ensemble des 

modifications géométriques et structurales conduisant entre autres à l’hypertrophie du VG en 

réponse à l’amputation d’une partie des capacités contractiles induite par l’IDM 

[Willenheimer 2000]. Cette hypertrophie vise à normaliser les contraintes pariétales en 

Classe thérapeutique Spécialités Dose
Acide acétylsalicylique 75 mg / jour
Clopidogrel 75 mg / jour

Statine Simvastatine 20 mg / jour

Bisoprolol 10 mg / jour
Carvedilol 25-50 mg / jour
Metaprolol succinate 200 mg / jour
Nebivolol 10 mg / jour

Captopril 50-100 mg / jour
Enalapril 10-20 mg / jour
Lisinopril 20-35 mg / jour
Ramipril 5 mg / jour
Trandolapril 4 mg / jour

Candesartan 32 mg / jour
Valsartan 160 mg-jour

Antagoniste de l'aldostérone Eplérénone 50 mg / jour

Antiagrégants plaquettaire

Béta-bloquants

Inhibiteur de l'ACE

Antagoniste du récepteur à l'angiotensine
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suivant la loi de Laplace (pression pariétale = k x π x diamètre / épaisseur) qui montre que le 

niveau des contraintes pariétales est proportionnel au diamètre du VG et inversement 

proportionnel à l’épaisseur de la paroi. L’hypertrophie du VG est souvent associée à une 

dilatation de celui-ci ce qui permet d’augmenter initialement le volume d’éjection systolique 

et d’assurant ainsi le maintien du débit cardiaque malgré la baisse de contractilité [Tiyyagura 

et al. 2006]. Sur le long terme, cette dilatation est délétère car elle est à l’origine d’une 

augmentation des contraintes pariétales créant un cercle vicieux à l’origine d’une dysfonction 

diastolique en induisant une IC pouvant conduire au décès du patient. 

Dans le cadre de ma thèse, nous nous intéresserons principalement au RVG post-IDM 

qui débute très précocement suivant la phase aiguë de l’IDM [Tiyyagura et al. 2006]. Il s’agit 

d’un phénomène continu et évolutif que l’on peut diviser schématiquement en deux phases 

(Figure 12). 

Figure 12 : Représentation schématique des différentes phases du RVG. La zone infarcie est 
représentée en rose clair. 

La phase précoce du RVG consiste en une expansion et un amincissement de la zone 

infarcie [Tiyyagura et al. 2006]et conduit au remplacement du tissu contractile par un tissu 

fibreux cicatriciel [Gaertner et al. 2004]. En effet, une réponse inflammatoire impliquant 

l’infiltration de la zone infarcie par des leucocytes et des macrophages, se met en place 

rapidement suite à un IDM [Gaertner et al. 2004]. Cette réponse inflammatoire, visant à 

éliminer les cardiomyocytes nécrosés, entraîne la dégradation de la matrice extracellulaire par 

les macrophages [Sun 2009]. Les cardiomyocytes nécrosés seront par la suite phagocytés par 

des macrophages et remplacés par des myofibroblastes qui seront responsables d’une synthèse 

importante de collagène constituant la cicatrice fibreuse [Sutton et al. 2000] (Figure 13). 
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Figure 13 : Les différentes étapes de la phase précoce du RVG (issu de [Baroldi et al. 2005]. 
Infiltration : Infiltration des leucocytes de la zone périphérique vers la zone infarcie 6 à 8 heures après 
l’IDM. Nécrose : Nécrose des cardiomyocytes. Phagocytose : Digestion des cardiomyocytes nécrosés 
par les macrophages infiltrés. Cicatrice fibreuse : Remplacement des cardiomyocytes par des 
myofibroblastes et synthèse de collagène. 

Les myofibroblastes sont issus de la différenciation cellulaire des fibroblastes qui sont 

le type cellulaire prédominant dans le cœur, des péricytes ou des monocytes, à proximité de la 

zone infarcie [Sun 2009]. Cette différenciation est induite par certains facteurs comme le 

TGF-β1, qui est libéré par les macrophages lors de la réponse inflammatoire [Sun 2009]. Ces 

myofibroblastes ont une capacité contractile inférieure aux cardiomyocytes, ce qui rend la 

contraction du VG moins efficace [Gaertner et al. 2004]. 

La phase tardive du RVG apparaît dans l'année qui suit l’IDM. Suite à la perte de la 

capacité contractile entraînée par la cicatrice fibreuse, les cardiomyocytes de la zone non 

infarcie vont subir une augmentation de leur volume de 70% en moyenne. Cette hypertrophie 

du volume des cardiomyocytes associée à une prolifération cellulaire importante contribue à 

la dilatation et à la reconformation du VG, conduisant à une altération de ses propriétés 

contractiles [Sutton et al. 2000] (Figure 14).  

Figure 14 : Hypertrophie des cardiomyocytes dans la zone proche de l’IDM chez des rats 
témoins et à 2 mois post-IDM (issu de [Lal et al. 2005]. Dans cette étude, l’IDM est induit par 
ligature de l’artère coronaire gauche chez des rats. 

    

 

Témoin IDM  

Infiltration Nécrose

Phagocytose Cicatrice fibreuse

Infiltration Nécrose

Phagocytose Cicatrice fibreuse
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 3.2  Épidémiologie 

Suite à un IDM, 30% des patients vont développer un RVG en dépit des meilleurs 

traitements connus actuellement [Savoye et al. 2006]. Ce RVG est un facteur important de 

mortalité post-IDM, puisque les patients qui développent un RVG ont un taux de survie plus 

faible que les patients ne développant pas de RVG après un IDM [Bolognese et al. 2002] 

(Figure 15). 

Figure 15 : Pourcentage de survie post-IDM chez des patients avec ou sans RVG (issu de 
[Bolognese et al. 2002]. Le trait plein représente les patients ne développant pas de RVG et le trait en 
pointillé représente les patients développant un RVG. Dans cette étude, le RVG est défini comme une 
augmentation supérieure ou égale à 20% du volume télédiastolique entre l’échocardiographie à 
l’inclusion et à 6 mois post- IDM. 

La prévalence ainsi que l’intensité du RVG sont influencés par de nombreux facteurs 

(Table V) dont les principaux sont : 

-  la taille et la localisation de l’IDM. En effet, plus la taille de l’IDM est 

importante, plus le pourcentage de tissu remodelé sera élevé, ce qui est un facteur de mauvais 

pronostic [Zornoff et al. 2007].  

-  l’épaisseur de la zone infarcie. Les RVG les plus importants 

interviennent le plus souvent après un IDM transmural, c'est-à-dire un IDM atteignant les 

cellules de l’endocarde à l’épicarde [Tiyyagura et al. 2006]. 

-  la composition en collagène de la cicatrice fibreuse. En effet, le 

collagène dit de type III, principal constituant de la cicatrice fibreuse, est moins résistant aux 

déformations induites lors de la contraction cardiaque que le collagène de type I qui est 

prédominant dans le cœur [Zornoff et al. 2007]. 
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Table V : Déterminants du RVG. 

Par ailleurs, les patients ayant des antécédents personnels d’IDM ont un risque accru de 

développer un RVG important [Zornoff et al. 2007]. L’efficacité de la reperfusion 

myocardique est également impliquée dans le développement d’un RVG, ainsi que l’atteinte 

de la microcirculation. Le développement d’une circulation collatérale pour suppléer la 

vascularisation du territoire de l’artère obstruée, a des conséquences bénéfiques sur le RVG. 

Enfin, la diminution de la fraction d’éjection ainsi que la présence de différents facteurs de 

risque cardiovasculaire sont des facteurs aggravant le RVG [Zornoff et al. 2007]. 

 3.3  Dépistage 

Les principales techniques d’imagerie utilisées pour la détection précoce du RVG sont 

l’imagerie par résonance magnétique (IRM) et l’échocardiographie. 

L’ IRM  est actuellement en pleine expansion car elle permet de déterminer précisément 

les volumes télédiastolique et télésystolique du VG qui sont un déterminant majeur du 

développement du RVG [Chan et al. 2008]. Cette technique apprécie également l’étendue et 

la localisation de l’IDM permettant de prédire un risque de RVG plus important [Chan et al. 

2008]. En effet, une étude a mis en évidence que la détection par IRM d’un IDM, recouvrant 

au minimum 24% du myocarde, permet de prédire le RVG huit mois après l’IDM initial avec 

une sensibilité de 92% et une spécificité de 93% [Lund et al. 2003]. Par ailleurs, il existe une 

corrélation très importante entre la fraction d’éjection du VG et la taille de l’IDM puisque 

plus l’IDM est étendu, plus la fraction d’éjection résiduelle du VG est basse. L’IRM permet 

de calculer la fraction d’éjection du VG afin de d’évaluer l’importance du RVG [Lund et al. 

2003]. Enfin, cette technique analyse la microcirculation dont l’atteinte est également 

impliquée dans le développement d’un RVG sévère [Lund et al. 2003]. 

RVG sévère RVG modéré
IDM de taille importante IDM de petite taille
IDM transmural IDM sous-endocardique
Antécédent d'IDM IDM d'intensité faible
Diminution de la fraction d'éjection Fraction d'éjection préservée
Pas de reperfusion Reperfusion efficace
Réocclusion rapide Maintien de la perméabilité
Microcirculation atteinte Microcirculation normale
Pas de circulation collatérale Circulation collatérale
Présence de facteurs de risque cardiovasculaire Pas de facteurs de risque

RVG sévère RVG modéré
IDM de taille importante IDM de petite taille
IDM transmural IDM sous-endocardique
Antécédent d'IDM IDM d'intensité faible
Diminution de la fraction d'éjection Fraction d'éjection préservée
Pas de reperfusion Reperfusion efficace
Réocclusion rapide Maintien de la perméabilité
Microcirculation atteinte Microcirculation normale
Pas de circulation collatérale Circulation collatérale
Présence de facteurs de risque cardiovasculaire Pas de facteurs de risque
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L’ échocardiographie est également une technique de choix du fait de sa disponibilité, 

de son faible coût et de sa simplicité d’utilisation. Elle permet de mesurer les volumes 

ventriculaires télédiastolique et télésystolique ainsi que l’épaisseur pariétale du VG, ce qui 

permet d’évaluer l’importance du RVG (Figure 16). 

Figure 16 : Représentation de la mesure des diamètres et de l’épaisseur du VG chez des animaux 
témoins (A) et à 2 mois post-IDM (B). La flèche 1 représente le diamètre diastolique du VG 
(DDVG), la flèche 2 représente le diamètre systolique du VG (DSVG), la flèche 3 représente 
l’épaisseur de la paroi antérieure et la flèche 4 l’épaisseur de la paroi postérieure du VG d’un rat 
témoin (A) et présentant un RVG (B). Ces paramètres sont mesurés par échocardiographie en mode 
M. 

A partir des diamètres et de l’épaisseur du VG, différents paramètres de la fonction du 

VG peuvent être déterminés. En effet, la fraction de raccourcissement (FS), qui représente le 

raccourcissement des fibres musculaires lors de la contraction cardiaque, est obtenu par la 

formule FS = (DDVG – DSVG) / DDVG. Cependant, ce paramètre n’est plus utilisé en 

pratique clinique mais reste utile dans l’évaluation du RVG chez le petit animal. Le volume 

d’éjection systolique (VES) se définit comme le produit de l’index vitesse temps et de la 

surface de la section transverse de l’aorte et permet d’obtenir le débit cardiaque (DC) par la 

formule DC = VES x fréquence cardiaque. Enfin, les volumes télédiastolique et télésystolique 

du VG sont déterminés par la formule volume = [(л/6) x (petit diamètre)2 x (grand diamètre – 

0.55 x épaisseur)] / 1000. Ces volumes permettent de déduire la fraction d’éjection du VG 

(FEVG) qui est égale au (volume télédiastolique – volume télésystolique) / volume 

télédiastolique. 

Le Doppler cardiaque permet également d’apprécier la fonction ventriculaire diastolique 

par la mesure sur le flux mitral antérograde du quotient E/A, qui représente le ratio entre le 

pic de vélocité de l’onde E pour la phase précoce de remplissage et le pic de vélocité de 

l’onde A pour la phase tardive de remplissage (Figure 17). 
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Figure 17 : Représentation de la mesure du quotient E/A chez des animaux témoins (A) et à 2 
mois post-IDM (B). Ces paramètres sont mesurés par Doppler cardiaque. 

 3.4  Mécanismes physiopathologiques 

3.4.1 Réexpression du programme fœtal 

Lors du RVG, un des changements initiaux observés est la réexpression du programme 

fœtal par les cardiomyocytes, c’est-à-dire l’expression de gènes initialement impliqués dans le 

développement cardiaque embryonnaire [Barry et al. 2008].  

Des modulations de l’expression de certaines protéines contractiles ont été décrites. 

Dans le VG hypertrophié, une augmentation de l’isoforme β et une diminution de l’isoforme α 

de la chaîne lourde de myosine sont observées [Barry et al. 2008]. La myosine étant 

directement impliquée dans la contraction cardiaque, ce changement d’isoforme peut conduire 

à une diminution de la vitesse de contraction du VG [Barry et al. 2008]. Par ailleurs, une 

augmentation du ratio N2BA/N2B de la titine, une protéine du cytosquelette, est observée lors 

du RVG ce qui entraîne une perte de la rigidité cellulaire puisque les cellules qui expriment 

majoritairement l’isoforme N2BA sont plus souples que celles qui expriment l’isoforme N2B 

[Taegtmeyer et al. 2010]. Enfin, l’expression de l’isoforme squelettique de l’α-actine à la 

place de l’isoforme cardiaque de cette protéine pourrait également avoir un effet délétère sur 

la contraction cardiaque [Taegtmeyer et al. 2010]. 

Les peptides natriurétiques, dont la fonction principale au niveau du cœur est d’inhiber 

l’hypertrophie, voient leurs expressions considérablement augmentées lors du RVG [Barry et 

al. 2008]. De plus, les peptides natriurétiques de type A et B (ANP / BNP) ont également une 

action vasodilatatrice en inhibant le système rénine-angiotensine-aldostérone et contribuent 

donc à maintenir le débit cardiaque en réduisant la post-charge donc le travail cardiaque 

[Kasama et al. 2008]. 

3.4.2 Principales voies de signalisation 

Lors du RVG, de nombreuses voies de signalisation contribuent à la dilation du VG 

ainsi qu’à la perte des propriétés contractiles cardiaques. 

A Témoin B RVG
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Parmi ces voies, la dégradation de la matrice extra-cellulaire joue un rôle important 

dans le développement du RVG car elle contribue à l’expansion de la zone infarcie [Spinale 

2002]. De plus, la dégradation de la matrice extra-cellulaire induit un glissement des 

cardiomyocytes les uns par rapport aux autres favorisant ainsi la dilatation du VG [Spinale 

2002]. Cette dégradation est principalement effectuée par les métalloprotéases de la matrice 

(MMP) [Dinh et al. 2009]. A l’heure actuelle, vingt-cinq MMP différentes partageant des 

propriétés identiques ont été identifiées. En effet, toutes les MMP dégradent des éléments de 

la matrice extra-cellulaire, sont sécrétées sous forme latente et nécessitent une activation pour 

favoriser leur activité protéolytique par l’intermédiaire de la fixation d’un ion zinc dans leur 

site actif [Dinh et al. 2009]. Cependant, seules certaines de ces MMP ont été mises en 

évidence dans le cœur avec des localisations cellulaires et des conséquences multiples 

[Vanhoutte et al. 2010] (TableVI). 

Table VI : Localisation et fonction des MMP et des TIMP dans le cœur (d’après [Vanhoutte et al. 
2010]. 

Physiologiquement, l’activité de ces MMP est inhibée par les inhibiteurs des 

métalloprotéases (TIMP) [Dinh et al. 2009]. Dans les conditions physiologiques, l’expression 

des MMP est basse, mais elle augmente, lors du RVG, sous l’action de certains facteurs 

libérés au cours de la réponse inflammatoire mise en jeu dans la phase précoce du RVG, tels 

Nom Localisation cellulaire Phénotype observé dans les souris KO

MMP-1 fibroblastes, cellules endothéliales, cellules musculaires lisses développement d'un RVG au bout de 6 mois

MMP-8 neutrophiles, cellules musculaires lisses pas de conséquence

MMP-13 fibroblastes pas de donnée

MMP-2
macrophages, lymphocytes, fibroblastes, cellules musculaires lisses, 

cardiomyocytes
diminution de la réponse inflammatoire, de la 

dilatation du VG et de la cicatrice fibreuse

MMP-9
neutrophiles, macrophages, lymphocytes, fibroblastes, cellules 

musculaires lisses, cardiomyocytes

diminution de la réponse inflammatoire, de la 
synthèse de collagène, de la dilatation du VG et 

augmentation de l'angiogénèse

MMP-3 fibroblastes, cellules musculaires lisses, cardiomyocytes pas de conséquence

MMP-7 macrophages, cardiomyocytes augmentation de la survie

MT1-MMP fibroblastes, cellules musculaires lisses, cardiomyocytes pas de donnée

TIMP-1
fibroblastes, macrophages, cellules endothéliales, cellules musculaires 

lisses, cardiomyocytes
augmentation de l'hypertrophie du VG

TIMP-2
fibroblastes, macrophages, cellules endothéliales, cellules musculaires 

lisses, cardiomyocytes
pas de donnée

TIMP-3 fibroblastes, cellules musculaires lisses, cardiomyocytes
augmentation de l'hypertrophie du VG et de la 

mortalité

TIMP-4 fibroblastes, cellules musculaires lisses, cardiomyocytes pas de donnée

TIMP

Collagénases

Gélatinases

Stromélysines

MMP membranaires
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que le TNFα, certains facteurs de croissance ou l’aldostérone [Spinale 2002]. Le dérèglement 

de la balance entre les MMP et les TIMP joue un rôle primordial dans le développement du 

RVG puisque les TIMP peuvent induire la prolifération des fibroblastes ainsi que leur 

différenciation en myofibroblastes, responsables de la synthèse importante de collagène qui 

constitue la cicatrice fibreuse [Vanhoutte et al. 2010]. 

Le système rénine-angiotensine-aldostérone est également impliqué dans le 

développement du RVG puisqu’il est activé par une surcharge de pression. Ce système est 

actuellement au cœur de la thérapeutique post-IDM [Dickstein et al. 2008] (Figure 18). 

Figure 18 : Le système rénine-angiotensine-aldostérone. ACE : enzyme de conversion de 
l’angiotensine. Les stratégies thérapeutiques actuelles sont représentées en rouge avec une flèche 
symbolisant l’inhibition. 

L’angiotensinogène, précurseur de cette voie, est clivé par la rénine en angiotensine de 

type I inactive. L’ACE clivera alors cette protéine en angiotensine de type 2 qui possède deux 

récepteurs aux actions antagonistes. Le récepteur de type 1 à l’angiotensine conduit à la 
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production d’aldostérone et induit une vasoconstriction ainsi qu’une augmentation de la 

prolifération cellulaire, de la fibrose et de la thrombose [Ertl et al. 2005]. Cette voie est la 

cible des thérapies actuelles. Le récepteur de type 2 à l’angiotensine induit quant à lui une 

vasodilatation, une apoptose ainsi qu’une inhibition de la prolifération cellulaire [Ertl et al. 

2005]. 

3.4.3 Métabolisme énergétique 

Dans les conditions physiologiques, les besoins énergétiques des cardiomyocytes, 

nécessaires à la contraction cardiaque, sont principalement assurés par la β-oxydation des 

acides gras et par la glycolyse (Figure 19). 

Figure 19 : La voie de β-oxydation des acides gras et de la glycolyse. FAD : flavine adénine 
dinucléotide, NAD : nicotinamide adénine dinucléotide, coA : coenzyme A, Pi : phosphate 
inorganique. 

Ces deux voies conduisent à la production de plus de 90% des besoins énergétiques 

des cardiomyocytes [Ventura-Clapier et al. 2002]. En effet, le produit final de la β-oxydation 

des acides gras et de la glycolyse est la formation d'acétyl-coenzyme A, qui est à l’origine du 

cycle de Krebs (Figure 20). 

β-oxydation des acides gras glycolyseβ-oxydation des acides gras glycolyse
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Figure 20 : La voie du cycle de Krebs. FAD : flavine adénine dinucléotide, NAD : nicotinamide 
adénine dinucléotide, coA : coenzyme A. 

La production de NADH lors du cycle de Krebs conduit enfin à la synthèse d’ATP, 

source principale d’énergie pour la contraction des cardiomyocytes, par la phosphorylation 

oxydative de la chaîne respiratoire mitochondriale [White et al. 2008]. En effet, les 

mitochondries représentent 35% du volume des cardiomyocytes sains [Willenheimer 2000]. 

La chaîne respiratoire mitochondriale est une chaîne de complexes protéiques localisée dans 

la membrane interne de la mitochondrie (Figure 21).  

Figure 21 : Production d’ATP par phosphorylation oxydative. NAD : nicotinamide adénine 
dinucléotide, Cyt c : cytochrome c, SDH : succinate déshydrogénase. 
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La production d’énergie est permise par la formation d’un gradient électrochimique de 

protons situés dans l’espace intermembranaire de la mitochondrie et transportés 

successivement dans les différents complexes. Le complexe I, correspond à la NADH 

désydrogénase, le complexe II à la succinate coenzyme Q réductase, le complexe III à la 

coenzyme Q cytochrome c réductase et le complexe IV à la cytochrome c oxydase. Suite à 

cette chaîne, les protons produits seront dirigés vers la matrice mitochondriale par les ATP 

synthases, ce qui conduira à la production d’ATP. Cet ATP est ensuite transféré dans les 

myofibrilles, responsables de la contraction des cellules par l’intermédiaire du système 

créatine kinase [Neubauer 2007]. En effet, l’ATP et la créatine vont s’associer pour donner de 

la phosphocréatine, qui est plus petite que l’ATP et diffuse donc rapidement de la 

mitochondrie aux myofibrilles où l’ATP se reformera (Figure 22).  

Figure 22 : Le système créatine kinase. 

Lors du RVG, une diminution de l’utilisation de la β-oxydation des acides gras est 

associée à une augmentation de l’utilisation de la glycolyse pour la production d’énergie par 

les cardiomyocytes [Ventura-Clapier et al. 2002]. Par ailleurs, l’hypertrophie de ces cellules 

induit une diminution du nombre de mitochondries, qui conduit à une diminution de la 

production d’énergie par la phosphorylation oxydative de la chaîne respiratoire 

mitochondriale [Ventura-Clapier et al. 2002]. Enfin, le système créatine kinase est également 

perturbé lors de cette pathologie. En effet, l’activité de la créatine kinase mitochondriale 

diminue de près de 20% et celle de la créatine kinase myofibrillaire d’environ 50%, entraînant 

une perte de l’énergie transférée aux myofibrilles de plus de 70% [Neubauer 2007]. Les 

principales modifications du métabolisme observées lors du RVG sont regroupées dans la 

Table VII. 
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Table VII : Principales modifications du métabolisme énergétique observées lors du RVG 
(d’après [Neubauer 2007]. 

3.4.4 Apoptose et stress oxydant 

3.4.4.1 Apoptose 

Contrairement à la nécrose qui intervient lors de l’IDM, l’apoptose est une mort 

cellulaire programmée énergie-dépendante mettant un jeu un programme génétique qui 

intervient principalement lors de la phase précoce du RVG [van Empel et al. 2005]. En effet, 

l’apoptose myocardique présente un pic quatre à douze heures après un IDM et peut être 

détectée jusqu’à dix jours suite à cet IDM [Abbate et al. 2002]. Bien que l’hypertrophie et 

l’apoptose représentent deux phénotypes différents, les voies de signalisation impliquées dans 

ces deux mécanismes sont similaires, notamment la voie du système rénine-angiotensine-

aldostérone [Ferrari et al. 2009]. De plus, l’apoptose est un mécanisme hautement régulé par 

la balance entre des signaux pro- et anti-apoptotiques [van Empel et al. 2005].  

L’apoptose est mise en place selon deux voies, la voie extrinsèque qui met en jeu les 

récepteurs de mort et la voie intrinsèque qui passe par la mitochondrie. Ces deux voies 

conduisent à l’activation des caspases, protéases clivant un certain nombre de protéines 

nucléaires elle-même responsables du clivage de l’ADN en fragments évacués ensuite par les 

macrophages formant des corps apoptotiques caractéristiques de cette mort cellulaire. Dans 

les conditions physiologiques, les caspases sont sous une forme inactive dans le cytosol et 

peuvent être activées par clivage afin de cliver par la suite leurs substrats. 

Au niveau cardiaque, les principaux substrats des caspases sont principalement des 

protéines contractiles telles que l’α-actine, l’α-actinine, les chaînes lourdes et légères de 

Nom Phase précoce Phase tardive
Utilisation des acides gras Diminution faible Diminution importante

Glycolyse Augmentation Diminution

Complexes de la chaîne respiratoire Diminution faible Diminution importante

ATP synthase Diminution faible Diminution importante

Consommation en oxygène Diminution faible Diminution importante

ATP Pas de variation Diminution

Phosphocréatine Diminution faible Diminution importante

Créatine totale Diminution faible Diminution importante

Activité créatine kinase totale Pas de variation Diminution

Créatine kinase mitochondriale Diminution faible Diminution importante

Créatine kinase myofibrillaire Pas de variation Diminution

Transfert d'ATP Diminution faible Diminution importante

Nom Phase précoce Phase tardive
Utilisation des acides gras Diminution faible Diminution importante

Glycolyse Augmentation Diminution

Complexes de la chaîne respiratoire Diminution faible Diminution importante

ATP synthase Diminution faible Diminution importante

Consommation en oxygène Diminution faible Diminution importante

ATP Pas de variation Diminution

Phosphocréatine Diminution faible Diminution importante

Créatine totale Diminution faible Diminution importante

Activité créatine kinase totale Pas de variation Diminution

Créatine kinase mitochondriale Diminution faible Diminution importante

Créatine kinase myofibrillaire Pas de variation Diminution

Transfert d'ATP Diminution faible Diminution importante
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myosine, l’α-tropomyosine et les troponines [van Empel et al. 2005]. Les mécanismes 

moléculaires conduisant à l’apoptose sont présentés dans la Figure 23. 

Figure 23 : Mécanismes moléculaires de l’apoptose. UV : Ultraviolet, Cyt C : Cytochrome c. 

3.4.4.2 Stress oxydant 

Dans les conditions physiologiques, les espèces réactives de l’oxygène (ROS) sont 

produites naturellement par la chaîne respiratoire au niveau des cardiomyocytes mais 

également par la NADPH oxydase et la xanthine déshydrogénase / xanthine oxydase au 

niveau des cellules endothéliales [Tsutsui et al. 2009]. En effet, l’oxygène (O2) peut donner 

naissance à l’anion superoxyde (O2
.-) qui conduira à la formation du radical hydroxyle (OH.) 

responsable des effets toxiques. Les ROS peuvent notamment conduire à l’oxydation des 

lipides, des protéines ou de l’ADN. Ces effets toxiques sont généralement pris en charge par 

les molécules anti-oxydantes telles que les catalases, les superoxydes dismutases (SOD) ou la 
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glutathion péroxydase, mais lorsque la production de ROS est supérieure aux capacités anti-

oxydantes, leurs effets toxiques entraînent une modification de la structure et de la fonction 

des tissus [Tsutsui et al. 2009]. En effet, l’anion superoxyde sera réduit par la superoxyde 

dismutase en péroxyde d’hydrogène (H2O2) qui pourra être sujet à la réaction de Fenton et 

conduire à nouveau à la formation du radical hydoxyle. Par ailleurs, ce péroxyde d’hydrogène 

pourra être réduit par les catalases ou la glutathion péroxydase (Figure 24).  

Figure 24 : Mécanismes de production et de réduction des ROS. NADPH : Nicotinamide adénine 
dinucléotide phosphate, SOD : superoxyde dismutase, P450 : Cytochrome P450. 

Lors du RVG, les ROS, produits par la reperfusion myocardique puis par la réponse 

inflammatoire après un IDM, induisent des dommages structuraux entraînant la perte des 

propriétés contractiles du myocarde [Tsutsui et al. 2009]. De plus, il est décrit une 

augmentation de la production de ROS par les cardiomyocytes, les cellules endothéliales et 

les neutrophiles corrélée à la gravité du RVG mais sans diminution des capacités anti-

oxydantes [Tsutsui et al. 2009]. Par ailleurs, l’angiotensine de type 2 induit l’augmentation de 

la production mitochondriale de ROS conduisant à une diminution de la quantité de NO 

disponible, induisant non seulement les effets toxiques des ROS mais également une 

vasoconstriction importante [Tsutsui et al. 2009]. Enfin, les ROS peuvent augmenter l’activité 

des MMP, conduisant là-encore au développement du RVG [Tsutsui et al. 2009]. 
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3.4.5 Protéines contractiles 

3.4.5.1 Mécanisme de contraction cardiaque 

La contraction cardiaque est à l’origine assurée par un couplage excitation-contraction 

associant un stimulus électrique à l’entrée de calcium dans les cardiomyocytes. La 

concentration intracellulaire en calcium passe alors de 0.1 µM à 1 µM en moins de 100 ms. 

Le calcium va entrer dans les cardiomyocytes grâce aux canaux calciques de type L. Cette 

entrée va induire la libération du calcium du réticulum sarcoplasmique qui va interagir avec la 

troponine C et induire la formation des ponts actine-myosine à l’origine de la contraction 

[Fukuda et al. 2009]. Cette interaction entre l’actine et la myosine active l’ATPase de la 

myosine et l’énergie libérée par l’hydrolyse de l’ATP est rapidement convertie en énergie 

mécanique. La relaxation est assurée par le retour de la concentration intracellulaire en 

calcium à l’état initial grâce à quatre systèmes de transport :  

- La séquestration du calcium dans le réticulum sarcoplasmique par la pompe calcium-

ATPase. 

- Le transport par un échangeur sodium / potassium. 

- La sortie par la pompe calcium-ATPase. 

- L’entrée dans la mitochondrie par le transporteur de calcium. 

Les mécanismes de flux calcique sont présentés en Figure 25. 

Figure 25 : Mécanismes du flux calcique conduisant à la contraction et à la relaxation des 
cardiomyocytes. 
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Les fibres musculaires formant la paroi des ventricules sont disposées en spirales selon 

des angles divers permettant lors de leur contraction la diminution du volume des cavités 

ventriculaires selon l’axe transversal et longitudinal. L’élément contractile cardiaque est 

appelé sarcomère. Il mesure au repos environ 1,8 µm et peut être étiré lors du remplissage 

cardiaque jusqu’à une longueur de 2,3 µm environ. Ce sarcomère, qui représente 50% du 

volume des cardiomyocytes, correspond à un assemblage spécifique des protéines 

contractiles, visualisable au microscope électronique (Figure 26). 

Figure 26 : Visualisation et représentation schématique du sarcomère cardiaque. (A) 
Visualisation par microscopie électronique du sarcomère cardiaque. (B) Représentation schématique 
du sarcomère cardiaque. A : Anisotropique, I : Isotropique, Z : Zwischenscheibe, H : Hensen, M : 
Mittlemembran. 

La bande I est composée principalement de l’α-actinine, constituant majeur de la ligne 

Z, de la desmine, de la protéine C et de la titine. 

L’α-actinine est une protéine de cytosquelette ubiquitaire, retrouvée dans tous les 

types cellulaires [Luther 2009]. Son rôle principal est de faire le lien entre la ligne Z et 

l’actine afin de maintenir la structure des cardiomyocytes lors de la contraction et de la 

relaxation cardiaque [Luther 2009]. Pour cela, cette protéine interagit avec la titine mais 

également avec deux protéines qui coiffent les extrémités des filaments, la tropomoduline et 

la protéine Cap Z [Pyle 2004]. 

La desmine appartient à la famille des filaments intermédiaires [Hein et al. 2000]. 

Cette protéine permet de maintenir l’intégrité fonctionnelle des myofibrilles mais joue 

également un rôle dans la survie des cardiomyocytes [Hein et al. 2000]. En effet, la desmine 

forme un lien entre les noyaux, les protéines contractiles, le sarcolemme et la matrice extra-

cellulaire mais également avec certains organites intra-cellulaires tels que les mitochondries et 
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le réticulum sarcoplasmique [Calaghan et al. 2004]. 

La protéine C est une protéine du cytosquelette qui relie la myosine à la titine afin de 

maintenir l’intégrité de l’appareil contractile [Hein et al. 2000]. Il existe trois isoformes 

embryonnaires ainsi que trois isoformes définitives de cette protéine : une isoforme du muscle 

rapide, une isoforme du muscle lent et une isoforme cardiaque. Cette protéine intervient 

également dans la régulation de la contraction cardiaque par son interaction avec la myosine 

[Hein et al. 2000]. 

La titine est une protéine du cytosquelette de très haut poids moléculaire qui établit le 

lien entre l’ α-actinine de la ligne Z et la ligne M du sarcomère [Sanger et al. 2000]. Elle est 

constituée d’une succession de domaines fibronectine et immunoglobuline lui assurant une 

flexibilité importante [Linke 2008]. Par ailleurs, il existe différentes isoformes de cette 

protéine dont les principales au niveau du cœur sont les isoformes N2B et N2BA [Linke 

2008]. Cette protéine est principalement responsable de la rigidité cellulaire puisque les 

cellules qui expriment majoritairement l’isoforme N2BA sont plus souples que celles qui 

expriment l’isoforme N2B. Enfin, la titine possède de nombreux sites de phosphorylation 

ainsi qu’un domaine kinase, ce qui place cette protéine au cœur de la voie de signalisation de 

la contraction cardiaque [Pyle 2004].  

La bande A est, quant à elle, composée principalement des ponts actine-myosine qui 

sont responsables de la contraction ainsi que de nombreuses protéines contractiles 

interagissant avec l’actine et la myosine pour permettre cette contraction, formant ainsi un 

appareil contractile complexe (Figure 27). 

Figure 27 : Représentation schématique de l’appareil contractile cardiaque. 
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La contraction du muscle cardiaque est issue de l’entrée du calcium qui va se fixer à la 

troponine C (TnC), ce qui va entraîner un changement de conformation du complexe des 

troponines et de l’α-tropomyosine, libérant ainsi la myosine. Cette dernière pourra alors entrer 

en interaction avec l’actine et induire la contraction cardiaque grâce à l’énergie produite par 

l’hydrolyse de l’ATP (Figure 28). 

Figure 28 : Représentation schématique du mécanisme de contraction cardiaque. (A) Muscle au 
repos, (B) Contraction. I : troponine I, C : troponine C, T : troponine T. 

Lors de la relaxation, le calcium va se détacher de la TnC et le complexe des 

troponines et de la tropomyosine va reprendre sa conformation d’origine où la troponine I est 

liée à l’actine. L’actine ainsi que le complexe des troponines et la tropomyosine constituent le 

filament fin alors que la myosine constitue le filament épais. 

L’ actine est une protéine ubiquitaire, hautement conservée et retrouvée dans tous les 

types cellulaires eucaryotes [Luther 2009]. Cette protéine est un filament appelé actine F qui 

est constitué de la polymérisation de monomères d’actine G, stabilisés par un ion calcique et 

une molécule d’ATP hydrolysée [Luther 2009]. Dans le sarcomère, l’actine est sous la forme 

d’une double hélice [Marston et al. 2003]. Il existe 6 isoformes de l’actine ; l’ α-actine 

squelettique, l’α–actine cardiaque, l’α–actine vasculaire, l’α–actine entérique, la β-actine et la 

γ-actine [Calaghan et al. 2004]. Parmi ces isoformes, l’α–actine est principalement retrouvée 

au niveau des sarcomères alors que les isoformes β et γ sont principalement cytoplasmiques 

[Calaghan et al. 2004]. Dans le cœur, l’α–actine cardiaque représente environ 80% de l’actine 

totale [Marston et al. 2003]. 

La myosine permet de générer les mouvements cardiaques par hydrolyse de l’ATP 

[Gupta 2007]. La myosine est un hexamère constitué de deux chaînes lourdes et quatre 

chaînes légères (Figure 29) [Gupta 2007]. 
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Figure 29 : Représentation schématique de la structure de la myosine. MHC : Chaîne lourde de 
myosine, MLC : Chaîne légère de myosine. 

La complexité de la myosine est également due à ces différentes isoformes. En effet, il 

existe deux isoformes de la chaîne lourde (MHC α et β) et deux isoformes de la chaîne légère, 

la MLC-1/3 dite essentielle et la MLC-2 dite régulatrice, toutes codées par des gènes 

différents [Gupta 2007]. Bien que l’isoforme α de la MHC ait une activité ATPasique plus 

élevée, c’est l’isoforme β qui est prédominante chez l’homme [Gupta 2007]. Par ailleurs, la 

MLC–1/3 interagit avec l’actine et inhibe la formation des ponts actine-myosine. Concernant 

la MLC-2, la phosphorylation joue un rôle essentiel dans son mécanisme d’action. En effet, la 

phosphorylation de la MLC-2 induit un ralentissement de la cinétique de formation des ponts 

actine-myosine. 

La tropomyosine se lie le long du filament d’actine, une molécule de tropomyosine 

s’étendant sur sept monomères d’actine [Marston et al. 2003]. Il existe trois isoformes de 

cette protéine qui sont l’α-tropomyosine, la β-tropomyosine et l’α-slow tropomyosine mais 

l’ α-tropomyosine est l’isoforme prédominante au niveau du cœur [Marston et al. 2003]. La 

tropomyosine participe à la rigidité des myofilaments en bloquant l’interaction entre l’actine 

et la myosine par encombrement stérique. 

Le complexe des troponines est formé de trois sous-unités et se lie à l’actine tous les 7 

monomères [Marston et al. 2003].  

La troponine I (TnI) est la sous-unité inhibitrice qui se lie à l’actine pour prévenir la 

formation des ponts actine-myosine. Cette protéine peut être phosphorylée par les protéines 

kinases A et C, ce qui augmente la sensibilité de cette protéine au calcium [Marston et al. 

2003]. L’interaction entre l’actine et la myosine semble se faire plus facilement lorsque la TnI 

n’est pas phosphorylée [Adamcova et al. 1999]. 

La troponine C (TnC) possède trois sites de liaison au calcium. La liaison de la TnC 

au calcium induit un changement de conformation des trois sous-unités de la troponine, ce qui 

lève l’inhibition de la TnI [Adamcova et al. 1999]. A la différence de la TnT et de la TnI, elle 

ne présente pas d’isoforme spécifiquement cardiaque [Marston et al. 2003].  
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La troponine T (TnT) est la sous-unité qui se lie à la fois à la TnC mais également à 

l’ α-tropomyosine. Il existe différentes isoformes de cette protéine issues de l’épissage 

alternatif dont les plus communes sont la TnT1, la TnT2, la TnT3 et la TnT4 [Marston et al. 

2003]. La TnT3 est la principale isoforme dans les cardiomyocytes [Marston et al. 2003]. 

Comme pour la TnI, l’activité de la TnT, en particulier l’interaction de la TnT avec la TnI, la 

TnC et l’α-tropomyosine, peut être modulée par la phosphorylation [Vahebi et al. 2005]. En 

effet, la phosphorylation de la TnT, comme de la TnI peut entraîner une diminution de 

l’activité ATPasique des ponts actine-myosine [Noland, Jr. et al. 1992]. 

3.4.5.2 Perte des propriétés contractiles lors du RVG 

La contraction des cardiomyocytes est altérée au cours du RVG et ce à différentes 

étapes du processus de contraction. En effet, le premier niveau atteint est la libération de 

calcium puisqu’il est décrit une diminution de la quantité de calcium libéré lors du RVG. 

L’altération du métabolisme énergétique, décrit précédemment, conduit à une diminution de 

la quantité d’ATP produit [Neubauer 2007]. Ces deux mécanismes peuvent conduire à une 

altération des propriétés contractiles cardiaques. 

Par ailleurs, lors du RVG, il a été mis en évidence des modulations de l’expression de 

certaines protéines contractiles dans le VG hypertrophié. Ces modulations correspondent à 

une augmentation de l’isoforme β, à une diminution de l’isoforme α de la chaîne lourde de 

myosine [Barry et al. 2008], à une augmentation du ratio N2BA/N2B de la titine [Taegtmeyer 

et al. 2010] à et une augmentation de l’expression de l’isoforme squelettique de l’α-actine à la 

place de l’isoforme cardiaque [Taegtmeyer et al. 2010]. De plus, il est observé une 

augmentation de l’expression de l’isoforme atriale de la MLC-1/3 dans le VG des patients 

présentant un RVG, conduisant à une diminution de la sensibilité au calcium des 

myofilaments [Ritter et al. 1999]. 

Enfin, une dégradation de la desmine et de l’α-actinine est observée lors du RVG 

[Marston et al. 2003]. La titine est également dégradée ce qui induit une diminution de la 

sensibilité au calcium des myofilaments ainsi que leur déstructuration [Pyle 2004]. 
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 4  Insuffisance cardiaque 

 4.1  Définition 

L’insuffisance cardiaque (IC) se définit comme l’incapacité du cœur à fournir un débit 

sanguin adapté aux besoins métaboliques et fonctionnels de l’organisme [Mudd et al. 2008]. 

L’inadéquation entre la fonction de pompe cardiaque et les besoins de l’organisme se traduit 

par une augmentation des pressions ventriculaires et/ou une diminution du débit cardiaque 

(Figure 30). 

Figure 30 : Relation entre débit cardiaque, pressions ventriculaires et IC. La courbe rouge 
représente l’évolution du débit cardiaque en fonction du temps, la courbe bleue représente l’évolution 
des pressions ventriculaires en fonction du temps et la courbe verte représente l’évolution des 
mécanismes compensateurs en fonction du temps. 

L’IC dite compensée est asymptomatique alors que l’IC dite décompensée voit 

apparaître les premiers symptômes cliniques. L’IC peut alors être classée en fonction de sa 

sévérité selon les critères de la New York Heart Association (NYHA) [Hess 2003]. Le stade 

NYHA I caractérise l’IC asymptomatique, le stade NYHA II caractérise une IC 

asymptomatique au repos et devenant manifeste après un effort physique important, le stade 

NYHA III caractérise une IC asymptomatique au repos et devenant manifeste au moindre 

effort physique et le stade NYHA IV caractérise une IC symptomatique au repos [Hess 2003] 

(Table VIII). 

IC compensée IC décompenséeIC compensée IC décompensée
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Table VIII : Classification de l’IC selon les critères de la NYHA. 

L’IC peut également être classée en fonction de sa localisation, on parlera alors 

d’insuffisance ventriculaire gauche lorsque la défaillance atteint le VG, d’insuffisance 

ventriculaire droite lorsque la défaillance atteint le VD et d’IC globale lorsque les deux 

ventricules sont atteints. Enfin, il est possible de distinguer schématiquement les IC avec 

altération de la fonction systolique et les IC avec fonction systolique normale. L’IC avec 

altération de la fonction systolique est la plus fréquente et peut être induite par une surcharge 

mécanique du VG ou un défaut de contractilité myocardique. 

L’IC est une conséquence commune à de nombreuses pathologies cardiaques, telles que 

les atteintes myocardiques, péricardiques ou valvulaires. En effet, l’IC peut être induite par le 

RVG post-IDM, ce qui représente 60 à 70% des cas, mais également par une HTA 

représentant 20 à 30% des cas [Hess 2003]. Dans le cadre de ma thèse, nous nous 

intéresserons particulièrement à l’IC induite par le RVG post-IDM, schématisée en Figure 31. 

Stade NHYA Caractéristiques
Stade I Cardiopathie compensée décelable à l'examen

Asymptomatique
Effort et travail normal possible

Stade II Signes d'IC en cas d'exercice physique important
Essoufflement et toux lors d'un effort physique important

Stade III Signes d'IC en cas d'exercice physique modéré
Intolérence à l'effort
Taux et essoufflement au moindre effort ou la nuit
Fatigue, dyspnée

Stade IV Signes d'IC au repos
Aucun effort physique possible
Toux et dyspnée au repos
Pouls faible, débit cardiaque bas
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Figure 31 : Physiopathologie de l’IC induite par le RVG post-IDM.  

 4.2  Épidémiologie 

Avec une prévalence entre 1 et 2%, l’IC est une des maladies cardiovasculaires les plus 

fréquentes dans les pays occidentaux [McMurray et al. 2005]. Cette prévalence augmente 

avec l’âge pour atteindre 6 à 10% chez les patients de plus de 80 ans [McMurray et al. 2005] 

(Figure 32). 

Figure 32 : Prévalence de l’IC dans l’étude de Framingham. L’étude de Framingham est une 
cohorte de 5209 sujets suivis depuis 1949.  
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De plus, l’incidence de cette maladie est en constante augmentation, ce qui peut être 

relié au vieillissement de la population et à l’augmentation de la durée de vie [McMurray et 

al. 2005]. Par ailleurs, le taux de mortalité est de 30 à 40% chez les patients deux ans après le 

diagnostic et de 50 à 60% chez les patients 5 ans après le diagnostic [McMurray et al. 2005]. 

Ce taux de mortalité présente une diminution qui reste modérée ces dernières années (Figure 

33). 

Figure 33 : Probabilité de survie en année après le diagnostic d’IC chez les hommes de l’étude de 
Framingham. 

 4.3  Biomarqueurs 

Actuellement, les principaux biomarqueurs de l’IC sont le BNP et le fragment amino-

terminal du proBNP, appelé NT-proBNP [Maisel et al. 2008]. Physiologiquement, le pré-

proBNP, précurseur de cette voie, est synthétisé dans les cardiomyocytes sous forme inactive. 

Ce précurseur subira alors un premier clivage pour libérer dans les cardiomyocytes un peptide 

signal de 26 acides aminés ainsi que le proBNP qui est encore inactif. Ce proBNP sera à son 

tour clivé pour libérer dans le sang, le BNP et le fragment NT-proBNP, inactif, lors de 

modifications importantes du volume et des pressions ventriculaires [Maisel et al. 2008] 

(Figure 34). 
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Figure 34 : Voie de synthèse du BNP et du NTproBNP. 

Le BNP, ainsi libéré, induira une vasodilatation artérielle, notamment par inhibition du 

système rénine-angiotensine-aldostérone mais également les processus de diurèse et de 

natriurèse ainsi qu’une inhibition du système nerveux sympathique [Braunwald 2008]. 

Actuellement, si les troponines cardiaques sont considérées comme les meilleurs 

biomarqueurs de l’IDM, le BNP et le NT-proBNP sont quant à eux considérés comme les 

meilleurs biomarqueurs de l’IC [Maisel et al. 2008]. En effet, leur concentration sanguine 

augmente de manière considérable et proportionnelle à la gravité de l’IC (Figure 35). 

Figure 35 : Valeurs de détection du BNP et du NT-proBNP en fonction du stade NYHA de l’IC. 

De plus, le BNP et le NT-proBNP possèdent des valeurs pronostiques et diagnostiques 

élevées [Maisel et al. 2005]. En effet, un taux de BNP supérieur à 100 pg/mL montre une 

sensibilité de 90% et une spécificité de 76% pour l’IC [Maisel et al. 2005]. Cependant, il ne 

s’agit pas de biomarqueurs parfaits puisque le taux de ces hormones peut être augmenté dans 

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

Normal NYHA I NYHA II NYHA III NYHA IV

BNP

NT-proBNP

V
a

le
ur

s 
e

n 
p

g/
m

L

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

Normal NYHA I NYHA II NYHA III NYHA IV

BNP

NT-proBNP

V
a

le
ur

s 
e

n 
p

g/
m

L



Introduction :  Aspects cliniques et moléculaires des pathologies cardiovasculaires étudiées 

- 44 - 

de nombreuses pathologies qui peuvent être associées à l’IC, comme l’hypertension 

pulmonaire, l’insuffisance rénale ou l’obésité abdominale [Braunwald 2008]. 

Cependant, de nombreux biomarqueurs de l’IC, intervenant dans diverses étapes du 

processus physiopathologique sont actuellement décrits [Braunwald 2008]. Une liste non 

exhaustive des principaux biomarqueurs de l’IC connus à ce jour est présentée en Table IX. 



Introduction :  Aspects cliniques et moléculaires des pathologies cardiovasculaires étudiées 

- 45 - 

Table IX : Caractéristiques des principaux biomarqueurs de l’IC. 

 

 

Nom Sensibilité Spécificité Pathologie Avantages Inconvénients Références

Corrélé à la sévérité de l'IC, et au stade NYHA Collinson, 2009
Augmentation lors de dysfonction diastolique Lamblin et al, 2005

Dinh et al, 2009
Ruiz-Ruiz et al, 2007

Myélopéroxydase 432 pmol/L
Corrélé à la dysfonction ventriculaire gauche et à la 

mortalité 
Non utilisable en routine Tang et al,2009

MMP-2 77% 40% 1445 ng/mL Biomarqueur de la dysfonction diastolique Non utilisable en routine Martos et al, 2009
Procollagène de type I 77% 25% 204µg/L Biomarqueur de la dysfonction diastolique Non utilisable en routine Martos et al, 2009

Procollagène de type III 77% 60% 3,7 µg/L Biomarqueur de la dysfonction diastolique Non utilisable en routine Martos et al, 2009

Norépinéphrine Corrélée à la morbi-mortalité Difficile en routine Lee et al, 2005
Arginine vasopressine Corrélée à la sévérité Instable Voors et al, 2009

Très stable
Facilement mesurable

Biomarqueur pronostique

Troponines cardiaques 83% 65% > 0,02 ng/mL Corrélé à la sévérité et à la mortalité Corrélé à la fonction rénale Latini et al, 2007
Acides gras Corrélé au stade NYHA et à la mortalité Non utilisable en routine Lee et al, 2005

Bon biomarqueur diagnostique Augmentation en cas d'hypertension pulmonaire
Corrélé à la mortalité Corrélé à l'âge

Meilleur que le BNP pour la prédiction de la mortalité 
et de la réhospitalisation

Augmentation en cas d'insuffisance rénale

Durée de vie longue
Meilleur biomarqueur pronostique

Dinh et al, 2009

Non utilisable en routine

Corrélé à l'âge
de Lemos et al, 2004

de Lemos et al, 2004

Stress myocytaire

Remodelage de la matrice extra-cellulaire

Neurohormones

25,9 pmol/L Voors et al, 2009

50 pg/mL
Corrélé à la dysfonction ventriculaire gauche, aux 

stades NYHA et à la mortalité

Non utilisable en routine

Inflammation

Stress oxydant

TNFα

CRP 96%

IL-6

Provasopressine 67,7%

Nécrose myocytaire

82,5%
Corrélée à l'âge, la fonction rénale et l'exercice 

physique

NT-proBNP 93% 80% > 2000 pmol/L

BNP > 400 pg/mL90% 96%

29% > 3 mg/dL
Augmentation lors d'une infection, d'un tabagisme et 

d'un syndrome coronarien aigüe

Corrélé à la dysfonction ventriculaire gauche, aux 
stades NYHA et à la mortalité
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Les protéines de l’inflammation jouent un rôle important dans la physiopathologie et la 

progression de l’IC [Braunwald 2008]. En effet, les cytokines inflammatoires peuvent être 

associées à la dysfonction ventriculaire gauche, à la réexpression du programme fœtal ainsi 

qu’à l’hypertrophie et la nécrose des myocytes [Lee et al. 2005]. Parmi ces protéines, la CRP 

présente un intérêt particulier car son niveau augmente avec la sévérité de l’IC [Braunwald 

2008]. Cette protéine possède des effets néfastes puisqu’elle va induire une diminution de la 

libération de NO associée à une augmentation de la production d’endothéline-1, conduisant à 

une vasoconstriction importante [Braunwald 2008]. Cependant, d’autres cytokines 

inflammatoires telles que le TNFα ou l’IL-6, sont également considérées comme des 

biomarqueurs potentiels de l’IC [Dinh et al. 2009]. 

Les protéines impliquées dans le stress oxydant sont également impliquées dans l’IC 

[Tsutsui et al. 2009]. Cependant, il est difficile de doser directement les ROS chez l’homme, 

c’est pourquoi l’utilisation de biomarqueurs indirects s’avère nécessaire [Braunwald 2008]. 

La mesure de la myélopéroxidase est notamment corrélée à la sévérité et à la mortalité de l’IC 

[Tang et al. 2009]. 

Les protéines impliquées dans le remodelage de la matrice extracellulaire telles que la 

MMP-2 ou les procollagènes de type I et III peuvent être utilisées comme biomarqueurs de 

l’IC avec fonction systolique préservée [Martos et al. 2009]. 

Les neurohormones peuvent aussi être utilisées comme biomarqueurs de l’IC. La 

norépinéphrine peut être corrélée à la mortalité par IC [Braunwald 2008]. Par ailleurs, 

l’arginine vasopressine ainsi que son précurseur plus stable, la provasopressine, peuvent être 

utilisées comme biomarqueurs pronostiques [Voors et al. 2009]. La synthèse de ce puissant 

vasoconstricteur est par ailleurs induite par l’angiotensine II. 

Les marqueurs de la nécrose myocytaire jouent également un rôle important lors de l’IC 

puisqu’ils sont issus à la fois de l’ischémie myocardique lors de l’IDM mais également de 

l’inflammation, du stress oxydant et de l’activation neurohormonale qui intervient lors de ce 

processus [Braunwald 2008]. Le niveau des troponines cardiaques, ainsi que la mesure des 

acides gras cardiaques, peuvent notamment être corrélés à la mortalité [Braunwald 2008]. 

Cependant, en dehors de l’utilisation du BNP et du NT-proBNP, il n’existe pas de 

consensus quant à l’utilisation de ces biomarqueurs. Au vu de l’impact épidémiologique de 

l’IC, il semble donc indispensable de rechercher de nouveaux biomarqueurs tant 

diagnostiques que pronostiques de cette pathologie. 
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II) Recherche de biomarqueurs par analyse protéomique 

Il existe trois grandes classes de biomarqueurs :  

- les biomarqueurs de dépistage qui détectent les patients avant l’apparition des 

symptômes. 

- les biomarqueurs diagnostiques pour identifier la pathologie. 

- les biomarqueurs pronostiques pour suivre l’évolution de la pathologie et 

permettre une meilleure prise en charge des patients [Gerszten et al. 2008]. 

Actuellement, si des biomarqueurs diagnostiques et pronostiques sont disponibles pour 

les pathologies cardiovasculaires, il n’existe pas de biomarqueur capable de dépister de 

manière précoce les pathologies telles que l’athérosclérose à l’origine de l’IDM ou le RVG 

qui peut être à l’origine de l’IC [Gerszten et al. 2008]. 

Un biomarqueur doit répondre à trois critères essentiels qui sont [Braunwald 2008]:  

- la possibilité d’obtenir des mesures rapides, reproductibles et à un prix 

permettant une utilisation courante dans la pratique clinique. 

- la capacité à apporter une information supplémentaire non disponible par les 

moyens hospitaliers classiques. 

- la capacité à fournir une aide au diagnostic ou au pronostic. 

Les principaux biomarqueurs actuels ont été recherchés sur des bases 

physiopathologiques. Cependant, cette approche ne permet pas toujours de mettre en évidence 

de nouveaux biomarqueurs. En effet, dans le cadre de l’étude REVE-1 visant à mettre en 

évidence de nouveaux biomarqueurs du RVG chez l’homme, une approche gène-candidat a 

été réalisée. Dans cette étude, le RVG est défini comme une augmentation supérieure à 20% 

du volume du VG mesurée en fin de diastole entre le niveau basal et à un an après l’IDM chez 

93 patients [Savoye et al. 2006]. Cette approche porte sur les principaux systèmes décrits 

précédemment comme le système rénine-angiotensine-aldostérone, le système adrénergique et 

les MMP. De manière étonnante, aucun des polymorphismes étudiés ne semblent jouer un 

rôle dans le RVG [Bauters et al. 2007]. Une étude protéomique a par ailleurs été effectuée sur 

les patients de cette étude et a permis de mettre en évidence une augmentation des variants 

post-traductionnels de la chaîne α1 de l’haptoglobine chez les patients présentant un RVG 

comparés aux patients sans RVG [Pinet et al. 2008].  
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 1  Choix de l’analyse protéomique 

 1.1  Définition 

L’analyse protéomique se définit comme l’analyse quantitative et qualitative l’ensemble 

des protéines présentes dans un échantillon biologique obtenu dans des conditions bien 

définies à un temps donné, appelé le protéome [Pinet et al. 2007]. 

 1.2  Intérêt 

Le séquençage du génome humain en 2001 a mis en évidence environ 20 000 gènes 

codant pour plus d’un million de protéines, ce qui suggère que le génome d’un organisme ne 

reflète pas sa complexité [Lander et al. 2001] ; [Venter et al. 2001]. En effet, il est connu 

qu’un gène ne code pas pour une seule protéine mais pour plusieurs. Le nombre de protéines 

codées dépend des modifications post-transcriptionnelles, telles que l’épissage alternatif et 

des modifications post-traductionnelles, telles que la phosphorylation ou la glycosylation 

(Figure 36).  

Figure 36 : Représentation schématique de la complexité biologique. 

Il est donc nécessaire d’établir la recherche de biomarqueurs selon une approche sans a 

priori  telles que la transcriptomique (analyse de l’ARN) ou la protéomique (analyse des 

protéines) ou la métabolomique (analyse des métabolites) qui devraient permettre d’élucider 

le rôle fonctionnel de plusieurs gènes, ou produits de gènes, pour comprendre le phénotype lié 

à une maladie ou à un état sain [Pinet et al. 2007]. 

L’analyse protéomique permet à la fois d’étudier un grand nombre de protéines d’un 

échantillon mais également leurs modifications post-traductionnelles afin d’accéder à la 
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2001b]. De plus, cette technique permet de mettre en évidence de nouveaux biomarqueurs 

potentiels d’une pathologie et d’obtenir des informations sur le protéome des différents 

organites cellulaires, notamment les mitochondries ou les myofilaments [Mayr et al. 2006]. 

Enfin, les protéines sont impliquées dans tous les processus cellulaires et sont modifiées dans 

les conditions pathologiques, justifiant l’intérêt de leurs études [Arrell et al. 2001b]. 

 1.3  Outils 

L’approche protéomique classique combine une technique de fractionnement de 

l’échantillon, telle que l’électrophorèse bidimensionnelle (2D), afin de séparer et de visualiser 

les protéines d’un échantillon et de quantifier le niveau d’expression de ces protéines et la 

spectrométrie de masse afin de les identifier [Ong et al. 2001]. Néanmoins, elle nécessite la 

validation ultérieure des résultats obtenus par des approches classiques de western blot ou de 

dosage ELISA. 

1.3.1 Électrophorèse bidimensionnelle 

L’électrophorèse 2D permet de séparer les protéines d’un échantillon à la fois en 

fonction de leur point isoélectrique (pI) lors de l’étape d’isoélectrofocalisation (IEF) et de leur 

poids moléculaire (Mr) lors de la seconde dimension (SDS-PAGE). Cette technique présente 

également l’avantage de mettre en évidence plusieurs isoformes de la même protéine 

[Lescuyer et al. 2004]. De plus, il s’agit d’une technique reproductible permettant de 

quantifier le niveau d’expression des protéines. 

1.3.1.1 Isoélectrofocalisation  

Pour cette étape, l’échantillon protéique est déposé sur un gel de polyacrylamide 

contenant un gradient de pH stable établi par des immobilines qui copolymérisent avec 

l’acrylamide dans le gel d’IEF. Le gel de polyacrylamide utilisé présente une forte porosité 

pour que la taille des protéines n’influence pas leur migration. Le gradient d’immobilines 

présente de nombreux avantages tels qu’une bonne stabilité au cours du temps, une meilleure 

reproductibilité, une grande capacité de chargement en protéines et enfin la possibilité 

d’obtenir des gradients de pH très étroits sur une ou deux unités [Dutt et al. 2000]. 

Les protéines sont des molécules amphotères, c’est-à-dire qu’elles peuvent être chargées 

positivement, négativement ou avoir une charge neutre selon le pH de la solution dans 

laquelle elles se trouvent. Sous l’effet d’un champ électrique, les protéines vont migrer dans le 

gel jusqu’à leur pI qui correspond au pH pour lequel leur charge nette est nulle. Pour cette 
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étape, les paramètres de migration sont optimisés en fonction de l’échantillon à analyser. 

L’étape d’IEF est représentée schématiquement en Figure 37. 

Figure 37 : Représentation schématique de l’étape d’IEF.  

1.3.1.2 Seconde dimension ou SDS-PAGE 

Le gel d’IEF est ensuite déposé au sommet d’un gel de polyacrylamide avec une 

réticulation plus ou moins importante permettant la séparation des protéines de l’échantillon 

en fonction de leur Mr sous l’effet d’un champ électrique. Cette technique permet de séparer 

de façon résolutive jusqu’à 3000 protéines [Faber et al. 2006]. La migration en gel SDS-

PAGE est représentée schématiquement en Figure 38. 

Figure 38 : Représentation schématique de la SDS-PAGE. 
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1.3.1.3 Détection des spots polypeptidiques 

Différentes techniques de révélation non spécifiques des protéines sur gel de 

polyacrylamide peuvent être utilisées (Tableau X).  

Table X : Les différentes techniques de coloration d’un gel de polyacrylamide. 

Le choix de la coloration se fait essentiellement en fonction de l’utilisation ultérieure 

des gels d’électrophorèse 2D. Les propriétés les plus importantes du colorant sont sa 

sensibilité (seuil limite de détection), une échelle dynamique linéaire pour une quantification 

précise, sa reproductibilité et sa compatibilité avec les étapes d’identification par 

spectrométrie de masse (MS). 

En général, elles font appel à l’emploi de colorants tels que des sels d’argent (technique 

très sensible), une solution de bleu colloïdal (de plus faible sensibilité), des sondes 

fluorescentes telles que le Sypro®Ruby (Sypro®Ruby Protein Gel Stain Molecular Probes™) 

ou le marquage par des cyanines utilisé pour la technique de 2D DIGE (très sensible mais plus 

coûteuse) [Rabilloud 2000]. 

Certains marquages permettent également de visualiser des catégories spécifiques de 

protéines telles que la coloration au Pro-Q®Diamond (Pro-Q®Diamond Phosphoprotein Gel 

Stain, Molecular Probes™) qui permet de détecter les protéines phosphorylées ou la 

coloration au Pro-Q®Emerald qui permet de détecter les glycoprotéines. De manière 

intéressante, la technologie du Pro-Q®Diamond nous offre la possibilité de détecter et de 

quantifier les protéines contenant des phospho-sérines, -thréonines ou -tyrosines puisque ce 

colorant fluorescent ne révèle que les phosphoprotéines, sans détecter les autres 

macromolécules telles que l’ADN, l’ARN ou encore les glycanes sulfatés [Steinberg et al. 

2003]. De plus, cette technique est rapide, simple à mettre en œuvre, reproductible, réversible 

et compatible avec d’autres technologies telles que la spectrométrie de masse. Cependant, la 

sensibilité de cette technique reste faible et nécessite une quantité importante d’échantillons. 

Technique de coloration Détection Avantages Inconvénients
Pro-Q®Diamond Compatible avec la spectrométrie de masse Relativement coûteuse

Faible sensibilité
Pro-Q®Emerald Compatible avec la spectrométrie de masse Relativement coûteuse

Sypro®Ruby Compatible avec la spectrométrie de masse Relativement coûteuse
Compatible avec la spectrométrie de masse
Analyse bioinformatique facilitée

Relativement coûteuse
Linéaire sur un log

Compatible avec la spectrométrie de masse
Economique

Nitrate d'argent

2D-DIGE

fluorescence

visible
Bleu colloïdal

Relativement coûteuse

Moins sensible que le nitrate d'argent

Plus sensible que le bleu colloïdal
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Au vu de ses propriétés, j’ai principalement utilisé cette technique de coloration, couplée à la 

détection des protéines totales par coloration au Sypro®Ruby, au cours de ma thèse. 

1.3.1.4 Analyse bioinformatique 

L’analyse bioinformatique joue un rôle central lors de l’analyse protéomique. Dans une 

expérience classique de protéomique utilisant l’électrophorèse 2D, de nombreux gels 

d’échantillons contrôles et expérimentaux sont réalisés en parallèle. Dans un premier temps, 

les gels 2D obtenus sont numérisés et des analyses différentielles entre les images des gels 

d’électrophorèse 2D contrôles et expérimentaux sont réalisées en utilisant un des nombreux 

logiciels spécialisés de traitement d’images disponibles sur le marché. Quelque soit le logiciel 

utilisé et son niveau de sophistication, une part active de l’utilisateur reste indispensable 

puisque aucun de ces logiciels ne permet une analyse d’images complètement automatique. 

Au cours de ma thèse, j’ai effectué une analyse du phosphoprotéome du VG de rats 

témoins et IC. Pour cela, des électrophorèses 2D ont été effectuées et colorées au Pro-

Q®Diamond dans le but de détecter les protéines phosphorylées puis au Sypro®Ruby afin de 

détecter l’ensemble des protéines. L’analyse bioinformatique des gels d’électrophorèse 2D a 

été effectuée avec le logiciel d’analyse d’images 2D Platinum®6.0 (GE Healthcare) selon un 

modèle classique d’analyse. 

Dans un premier temps, la détection automatique de tous les spots polypeptidiques de 

chaque gel s’effectue grâce à trois paramètres : le smooth qui modifie le contour du spot 

polypeptidique, l’aera représentative de l’aire du spot polypeptidique et le saliency 

représentatif du bruit de fond. Les spots détectés par le logiciel, et ne correspondant pas à des 

spots polypeptidiques, sont ensuite éliminés manuellement. Une dizaine de points d’ancrage 

sont alors placés manuellement sur chacun des gels colorés au Pro-Q®Diamond (master gel). 

L’appariement entre les master gels et les images des gels colorés au Sypro®Ruby s’effectue 

automatiquement grâce à ces points d’ancrage. L’appariement de chaque spot polypeptidique 

détecté sur le gel coloré au Pro-Q®Diamond avec le même spot polypeptidique détecté sur le 

gel coloré au Sypro®Ruby est ensuite vérifié manuellement pour tous les gels inclus dans 

l’analyse. Le volume de chaque spot polypeptidique est ensuite quantifié et normalisé par 

rapport au volume de l’ensemble des spots polypeptidiques détectés sur la même image du 

gel. Le pourcentage du volume normalisé (%vol) d’un spot polypeptidique détecté au Pro-

Q®Diamond est rapporté au %vol du même spot polypeptidique détecté au Sypro®Ruby. 

Pour chaque spot polypeptidique, le ratio %vol Pro-Q / %vol Sypro est calculé. Ce ratio est 

ensuite comparé entre les animaux témoins et IC. Une représentation schématique des 
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différentes étapes composant l’analyse bioinformatique est présentée en Figure 39. 

A) Détection des spots

C) Quantification du volume des spots appariés

Quantification et normalisation du volume de 
chacun des spots

Détermination du ratio
%volPro-Q / %volSypro

%vol Pro-Q

%vol Sypro

Témoin

%vol Sypro

%vol Pro-Q

IC

B) Appariement des spots
Pro-Q®Diamond Sypro®Ruby

Figure 39 : Représentation schématique des différentes étapes de l’analyse bioinformatique. 

1.3.2. Spectrométrie de masse 

Suite à l’analyse bioinformatique, les spots polypeptidiques d’intérêt sélectionnés sont 

identifiés en spectrométrie de masse. Il s’agit d’une technique analytique qui utilise la mesure 

du rapport masse sur charge (m/z) des différents peptides issus de la même protéine pour 

identifier cette dernière. Pour cela, les spots polypeptidiques d’intérêt sont découpés sur un 

gel d’électrophorèse 2D et digérés afin d’obtenir des peptides de petites tailles compatibles 

avec cette technique. La trypsine est l’enzyme la plus couramment utilisée car elles possèdent 

des sites de clivages connus (extrémité C-terminal des lysines et des arginines). De plus, les 

peptides issus de la digestion par cette enzyme sont répertoriés dans les bases de données. 

L’avantage de cette approche est que l’élution de peptides digérés est plus facile que 

celle de protéines entières. De plus, les petites molécules, tels que les peptides, seront 

séparées de façon plus efficace lors de la spectrométrie de masse, permettant une 

identification plus fiable. 

Il existe deux techniques principales de spectrométrie de masse permettant l’analyse des 

protéines, les spectrométres de masse utilisant la source électrospray et les MALDI-TOF 

(Ionisation/Désorption par tir laser assisté par matrice et mesure du temps de vol) [Dutt et al. 

2000]. Dans le cadre de ma thèse, j’ai uniquement utilisé cette dernière technique qui vous 

sera présentée. 
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1.3.2.1. MALDI-TOF 

Pour cette technique, l’empreinte peptidique (correspondant aux rapports m/z des 

différents peptides issus de la digestion d’une protéine) est obtenue par spectrométrie de 

masse MALDI-TOF en mode positif. Le principe est d’irradier par un faisceau laser pulsé les 

peptides d’un échantillon co-cristallisé dans une matrice, à la surface d’une cible. La matrice 

permet d’éviter la dégradation de l’échantillon par le faisceau laser et a la propriété d’absorber 

l’énergie émise par ce faisceau, ce qui conduira à l’excitation de la matrice. Celle-ci va alors 

transférer son énergie aux molécules de l’échantillon, induisant l’ionisation des peptides 

digérés. Dans le cas d’une source MALDI, les ions formés seront généralement monochargés, 

principalement de type [M+H]+. Les ions formés seront désorbés et seront séparés dans 

l’analyseur TOF en fonction de leur temps de vol, inversement proportionnel à leur masse : 

les ions les plus légers sont accélérés davantage que les ions plus lourds et sont par 

conséquent détectés les premiers. Une fois l’acquisition des spectres effectuée, ces derniers 

sont traités informatiquement à l’aide du logiciel Data ExplorerTM (PerSeptive Biosystems). 

L’identification des protéines est réalisée grâce à leur empreinte peptidique en utilisant 

les moteurs de recherche Protein Prospector, ProFound et Mascot à la fois dans les banques de 

données NCBI et Swiss-Prot. L’espèce, l’empreinte peptidique, la Mr et le pI apparents, 

l’enzyme utilisée ainsi que le nombre de clivages manquants autorisés sont utilisés pour 

interroger les banques de données. Une modification des cystéines par l’acrylamide appelée 

carbamidométhylation ainsi qu’une possible oxydation des méthionines sont également des 

critères pris en compte pour l’identification. Enfin, nous admettons une erreur de masse de 

0.05 Da pour le rapport m/z des peptides ionisés. Les différentes étapes nécessaires à 

l’identification d’une protéine en MALDI-TOF sont représentées schématiquement en Figure 

40. 
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Figure 40 : Représentation schématique des différentes étapes de l’analyse en spectrométrie de 
masse MALDI-TOF. 

A l’issue de l’interrogation des banques de données plusieurs candidats peuvent être 

possibles. Pour considérer une identification exacte selon les critères recommandés par 

[Wilkins et al. 2006] :  

- la protéine doit obtenir un score de probabilité élevé (score > 70 pour Mascot). 

- la même protéine doit être obtenue en tête de liste par au moins deux moteurs de 

recherche différents. 

- au moins quatre peptides du spectre MALDI doivent avoir permis l’identification. 

- le pourcentage de recouvrement de séquence doit être supérieur à 15%.  

- la Mr théorique doit correspondre à la Mr expérimentale ± 20% et il y a moins 

d’une unité de pH entre le pI théorique et le pI expérimental. 

1.3.2.2. MALDI-TOF/TOF 

Parfois les résultats obtenus à partir de l’empreinte peptidique sont ambigus. Pour 

identifier la protéine d’intérêt, il est possible d’utiliser un spectromètre de masse en mode 

tandem. Cette technique consiste à sélectionner, dans un premier analyseur de masse, un à un 

les peptides provenant de la digestion par la trypsine de la protéine étudiée. Chaque peptide 

est alors fragmenté dans une chambre de collision, principalement à l’aide de gaz neutre de 

Excision 
d’un spot 

polypeptidique

Peptides
ionisés

monochargés

Ionisation par laser
Dépôt sur plaque MALDIDigestion

trypsique

Identification du spot polypeptidique Inte rrogation 
des banques de données

Détecteur

Empreinte peptidique

Intensité

m/z

799. 0 1239. 2 1679. 4 2119. 6 2559. 8 3000. 0

M ass ( m/ z)

0

5. 1E+4

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 I

n
te

n
si

ty

S p e c  # 1  M C[B P  =  8 5 0 .4 ,  5 0 9 6 3 ]
850. 4475

1224. 5773

832. 3200

1240. 5595

1078. 5264 1389. 7622

1192. 6034
1504. 7941

845. 5294 1417. 78191094. 5114
1060. 5113933. 5796 1451. 68621222. 5737 2422. 12501566. 7158 2013. 9954

TOF

Excision 
d’un spot 

polypeptidique

Peptides
ionisés

monochargés

Ionisation par laser
Dépôt sur plaque MALDIDigestion

trypsique

Identification du spot polypeptidique Inte rrogation 
des banques de données

Détecteur

Empreinte peptidique

Intensité

m/z

799. 0 1239. 2 1679. 4 2119. 6 2559. 8 3000. 0

M ass ( m/ z)

0

5. 1E+4

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 I

n
te

n
si

ty

S p e c  # 1  M C[B P  =  8 5 0 .4 ,  5 0 9 6 3 ]
850. 4475

1224. 5773

832. 3200

1240. 5595

1078. 5264 1389. 7622

1192. 6034
1504. 7941

845. 5294 1417. 78191094. 5114
1060. 5113933. 5796 1451. 68621222. 5737 2422. 12501566. 7158 2013. 9954

Intensité

m/z

799. 0 1239. 2 1679. 4 2119. 6 2559. 8 3000. 0

M ass ( m/ z)

0

5. 1E+4

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 I

n
te

n
si

ty

S p e c  # 1  M C[B P  =  8 5 0 .4 ,  5 0 9 6 3 ]
850. 4475

1224. 5773

832. 3200

1240. 5595

1078. 5264 1389. 7622

1192. 6034
1504. 7941

845. 5294 1417. 78191094. 5114
1060. 5113933. 5796 1451. 68621222. 5737 2422. 12501566. 7158 2013. 9954

TOF



Introduction :   Recherche de biomarqueurs par analyse protéomique 

- 56 - 

type argon. Les “ions fils” générés sont ensuite analysés dans un second analyseur. L’analyse 

de ces fragments (spectre MS/MS) permet par calcul de la différence de masse observée entre 

deux ions de la même série, de déterminer des éléments de la séquence en acides aminés du 

peptide, séquence qui sera utilisée pour identifier la protéine dans les banques de données. Les 

différentes étapes nécessaires à l’identification d’une protéine en MALDI-TOF/TOF sont 

représentées schématiquement en Figure 41. 

Figure 41 : Représentation schématique des différentes étapes de l’analyse en spectrométrie de 
masse MALDI-TOF/TOF. 

Toutefois, l’interprétation des spectres MS/MS ne permet de déterminer, en général, 

qu’une séquence partielle du peptide analysé ; cette dernière, complétée à la fois par la mesure 

de la masse du peptide et la position de cette séquence sur le peptide constitue un Peptide 

Sequence Tag qui permet de sonder avec une grande efficacité les banques protéiques. 

1.3.3. SELDI-TOF 

La technique d’électrophorèse 2D possède certaines limites. En effet, les protéines avec 

un pI ou un Mr extrêmes de même que les protéines hydrophobes telles que les protéines 

membranaires ne sont pas séparées correctement ou non visualisables par cette technique 
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[Lescuyer et al. 2004]. Il est donc important d’utiliser des techniques protéomiques 

complémentaires afin d’avoir accès à un plus grand nombre d’information. 

La technique de SELDI-TOF (Surface Enhanced Laser Desorption/Ionization), 

commercialisée par Biorad, est une alternative complémentaire à l’électrophorèse 2D qui 

combine la chromatographie et la spectrométrie de masse [Pinet et al. 2008]. Les éléments 

clés de ce dispositif sont les puces à protéines (ProteinChips®) qui se présentent sous la 

forme de barrettes sur lesquelles sont alignés huit sites actifs. Ces sites actifs peuvent être 

constitués de surfaces très variées, tant sur le plan chimique (surfaces anioniques Q10, 

cationiques CM10, hydrophobes H50 ou hydrophiles NP20) que biologique (anticorps, 

récepteurs ou ADN) permettant l’adhésion spécifique des protéines d’intérêt présentes dans 

un échantillon biologique [Pinet et al. 2007]. Pour réaliser cette capture, un extrait protéique 

brut est déposé sur chaque site actif et couplé à une matrice qui permettra l’ionisation des 

protéines sous l’impact du faisceau laser. La puce à protéines est ensuite insérée dans un 

lecteur SELDI-TOF qui va générer un profil caractérisé par l'inventaire des masses 

moléculaires des protéines présentes dans l'échantillon et capturées par la puce en fonction de 

leur abondance relative (Figure 42).  

Figure 42 : Représentation schématique des différentes étapes de l’analyse en SELDI -TOF. 
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La comparaison des profils d’expression de protéines obtenus sur les différents sites 

actifs est ensuite réalisée à l’aide du logiciel ProteinChip® data manager fourni avec le 

système, afin de pointer les pics protéiques différentiellement exprimés dans les échantillons.  

Cette technique présente de nombreux avantages, notamment sa rapidité et sa 

compatibilité avec pratiquement tous les types d’échantillons biologiques. De plus, elle 

nécessite peu de matériel biologique, sa sensibilité est relativement importante et elle permet 

l’étude des protéines hydrophobes, membranaires ou avec des pI et des Mr extrêmes. 

Cependant, elle est relativement coûteuse, sa variabilité est assez importante et elle ne permet 

pas d’identification biologique directe des marqueurs puisque les pics mis en évidence comme 

différentiellement exprimés nécessitent d’être ensuite identifiés en spectrométrie de masse. 

 1.4  Applications en pathologie cardiovasculaire 

Actuellement, les techniques de protéomique ont permis de mettre en évidence un 

certain nombre de biomarqueurs potentiels dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires. 

Par ailleurs, il n’existe pas à l’heure actuelle de biomarqueurs permettant de prédire 

l’évolution d’un IDM vers le RVG et l’IC. Des études protéomiques ont alors été mises en 

œuvre afin de mettre en évidence de nouveaux biomarqueurs de cette pathologie. Un nombre 

important de protéines a ainsi été mis en évidence comme biomarqueur potentiel de l’IC. 

Cependant, ces protéines ne sont pas utilisées en clinique à l’heure actuelle car les principaux 

résultats sont encore très récents. En effet, la mise en place d’une analyse protéomique 

complète et les validations nécessaires à cette analyse nécessitent un temps non négligeable. 

Malgré tout, ces différentes analyses ont permis de mettre en avant de nombreuses pistes dont 

les principales sont présentées en Table XI.. 



Introduction :   Recherche de biomarqueurs par analyse protéomique 

- 59 - 

Table XI : Biomarqueurs potentiels de l’IC mis en évidence par analyse protéomique (issue de Dubois, en annexe). 

Références Protéines étudiées Échantillons utilisés Résultats obtenus Techniques utilisées

Scheler et al, 1999 Hsp27
VG humains sains (n=7) et IC dus à 
cardiomyopathie dilatée (n=6) ou IC 

ischémique (n=5)
Dégradation de la Hsp27 lors de l'IC

Électrophorèse 2D et immunoblot 
avec un anticorps dirigé 

spécifiquement contre Hsp27

Desmine

αB-crystalline

Hsp 60

Grp75

Glycéraldehyde-3-phosphate 
déshydrogènase
αB-crystalline

Péroxirédoxine 2
Isocitrate déshydrogènase

SELDI-TOF

Western blot pour validation

2D-DIGE

Western blot pour validation

Urbonavicius et al, 
2009

Enzymes impliquées dans le métabolisme
Biopsies of  de patients IC stables lors 

d'un bypass coronaire (n=9) comparées 
à du myocarde sain (n=5)

Augmentation du niveau 
d'expression de deux enzymes du 

métabolisme et diminution du 
niveau d'expression de six enzymes 

du métabolisme lors de l'IC

Électrophorèse 2D

Agnetti et al, 2008
Cardiomyocytes néonataux traités à 

l'endothéline-1 pendant 48 h
Électrophorèse 2D

Augmentation du niveau 
d'expression de la desmine et de l' 
αB-crystalline après traitement à 

l'endothéline-1

Diminution du niveau d'expression 
de la Hsp 60 et de la Grp 75 après 

traitement à l'endothéline-1

Cieniewski-Bernard et 
al , 2008

VG de rats témoins (n=4) et IC (n=4) à 
2 mois post-ligature de l'artère coronaire 

gauche   

Pinet et al, 2008
Variants post-traductionnels de la chaîne  

α1 de l'haptoglobine

Plasma de 93 patients présentant un 
IDM divisé en tertiles pour le RVG 

(REVE)

Modulation d'expression 
proportionnelle à la sévérité de l'IC

Électrophorèse 2D et western blot 
pour validation

Augmentation du niveau 
d'expression des variants post-

traductionnels de l'haptoglobine

Augmentation du niveau 
d'expression de la protéine C 
cardiaque et d'un produit de 

dégradation de 40 kDa

Jacquet et al, 2009
Protéine C cardiaque et son produit de 

dégradation de 40 kDa

Effluent de cœur perfusé isolé de souris 
avec une ischémie/reperfusion (n=4) et 

saines (n=3)
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Table XI (suite)  

 

Références Protéines étudiées Échantillons utilisés Résultats obtenus Techniques utilisées
Électrophorèse 2D

Western blot, immunohistochimie 
et ELISA  pour validation

VG de rats témoins (n=4) et IC (n=4) à 
2 mois post-ligature de l'artère coronaire 

gauche
Validation dans VG  et plasma des rats 

témoins (n=16) et IC (n=19)  
Validation dans 93 patients présentant 
un IDM divisé en tertiles pour le RVG 

(REVE)
peptide N-terminal (24-48 aa) de 
l'albumine clivée par la pepsine

19 autres pics 

MMP-7
VG de patients IC  (n=8) et de patients 

sains  (n=8)

Augmentation du niveau 
d'expression de la MMP-7 lors de 

l'IC
Puce à protéines

MMP-10
Augmentation du niveau 

d'expression de la MMP-10 lors de 
l'IC

TIMP-4
Diminution du niveau d'expression 

de TIMP-4 lors de l'IC

SELDI-TOF
Diminution du niveau d'expression 
du peptide N-terminal de l'albumine

Dubois et al, 2010 Troponine T phosphorylée en sérine207 

Fertin et al, 2010
4 échantillons de plasma et de sérum de 
45 patients présentant un IDM divisé en 

tertiles pour le RVG (REVE 2)

Diminution du niveau de troponine 

T phosphorylée en sérine207 lors du 
RVG

Électrophorèse 2D colorée au Pro-
Q®Diamond et western blot pour 

validation

31 protéines mitochondriales
Mitochondries isolées de VG de chiens 

IC avec une désynchronisation 

Augmentation du niveau 
d'expression de la Hsp 70 lors de 

l'IC

Wei et al, 2010
Cohorte de 34 patients IC sévère pour 

validation
Western blot, immunohistochimie 

et ELISA  pour validation

Dimiution du métabolisme lors de 
l'IC

Agnetti et al, 2010

Wei et al, 2009 Hsp70
Patients avec une cardiomyopathie de 

l'OD (n=8) et patients sains (n= 8) 

Électrophorèse 2D
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 2  Limites de l’analyse protéomique 

 2.1  Choix des échantillons 

Le choix des échantillons est une étape clé de l’analyse protéomique car les extraits 

protéiques analysables par approche protéomique sont très variés. [Mischak et al. 2007]. Les 

différents échantillons biologiques utilisés pour l’analyse protéomique dans le cadre des 

pathologies cardiovasculaires sont présentés dans la Table XII.  

Table XII : Les différents échantillons biologiques utilisés pour l’analyse protéomique 
cardiovasculaire (issue de Dubois, en annexe). 

Dans le domaine cardiovasculaire, la question du type d’échantillons biologiques à 

analyser se pose. En effet, travailler au niveau tissulaire, notamment sur le VG ou l’aorte, 

s’avère intéressant en sachant qu’un tissu est composé de plusieurs types cellulaires différents 

et que les informations obtenues, notamment par électrophorèse 2D, représenteront les 

protéines majoritaires. La question du type cellulaire le plus approprié peut alors se poser. 

Enfin, le plasma et le sérum représentent des échantillons biologiques simples d’accès, 

notamment dans le cadre de la recherche de biomarqueurs. Dans ce cas, une technique 

permettant de réduire la complexité de l’échantillon devra être mise en œuvre. En effet, lors 

de l’analyse du plasma ou du sérum, les protéines abondantes telles que l’albumine, 

représentant 60 à 70% des protéines totales, et les immunoglobulines, représentant 10 à 20% 

des protéines totales, peuvent gêner la détection des protéines peu représentées. Ces protéines 

majoritaires doivent alors soit être éliminées de manière spécifique par l’utilisation de kits 

commercialisés permettant l’élimination de l’albumine et des immunoglobulines, soit être 

Échantillons biologiques Homme Rat
Tissu cardiaque +/- +

Cellules
Cardiomyocytes +/- +
Cellules endothéliales +/- +
Cellules musculaires lisses +/- +

Organelles
Mitochondries - +
Sarcomères - +
Fluides
Sérum + +
Plasma + +
Urine + +

Espèces
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équalisées, afin d’enrichir l’échantillon en protéines peu abondantes [Fertin et al. 2010a], 

[Beseme et al. 2010].  

Dans tous les cas, une conservation optimale des échantillons biologiques et des extraits 

protéiques est nécessaire pour garantir une analyse protéomique correcte ainsi qu’une 

optimisation de l’étape d’extraction protéique pour obtenir une bonne reproductibilité de cette 

technique indispensable à l’analyse protéomique. En effet, de nombreux biais peuvent être 

involontairement induit lors de l’extraction protéique et il est nécessaire de s’en affranchir. 

Une étude récente a notamment montré que l’utilisation de DNAse I lors de l’extraction des 

protéines de macrophages en culture induisait un biais en interagissant directement avec 

l’actine du cytosquelette [Acosta-Martin et al. 2009]. Par ailleurs, il sera nécessaire d’inhiber 

certains processus pouvant engendrer des modifications des protéines, tels que l’action des 

protéases ou des phosphatases. 

 2.2  Difficulté de l’analyse chez l’homme 

Lors de la mise en place d’études cliniques, il est essentiel de standardiser le protocole 

de prélèvement sanguin des patients et de conservation des échantillons. En effet, le fait de ne 

pas manipuler de manière standardisée tous les échantillons d’une même analyse peut 

conduire à l’identification de marqueurs biologiques erronés [Pinet et al. 2007]. Le temps 

entre le prélèvement et l’obtention du sérum par coagulation ainsi que la composition du tube 

de prélèvement s’avèrent notamment être des éléments importants à prendre en compte. 

Différents profils du même échantillon de plasma peuvent ainsi être observés en fonction de 

l’anticoagulant utilisé (EDTA, citrate ou héparine) [Banks et al. 2005]. 

Par ailleurs, des études à grande échelle sont nécessaires puisque l’effet prédictif peut 

parfois être relativement faible [Gerszten et al. 2008]. De plus, cet effet peut être diminué par 

l’hétérogénéité importante observée dans les échantillons obtenus chez l’homme. 

 2.3  Choix du modèle expérimental 

L’étude du RVG post-IDM conduisant à l’IC nécessite l’utilisation de modèles animaux 

viables permettant de quantifier la dysfonction du VG afin d’étudier la physiopathologie de 

l’IC et de développer de nouvelles approches thérapeutiques de cette pathologie [Patten et al. 

2009]. Dans un premier temps, les principaux modèles expérimentaux d’IC ont été 

développés chez le petit animal en raison de coûts réduits et de la possibilité d’obtenir un 

grand nombre d’animaux (Table XIII). 
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Table XIII : Les principaux modèles expérimentaux d’IC développés chez le petit animal (issu de 
[Patten et al. 2009]. 

Afin d’étudier le RVG post-IDM, nous avons utilisé, au cours de ma thèse, le modèle 

expérimental d’IC de rat chez lequel un IDM est induit par ligature de la branche descendante 

de l’artère coronaire gauche (ACG) [Mulder et al. 1997] (Figure 43). 

Figure 43 : Représentation schématique de la localisation de la ligature de la branche 
descendante de l’ACG. OD : oreillette droite, ACD : artère coronaire droite, VD : ventricule droit, 
VG : ventricule gauche, ACG : artère coronaire gauche, OG : oreille gauche. 

Il s’agit du modèle expérimental le plus couramment utilisé. Il a notamment été à 

l’origine de la découverte de l’effet bénéfique des inhibiteurs de l’ACE dans l’IC [Pfeffer et 

al. 1985]. Ce modèle est remarquable dans le sens où tous les animaux ayant subi la ligature 

de l’ACG vont développer un RVG et une IC comparable à ce qui est observé chez l’homme 

Aorte

OD

ACD

VD

ACG

OG

Branche descendante de l’ACG

VG

Ligature

Zone nécrosée

Branche descendante de l’ACG

Aorte

OD

ACD

VD

ACG

OG

Branche descendante de l’ACG

VG

Ligature

Zone nécrosée

Branche descendante de l’ACG

Espèce Modèle Cause de l'IC Avantages Inconvénients
Technique chirurgicale plus facile 
que chez la souris 

Pas de modèle transgénique

Accès à la fonction cardiaque

Obtention de tissu cardiaque

Hypertension graduelle Pas de modèle transgénique

Accès à la fonction cardiaque

Obtention de tissu cardiaque

Pas de chirurgie

IC induite graduellement

Pas de chirurgie

IC induite graduellement

Coût inférieur aux rats Chirurgie plus complexe que pour le rat

Accès à la fonction cardiaque Quantité de tissu plus faible

Existence de modèle transgénique

Constriction de l'aorte ascendante Surcharge de pression aigüe
Développement rapide d'une 
hypertrophie

Hypertension non graduelle

Souris inactivée pour lim Cardiomyopathie dilatée Pas de chirurgie
Coût élevé du à la longue période de 
développement de l'IC

Souris inactivée pour le TNFα Cardiomyopathie dilatée Pas de chirurgie Effets secondaires importants

Résultats pas toujours reproduits dans les 
études cliniques

IDMLigature de l'artère coronaire gauche

Résultats pas toujours reproduits dans les 
études cliniques

Constriction de l'aorte ascendante Surcharge de pression graduelle

IDMLigature de l'artère coronaire gauche

Souris

Coût élevé du à la longue période de 
développement de l'IC

Surcharge de pression chroniqueRat spontanément hypertendu

Rat

Rat Dahl salt-sensitive Surcharge de pression chronique
Coût élevé du à la longue période de 
développement de l'IC
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mais sans autre pathologie associée telle que l’athérosclérose, le diabète de type II ou l’HTA 

[Mulder et al. 1997]. Ce modèle expérimental nous a permis d’obtenir des échantillons sériés 

de tissus, notamment le VG d’animaux témoins et IC à 7 jours (temps correspondant à la 

phase précoce du RVG chez le rat) et à 2 mois post-ligature (temps correspondant à la phase 

tardive du RVG) et les animaux témoins subissant l’intervention sans ligature de l’ACG. 

Nous avons également à notre disposition le plasma de ces animaux à 7 jours et 2 mois post-

ligature, mais également 1 jour avant l’opération, ce qui nous permet d’avoir un contrôle 

optimal de nos expérimentations. 

III) Modifications post-traductionnelles 

 1  Généralités 

Si l’analyse protéomique est aujourd’hui un outil phare quant à la recherche de 

nouveaux biomarqueurs impliqués dans le développement de certaines pathologies, l’étude 

seule du protéome n’est plus suffisante en tant que telle pour la compréhension des 

mécanismes physiologiques et physiopathologiques. L’étude des modifications post-

traductionelles, qui ajoutent un niveau de complexité supplémentaire à l’expression du 

génome, permet d’aborder l’aspect de la modulation de la fonctionnalité des protéines et ainsi 

de se rapprocher davantage de ce qui se passe réellement dans la cellule [Lescuyer et al. 

2004]. En effet, les protéines peuvent subir d’importantes modifications, appelées 

modifications post-traductionnelles, au cours et après leurs synthèses. Il existe actuellement 

près de 200 modifications post-traductionnelles décrites, les plus communes et les plus 

importantes sont résumées dans la Table XIV. 
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Table XIV : Les principales modifications post-traductionnelles. 

Ces modifications peuvent aller de la protéolyse à l’ajout de groupements de taille plus 

ou moins importants et sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires tels que la 

régulation de l’activité des protéines, leur ancrage à la membrane, leur adressage à certains 

compartiments cellulaires, leur dégradation ou encore leur implication dans diverses voies de 

signalisation. 

 2  Intérêt 

Les modifications post-traductionnelles donnent, à partir d’une même protéine 

immature, plusieurs protéines dont les fonctions peuvent être différentes. Outre l’apport de ce 

type d’étude en terme de compréhension des mécanismes cellulaires, certaines de ces 

modifications post-traductionnelles peuvent constituer de bons marqueurs diagnostiques ou 

des cibles thérapeutiques potentielles, qui peuvent être étudiés par analyse protéomique 

[Krueger et al. 2006]. En effet, ces modifications étant impliquées dans de nombreux aspects 

de la vie cellulaire, toute perturbation de ce système peut avoir des conséquences 

pathologiques [de Graauw et al. 2006]. 

Acide aminé modifié Caractéristiques et fonctions

Partie N-terminale, lysine
Stabilité de la protéine, protection de l'extrémité 
N-terminale, régulation de l'interaction protéine-

ADN

Acylation Myristoylation Extrémité N-terminale de la glycine
S-acylation Cystéine, sérine

Glycosylation N-liée Asparagine
O-liée Sérine, thréonine
O-GlcNAc Sérine, thréonine

Proline
Stabilité de la protéine, interaction protéine-

ligand
Lysine Régulation de l'exression génique

Tyrosine Dommage oxydatif lors de l'inflammation

Sérine, thréonine, tyrosine
Réversible, activation-inactivation de l'activité 

d'une protéine, modulation des interactions 
protéine-protéine, signalisation cellulaire

Cystéine
Liaison intra- et inter-moléculaire, stabilité de la 

protéine

Tyrosine
Modulation des interactions protéine-protéine et 

protéine-ligand
Lysine Signal de dégradation de la protéineUbiquitinylation

Nitration

Phosphorylation

Modification

Acétylation

Sulfatation

Ponts disulfure

Méthylation

Localisation cellulaire, ancrage à la membrane, 
médiateur d'interaction

Réversible, régulation cellulaire, sécrétion, 
modulation des interactions protéine-protéine, 

signalisation cellulaire

Hydroxylation
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 3  Phosphorylation 

 3.1  Généralités 

La phosphorylation est une modification post-traductionnelle dynamique indispensable 

à la vie cellulaire car elle en régule tous les aspects [de Graauw et al. 2006]. Il s’agit de la 

modification post-traductionnelle la plus courante puisqu’une protéine sur trois est 

phosphorylée [de Graauw et al. 2006]. 

En effet, par sa réversibilité et sa rapidité de réponse à divers stimuli, le mécanisme de 

phosphorylation/déphosphorylation constitue un système idéal de régulation tant au niveau 

cellulaire que tissulaire. Ainsi, cette modification intervient dans de nombreux processus tels 

que les voies de transduction des signaux extracellulaires [Shchemelinin et al. 2006], 

l’activité enzymatique [Delom et al. 2006], la localisation sub-cellulaire et l’adressage des 

protéines [Delom et al. 2006], la régulation du cycle cellulaire [Bloom et al. 2007], le 

métabolisme cellulaire [Devin et al. 2007] ou encore la contraction musculaire [Noguchi et al. 

2004].  

 3.2  Mécanisme 

La phosphorylation est un mécanisme dynamique et réversible de par l’action 

antagoniste de protéines kinases, ajoutant le groupement phosphate sur un acide aminé 

hydroxylé (sérine, thréonine ou tyrosine) d’une protéine, et de protéines phosphatases, qui 

vont ôter le groupement phosphate des protéines (Figure 44). 

Figure 44 : Mécanisme de phosphorylation / déphosphorylation d’une protéine. Ser : Sérine, Thr : 
Thréonine, Tyr : Tyrosine, O-P : Phosphorylation. 

La phosphorylation intervient sur les résidus sérine, thréonine ou tyrosine avec un ratio 

de 1000 :100 :1, respectivement [de Graauw et al. 2006]. 

protéine protéine

kinases

phosphatases

Ser, Thr, TyrO-P

protéine protéine

kinases

phosphatases

Ser, Thr, TyrO-P
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 3.3  Enzymes impliquées 

Les protéines kinases et phosphatases ont une structure conservée au cours de 

l’évolution et jouent un rôle primordial dans la régulation de nombreux processus cellulaires 

en modifiant la fonction de leurs protéines cibles [Delom et al. 2006]. Ces enzymes 

représentent 2% du génome humain [Delom et al. 2006].  

Plus de 500 protéines kinases sont codées par le génome [de Graauw et al. 2006]. Ces 

enzymes peuvent être classées en fonction de leurs substrats, on distinguera alors les protéines 

tyrosine kinases et les protéines sérine/thréonine kinases [Shchemelinin et al. 2006]. Les 

protéines tyrosine kinases peuvent elle-même être divisées en sous-groupes comprenant les 

récepteurs, qui sont des protéines transmembranaires avec un domaine extra-cellulaire de 

liaison à un ligand et un domaine kinase intracellulaire, et les non-récepteurs qui sont 

principalement retrouvés dans le cytosol ou le noyau [Shchemelinin et al. 2006]. Les 

principales protéines kinases et leurs principales fonctions sont détaillées dans la Table XV. 

Table XV : Listes des principales protéines kinases, d’après [Shchemelinin et al. 2006]. 

Nom Catégorie Fonctions
c-kit Prolifération et différenciation cellulaire

Migration cellulaire
Hématopoièse
Réponse inflammatoire

EGFR Survie cellulaire
Angiogènèse
Prolifération et différenciation cellulaire
Inhibition de l'apoptose

JAK Inflammation
PDGF Migration et prolifération cellulaire

Développement du système cardiovasculaire
Inflammation
Angiogènèse
Cicatrisation
Régulation de la fonction endothèliale

Src Adhésion cellulaire
Prolifération et différenciation cellulaire

VEGFR Angiogènèse
CDK Régulation du cycle cellulaire

MAPK Signalisation intra-cellulaire
PKA Réponse aux stimulations adrénergiques

PKB/Akt Signalisation intra-cellulaire
PKC Signalisation intra-cellulaire
PKG Réponse au NO

ROCK Réorganisation du cytosquelette

Tyrosine kinase

Sérine/thréonine kinase
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Comme les protéines kinases, les protéines phosphatases sont classées en fonction de 

leurs substrats, on distingue donc les protéines sérine/thréonine phosphatases et les protéines 

tyrosines phosphatases. Les principales protéines phosphatases et leurs principales fonctions 

sont détaillées dans la Table XVI. 

Table XVI : Listes des principales protéines phosphatases. 

 3.4  Rôles dans la pathologie cardiovasculaire 

L’intérêt de l’étude de la phosphorylation réside dans son implication dans divers 

processus pathologiques. En effet, les protéines kinases régulent de nombreuses fonctions 

cardiaques telles que le métabolisme énergétique, le transport d’ions, la croissance ou la 

contraction [Delom et al. 2006] ; [Wheeler-Jones 2005]. De plus, des mutations dans les 

gènes codant pour plus de 200 kinases ont été décrites, notamment au niveau cardiovasculaire 

[Shchemelinin et al. 2006]. 

Il a notamment été montré que les stress mécaniques, électriques, hyperosmotiques ou 

oxydatifs entraînent une activation de la voie des MAPK dans les cardiomyocytes 

[Bogoyevitch 2000]. Celles-ci sont alors capables d’activer des facteurs de transcription qui 

vont jouer un rôle dans l’organisation de l’actine et la migration cellulaire ou induire 

l’apoptose des cardiomyocytes [Bogoyevitch 2000]. Cette voie de signalisation intervient 

également lors du développement de l’hypertrophie du VG en réponse des stimuli 

inflammatoires [Bogoyevitch 2000]. 

De plus, il a été décrit que l’expression de la PKC était significativement augmentée 

dans le cœur de patients IC [Bowling et al. 1999] au contraire l’expression de la PKA qui est 

diminuée [van, V et al. 2003]. 

En parallèle, des défauts de protéines phosphatases dans les pathologies 

cardiovasculaires ont également été mis en évidence. En effet, il a été montré que l’inhibition 

Nom Catégorie Fonctions
PTP1B Réponse au NO
DEP-1 Angiogènèse
SHP Inflammation
PP1 Réponse aux stimulations adrénergiques

Spécifique de la PKA
PP2A Glycolyse

Pro-apoptotique
Inflammation
Contraction musculaire

PP2C Signalisation intra-cellulaire
Calcineurine Inflammation

Tyrosine phosphatase

Sérine/thréonine phosphatase
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de la protéine tyrosine phosphatase PTP1B a des effets bénéfiques dans le cadre de 

dysfonctions endothéliales dues à une IC dans un modèle expérimental de souris présentant 

une ligature de l’ACG [Vercauteren et al. 2006], évoquant ainsi l’importance des 

modifications de phosphorylation dans cette pathologie. 

 4  O-N-acétyl-glucosaminylation 

 4.1  Généralités 

Cette modification, plus couramment appelée O-GlcNAcylation, a été mise en évidence 

en 1984 par Torres et Hart [Torres et al. 1984]. Il s’agit d’une modification dynamique, qui 

intervient principalement au niveau nucléaire et cytosolique, à la différence des glycosylations 

dites classiques qui interviennent surtout au niveau des protéines membranaires ou sécrétées 

[Wells et al. 2003]. Cette modification consiste à greffer un résidu unique, la β-N-

acétylglucosamine, contrairement aux autres glycosylations qui sont constituées de longues 

chaînes de plusieurs résidus glucosidiques [Slawson et al. 2003] (Figure 45).  

Figure 45 : Structure du résidu de β-N-acétylglucosamine greffé lors de la O-GlcNAcylation 
d’une protéine. Ser : Sérine, Thr : Thréonine. 

 4.2  Mécanisme 

Comme la phosphorylation, la O-GlcNAcylation est un mécanisme dynamique et 

réversible par l’action antagoniste de la O-GlcNAc transférase (OGT), ajoutant le résidu β-N-

acétylglucosamine, à partir de l’UDP-GlcNAc, sur un acide aminé sérine ou thréonine d’une 

protéine, et de la β-N-acétylglucosaminidase (O-GlcNAcase), qui va ôter ce résidu des 

protéines (Figure 46). 
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Figure 46 : Mécanisme de la O-GlcNAcylation d’une protéine. Ser : Sérine, Thr : Thréonine, O-
GlcNAc : O-GlcNAcylation. 

De plus, la phosphorylation et la O-GlcNAcylation sont deux modifications analogues 

qui peuvent intervenir sur des sites sérine et thréonine identiques ou adjacents au sein de la 

même protéine. Ce mécanisme est alors appelé balance phosphorylation / O-GlcNAcylation 

(Figure 47). 

Figure 47 : Mécanisme de la balance phosphorylation / O-GlcNAcylation d’une protéine. Ser : 
Sérine, Thr : Thréonine, Tyr : Tyrosine, O-GlcNAc : O-GlcNAcylation, O-P : Phosphorylation. 

Cette balance phosphorylation / O-GlcNAcylation a été mise en évidence pour de 

nombreuses protéines puisque la majorité des protéines décrites pour être O-GlcNAcylées 

sont également phosphorylées [Slawson et al. 2003] Table XVII. 

protéine protéine

kinases

phosphatases

Ser, Thr, TyrO-P

OGT

O-GlcNAcase
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protéine

protéine

OGT
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Table XVII : Liste non exhaustive des protéines décrites pour être O-GlcNAcylées et leur statut 
de phosphorylation. 

 4.3  Enzymes impliquées 

A l’inverse de la phosphorylation, il n’existe que deux enzymes impliquées dans le 

mécanisme de O-GlcNAcylation : l’OGT et la O-GlcNAcase [Wells et al. 2003]. 

L’ OGT a été purifiée et caractérisée pour la première fois en 1990 [Haltiwanger et al. 

1990]. Cette enzyme ubiquitaire est essentielle puisque sa suppression est létale chez la souris 

[Wells et al. 2003]. 

La O-GlcNAcase a, quant à elle, été décrite en 1976 [Beutler et al. 1976]. Cette enzyme 

est principalement cytoplasmique [Wells et al. 2003]. 

Nom Fonctions Phosphorylation
αB-crystalline Oui

HSC 70 Oui
HSP 27 Oui
HSP 90 Oui

Annexine I Inflammation Oui
APP Stimule la prolifération des cellules Oui

ARN polymérase II Transcription de l'ARN messager Oui
Cytokératine 18 Oui

Myosine Oui
Taline Oui

Vinculine Oui
c-myc Oui
HNF-1 Non décrit
NF-κB Oui

p53 Oui
Récepteur aux oestrogènes Oui

Sp-1 Oui
Enolase Oui
GAPDH Oui

Phosphoglucérate kinase Oui
Pyruvate kinase Oui

OGT Enzyme qui greffe le résidu O -GlcNAc d'une protéine Oui
PKC Kinase Oui
PP I Phosphatase Oui

NO synthase endothéliale Synthèse de NO Oui
Tau Polymérisation des microtubules Oui

Facteur de transcription

Protéine de choc thermique

Glycolyse

Cytosquelette
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 4.4  Rôles dans la pathologie cardiovasculaire 

Dans un premier temps, des modifications du niveau de la O-GlcNAcylation ont été 

décrites dans le diabète de type II. En effet, une augmentation du niveau de la O-

GlcNAcylation a été montrée chez des souris insulino-résistantes [Yki-Jarvinen 1999] et 

l’inhibition génétique ou pharmacologique de l’O-GlcNAcase induit également une insulino-

résistance chez ces souris [McClain et al. 2002]. 

Par ailleurs, de nombreux facteurs de transcription, tels que p53, peuvent être O-

GlcNAcylés (Table XVII). Suite à cette modification, p53 va induire la synthèse de 

l’angiotensine II qui pourra alors intervenir dans le RVG [Fulop et al. 2007]. Il a également 

été décrit qu’une augmentation du taux de O-GlcNAcylation induit une augmentation de 

l’inflammation et de la nécrose myocardique [Fulop et al. 2007]. Cependant, l’effet bénéfique 

ou délétère d’une augmentation du taux de O-GlcNAcylation n’est pas clairement démontré. 

En effet, outre les effets délétères décrits précédemment, l’inhibition de la l’O-GlcNAcase, 

qui augmente le niveau de O-GlcNAcylation, a un effet bénéfique dans un modèle 

d’ischémie-reperfusion chez le rat [Zachara et al. 2004]. Enfin, une augmentation du taux de 

O-GlcNAcylation inhibe la dégradation des protéines par le protéasome, ce qui contribue à 

l’augmentation de la survie cellulaire [Fulop et al. 2007]. 
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L’objectif de mon travail de thèse consistait à identifier les déterminants moléculaires 

du RVG dans le but de mieux en comprendre les mécanismes physiopathologiques. 

Actuellement, l’analyse protéomique est un outil phare quant à la recherche de nouveaux 

biomarqueurs impliqués dans le développement de certaines pathologies (Figure 48). 

Figure 48 : Stratégie de recherche de biomarqueurs par analyse protéomique. 

Nous avons effectué une analyse protéomique globale du VG de rats IC afin d’établir 

une corrélation entre le niveau d’expression des protéines et la sévérité de l’IC. Pour cette 

étude, nous avons travaillé en collaboration avec l’unité INSERM U644 de Rouen sur un 

modèle expérimental d’IC dans lequel l’IDM est induit chez des rats mâles de souche Wistar 

par ligature de la branche descendante de l’ACG, les rats témoins subissant l’intervention 

mais sans ligature. 

Cependant, l’étude du protéome n’est plus suffisante en tant que telle pour la 

compréhension des mécanismes physiologiques et physiopathologiques. L’étude des 

modifications post-traductionnelles, qui ajoutent un niveau de complexité supplémentaire à 
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l’expression du génome, permet d’aborder l’aspect de la modulation de la fonctionnalité des 

protéines et ainsi de se rapprocher davantage de ce qui se passe réellement dans la cellule 

[Lescuyer et al. 2004]. La phosphorylation est une modification post-traductionnelle majeure, 

dynamique et réversible, indispensable à la vie cellulaire car elle en régule tous les aspects [de 

Graauw et al. 2006] (Figure 49). 

Figure 49 : Mécanisme de la balance phosphorylation / O-GlcNAcylation d’une protéine. Ser : 
Sérine, Thr : Thréonine, Tyr : Tyrosine, O-GlcNAc : O-GlcNAcylation, O-P : Phosphorylation. 

Nous avons donc effectué par la suite l’étude du phosphoprotéome, correspondant à 

l’ensemble des protéines phosphorylées d’un échantillon donné à un instant donné, du VG 

dans le même modèle expérimental d’IC. Pour cela, nous avons utilisé la technique 

d’électrophorèse 2D colorée au Pro-Q®Diamond, afin de détecter l’ensemble des protéines 

phosphorylées, puis au Sypro®Ruby afin de détecter les protéines totales. L’objectif est de 

mettre en évidence des modulations du niveau de phosphorylation des protéines lors du RVG 

post-IDM. 

Nous nous sommes ensuite intéressés aux protéines contractiles pour lesquelles nous 

avons étudié les modifications du niveau de phosphorylation et de O-GlcNAcylation (Figure 

49) dans le VG des animaux IC afin de mettre en évidence des modulations de ces 

modifications post-traductionnelles dans le cadre du RVG post-IDM. Nous avons également 

étudié les enzymes impliquées dans ces modifications. Enfin, nous avons analysé l’effet de 

ces modifications de phosphorylation et de O-GlcNAcylation sur la fonction cardiaque dans 

un modèle de cœur perfusé isolé. 

Par la suite, nous nous sommes particulièrement intéressés à une des protéines 

contractiles identifiées, la troponine T (TnT). L’objectif était de déterminer si la forme 

phosphorylée de la TnT pouvait être un biomarqueur du RVG post-IDM. Pour cela, nous 

devons à la fois caractériser ce biomarqueur dans notre modèle expérimental d’IC mais 

également valider ce biomarqueur dans différentes populations de patients (Figure 50). 
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Figure 50 : Stratégie de recherche pour valider la TnT phosphorylée en sérine208 comme 
biomarqueur du RVG post-IDM.  

Dans le but de caractériser les mécanismes impliqués dans la phosphorylation de la 

TnT, nous avons développé au laboratoire des anticorps polyclonaux et monoclonaux dirigés 

spécifiquement contre la TnT phosphorylée et la TnT non phosphorylée pour pourvoir la 

quantifier aisément. Nous avons mis au point les dosages des différentes enzymes impliquées 

dans les modifications post-traductionnelles de la TnT. Nous avons étudié l’effet d’inhibiteurs 

ou d’activateurs de ces enzymes sur la contractlité cardiaque dans un modèle de cœur perfusé 
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isolé [Mulder et al. 2004]. 

Parallélement, un dosage ELISA pour quantifier la TnT phosphorylée dans le plasma de 

patients est actuellement en cours de développement afin de nous permettre de valider la 

pertinence de l’utilisation de ce biomarqueur en clinique. 

Les principales stratégies utilisées pour la mise en évidence de nouveaux biomarqueurs 

des pathologies cardiovasculaires par analyse protéomique vous sont détaillées dans deux 

revues. 
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I) Objectifs de l’étude 

Cette étude consistait à rechercher des biomarqueurs tissulaires du RVG post-IDM par 

analyse protéomique différentielle du VG à partir d’un modèle expérimental d’IC. L’intérêt 

de l’utilisation d’un modèle expérimental pour cette étude réside dans l’obtention 

d’échantillons sériés de tissu cardiaque, ce qui n’est pas envisageable dans le cadre d’une 

étude chez l’homme. De plus, dans le cadre d’une analyse protéomique, les conditions de 

prélèvement et de conservation des échantillons sont essentielles. En effet, une bonne 

reproductibilité de ces étapes, facilitée par l’utilisation d’un modèle animal, est indispensable 

à la suite de l’analyse. 

L’étude du RVG post-IDM par analyse protéomique nécessite donc l’utilisation d’un 

modèle animal viable et reproductible, permettant de quantifier la dysfonction du VG afin de 

mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques de celui-ci. Parmi les modèles 

animaux existants, les plus utilisés sont les modèles de rats et de souris. Cependant, les 

modèles expérimentaux de rat permettent l’obtention d’une plus grande quantité de tissu 

cardiaque et la technique chirurgicale est plus simple à mettre en œuvre. Nous nous sommes 

donc orientés vers cette espèce. Il existe actuellement quatre principaux modèles d’IC chez le 

rat ayant chacun leurs avantages et leurs inconvénients. Parmi ceux-ci, les modèles de 

constriction de l’aorte ascendante, de rats Dahl salt-sensitive et de rats spontanément 

hypertendus présentaient l’inconvénient d’induire une HTA en plus de l’IC. De plus, il n’y a 

pas de notion d’IDM dans ces modèles. 

Pour cette étude, nous avons choisi de travailler sur le modèle expérimental d’IC dans 

lequel l’IDM est induit par ligature de l’ACG chez des rats mâles de souche Wistar. Ce 

modèle est remarquable puisque tous les animaux ayant subi la ligature de l’ACG vont 

développer un RVG et une IC comparable à ce qui est observé chez l’homme mais sans 

autres pathologies associées telles que l’athérosclérose, le diabète de type 2 ou l’HTA 

[Mulder et al. 1997]. Il s’agit du modèle expérimental le plus couramment utilisé, qui a 

notamment été à l’origine de la découverte de l’effet bénéfique des inhibiteurs de l’ACE dans 

l’IC [Pfeffer et al. 1985]. 

Le but de cette étude était de corréler les modifications du protéome cardiaque avec les 

changements fonctionnels et structuraux du myocarde post-IDM. Cette approche nous 

permettra de mieux appréhender les mécanismes physiopathologiques mis en jeu lors du 

RVG et conduira à l’identification de nouveaux marqueurs potentiels du RVG. 

II) Résultats 
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III) Résultats complémentaires 

Nous avons réalisé une analyse protéomique différentielle du VG à deux mois post-

ligature par gels d’électrophorèse 2D colorés au nitrate d’argent. Les résultats obtenus ont 

ensuite été validés par western blot à la fois lors de la phase tardive du RVG (deux mois post-

ligature) mais également lors de la phase précoce de celui-ci (sept jours post-ligature). Nous 

avons ensuite mis en évidence des modulations d’expression corrélées à la sévérité de l’IC 

pour quatre protéines, qui sont la GAPDH, l’αB-crystalline, la péroxirédoxine-2 et l’isocitrate 

déshydrogénase. 

Afin de compléter ces résultats, nous nous sommes intéressés aux modulations 

d’expression de ces protéines dans le plasma des rats IC. Pour cela, nous avons réalisé un 

western blot dirigé spécifiquement contre chacune de ces protéines à partir de 1 µL de plasma 

de rats témoins et IC. Les résultats obtenus pour l’αB-crystalline sont présentés en Figure 51. 

Figure 51 : Détection de l’αB-crystalline dans le plasma de rats témoins et IC. (A) Coloration au 
rouge ponceau. (B) Western blot dirigé spécifiquement contre l’αB-crystalline. Vingt-cinq µg de 
protéines du VG et 1µL de plasma de rats témoins (T1 et 2) et IC (IC1 et IC2) ont été déposées sur un 
gel SDS-PAGE 12% et transférées sur une membrane de nitrocellulose et détectée par un anticorps 
dirigé spécifiquement contre l’αB-crystalline dilué au 1/2000, l’anticorps secondaire anti-lapin couplé 
à la péroxydase est dilué au 1/10000. 

Malheureusement, nous n’avons détecté aucune de ces protéines dans le plasma des rats 

témoins et IC, alors que cette protéine est détectée sans problème dans le VG (Figure 51). 

IV) Discussion 

Afin de mettre en évidence de nouveaux biomarqueurs du RVG post-IDM, nous avons 

utilisé le modèle expérimental de rats dont l’ACG a été ligaturée [Mulder et al. 1997] pour 

mettre en évidence une association entre les modifications des paramètres échographiques et 

hémodynamiques et les modulations du protéome induites par le RVG. 

Cette étude nous a permis de valider l’utilisation de ce modèle expérimental pour 

étudier à la fois la phase précoce et la phase tardive du RVG. En effet, nous avons pu mettre 
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en évidence un RVG modéré après sept jours de ligature avec une dilation du VG sans 

hypertrophie alors que le RVG était plus important après deux mois de ligature avec une 

hypertrophie et une dilation importante du VG associées à une dysfonction de ce dernier, ce 

qui est similaire à ce que l’on peut observer chez l’homme. De plus, ce modèle induit une 

faible mortalité postopératoire puisque seuls deux animaux parmi les vingt-quatre sont 

décédés avant la fin de l’analyse à deux-mois post-ligature.  

L’étude du protéome par gels d’électrophorèse 2D coloré au nitrate d’argent nous a 

permis de mettre en évidence des modulations d’expression de vingt-sept protéines dans le 

VG des animaux IC à deux mois post-ligature. Les principaux résultats obtenus sont résumés 

en Figure 52. 

 

Figure 52 : Modulation d’expression des protéines du VG dans les différentes phases du RVG 
post-IDM. SOD : Superoxyde dismutase, Gpx : Glutathion péroxydase, CHF : Chronic heart failure. 

De manière intéressante, la majorité des ces protéines correspondent à plusieurs spots 

localisés dans une zone de Mr compris entre 45 et 70 kDa et une zone de pH compris entre 

3,5 et 5, ce qui peut laisser supposer la présence de différentes isoformes de la même 

protéine. Une analyse bibliographique des protéines identifiées nous a alors permis de mettre 

en avant que quatorze protéines parmi les vingt-sept identifiées possèdent des sites de 

phosphorylation décrits dans la littérature (Table XVIII). 
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Table XVIII : Liste des protéines dont l’expression varie dans le VG des rats IC et leurs sites de 
phosphorylation connus. 

De manière étonnante, nous n’avons pas mis en évidence de modulations du niveau 

d’expression des protéines contractiles dans cette étude alors que celles-ci ont été décrites 

dans la littérature. En effet, des modulations de l’expression des chaînes lourdes de myosine 

[Barry et al. 2008], de la titine [Taegtmeyer et al. 2010] ou de l’α-actine [Taegtmeyer et al. 

Nom protéine Sites de phosphorylation Références

HSP β-2
HSP β-6
HSP β-7

α-B crystalline Sérine 19, 45 et 59 Ito et al, 1997

Protéine disulfide isomérase 1 Sérine ou thréonine Barati et al, 2006
Isozyme L3 de l'ubiquitine carboxyl-terminal hydrolase 
Sous-unité β-3 du protéasome

Péroxirédoxine-2 Phosphorylée Bhojwani et al, 2006

Péroxirédoxine-6 Thréonine 177 Wu et al, 2009

Glutathion péroxidase 1 Tyrosine 96 Cao et al, 2003

Superoxyde dismutase 2 Sérine82 Yamakura et al, 2010

Phosphoglycérate kinase 1 Tyrosine 76 Shetty et al, 2010

Glycéraldéhyde-3-phosphate déhydrogénase Phosphorylée Baba et al, 2010
Triose phosphate isomérase
Phosphoglycérate mutase 1

Acyl-coenzyme A thioestérase 2
Enoyl-coenzyme A hydratase

Sérine 113 Dean et al, 1989

Thréonine 349 Reinders et al, 2007

Fumarate hydratase
Dihydrolipoyl déshydrogénase

Sous-unité de 24 kDa de la NADH-ubiquinone oxidoréductase Non connu

Chaîne D de l'ATP synthase Non connu
Boja et al, 2009
Reinders et al, 2007

Sérine 10, 263 et 373 Arrell et al, 2006

Thréonine 107, 112, 237, 262, 312 et 368 Reinders et al, 2007

Précurseur du kininogène T-1
Précurseur du kininogène T-2
Inhibiteur de sérine protéase A3K

Protéines impliquées dans le stress oxydant

Enzymes de la glycolyse

Protéines impliquées dans le métabolisme des acides gras

Tyrosine

Non connu

Protéines impliquées dans les voies de stress et de dégradation du réticulum endoplasmique

Protéines chaperonnes

Non connu

Non connu

Yamaoka et al, 2006

Enzymes du cycle de Krebs

Non connu

Sous-unité α de l'isocitrate déshydrogénase

Protéines impliquées de la chaîne respiratoire mitochondriale

Protéines impliquées dans la synthèse de l'ATP

Protéines impliquées dans la voie de la kinine

Non connu

Sous-unité β de l'ATP synthase

Sous-unité α de l'ATP synthase Sérine 65 et 178
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2010] ont été mises en évidence dans le VG hypertrophié. Cependant, les chaînes lourdes de 

myosine et la titine sont des protéines de très haut poids moléculaire, respectivement 200 et 

3000 kDa. Pour cette étude, nous avons utilisé des conditions standards de gels 

d’électrophorèse 2D nous permettant d’accéder aux plus grands nombres de protéines du VG 

afin de réaliser une étude protéomique globale. Les conditions utilisées ne nous permettent 

pas de détecter les protéines de très haut (supérieure à 100 kDa) ou très bas (inférieure à 10 

kDa) poids moléculaire, ce qui pourrait expliquer l’absence de ces protéines dans notre 

analyse. 

Par ailleurs, l’implication de la phosphorylation dans le mécanisme de la contraction 

cardiaque a été bien décrit. En effet, la phosphorylation de la TnT, de la TnI ou de la MLC-2 

induit un ralentissement de la cinétique de formation des ponts actine-myosine [Noland, Jr. et 

al. 1992]. Des sites de phosphorylation ont également été décrits pour la MLC-1/3 [Arrell et 

al. 2001a], l’α-tropomyosine [Mak et al. 1978] ou la desmine [Kitamura et al. 1989], [Inada 

et al. 1998].  

Au vu de ces résultats intéressants, nous nous sommes orientés vers l’étude du 

phosphoprotéome, correspondant à l’ensemble des protéines phosphorylées d’un échantillon, 

afin de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués dans le RVG post-

IDM. 
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I) Objectifs de l’étude  

Actuellement, l’étude seule du protéome n’est plus suffisante en tant que telle pour la 

compréhension des mécanismes physiologiques et physiopathologiques. L’étude des 

modifications post-traductionnelles, qui ajoutent un niveau de complexité supplémentaire à 

l’expression du génome, permet d’aborder l’aspect de la modulation de la fonctionnalité des 

protéines [Lescuyer et al. 2004]. La phosphorylation est une modification post-

traductionnelle majeure, dynamique et réversible, impliquée dans tous les processus 

cellulaires [de Graauw et al. 2006]. 

L’objectif de cette étude est d’effectuer une analyse différentielle globale du 

phosphoprotéome dans le VG de rats IC à 2 mois post-ligature, dans le but de rechercher sans 

a priori des modifications de phosphorylation associées au RVG. 

II) Résultats 

 1  Mise au point de la coloration au Pro-Q®Diamond 

Afin d’obtenir une détection optimale de l’ensemble des protéines phosphorylées du 

VG, tout en réduisant la quantité de protéines nécessaire, différents tests ont été réalisés sur la 

quantité de protéines du VG (100 µg, 250 µg ou 500 µg), la dilution possible du Pro-

Q®Diamond (1/5 ou non dilué) ou le temps d’incubation (90 minutes ou sur la nuit) (Figure 

53). 
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Figure 53 : Mise au point de la coloration au Pro-Q®Diamond. (A) Gels d’électrophorèses 2D 
réalisées à partir de 100, 250 et 500 µg de protéines du VG (gradient de pH 3-10, gel d’acrylamide 
12%), incubation Pro-Q®Diamond non dilué 90 minutes. (B) Gels d’électrophorèses 2D réalisées à 
partir de 500 µg de protéines du VG incubation Pro-Q®Diamond dilué au 1/5 ou non dilué 90 
minutes. (C) Gels d’électrophorèses 2D réalisées à partir de 500 µg de protéines du VG, incubation 
Pro-Q®Diamond non dilué 90 minutes ou toute la nuit. 

Au vu des différents tests effectués, les conditions optimales d’utilisation du Pro-

Q®Diamond pour l’étude du phosphoprotéome dans le VG de rat sont : une quantité de 

protéines à analyser de 500 µg et une incubation des gels de 90 minutes dans du Pro-

Q®Diamond non dilué. 

 2  Détection et quantification des protéines phosphorylées 

Cinq cent µg de protéines extraites du VG de rats témoins et IC à 2-mois post-ligature ont 

été séparés par gels d’électrophorèse 2D. Les images représentatives des gels colorés au Pro-

Q®Diamond (visualisation du phosphoprotéome) puis au Sypro®Ruby (visualisation du 

protéome) sont représentées en Figure 54. 

A

B

C

100µg 250µg 500µg

Dilution 1/5 Non dilué

90 minutes Sur la nuit

A

B

C

100µg 250µg 500µg

Dilution 1/5 Non dilué

90 minutes Sur la nuit
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Figure 54 : Gels d’électrophorèses 2D représentatifs du VG d’animaux témoins (A et C) et IC (B 
et D) après coloration au Pro-Q®Diamond (A et B) puis au Sypro®Ruby (C et D). Cinq cent µg 
de protéines de VG de rats témoins (A) et IC (B) ont été séparées par gels d’électrophorèse 2D 
(gradient de pH 3-10, gel d’acrylamide 12%). Le phosphoprotéome a été détecté par coloration Pro-
Q®Diamond (A et B) et le protéome total a été détecté par coloration au Sypro®Ruby (C et D). 
L’encart correspond à plusieurs spots polypeptidiques identifiés comme la même protéine. 

Dans un premier temps, nous pouvons observer un grand nombre de protéines 

phosphorylées avec un pI acide puisque la majorité apparente des spots polypeptidiques 

colorés au Pro-Q®Diamond est détectée dans la zone de pH 4-7 tandis que pratiquement 

aucun spot polypeptidique n‘est présent dans la zone de pH basique malgré la présence de 

nombreux spots polypeptidiques visualisés au Sypro®Ruby (Figure 54). Par ailleurs, la 

coloration au Pro-Q®Diamond met en évidence que certains spots polypeptidiques sont 

inclus dans une chaîne de plusieurs spots polypeptidiques (Figure 54, encart), présentant un 

Mr identique et une différence de pI d’environ 0,1 entre chaque spot polypeptidique pouvant 

correspondre à différentes isoformes de phosphorylation de la même protéine. 

Afin de quantifier les modulations de phosphorylation des protéines du VG entre les 

animaux témoins et IC, nous avons réalisé une analyse comparative avec le logiciel d’analyse 

d’image 2D Platinum®6.0 à partir de 8 gels (4 rats témoins et 4 rats IC) colorés au Pro-

Q®Diamond puis au Sypro®Ruby, chacun des gels correspondant à un rat différent. Cette 

analyse nous a permis de mettre en évidence un profil de protéome total (gels colorés au 

Sypro®Ruby) similaire en nombre de spots polypeptidiques entre les VG des animaux 
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témoins (309 ± 49) et IC (284 ± 29) (Figure 55).  

Figure 55 : Résultats de l’analyse bioinformatique. (A) Table détaillée des résultats de l’analyse 
bioinformatique globale. (B) Représentation graphique des résultats de l’analyse du pourcentage de 
protéines phosphorylées dans le VG d’animaux témoins et IC. Les résultats sont exprimés en 
moyenne du pourcentage de protéines phosphorylées ± la déviation standard (sem), *  pour p < 0.05 en 
test de student. 

A l’inverse du protéome, le nombre de spots polypeptidiques détectés sur les gels 

colorés au Pro-Q®Diamond est significativement supérieur (p=0.046) dans le VG des 

animaux IC (52 ± 8) par rapport aux animaux témoins (32 ± 5) (Figure 55A). Le pourcentage 

de protéines phosphorylées est également significativement plus élevé dans le VG des 

animaux IC (19 ± 2) par rapport aux témoins (11 ± 1), (p=0.013) (Figure 55B). Au total, nous 

avons mis en évidence soixante-neuf spots polypeptidiques correspondant à l’ensemble des 

protéines phosphorylées. Parmi ces soixante-neuf spots polypeptidiques, soixante-quatre 

présentent une modulation de leur niveau de phosphorylation d’au moins 1,5, dont trente-cinq 

statistiquement significatives, entre les animaux témoins et IC à l’issue de cette analyse. 

Catégorie Échantillon Pro-Q®Diamond Sypro®Ruby %Pro-Q/Sypro

Témoin VG161 38 290 13

Témoin VG162 40 434 9

Témoin VG163 24 266 9

Témoin VG164 26 245 11

IC VG121 57 342 17

IC VG122 44 225 20

IC VG123 56 267 21

IC VG124 40 302 13

test de student 0,027 0,685 0,017

Nombre de spots polypeptidiques

%
 d

e 
pr

ot
é

in
es

 p
ho

sp
ho

ry
lé

es

Témoin
(n=4)

IC
(n=4)

0

5

10

15

20

25

*

A

B

Catégorie Échantillon Pro-Q®Diamond Sypro®Ruby %Pro-Q/Sypro

Témoin VG161 38 290 13

Témoin VG162 40 434 9

Témoin VG163 24 266 9

Témoin VG164 26 245 11

IC VG121 57 342 17

IC VG122 44 225 20

IC VG123 56 267 21

IC VG124 40 302 13

test de student 0,027 0,685 0,017

Nombre de spots polypeptidiques

%
 d

e 
pr

ot
é

in
es

 p
ho

sp
ho

ry
lé

es

Témoin
(n=4)

IC
(n=4)

0

5

10

15

20

25

*

%
 d

e 
pr

ot
é

in
es

 p
ho

sp
ho

ry
lé

es

Témoin
(n=4)

IC
(n=4)

0

5

10

15

20

25

*

A

B



Résultats : Analyse du phosphoprotéome du ventricule gauche dans un modèle expérimental d’insuffisance cardiaque 

- 86 - 

 3  Cartographie du phosphoprotéome du VG 

Afin d’établir la cartographie du phosphoprotéome du VG d’animaux témoins et IC, nous 

avons sélectionné les soixante-neuf spots polypeptidiques détectés par coloration au Pro-

Q®Diamond pour l’identification en spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (Figure 

56). 

Figure 56: Annotation des spots polypeptidiques détectés au Pro-Q®Diamond et analysés en 
spectrométrie de masse de type MALDI-TOF dans un gel d’électrophorèse 2D coloré au bleu 
colloïdal (visualisation des protéines totales). Cinq cent µg de protéines de VG de rats IC ont été 
séparées par gel d’électrophorèse 2D (gradient de pH 3-10, gel d’acrylamide 12%) et colorés au bleu 
colloïdal. Les spots polypeptidiques sélectionnés ont été découpés puis soumis à une identification par 
spectrométrie de masse de type MALDI-TOF. 

Parmi les soixante-neuf spots polypeptidiques sélectionnés, neuf spots polypeptidiques 

n’ont pu être identifiés en raison de leur comigration avec l’α-actine (spots 12 à 17, 20, 21 et 

64) et sept en raison d’un faible signal en spectrométrie de masse ou d’une quantité de 

protéines insuffisante (spots 19, 25, 27, 33, 46, 60 et 66). Les cinquante-trois spots 

polypeptidiques restant ont été identifiés avec succès et correspondent à trente protéines 

différentes, présentant des fonctions biologiques variées (Table XIX). 
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Table XIX : Liste des protéines phosphorylées identifiées dans le VG par MALDI-TOF. 

Témoin IC

42 1,82 ± 0,29 0
43 2,92 ± 0,14 1,01 ± 0,36
48 P06761 GRP78 1,61 ± 1,30 0 Supprimé Phosphosérine Lefebvre et al, 2001
52 P63018 Protéine de choc thermique de 71 kDa 0,22 ± 0,22 1,36 ± 0,11 > 6,2 Phosphosérine Lefebvre et al, 2001
58 P67779 Prohibitine 0 2,25 ± 0,09 Induite Tyrosine114 et 259 Ande et al, 2009

39 P04041 Glutathion péroxidase 1 3,89 ± 0,01 0,84 ± 0,56 < 4,6 Tyrosine96 Cao et al, 2003

59 P97532 3-mercaptopyruvate sulfurtransférase 0,37 ± 0,29 4,74 ± 1,27 > 12,8 Non décrit
61 O35244 Péroxirédoxine 6 0 1,87 ± 0,23 Induite Thréonine177 Wu et al, 2009

6 0 2,68 ± 0,86
7 0,76 ± 0,44 1,95 ± 0,35
8 1,43 ± 0,87 2,93 ± 1,08
9 0 2,58 ± 0,35
18 O55171 Acyl-coenzyme A thioesterase 2 0 2,40 ± 0,55 Induite Non décrit
22 2,45 ± 0,27 Sérine113 Dean et al, 1989

23 1,60 ± 0,13 Thréonine349 Reinders et al, 2007

26 P42123 Chaîne B de la L-lactate déshydrogénase 1,33 ± 0,56 6,79 ± 0,64 > 5,1 Non décrit
29 P15429 β-énolase 14,24 ± 3,31 0 Supprimé Sérine83 et 263 Chiou et al, 2010

38 P11884 Aldéhyde déshydrogénase 3,45 ± 0,17 1,44 ± 0,17 < 2,4 Sérine500 Reinders et al, 2007

Phosphothréonine
Phosphosérine 

56 O88989 Malate déshydrogénase 2,92 ± 0,14 1,01 ± 0,36 > 2,9 Sérine117 Reinders et al, 2007

62 3,95 ± 0,96 Thréonine274, 282, 289, 322 et 327 Stolz et al, 2002

65 4,36 ± 1,29 Tyrosine151 Lewandrowski et al, 2008

11 Q68FY0 Sous-unité 1 du complexe cytochrome b-c1 1,21 ± 0,72 0 Supprimé Sérine141 Reinders et al, 2007

44 Q68FT1 Protéine COQ9 2,32 ± 0,53 0 Supprimé Tyrosine139

50 1,35 ± 0,22 Sérine27

51 3,12 ± 0,02 Thréonine28

Facteur de 
variation

Site de phosphorylation connus Références
Moyenne ± SEM du ratio Pro-Q / 

N°spot N°accession Nom protéine

0 Supprimé Reinders et al, 2007

P00564 Créatine kinase type M 0 Induite

P11980 Isozyme M1/M2 de la pyruvate kinase 0

Q99NA5 Sous-unité α de l'isocitrate déshydrogénase 0

Protéines chaperonnes

P23928 αB-crystalline < 4,7 Ser19, 45 et 59 Ito et al, 1997

Protéines impliquées dans le stress oxydant

Enzymes du métabolisme

P04764 α-énolase > 4,6 Tyrosine44 Tanaka et al, 1995

49

Induite

2,47 ± 0,40 Induite Soderling et al, 1986

Protéines de la chaîne respiratoire mitochondriale

Q66HF1
Sous-unité de 75 kDa de la NADH-ubiquinone 

oxidoréductase
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Table XIX (suite) 

Le numéro de spot correspond au spot polypeptidique annoté sur le gel de la Figure 56. Les attributions des noms et des fonctions ont été faites selon les 
informations présentées dans la base de données UniProtKB/Swiss-Prot et UniProtKB/TrEMBL mises à jour du 10 août 2010. 

Témoin IC

Boja et al, 2009
Reinders et al, 2007

10 0,90 ± 0,54 1,93 ± 0,60 Sérine10, 263 et 373 Arrell et al, 2006
53 0,73 ± 0,73 2,00 ± 1,47
54 0 3,96 ± 0,93
24 P31399 Sous-unité D de l'ATP synthase 6,15 ± 3,36 3,88 ± 1,31 < 1,6 Non décrit

1 1,48 ± 0,62 10,69 ± 4,48
2 2,69 ± 1,18 2,18 ± 0,48
3 0 6,94 ± 1,33
4 0 4,86 ± 1,18

68 4,22 ± 1,68 0,46 ± 0,27
69 3,02 ± 0,13 0,23 ± 0,23

5 0 3,26 ± 2,27 Sérine12, 29, 38 et 59 Kitamura et al, 1989

45 0,89 ± 0,52 1,19 ± 0,72 Thréonine16, 75 et 76 Inada et al, 1998
28 4,91 ± 3,06 1,26 ± 0,74
30 4,85 ± 3,16 0
31 1,24 ± 0,84 0,35 ± 0,21
55 1,04 ± 0,65 0,60 ± 0,60
34 18,06 ± 0,98 4,61 ± 2,66 Sérine208 Sumandea et al, 2009
35 15,37 ± 2,23 2,64 ± 0,95
36 9,58 ± 1,22 2,88 ± 1,66
37 0 2,59 ± 0,09 Sérine195

47 1,20 ± 0,43 7,65 ± 2,33
63 0 4,36 ± 1,29
40 3,19 ± 0,39 0 Pearson et al, 1984
41 3,56 ± 2,15 0,39 ± 0,20
67 18,22 ± 1,00 0
57 P63269 Actine γ 1,85 ± 0,66 35,58 ± 4,18 > 19,2 Tyrosine53 Liu et al, 2006

Arrell et al, 2001

Kawamoto et al, 1989
P08733 MLC-2 Supprimé

Thréonine64

Sérine1, 2 et 19

Sérine283 Mak et al, 1978

P50753

P16409

Troponine T

MLC-1/3

< 4,3

> 12,2

Thréonine 190 Jacquet et al, 1995

P48675 Desmine > 5

P04692 α-tropomyosine < 5,5

Protéines du myofilaments

Protéines impliquée dans la régulation de la pression osmotique

P02770 Précurseur de la sérum albumine < 10,5 Phosphotyrosine Gerasimova et al, 2008

Reinders et al, 2007

Protéines impliquée dans la voie de la kinine

P05545 Inhibiteur de sérine protéase A3K > 5,9 Non décrit

P10719 ATP synthase béta > 4,9

Sous-unité α de l'ATP synthaseP1599932

Thréonine107, 112, 237, 262, 312 et 368

Sérine65 et 178Induite14,67 ± 1,130

Références

Protéines impliquée dans la synthèse de l'ATP

N°spot N°accession Nom protéine
Moyenne ± SEM du ratio Pro-Q / Facteur de 

variation
Site de phosphorylation connus
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Parmi ces trente protéines, vingt-trois ont été décrites dans la littérature comme étant 

phosphorylées, ce qui valide l’utilisation du Pro-Q®Diamond pour détecter et quantifier les 

protéines phosphorylées. 

III) Discussion 

Dans un premier temps, nous avons mis au point la coloration au Pro-Q®Diamond afin 

de détecter l’ensemble des protéines phosphorylées du VG. Cette coloration permet de 

visualiser et de quantifier l’ensemble des protéines phosphorylées [Steinberg et al. 2003]. 

Cependant, cette coloration reste peu sensible puisqu’elle nécessite l’utilisation de cinq cent 

µg de protéines du VG par gel d’électrophorèse 2D. Nous avons ensuite effectué l’analyse 

différentielle du phosphoprotéome du VG et mis en évidence des modulations du niveau de 

phosphorylation de trente protéines dans le VG des rats IC. 

Contrairement à l’analyse du protéome, l’analyse du phosphoprotéome du VG a révélé 

des modulations du niveau de phosphorylation de six protéines contractiles, qui sont la 

desmine, l’α-tropomyosine 1, la TnT, la MLC-1/3, la MLC-2 et l’actine γ ainsi que l’αB-

crystalline, une protéine de choc thermique impliquée notamment dans l’assemblage des 

filaments d’actine [Singh et al. 2007]. Ces résultats confirment l’importance de cette 

modification post-traductionnelle dans le mécanisme de la contraction cardiaque. 

La technique de coloration au Pro-Q®Diamond permet de visualiser et quantifier les 

protéines phosphorylées indépendamment de l’acide amine phosphorylé [Steinberg et al. 

2003]. Il est donc important de déterminer par la suite l’acide aminé phosphorylé (sérine, 

thréonine ou tyrosine) afin d’affiner les résultats. De plus, l’analyse protéomique est une 

technique globale, donnant accès à de nombreuses informations sur un échantillon. Les 

résultats obtenus doivent donc être validés par des techniques complémentaires, telles que le 

western blot ou l’ELISA. Au vu des résultats intéressants concernant les protéines 

contractiles, ainsi que l’implication de la perte de la fonction contractile observées lors du 

RVG, nous avons sélectionné cette catégorie de protéines afin de poursuivre cette analyse.  
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I) Objectifs de l’étude 

La phosphorylation est une modification post-traductionnelle dynamique et réversible, 

indispensable à la vie cellulaire dont elle régule tous les aspects [de Graauw et al. 2006]. 

Cette modification est impliquée dans de nombreux processus physiopathologiques, 

notamment dans les pathologies cardiovasculaires [Shchemelinin et al. 2006]. De plus, 

l’implication de la phosphorylation dans le mécanisme de contraction cardiaque est bien 

décrit. La phosphorylation de la TnT, de la TnI ou de la MLC-2 induit notamment un 

ralentissement de la cinétique de formation des ponts actine-myosine [Noland, Jr. et al. 1992]. 

Des sites de phosphorylation ont également été décrits pour la MLC-1/3 [Arrell et al. 2001a], 

l’ α-tropomyosine 1 [Mak et al. 1978] ou la desmine [Kitamura et al. 1989], [Inada et al. 

1998]. 

La O-GlcNAcylation est une modification post-traductionnelle analogue à la 

phosphorylation. Ces deux modifications peuvent intervenir sur des résidus identiques ou 

adjacents au cours d’un mécanisme appelé balance phosphorylation / O-GlcNAcylation 

[Slawson et al. 2003]. De plus, des sites de O-GlcNAcylation ont récemment été décrit pour 

certaines protéines contractiles telles que la MLC-1/3 et la MLC-2 [Ramirez-Correa et al. 

2008]. 

L’objectif de cette étude est dans un premier temps de valider les résultats obtenus lors 

de l’analyse du phosphoprotéome. Pour cela, nous déterminerons le type d’acide aminé 

phosphorylé pour chacune des protéines contractiles identifiées, puis nous quantifierons les 

modulations de phosphorylation de ces protéines. 

Par la suite, nous quantifierons également les modulations du niveau de O-

GlcNacylation de ces protéines afin de mieux comprendre les mécanismes 

physiopathologiques impliqués dans le RVG post-IDM. 

Enfin, nous étudierons l’effet de ces modulations sur la fonction cardiaque. 

II) Résultats 
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III) Résultats complémentaires 

 1  Modulation du niveau de phosphorylation et de O-GlcNAcylation de l’actine γ 

Nous avons réalisé une analyse différentielle du phosphoprotéome du VG à deux mois 

post-ligature par gels d’électrophorèse 2D puis validé les résultats obtenus par 

immunoprécipitation et western blot pour cinq protéines contractiles, qui sont la desmine, l’α-

tropomyosine 1, la MLC-1/3, la MLC-2 et l’αB-crystalline. Afin de compléter les résultats de 

cette analyse, nous nous sommes également intéressés aux modulations du niveau de 

phosphorylation de l’actine γ, également identifiée lors de l’analyse du phosphoprotéome du 

VG. 

Comme pour les autres protéines contractiles, nous avons d’abord déterminé le type 

d’acide aminé phosphorylé ainsi que l’existence d’une forme O-GlcNAcylée de cette 

protéine. Pour cela, nous avons immunoprécipité les protéines phosphorylées sur les résidus 

de sérine, de thréonine, de tyrosine ou O-GlcNAc puis nous avons effectué un western blot 

dirigé spécifiquement contre l’actine γ (Figure 57). 

O-Glc
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95
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Immunoprécipitation

10

 
Figure 57 : Détection d’une forme phosphorylée ou O-GlcNAcylée de l’actine γ dans le VG de 
rats témoins. Immunoprécipitation et western blot dirigé spécifiquement contre l’actine γ. 
L’immunoprécipitation est réalisée à partir de 50 µg de protéines du VG et 1 µg d’anticorps dirigé 
spécifiquement contre les résidus phosphorylés de sérine (Ser), thréonine (Thr), tyrosine (Tyr) 
phosphorylés ou O-GlcNAcylés (O-Glc). Le western blot est effectué avec un anticorps dirigé 
spécifiquement contre l’actine γ dilué au 1/2500, l’anticorps secondaire anti-lapin couplé à la 
péroxydase est dilué au 1/5000. La flèche indique la taille attendue pour l’actine γ. 

Malheureusement, nous n’avons pas mis en évidence de forme phosphorylée ou O-

GlcNAcylée de l’actine γ dans le VG de rat témoins ou IC, alors que cette protéine est 

présente dans le VG avec une Mr de 43 kDa, comme montré par western blot (Figure 57). 
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 2  Détection des protéines contractiles dans le plasma 

Nous avons également déterminé si certaines des protéines contractiles étudiées étaient 

détectées dans le plasma de rats. Nous ne nous sommes pas intéressés à l’αB-crystalline pour 

laquelle les tests avaient été effectués précédemment (Figure 51) ni à l’actine γ pour laquelle 

nous n’avons pas mis en évidence de forme phosphorylée ou O-GlcNAcylée (Figure 57). 

Nous avons testé si la desmine, l’α-tropomyosine 1, la MLC-1/3 et la MLC-2 pouvaient 

être détectées dans le plasma. Pour cela, nous avons effectué un western blot dirigé 

spécifiquement contre chacune de ces protéines à partir de 1 µL de plasma de rat afin de 

détecter la protéine totale. Nous avons également effectué une immunoprécipitation des 

protéines phosphorylées sur les résidus de sérine (pour la desmine, l’α-tropomyosine 1 et la 

MLC-2 phosphorylée) ou de tyrosine (pour la MLC-1/3) puis un western blot dirigé 

spécifiquement contre les protéines d’intérêt afin de mettre en évidence, dans le plasma de rat, 

la forme phosphorylée de ces protéines. Les résultats obtenus pour la MLC-1/3 sont présentés 

dans la Figure 58. 

Figure 58 : Détection de la MLC-1/3 et de sa forme phosphorylée dans le plasma de rats témoins. 
(A) Western blot dirigé spécifiquement contre la MLC-1/3. (B) Immunoprécipitation des 
phosphotyrosines phosphorylées et western blot dirigé spécifiquement contre la MLC-1/3. 
L’immunoprécipitation est réalisée à partir de 1 µL de plasma et 1 µg d’anticorps dirigé 
spécifiquement contre les résidus de tyrosine phosphorylées. Le western blot est effectué avec un 
anticorps dirigé spécifiquement contre la MLC-1/3 dilué au 1/2000, l’anticorps secondaire anti-souris 
couplé à la péroxydase est dilué au 1/10000. 

Malheureusement, nous n’avons détecté aucune de ces protéines ou leurs formes 

phosphorylées dans le plasma des rats témoins ou IC, bien qu’elles soient détectées sans 

aucun problème dans le VG (Figure 58). 
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 3  Effet de la PUGNAc chez les rats IC 

Nous avons montré dans cette étude que le traitement de rats sains à la PUGNAc induit 

une augmentation significative des paramètres de contractilité cardiaque. Par ailleurs, ce 

traitement entraîne une augmentation du niveau de O-GlcNAcylation de la desmine, de la 

MLC-1/3 et de la MLC-2 ainsi qu’une augmentation de la phosphorylation sur les résidus de 

tyrosine de l’αB-crystalline, confirmant l’importance de la balance phosphorylation / O-

GlcNAcylation dans le mécanisme de contraction cardiaque. 

Afin de compléter ces résultats, il serait intéressant d’étudier les effets de cette 

inhibition dans un modèle de rats IC. Pour cela, nous avons utilisé le modèle expérimental 

chez lequel l’ACG a été ligaturé. Les rats ont été sacrifiés à six semaine post-ligature et l’effet 

de la PUGNAc a été étudié par analyse en cœur perfusé isolé, en collaboration avec l’unité 

U644 de Rouen. 

Dans un premier temps, nous avons vérifié que la taille de l’IDM induit par la ligature 

coronaire était similaire dans les deux groupes. Pour cela, le VG est immergé dans une 

solution de formol. Après fixation, le VG est sectionné, perpendiculairement à l’axe apex-

base, en trois sections d’épaisseur identique. Des coupes histologiques en paraffine de 3 µm 

d’épaisseur sont alors réalisées et colorées au rouge Sirus. Pour la mesure de la taille de 

l’IDM, les lames sont observées par vidéomicroscopie (Microwatcher VS-30H, Mitsubishi 

Kasei Coop) au grossissement 20. Les périmètres endocardiques et épicardiques de la zone 

infarcie et du VG sont déterminés par le logiciel d’analyse d’image (Cyberview, Cervus 

International). La taille de l’IDM représente (périmètre endocardique + périmètre épicardique 

de la zone infarcie) / (périmètre endocardique + périmètre épicardique du VG) et est exprimée 

en pourcentage. Les résultats obtenus pour les rats IC et IC traités à la PUGNAc sont 

présentés en (Table XX). 
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Table XX : Valeur de la mesure de la taille de l’IDM. 

Nous avons observé une reproductibilité de la taille de l’IDM chez tous les rats. Le 

traitement court par la PUGNAc (200µM, deux heures) n’a eu aucun effet sur la taille de 

l’IDM (rats IC : 62,7 ± 3,5 ; rats IC traités à la PUGNAc ; 62,7 ± 5). 

Nous avons également contrôlé l’activité O-GlcNAcase par dosage enzymatique afin de 

vérifier l’efficacité de la PUGNAc, un inhibiteur de la O-GlcNAcase (Figure 59). 

Figure 59 : Quantification de l’activité O-GlcNAcase dans le VG issu de cœurs isolés perfusés de 
rats IC et IC traités à la PUGNAc. L’activité O-GlcNAcase a été quantifiée dans le VG (50 µg) de 
rats IC (n=5) et IC traités à la PUGNAc (n=6). Les résultats sont exprimés en pmol/min/100 µg de 
protéines ± sem. † p < 0.01. 

L’activité O-GlcNAcase est significativement diminuée dans le VG de rats IC traités à 

la PUGNAc comparé au VG de rats IC (p = 0.005). Ces résultats indiquent l’efficacité d’un 

traitement de deux heures à la PUGNAc avant de mesurer la fonction cardiaque sur cœur 

perfusé isolé. 

Nous avons alors analysé la fonction cardiaque sur cœur isolé perfusé et obtenu les 

résultats présentés en Table XXI. 
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Table XXI : Effet de la PUGNAc sur la contractilité cardiaque. 

Moyenne ± sem des paramètres de la fonction cardiaque mesurés en cœur perfusé 
 isolé pour les animaux témoins, IC et IC traités à la PUGNAc. † p < 0.01, ‡ p < 0.001. 

Comparé aux rats témoins, les rats IC présentent une diminution significative de la 

pression systolique (p=0.001) et développée (p=0.001) du VG. De manière intéressante, ces 

paramètres reviennent à la normale suite au traitement à la PUGNAc (p=0.001 et p=0.003, 

respectivement), suggérant un effet bénéfique de l’inhibiteur de la O-GlcNAcase sur la 

contractilité cardiaque dans l’IC. 

Nous nous sommes donc intéressés aux modulations de phosphorylation et de O-

GlcNAcylation des protéines contractiles dans le VG après la mesure des paramètres de 

contractilité cardiaque, en utilisant les mêmes techniques d’immunoprécipitation et de 

western blot que précédemment (Figure 60). 

Témoin IC IC + PUGNAc
n 8 5 6
Pression systolique du VG, mmHg 68±8 28±2† 64±4‡

Pression diastolique du VG, mmHg 12±2 10±1 10±1
Pression développée du VG, mmHg55±6 18±2† 54±5‡

dP/dt max 10
3

mmHg/s 16±2 20±2 20±1

dP/dt min 10
3

mmHg/s 4±1 5±2 4±1
Flux coronaire, mL/min 12±1 15±1 16±1
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Figure 60 : Quantification de la phosphorylation et de la O-GlcNAcylation des protéines 
contractiles dans le VG de rats témoins, IC et IC traités à la PUGNAc. L’immunoprécipitation est 
réalisée à partir de 50 µg de protéines de VG et de 1 µg d’anticorps. Le Western blot est dirigé 
spécifiquement contre les protéines d’intérêt. Le poids moléculaire est indiqué sur la gauche. Les 
quantifications ont été effectuées chez les rats témoins (n=4), IC (n=5) et IC traités à la PUGNAc 
(n=6) et sont exprimés en moyenne ± sem. *  p < 0.05, † p < 0.01, ‡ p < 0.001. 

Nous avons mis en évidence une augmentation significative de la phosphorylation de la 

desmine (p=0.024) et une diminution significative de la phosphorylation de l’α-tropomyosine 

1 (p=0.022), de la MLC-2 (p=0.037) et de l’αB-crystalline (p=0.049) dans le VG des animaux 

IC non traités par rapport aux animaux témoins non traités. Enfin, le niveau d’expression de 

ces protéines n’est pas modulé exceptée pour l’αB-crystalline, pour laquelle nous avons 

observé une augmentation d’expression significative dans le VG des animaux des animaux IC 

non traités par rapport aux animaux témoins non traités (p=0.006). 

Par ailleurs, nous avons observé une diminution significative de la phosphorylation de 

la desmine (p=0.005) et une augmentation de la phosphorylation de l’αB-crystalline (p=0.001) 

dans le VG des animaux IC traités à la PUGNAc par rapport aux animaux IC non traités. 

Nous avons également montré une augmentation significative de la MLC-2 O-GlcNAcylée 

(p=0.003) dans le VG des animaux IC traités à la PUGNAc par rapport aux animaux IC non 

traités. 
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IV) Discussion 

 1  Modifications post-traductionnelles des protéines contractiles 

Nous avons effectué l’analyse différentielle du phosphoprotéome du VG dans un 

modèle expérimental d’IC. Nous avons ainsi sélectionné les protéines contractiles présentant 

une modulation de leur niveau de phosphorylation dans le VG des rats IC pour la suite de 

notre analyse. 

Dans cette étude, nous avons validé les résultats obtenus lors de l’analyse du 

phosphoprotéome pour toutes les protéines contractiles identifiées, excepté pour l’actine γ. En 

effet, nous n’avons pas mis en évidence de forme phosphorylée ou O-GlcNAcylée de cette 

protéine. Il peut s’agir d’un biais d’identification, puisque l’actine est une protéine majoritaire 

dans le tissu cardiaque et les techniques de spectrométrie de masse utilisées pour cette étude 

identifient la protéine majoritaire dans un mélange de protéine. Cependant, un site de 

phosphorylation, la tyrosine 53, a été décrit pour cette protéine dans une espèce végétale [Liu 

et al. 2006]. Il est donc possible que cette forme phosphorylée existe également chez le rat 

mais que les techniques d’immunoprécipitation et de western blot utilisées ne soient pas assez 

sensibles pour détecter la forme phosphorylée de cette protéine dans nos échantillons.  

Par la suite, nous avons déterminé si les protéines contractiles ou leurs formes 

phosphorylées pouvaient être détectées dans le plasma des rats témoins et IC mais nous 

n’avons pas détecté ces protéines dans le plasma de rat, ce qui pourrait suggérer que ces 

protéines ne soient pas libérées dans le plasma. Ces résultats sont corrélés par l’absence de 

description dans la littérature d’une forme plasmatique de la desmine ou de l’α-B crystalline. 

Cependant, il faut préciser que pour ces tests nous avons utilisé du plasma brut. Il s’agit d’un 

échantillon biologique simple d’accès mais complexe à analyser puisque les protéines 

abondantes telles que l’albumine, représentant 60 à 70% des protéines totales, et les 

immunoglobulines, représentant 10 à 20% des protéines totales, peuvent gêner la détection 

des protéines peu représentées. Il pourrait être intéressant d’effectuer des tests sur du plasma 

dans lequel ces protéines majoritaires sont éliminées de manière spécifique par l’utilisation de 

kits commercialisés permettant l’élimination de l’albumine et des immunoglobulines, soit 

équalisées, afin d’enrichir l’échantillon en protéines peu abondantes [Fertin et al. 2010a], 

[Beseme et al. 2010]. L’α-tropomyosine 1 a notamment été identifiée dans le plasma après 

déplétion [de Roos et al. 2008]. De plus, la MLC-1/3 et la MLC-2 ont été décrite dans le 

plasma et le sérum avec une concentration maximale de 30 ng/mL [Isobe et al. 1989], alors 

que la concentration normale en albumine est de 38 à 48 mg/mL. Nous pouvons faire 
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l’hypothèse que les techniques utilisées pour cette analyse ne soient pas assez sensibles pour 

détecter cette gamme de concentration dans le plasma des rats.  

 2  Effet des modifications de O-GlcNAcylation sur la fonction cardiaque 

Nous avons ensuite étudié l’effet d’une augmentation du niveau de protéines O-

GlcNAcylées sur la fonction cardiaque. Pour cela, nous avons administré un inhibiteur de la 

O-GlcNAcase, la PUGNAc, à des rats sains et IC pendant deux heures avant d’analyser les 

paramètres cardiaques par la technique de cœur perfusé isolé. En effet, cette méthode nous 

donne accès aux pressions cardiaques ainsi qu’aux constantes de contraction et de relaxation 

[Mulder et al. 2004]. Il s’agit d’une technique bénéficiant d’une bonne reproductibilité et 

permettant de mettre en évidence les effets bénéfiques ou délétères des substances injectées 

aux animaux [Skrzypiec-Spring et al. 2007]. 

Nous avons alors montré que le traitement de rats sains et IC à la PUGNAc induit une 

augmentation significative des paramètres de contractilité cardiaque. Par ailleurs, ce 

traitement entraîne des modulations du niveau de phosphorylation et de O-GlcNAcylation des 

protéines contractiles. De manière intéressante, ces modulations sont inverses à celles 

observées lors du RVG post-IDM. Ces résultats suggèrent que l’effet bénéfique sur la 

fonction cardiaque de l’augmentation de la O-GlcNAcylation est associé aux modifications 

post-traductionnelles des protéines contractiles.  
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I) Objectif de l’étude 

L’étude du phosphoprotéome du VG nous a permis de mettre en avant l’importance de 

la phosphorylation dans les mécanismes physiopathologiques du RVG post-IDM. De plus, 

l’étude de la balance phosphorylation / O-GlcNAcylation des protéines contractiles dans l’IC 

a mis en évidence l’importance des protéines contractiles dans les mécanismes 

physiopathologiques du RVG post-IDM. 

Parmi les protéines contractiles identifiées lors de l’analyse du phosphoprotéome, nous 

nous sommes particulièrement intéressés à la troponine T (TnT). En effet, cette protéine est 

connue pour être actuellement le meilleur biomarqueur de l’IDM [Moe et al. 2010]. Elle est 

facilement détectable dans le plasma humain et pourrait à ce titre être utilisée comme 

biomarqueur du RVG post-IDM.  

L’objectif de cette étude consiste à démontrer que la diminution de la phosphorylation 

de la troponine T peut être un nouveau biomarqueur du RVG post-IDM. 

II) Résultats 
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III) Discussion 

Dans cette étude, nous avons mis en évidence une diminution de la TnT phosphorylée 

dans le VG et le plasma de rats IC. Cette diminution a également été retrouvée dans le plasma 

de patients de l’étude REVE-1, présentant un RVG post-IDM modéré à important. Ces 

résultats suggèrent que la diminution de la TnT phosphorylée peut être un nouveau 

biomarqueur du RVG post-IDM. Il est cependant essentiel de valider ces résultats à plus 

grande échelle. En effet, le western blot reste une technique semi-quantitative, il est donc 

nécessaire de confirmer ces résultats par une technique spécifique, reproductible, quantitative 

et plus adaptée aux grandes séries d’échantillon. Pour cela, nous avons produits des anticorps 

monoclonaux afin de développer un dosage ELISA de la TnT phosphorylée plasmatique. 

Il est également important d’étudier les mécanismes physiopathologiques conduisant à 

la diminution de la TnT phosphorylée lors du RVG post-IDM, notamment par l’étude des 

enzymes impliquées dans cette phosphorylation. Enfin au vu des résultats obtenus pour les 

autres protéines contractiles, il semble également intéressant d’analyser la balance 

phosphorylation / O-GlcNAcylation de la TnT lors du RVG post-IDM. 
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I) Objectifs de l’étude 

Dans l’étude précédente, nous avons mis en évidence une diminution de la TnT 

phosphorylée en sérine208 dans le VG et le plasma de rats IC comparé aux rats témoins 

[Dubois et al. 2010]. L’objectif de ce travail est d’étudier les mécanismes 

physiopathologiques conduisant à cette diminution de la TnT phosphorylée en sérine208 lors 

du RVG post-IDM, notamment par l’étude des enzymes impliquées dans cette modulation de 

la phosphorylation. 

Nous avons ensuite analyser l’effet de l’inhibition des enzymes impliquées dans la 

modulation de la phosphorylation sur la fonction cardiaque et sur les modifications post-

traductionnelles des protéines contractiles. 

Enfin, au vu des résultats obtenus lors de l’étude des protéines contractiles, il semble 

également intéressant d’analyser la balance phosphorylation / O-GlcNAcylation de la TnT 

lors du RVG post-IDM. 

II) Résultats 
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III) Résultats complémentaires 

 1  Balance phosphorylation / O-GlcNAcylation de la TnT 

Dans l’étude précédente, nous avons mis en évidence une diminution de la TnT 

phosphorylée en sérine208 dans le VG et le plasma de rats IC. Il nous a semblé intéressant de 

regarder si la TnT pouvait porter des sites de O-GlcNAcylation et si son niveau de O-

GlcNAcylation pouvait être modulé dans le VG et le plasma de rats IC comparés aux VG de 

rats témoins. Pour cela, nous avons immunoprécipités les protéines O-GlcNAcylées à partir 

du VG et du plasma de rat puis effectué un western blot dirigé spécifiquement contre la TnT 

(Figure 61). 

Figure 61 : Quantification de la TnT O-GlcNAcylée dans le VG et le plasma de rats témoins et 
IC. (A) Quantification de la TnT O-GlcNAcylée dans le VG. (B) Quantification de la TnT O-
GlcNAcylée dans le plasma. L’immunoprécipitation est réalisée à partir de 50 µg de protéines de VG 
ou 1 µL de plasma et de 1 µg d’anticorps. Le Western blot est dirigé spécifiquement contre la TnT 
dilué au 1/100, l’anticorps secondaire anti-souris couplé à la péroxydase est dilué au 1/5000. Le poids 
moléculaire est indiqué sur la gauche. Les quantifications ont été effectuées chez les rats témoins 
(n=16) et IC (n=19) et sont exprimés en moyenne ± sem. ‡ p < 0.001. 

Nous avons montré, pour la première fois, l’existence d’une forme O-GlcNAcylée de la 

TnT. Nous avons également mis en évidence une augmentation significative de la TnT O-

GlcNAcylée dans le VG et dans le plasma des rats IC à 2 mois post-ligature comparé aux rats 

témoins. Ces résultats suggèrent une balance phosphorylation / O-GlcNAcylation de la TnT 

lors du développement de l’IC. 
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 2  Effet de l’inhibition de la PKC sur la balance phosphorylation / O-GlcNAc de la TnT 

Nous avons voulu déterminer si le traitement par les inhibiteurs de la PKC induisait des 

modifications de O-GlcNAcylation de la TnT. Nous avons alors étudié le niveau de TnT O-

GlcNAcylée dans le VG des animaux non traités ou traités avec la Calphostine C ou et avec 

l’inhibiteur εV1-2. Pour cela, nous avons immunoprécipités les protéines O-GlcNAcylées à 

partir du VG puis effectué un western blot dirigé spécifiquement contre la TnT (Figure 62). 

Figure 62 : Quantification de la TnT O-GlcNAcylée dans le VG de rats témoins et traités à la 
Calphostine C ou avec l’inhibiteur εV1-2. L’immunoprécipitation est réalisée à partir de 50 µg de 
protéines de VG et de 1 µg d’anticorps. Le Western blot est dirigé spécifiquement contre la TnT dilué 
au 1/100, l’anticorps secondaire anti-souris couplé à la péroxydase est dilué au 1/5000. Le poids 
moléculaire est indiqué sur la gauche. Les quantifications ont été effectuées chez les rats témoins 
(n=4), traités avec l’inhibiteur εV1-2 (n=9), traités au DMSO (n=6) et traités à la Calphostine C 
(n=6) et sont exprimés en moyenne ± sem. *  p < 0.05. 

Par cette technique, nous avons mis en évidence une augmentation significative de la 

TnT O-GlcNAcylée dans le VG des animaux traités avec l’inhibiteur εV1-2 comparé aux 

animaux témoins (p=0.026), aucune modification chez les animaux traités à l’inhibiteur non 

sélectif des PKC Calphostine C comparés aux animaux traités au DMSO 1%. 

Ces résultats confirment l’existence d’une balance phosphorylation / O-GlcNAcylation 

de la TnT, impliquées dans le mécanisme de contraction cardiaque. 

Afin de compléter ces résultats, nous avons étudié les effets de cette inhibition dans un 

modèle de rats IC. Pour cela, nous avons utilisé le modèle expérimental chez lequel l’ACG a 

été ligaturé. Les rats ont été sacrifiés à six semaine post-ligature et l’effet de l’inhibiteur εV1-

2 a été étudié par analyse en cœur perfusé isolé, en collaboration avec l’unité U644 de Rouen. 

Dans un premier temps, nous avons vérifié que la taille de l’IDM induit par la ligature 

coronaire était similaire dans les deux groupes (Table XXII). 
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Table XXII : Valeur de la mesure de la taille. 

Nous avons observé une reproductibilité de la taille de l’IDM chez tous les rats. Le 

traitement court par l’inhibiteur εV1-2 (200µM, une heure) n’a eu aucun effet sur la taille de 

l’IDM (rats IC : 62,7 ± 3,5 ; rats IC traités à l’inhibiteur εV1-2 ; 64,4 ± 10,5). 

Nous avons également contrôlé l’activité PKC par dosage enzymatique afin de vérifier 

l’efficacité de l’inhibiteur εV1-2 (Figure 63). 

Figure 63 : Quantification de l’activité PKC dans le VG issu de cœurs isolés perfusés de rats IC 
et IC traités à l’inhibiteur εV1-2. L’activité PKC a été quantifiée dans le VG (1 µg) de rats IC 
(n=5) et IC traités avec l’inhibiteur εV1-2 (n=4). Les résultats sont exprimés en pmol/min/100 µg de 
protéines ± sem. *  p < 0.05. 

L’activité PKC est significativement diminuée dans le VG de rats IC traités avec 

l’inhibiteur εV1-2 comparé au VG de rats IC (p = 0.030). Ces résultats indiquent l’efficacité 

d’un traitement d’une heure avec l’inhibiteur sélectif de l’isoforme ε de la PKC avant de 

mesurer la fonction cardiaque sur cœur perfusé. 

Nous avons alors analysé la fonction cardiaque sur cœur isolé perfusé et obtenus les 

résultats présentés en Table XXIII. 
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Table XXIII : Effet de l’inhibiteur εV1-2 sur la contractilité cardiaque. 

Moyenne ± sem des paramètres de la fonction cardiaque mesurés en cœur perfusé 
 isolé pour les animaux témoins, IC et IC traités avec l’inhibiteur εV1-2. † p < 0.01. 

Le traitement de rats IC avec l’inhibiteur εV1-2 ne semble pas moduler la fonction 

cardiaque comparé aux rats IC. 

Nous nous sommes intéressés aux modulations des niveaux de phosphorylation et de O-

GlcNAcylation de la TnT dans le VG des rats IC et IC traités avec l’inhibiteur εV1-2 en 

utilisant les mêmes techniques d’immunoprécipitation et de western blot que précédemment 

(Figure 64). 

Figure 64 : Quantification de la TnT phosphorylée en sérine208 et O-GlcNAcylée dans le VG de 
rats témoins, IC et IC traités avec l’inhibiteur εV1-2. L’immunoprécipitation est réalisée à partir de 
50 µg de protéines de VG et de 1 µg d’anticorps. Le Western blot est dirigé spécifiquement contre la 
TnT phosphorylée en sérine208 dilué au 1/1000 ou la TnT dilué en 1/100. Le poids moléculaire est 
indiqué sur la gauche. Les quantifications ont été effectuées chez les rats témoins (n=4), IC (n=5), IC 
traités avec l’inhibiteur εV1-2 (n=4) et sont exprimés en moyenne ± sem. *  p < 0.05, † p < 0.01. 

De manière intéressante, nous retrouvons une diminution significative de la TnT 

phosphorylée en sérine208 et une augmentation significative de la TnT O-GlcNAcylée dans le 

VG des rats IC comparé aux rats témoins. Par ailleurs, nous n’observons pas de modulation 
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de la TnT phosphorylée en sérine208 et de la TnT O-GlcNAcylée dans le VG des rats IC traités 

avec l’inhibiteur εV1-2 comparé aux rats IC. 

 3  Effet de la PUGNAc sur la balance phosphorylation / O-GlcNAc de la TnT 

Nous avons montré dans une étude précédente que le traitement de rats sains ou IC avec 

la PUGNAc, un inhibiteur de la O-GlcNAcase, induit une augmentation significative des 

paramètres de contractilité cardiaque. Nous avons alors étudié l’effet de cet inhibiteur sur le 

niveau de la TnT phosphorylée en sérine208 et de la TnT O-GlcNAcylée dans le VG des 

animaux sains et IC non traités ou traités avec la PUGNAc. Pour cela, nous avons effectué un 

western blot dirigé spécifiquement contre la TnT et la TnT phosphorylée en sérine208. Pour la 

TnT O-GlcNAcylée, nous avons immunoprécipités les protéines O-GlcNAcylées à partir du 

VG puis effectué un western blot dirigé spécifiquement contre la TnT (Figure 65). 

Figure 65 : Quantification de la TnT phosphorylée en sérine208 et O-GlcNAcylée dans le VG de 
rats témoins, témoins traités à la PUGNAc, IC et IC traités à la PUGNAc. L’immunoprécipitation 
est réalisée à partir de 50 µg de protéines de VG et de 1 µg d’anticorps. Le Western blot est dirigé 
spécifiquement contre la TnT phosphorylée en sérine208 dilué au 1/1000 ou la TnT dilué en 1/100. Le 
poids moléculaire est indiqué sur la gauche. Les quantifications ont été effectuées chez les rats témoins 
(n=4), témoins traités à la PUGNAc (n=8), IC (n=5) et IC traités à la PUGNAc (n=6) et sont exprimés 
en moyenne ± sem. *  p < 0.05, † p < 0.01. 

Nous observons que le traitement à la PUGNAc des rats témoins et IC induit une 

augmentation significative de la TnT phosphorylée en sérine208 par rapport aux rats témoins et 

IC non traités. De plus, cette modulation est inverse par rapport à la diminution de la TnT 

phosphorylée en sérine208 observée lors de l’IC, suggérant que l’effet bénéfique de la 
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PUGNAc sur la contractilité cardiaque serait corrélé à l’augmentation de la phosphorylation 

de la TnT. 

De plus, ce traitement semble également moduler la TnT O-GlcNAcylée. En effet, nous 

avons mis en évidence une augmentation significative de la TnT O-GlcNAcylée dans le VG 

des rats témoin traités à la PUGNAc comparé aux rats témoins non traités. Cependant, cette 

modulation n’est pas retrouvée chez les rats IC traités à la PUGNAc. Par ailleurs, nous 

observons une augmentation significative de la TnT O-GlcNAcylée dans le VG des rats IC 

comparé aux rats témoins. 

 4  Effet de l’inhibition de la PKC sur la balance phosphorylation / O-GlcNAc des 
protéines contractiles. 

Nous avons montré dans cette étude que le traitement de rats sains avec l’inhibiteur 

sélectif pour l’isoforme ε de la PKC, εV1-2, induit une diminution significative des 

paramètres de contractilité cardiaque. Nous avons montré que ce traitement entraîne une 

diminution du niveau de TnT phosphorylée en sérine208 et une augmentation de sa forme O-

GlcNAcylée. 

Dans une étude précédente (partie 3), nous avons mis en évidence une modulation de la 

balance phosphorylation / O-GlcNAcylation des protéines contractiles dans le VG des rats IC 

à deux mois post-IDM. Afin de compléter l’analyse de l’effet de l’inhibiteur εV1-2, nous 

avons étudié le niveau de phosphorylation et de O-GlcNAcylation des protéines contractiles 

dans le VG de rats sains non traités, traités avec l’inhibiteur non sélectif des PKC Calphostine 

C, traités avec du DMSO1% ou traités avec l’inhibiteur εV1-2 (Figure 66). 
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Figure 66 : Quantification de la phosphorylation et de la O-GlcNAcylation des protéines 
contractiles dans le VG de rats témoins et traités à la Calphostine C ou avec l’inhibiteur εV1-
2. L’immunoprécipitation est réalisée à partir de 50 µg de protéines de VG et de 1 µg d’anticorps. Le 
Western blot est dirigé spécifiquement contre les protéines d’intérêt. Le poids moléculaire est indiqué 
sur la gauche. Les quantifications ont été effectuées chez les rats témoins (n=4), traités avec 
l’inhibiteur εV1-2 (n=9), traités au DMSO (n=6) et traités à la Calphostine C (n=6) et sont 
exprimés en moyenne ± sem. *  p < 0.05. 

Par cette technique, nous avons mis en évidence une augmentation significative de la 

phosphorylation de la desmine (p=0.039) et une diminution significative de la 

phosphorylation de l’α-tropomyosine 1 (p=0.026) et de la MLC-2 (p=0.035) dans le VG des 

animaux traités avec l’inhibiteur sélectif de l’isoforme ε de la PKC, l’inhibiteur εV1-2 par 

rapport aux animaux non traités sans modification du niveau de phosphorylation des autres 

protéines contractiles. Nous avons montré une augmentation significative seulement de la 

MLC-1/3 O-GlcNAcylée (p=0.021) dans le VG des animaux traités à l’inhibiteur εV1-2 par 

rapport aux animaux non traités. Enfin, le niveau d’expression de ces protéines n’est pas 

modulé exceptée pour l’αB-crystalline, pour laquelle nous avons observé une augmentation 

d’expression significative dans le VG des animaux traités à l’inhibiteur εV1-2 par rapport aux 

animaux non traités (p=0.032, non montré). De manière intéressante, ces résultats sont 

similaires à ceux observés dans le VG des animaux IC à deux mois post-IDM, corroborant 

l’hypothèse de l’implication de l’isoforme ε de la PKC dans les modifications de la balance 

phosphorylation / O-GlcNAcylation des protéines contractiles dans le RVG post-IDM. Par 

ailleurs, aucune modulation n’a été observée suite au traitement à la Calphostine C comparé 

aux rats traités au DMSO 1%. 
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Afin de compléter ces résultats, nous avons étudié les modulations des niveaux de 

phosphorylation et de O-GlcNAcylation de ces protéines dans le VG des rats IC et IC traités 

avec l’inhibiteur εV1-2  (Figure 67). 
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Figure 67 : Quantification de la phosphorylation et de la O-GlcNAcylation des protéines 
contractiles dans le VG de rats témoins, IC et IC traités avec l’inhibiteur εV1-2. 
L’immunoprécipitation est réalisée à partir de 50 µg de protéines de VG et de 1 µg d’anticorps. Le 
Western blot est dirigé spécifiquement contre les protéines d’intérêt. Le poids moléculaire est indiqué 
sur la gauche. Les quantifications ont été effectuées chez les rats témoins (n=4), IC (n=5) et IC traités 
avec l’inhibiteur εV1-2 (n=4) et sont exprimés en moyenne ± sem. *  p < 0.05. 

Nous n’avons pas mis en évidence de modulation des niveaux de phosphorylation et de 

O-GlcNAcylation des protéines contractiles dans le VG des animaux IC traités à l’inhibiteur 

εV1-2 par rapport aux animaux IC non traités. 
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IV) Discussion 

 1  Balance phosphorylation / O-GlcNAcylation de la TnT 

Dans cette étude, nous avons montré, pour la première fois, l’existence d’une forme O-

GlcNAcylée de la TnT. Par ailleurs, nous avons mis en évidence une augmentation 

significative de la TnT O-GlcNAcylée dans le VG et dans le plasma des rats IC à 2 mois post-

ligature comparé aux rats témoins. Ces résultats confirment l’importance de la balance 

phosphorylation / O-GlcNAcylation lors du RVG post-IDM. 

Au vu des premiers résultats obtenus concernant la diminution de la TnT phosphorylée 

dans le plasma de patients de l’étude REVE-1, il pourrait être intéressant d’analyser les 

modifications de la TnT O-GlcNAcylée dans le plasma de ces patients. Cependant, il n’existe 

pas actuellement de méthodes permettant d’obtenir des anticorps spécifiquement dirigés 

contre une protéine O-GlcNAcylée. La technique indirecte d’immunoprécipitation des 

protéines O-GlcNAcylées suivie d’un western blot dirigé contre la TnT est une technique 

semi-quantitative qui semble moins reproductible à partir d’échantillon plasmatiques. 

Enfin, il faut préciser que cette modification est impliquée dans de nombreuses 

pathologies cardiovasculaires, notamment dans le diabète de type 2 [Fulop et al. 2007]. En 

effet, le précurseur de la O-GlcNAcylation est un produit de la biosynthèse du glucose, ce qui 

pourrait compliquer l’analyse des résultats nécessitant une comparaison de patients appariés 

sur leur niveau de glycémie. 

 2  Effet de l’inhibiteur sélectif de l’isoforme ε de la PKC, εV1-2 sur la balance 
phosphorylation / O-GlcNAcylation de la TnT 

Dans cette étude, nous avons utilisé deux inhibiteurs ; un inhibiteur non sélectif des 

PKC et un inhibiteur sélectif de l’isoforme ε de la PKC, l’inhibiteur εV1-2. Nous avons 

montré que le traitement par l’inhibiteur εV1-2 induit une diminution des paramètres de la 

contractilité cardiaque. Cette diminution semble être corrélée au niveau de TnT phosphorylée 

en sérine208 dans le VG. Ces résultats semblent confirmer l’importance de la phosphorylation 

des protéines contractiles par l’isoforme ε de la PKC dans le mécanisme de contraction 

cardiaque. L’absence de modification dans le VG de rats traités à la Calphostine C semblent 

confirmer l’importance de l’isoforme ε de la PKC dans ce mécanisme. 

Une étude a récemment décrit qu’un traitement avec l’inhibiteur εV1-2 induisait un 

ralentissement du développement de l’IC [Inagaki et al. 2008]. Cependant, cette inhibition a 

été effectuée lors de la phase adaptative du RVG dans un modèle expérimental de rats Dahl 

salt-sensitive [Inagaki et al. 2008]. Nos résultats ne sont donc pas comparables puisque dans 
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notre modèle, l’inhibition sélective de l’isoforme ε de la PKC est effectuée plus tardivement 

lors du RVG. De plus, de nombreuses études montrent un effet cardioprotecteur de 

l’activation de l’isoforme ε de la PKC [Mayr et al. 2009].  

 3  Effet de la PUGNAc sur la balance phosphorylation / O-GlcNAc de la TnT 

Nous avons ensuite étudié l’effet d’une augmentation du niveau de O-GlcNAcylation 

sur les modulations du niveau de phosphorylation et de O-GlcNAcylation de la TnT. De 

manière intéressante, nous avons mis en évidence une augmentation de la TnT phosphorylée 

en sérine208 dans le VG de rats témoins et IC traités à la PUGNAc. Ces résultats confirmant 

l’implication des modifications post-traductionnelles des protéines contractiles dans l’effet 

bénéfique sur la fonction cardiaque de l’inhibition de la O-GlcNAcylation. 

 4  Effet de l’inhibition des PKC sur la balance phosphorylation / O-GlcNAc des 
protéines contractiles 

Nous avons mis en évidence des modulations du niveau de phosphorylation de la 

desmine, de l’α-tropomyosine 1 et de la MLC-2 et de O-GlcNAcylation uniquement de la 

MLC-1/3 dans le VG des animaux traités avec l’inhibiteur sélectif de l’isoforme ε de la PKC. 

Ces résultats suggèrent l’implication de l’isoforme ε de la PKC dans les modifications de la 

balance phosphorylation / O-GlcNAcylation des protéines contractiles. Cependant, 

l’inhibition de l’isoforme ε de la PKC n’explique pas toutes les modifications observées lors 

du RVG post-IDM, suggérant l’implication d’autres voies de signalisation dans ce processus. 
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I) Objectifs de l’étude 

Nous avons mis en évidence une diminution de la TnT phosphorylée dans le VG et le 

plasma de rats IC. Cette diminution a également été retrouvée dans le plasma de patients de 

l’étude REVE-1, présentant un RVG post-IDM modéré à important [Dubois et al. 2010]. Ces 

résultats suggèrent que la diminution de la TnT phosphorylée peut être un nouveau 

biomarqueur du RVG post-IDM. Il est cependant essentiel de valider ces résultats à plus 

grande échelle par une technique rapide, reproductible et plus adaptée aux grandes 

populations telle que l’ELISA. 

L’objectif de cette étude est la mise au point d’un dosage standardisé de la TnT 

phosphorylée à l’aide d’un anticorps monoclonal. Cette étude nous permettra de rechercher 

une association entre la diminution de la TnT phosphorylée et le RVG post-IDM ainsi qu’une 

association de cette modulation avec la sévérité et le pronostic de l’IC. 

II) Pertinence de l’utilisation de la TnT phosphorylée comme biomarqueur 
du RVG 

Afin de déterminer si la diminution de la TnT phosphorylée est un biomarqueur 

spécifique du RVG post-IDM et de l’IC, nous avons analysé cette protéine dans les 

différentes études cliniques disponibles au laboratoire. 

 1  Étude REVE-2 

Dans un premier temps, nous avons analysé les patients de l’étude REVE-2. Il s’agit 

d’une étude régionale multicentrique ayant inclus 246 patients victime d’un IDM inaugural de 

topographie antérieure avec une atteinte significative de la FEVG inférieure à 50%. Les 

patients de cette étude bénéficient d’un prélèvement de sang périphérique le jour de 

l’échocardiographie, soit entre trois et cinq jours après leur IDM, mais également un mois, 

trois mois et un an après ce dernier. Le plasma et le sérum ont été conditionnés dans l’heure 

suivant le prélèvement pour limiter les modifications protéiques après prélèvements. Une 

échocardiographie de contrôle est effectuée à trois mois et à un après l’IDM afin d’analyser le 

RVG post-IDM. Le critère de jugement principal est le RVG à un an défini comme la 

différence entre le volume télédiastolique du VG à un an et le volume télédiastolique du VG à 

l’inclusion. Les caractéristiques des patients ainsi que les détails du protocole ont récemment 

été publiés [Fertin et al. 2010b]. 
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Dans un premier temps, nous nous sommes focalisés sur le prélèvement à l’inclusion. 

Nous avons ainsi quantifié dans cette population la TnT et la TnT phosphorylée par western 

blot à l’aide des anticorps polyclonaux développés au laboratoire (Figure 68). 

Figure 68 : Quantification de la TnT et de la TnT phosphorylée en sérine207 (TnTpSer207) dans le 
plasma des patients de l’étude REVE-2. Western blot dirigé spécifiquement contre la TnT ou la 
TnTpSer207dilué au 1/1000, l’anticorps secondaire anti-lapin couplé à la péroxydase est dilué au 
1/5000. † p < 0.01, ‡ p < 0.001. 

Nous avons ainsi mis en évidence une diminution significative de la TnT phosphorylée 

en sérine207 ainsi que du ratio TnT phosphorylée en sérine207 / TnT dans le plasma des patients 

présentant un RVG modéré à important de l’étude REVE-2, comparable à celle observée dans 

le plasma des patients de l’étude REVE-1 [Dubois et al. 2010]. Ces résultats semblent 

prometteurs et seront validés par l’utilisation du dosage ELISA. Ce dosage sera effectué à la 

fois sur le prélèvement effectué à l’inclusion des patients mais également à un mois après 

l’IDM pour s’affranchir des modulations dues à l’augmentation de la TnT lors de l’IDM [Moe 

et al. 2010]. 

 2  Étude PTHF 

Afin de déterminer si il existe une corrélation entre la diminution de la TnT 

phosphorylée en sérine207 et l’IC chronique, nous avons analysé le niveau d’expression de la 

TnT et de la TnT phosphorylée en sérine207 dans le plasma des patients de l’étude cas-témoin 

PTHF (ProTeomic in Heart Failure). Cette étude concerne cinquante-neuf patients, dont 

trente témoins volontaires sains et vingt-neuf patients présentant une IC avec dysfonction 

diastolique non ischémique (FEVG < 35%) (Figure 69). 
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Figure 69: Quantification de la TnT et de la TnT phosphorylée en sérine207 (TnTpSer207) dans le 
plasma des patients de l’étude PTHF. Western blot dirigé spécifiquement contre la TnT ou la 
TnTpSer207dilué au 1/1000, l’anticorps secondaire anti-lapin couplé à la péroxydase est dilué au 
1/5000. 

Nous n’avons pas mis en évidence de variation de la TnT ou de sa forme phosphorylée 

en sérine207 dans le plasma des patients de l’étude PTHF. Cependant, il s’agit d’une petite 

cohorte dont les résultats nécessitent d’être validés sur une population indépendante et avec 

un plus grand effectif. Pour cela, les dosages ELISA de la TnT et de sa forme phosphorylée 

en sérine207 s’avèrent essentiels 

III) Développement et caractérisation des anticorps monoclonaux 

Afin de valider ces résultats sur une population plus importante, il est nécessaire de 

développer un dosage ELISA de la TnT phosphorylée. Pour cela, des anticorps monoclonaux 

de la forme phosphorylée de la troponine T ont été développés en utilisant les même peptides 

que pour la synthèse des anticorps polyclonaux.. Les souris ont été immunisées et nous avons 

obtenu huit anticorps monoclonaux différents que nous avons caractérisé. Pour cela, les 

mêmes contrôles que pour les anticorps polyclonaux précédemment développés ont été 

effectués. Nous avons ainsi contrôlé par western blot la spécificité de chaque anticorps contre 

le peptide phosphorylé et non phosphorylé et après traitement des échantillons par la 

phosphatase alcaline pour éliminer les résidus phosphate (Figure 70). 
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Figure 70 : Caractérisation des anticorps monoclonaux. Western blot effectué avec les anticorps 
monoclonaux dilués au 1/5000, l’anticorps secondaire anti-souris couplé à la péroxydase est dilué au 
1/10000. La compétition avec le peptide dirigé contre la TnT non phosphorylée ou la TnT 
phosphorylée dilué aux différentes concentration se fait lors de l’incubation de la membrane avec 
l’anticorps. Les résultats de la compétition avec peptide dirigé contre la TnT non phosphorylée sont 
représentés en bleu, les résultats de la compétition avec le peptide dirigé contre la TnT phosphorylée 
sont représentés en rouge. Le Kd correspond à la constante de dissociation. 

Clone A12 Kd = 5.10-10

0
20
40
60
80

100
120

10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60

Clone F1 Kd = 5.10-10

0
20

60

100

140

180

10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60

Clone C4 Kd = 10-11

0
20
40
60
80

100
120

10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60

Clone H1 Kd = 5.10-11

0
20
40
60
80

100
120

10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60

Clone H3

0
20
40
60
80

100
120

10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60

Clone F11 Kd = 5.10-8

0
20

60

100

140

10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60

Clone H7 Kd = 5.10-11

0
20
40
60
80

100
120

10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60

Clone H11

0
20

60

100

140

180

Clone A12 Kd = 5.10-10

0
20
40
60
80

100
120

0
20
40
60
80

100
120

0
20
40
60
80

100
120

10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60

Clone F1 Kd = 5.10-10

0
20

60

100

140

180

0
20

60

100

140

180

0
20

60

100

140

180

10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60

Clone C4 Kd = 10-11

0
20
40
60
80

100
120

0
20
40
60
80

100
120

0
20
40
60
80

100
120

10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60

Clone H1 Kd = 5.10-11

0
20
40
60
80

100
120

0
20
40
60
80

100
120

0
20
40
60
80

100
120

10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60

Clone H3

0
20
40
60
80

100
120

0
20
40
60
80

100
120

0
20
40
60
80

100
120

10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60

Clone F11 Kd = 5.10-8

0
20

60

100

140

0
20

60

100

140

0
20

60

100

140

10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60

Clone H7 Kd = 5.10-11

0
20
40
60
80

100
120

0
20
40
60
80

100
120

0
20
40
60
80

100
120

10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60 10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-60

Clone H11

0
20

60

100

140

180

0
20

60

100

140

180

0
20

60

100

140

180



Résultats :  Utilisation clinique de la troponine T phosphorylée comme biomarqueur potentiel du RVG 

- 119 - 

Ces premiers résultats nous montrent que les clones A12, C4, F1 et H1 seraient 

spécifiques de la TnT phosphorylée, bien qu’il y ait des différences d’affinité, alors que les 

clones H7 et F11 seraient spécifiques de la TnT non phosphorylée. Les clones H3 et H11 ne 

semblent pas spécifiques.  

Le dosage ELISA est actuellement en cours de développement (Figure 71).  

Figure 71 : Principe du dosage ELISA de la TnT phosphorylée dans le plasma humain. 

Le dosage sera sous forme sandwich avec un anticorps de capture dirigé contre la TnT 

phosphorylée et l’anticorps de révélation couplé à la péroxydase dirigé spécifiquement contre 

la TnT phosphorylée. 

IV) Perspectives 

Nous avons mis en évidence une diminution de la TnT phosphorylée dans le plasma des 

patients des études REVE-1 et -2, présentant un RVG post-IDM modéré à important. Nous 

n’avons pas mis en évidence de modulation de la TnT phosphorylée dans le plasma des 

patients des études PTHF. Cependant, il s’agit d’une petite cohorte et les résultats concernant 

l’IC nécessitent d’être validés. 

Pour cela, nous développons actuellement un dosage ELISA plasmatique de la TnT 

phosphorylée. Nous pourrons ainsi confirmer les résultats obtenus par western blot en 

quantifiant la TnT phosphorylée dans les populations précédentes. Par ailleurs, nous 

affinerons les résultats concernant l’IC par l’étude des patients de la cohorte INCA 

(Insuffisance Cardiaque). Il s’agit d’une cohorte de patient IC stables avec une fraction 

d’éjection du VG inférieure à 45%, débutée dans le service de cardiologie de Lille depuis 

1998. Les modulations de la TnT phosphorylée seront analysées dans deux populations 

différentes issues de cette cohorte [Mizon-Gerard et al. 2004] ; [de Groote et al. 2004]. 

La première population, appelée INCA-phénotype, sera constituée de 300 patients (150 

patients présentant une IC suite à un IDM et 150 patients présentant une IC non ischémique). 

Cette population nous permettra d’effectuer une étude d’association entre la TnT 

P

Anticorps monoclonal anti TnT 
phosphorylée

TnT phosphorylée
P

Plaque 96 puits 

Anticorps monoclonal anti TnT phosphorylée 
conjugué à la péroxydase

TnT non phosphorylée
PP

Anticorps monoclonal anti TnT 
phosphorylée

TnT phosphorylée
PP

Plaque 96 puits 

Anticorps monoclonal anti TnT phosphorylée 
conjugué à la péroxydase

TnT non phosphorylée



Résultats :  Utilisation clinique de la troponine T phosphorylée comme biomarqueur potentiel du RVG 

- 120 - 

phosphorylée et la gravité de l’IC évaluée grâce aux marqueurs pronostiques connus de l’IC 

tels que le BNP ou la fraction d’éjection du VG dans chacun des sous-groupes. 

La seconde population, appelée INCA-mortalité, sera une étude cas-témoin comparant 

100 patients décédés ou greffés en urgence dans les trois ans suivant leur inclusion à 100 

patients vivants, appariés sur l’âge, le sexe et l’étiologie de l’IC. 

Finalement, nous analyserons les patients de l’étude HFPEF (Heart Failure with 

Preserved Ejection Fraction). Cette étude concerne cinquante patients présentant une IC 

diastolique avec fraction d’éjection préservée, hospitalisés dans le département de cardiologie 

de l’hôpital de Rouen et vingt témoins.  

Ces études devraient nous permettre : 

- de tester si la diminution de la TnT phosphorylée est un marqueur permettent de 

prédire le RVG. 

- de déterminer le seuil de la TnT phosphorylée à utiliser pour le diagnostic de l’IC 

- de comparer le niveau de la TnT phosphorylée en fonction de la sévérité de l’IC 

- de comparer la valeur pronostic (mortalité ou transplantation urgente) de la TnT 

phosphorylée à celle des marqueurs pronostiques usuellement utilisés. 
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I) Le modèle expérimental d’insuffisance cardiaque 

Dans le but de mettre en évidence de nouveaux biomarqueurs du RVG post-IDM, nous 

avons utilisé, en collaboration avec l’unité U644 de Rouen, un modèle expérimental d’IC 

chez lequel l’IDM est induit par ligature de l’ACG. Il s’agit du modèle expérimental le plus 

couramment utilisé. Cette procédure est associée à une mortalité postopératoire inférieure à 

10% [Mulder et al. 1997]. Ce modèle est remarquable puisque tous les animaux ayant subi la 

ligature de l’ACG vont développer un RVG et une IC comparable à celle observée chez 

l’homme [Mulder et al. 1997]. Ce modèle nous a permis de mettre en évidence la diminution 

de la TnT phosphorylée comme biomarqueur potentiel du RVG, puisque cette modification 

est retrouvée à la fois dans le VG et dans le plasma des rats IC mais également dans le plasma 

de patients présentant un RVG modéré et important [Dubois et al. 2010]. Ces résultats 

valident l’utilisation de ce modèle expérimental dans le but de trouver de nouveaux 

biomarqueurs plasmatiques du RVG, puisque nous avons retrouvé chez l’homme des résultats 

similaires à ceux obtenus chez le rat. 

L’intérêt de l’utilisation d’un modèle expérimental pour l’étude du RVG réside dans 

l’obtention d’échantillons sériés de tissus et de plasma. En effet, nous avons à notre 

disposition non seulement les échantillons de VG et de plasma préopératoire et prélevé à deux 

mois post-ligature, mais également des échantillons de VG et de plasma prélevé à sept jours 

post-ligature, correspondant à la phase précoce du RVG. Cette phase est constituée de 

l’expansion de la zone infarcie causée par la nécrose des cardiomyocytes, principalement dans 

la région apicale du VG, et conduit aux modifications géométriques et structurales du VG 

[Gaertner et al. 2004].  

Lors de l’analyse du protéome du VG, les résultats obtenus par gels d’électrophorèse 

2D ont été validé par western blot sur les échantillons à sept jours et deux mois post-ligature 

[Cieniewski-Bernard et al. 2008]. De manière intéressante, parmi les dix-sept protéines dont 

les modulations d’expression ont été validées à deux mois post-ligature, cinq protéines 

présentaient des modulations inversées à sept jours post-ligature : la GAPDH, la protéine 

disulfide isomérase 1, l’ubiquitine C-terminale hydrolase, la superoxide dismutase 2, la 

péroxirédoxine 2  

Il pourrait donc être intéressant d’analyser les modulations de la balance 

phosphorylation / O-GlcNAcylation des protéines contractiles dans le VG des animaux à sept 

jours post-ligature afin de déterminer si les mécanismes de la perte de contractilité mis en jeu 

sont identiques lors de la phase précoce et tardive du RVG. 
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Nous disposons également des prélèvements des autres compartiments cardiaques 

(ventricule droit et oreillettes droite et gauche) ainsi que des poumons pour tous les animaux 

inclus dans l’analyse du protéome. Les paramètres histomorphométriques de ces animaux 

montre une augmentation significative de la masse du VD à deux mois post-ligature, 

suggérant une atteinte de ce compartiment lors du RVG [Cieniewski-Bernard et al. 2008]. 

L’augmentation de la masse ventriculaire est principalement liée à une augmentation de la 

synthèse protéique et de la taille des cellules, notamment par ajout de sarcomères, suggérant 

l’intérêt de l’étude des protéines contractiles dans le VD [Bogaard et al. 2009]. Il pourrait 

alors être intéressant d’analyser les modulations de la balance phosphorylation / O-

GlcNAcylation des protéines contractiles dans ces différents compartiments, notamment dans 

le VD, ce qui nous permettrait de mettre en évidence des mécanismes de compensations 

impliquées dans cette pathologie. 

Enfin, il nous semble également important d’étudier des modulations dans un autre 

modèle expérimental. En effet, si le RVG post-IDM représente 60 à 70% des cas d’IC, il ne 

faut oublier l’importance de l’HTA qui représente 20 à 30% des cas d’IC [Hess 2003]. Pour 

cela, nous envisageons, en collaboration avec l’unité INSERM U644, le développement d’un 

modèle expérimental par constriction de l’aorte abdominale. Ce modèle permet d’étudier l’IC 

avec une fonction systolique préservée. En effet, ce modèle est caractérisé par une 

augmentation rapide de la pression artérielle, induisant une hypertrophie du VG [Derumeaux 

et al. 2002]. De plus, durant les deux premiers mois, cette hypertrophie est compensée et les 

paramètres de contractilité cardiaque ne sont donc pas modifiés, puis la fonction systolique 

s’altère progressivement [Derumeaux et al. 2002]. Il pourrait donc être intéressant d’étudier la 

corrélation entre la balance phosphorylation / O-GlcNAcylation des protéines contractiles et 

la fonction systolique. Ce modèle pourra nous permettre de déterminer si la diminution de la 

TnT phosphorylée en sérine208 observée lors du RVG post-IDM est spécifique des conditions 

ischémiques. 

II) Analyse du protéome et du phosphoprotéome du VG  

Nous avons effectué l’analyse du protéome puis du phosphoprotéome du VG lors du 

RVG post-IDM. De manière intéressante, parmi les vingt-sept protéines identifiées lors de 

l’analyse du protéome, neuf présentent également des modulations de leur niveau de 

phosphorylation (Table XXIV). 
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Table XXIV : Protéines présentant des modifications d’expression et de phosphorylation lors du 
RVG. 

Il serait intéressant d’analyser les voies de signalisation communes à ces protéines afin 

de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques impliqués dans le RVG post-

IDM. Pour cela, de nombreux logiciels permettent de mettre en évidence les interactions 

protéines-protéines ainsi que les voies métaboliques dans lesquelles ces protéines sont 

impliquées. L’exemple de la voie de signalisation de l’endothéline est présentée en Figure 72. 

Figure 72 : Représentation schématique de la voie de l’endothéline lors du RVG. 

Nom Modulation d'expression Modulation de phosphorylation
αB-crystalline x 6 / 4,7

Péroxirédoxine-6 x 1,5 Induite
Glutathion péroxydase 1 Induite / 4,6

Acyl coenzyme A thioestérase 2 / 1,6 Induite
Sous-unité α de l'isocitrate déshydrogénase / 1,5 Induite

Chaîne D de l'ATP synthase x 3,3 / 1,6
Sous-unité α de l'ATP synthase x 4,7 Induite
Sous-unité β de l'ATP synthase x 2 x 4,9

Inhibiteur de sérine protéase A3K x 2,2 x 5,9
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Nous envisageons d’analyser les interactions possibles entre les protéines identifiées 

lors de l’analyse du protéome et du phosphoprotéome afin de mettre en évidence des protéines 

clés des voies métaboliques impliquées. Ces résultats devraient nous permettre de mieux 

comprendre les mécanismes impliqués dans le RVG post-IDM. 

III) Intérêt de la TnT phosphorylée comme biomarqueur potentiel du RVG 

Au cours de cette thèse, nous avons mis en évidence une diminution de la TnT 

phosphorylée dans le VG et dans le plasma des rats IC mais également dans le plasma de 

patients présentant un RVG modéré et important de l’étude REVE-1 [Dubois et al. 2010]. Ces 

premiers résultats suggèrent que cette diminution pourrait constituer un biomarqueur potentiel 

du RVG post-IDM. Afin de confirmer cette hypothèse, nous devons à la fois caractériser ce 

biomarqueur d’un point de vue physiopathologique pour mieux comprendre les mécanismes 

physiopathologiques mis en jeu mais également valider ce biomarqueur pour l’utilisation 

clinique. 

 1  Caractérisation de la TnT phosphorylée  comme potentiel biomarqueur du RVG 

 1.1  Balance phosphorylation / O-GlcNAcylation de la TnT 

Dans cette étude, nous avons mis en évidence une augmentation significative de la TnT 

O-GlcNAcylée dans le VG et dans le plasma des rats IC à 2 mois post-ligature comparé aux 

témoins. Associés à la diminution de la TnT phosphorylée observée dans les mêmes animaux, 

ces résultats confirment l’importance de la balance phosphorylation / O-GlcNAcylation lors 

du RVG post-IDM. 

Au vu des premiers résultats obtenus concernant la diminution de la TnT phosphorylée 

dans le plasma de patients de l’étude REVE-1, il pourrait être intéressant d’analyser les 

modifications de la TnT O-GlcNAcylée dans le plasma de ces patients. Cependant, il n’existe 

pas actuellement de méthodes permettant de quantifier facilement et de manière fiable une 

protéine O-GlcNAcylée. Nous espérons donc pouvoir continuer ce projet par la suite avec le 

développement de nouveaux outils. 

Enfin, il faut préciser que cette modification est impliquée dans de nombreuses 

pathologies cardiovasculaires, notamment dans le diabète de type 2 [Fulop et al. 2007]. En 

effet, le précurseur de la O-GlcNAcylation est un produit de la biosynthèse du glucose, ce qui 

pourrait compliquer l’analyse des résultats nécessitant une comparaison de patients appariés 

sur leur niveau de glycémie et la présence ou non d’un diabète. 
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 1.2  Effets d’inhibiteurs de la PKCε sur la contractilité cardiaque 

Au cours de ce travail, nous avons montré une corrélation entre la diminution de 

l’expression de la PKCε et la diminution de la TnT phosphorylée dans le VG des rats. De 

plus, nous avons mis en évidence que cette diminution était corrélée à une diminution de la 

contractilité cardiaque par des expériences de cœur isolé perfusé (Figure 73). 

Figure 73 : Représentation schématique récapitulant les résultats obtenus par l’inhibition 
sélective de l’isoforme ε de la PKC et de la O-GlcNAcase. 

Afin de poursuivre cette analyse, il nous semble important d’étudier l’effet d’activateurs 

de la PKCε sur les paramètres de la contractilité cardiaque ainsi que sur la phosphorylation de 

la TnT et sur les modifications post-traductionnelles des autres protéines contractiles 

impliquées, notamment chez les animaux IC. En effet, de nombreuses études ont montré un 

effet bénéfique de cet activateur, appelé ψεRACK. Ce peptide induit une cardioprotection 

dans des modèles de cardiomyocytes en culture ou de cœur perfusé isolé lorsqu’il est 

administré avant l’ischémie [Inagaki et al. 2005]. 
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Nous pourrons envisager d’administrer l’activateur ψεRACK à des animaux témoins et 

IC afin d’analyser les paramètres de la contractilité cardiaque et d’établir une corrélation avec 

le niveau de phosphorylation et de O-GlcNAcylation de la TnT et des autres protéines 

contractiles impliquées dans le RVG post-IDM. Actuellement, ce peptide n’est pas 

commercialisé et nous n’avons pas réussi à l’obtenir dans le cadre d’une collaboration. 

 1.3  Rôle de la phosphorylation de la TnT sur ces interactions avec les autres 
protéines contractiles 

Afin de finaliser l’étude des mécanismes physiopathologiques du RVG, nous 

envisageons d’étudier les interactions entre la TnT phosphorylée et les autres protéines du 

myofilament par des techniques telles que la coimmunoprécipitation ou le FRET 

(Fluorescence Resonance Energy Transfer). Ces techniques nous permettront de savoir si la 

diminution de la TnT phosphorylée agit sur ses interactions avec d’autres protéines du 

myofilament. En effet, la TnT interagit directement à la fois avec les TnI et C mais également 

avec l’α-tropomyosine et l’α-actine [Sumandea et al. 2009]. Par ailleurs, nous avons montré 

une diminution de la phosphorylation de l’α-tropomyosine dans le VG des rats IC, pouvant 

également modifier cette interaction. Ces expériences devraient nous aider à comprendre 

l’altération de contractilité observée lors du RVG post-IDM. 

 2  Validation clinique de la TnT phosphorylée comme biomarqueur potentiel du RVG 

Afin de valider les premiers résultats concernant la diminution de la TnT phosphorylée 

dans le plasma des patients présentant un RVG intermédiaire à modéré, nous développons 

actuellement des anticorps monoclonaux dirigés spécifiquement contre la TnT phosphorylée 

afin d’établir un dosage ELISA plasmatique de cette protéine.  

Par ailleurs, nous affinerons les résultats concernant l’IC par l’étude des patients de la 

cohorte INCA (Insuffisance Cardiaque) [Mizon-Gerard et al. 2004] ; [de Groote et al. 2004] 

et de l’étude HFPEF (Heart Failure with Preserved Ejection Fraction). 

Finalement, nous comparerons la valeur pronostique de la TnT phosphorylée à celle 

des marqueurs pronostiques usuellement utilisés. En effet, nous envisageons d’établir une 

corrélation entre les biomarqueurs classiques de l’IC telles que le BNP, la CRP ou les 

troponines et le niveau de phosphorylation de la TnT. Pour cela, nous envisageons dans un 

premier temps de doser le BNP, la TnT et I et la CRP dans le plasma préopératoire et prélevé 

à 7 jours et à 2 mois post-IDM. Pour cela, nous avons à notre disposition un kit de dosage 

Milliplex® (Millipore) qui va nous permettre de réaliser ces quatre dosages en une prise 

d’essai selon le principe d’un dosage ELISA. De manière intéressante, nous comparerons ces 
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résultats avec les données de BNP, TnT ou I et CRP obtenus dans les différentes populations 

de patients étudiés, notamment les études REVE-2 [Fertin et al. 2010b] et INCA [Mizon-

Gerard et al. 2004], [de Groote et al. 2004]. Nous pourrons ainsi établir une corrélation entre 

la valeur de la TnT phosphorylée et la gravité de l’IC. 

IV) Conclusion générale 

La découverte de ce nouveau marqueur associé au RVG et à l’IC, la forme 

phosphorylée de la TnT pourrait induire : des progrès diagnostiques, en permettant de faire 

le diagnostic d’évolution vers le RVG avec un bon rapport sensibilité/spécificité ; des 

progrès dans l’évaluation pronostique, il peut s’avérer un marqueur prédictif d’évolution 

défavorable à court et/ou moyen terme éventuellement utilisable en pratique quotidienne ; des 

progrès physiopathologiques, par la mise en évidence d’un système activé dans le RVG et 

non connu comme tel jusqu’à présent ; et d’éventuels progrès thérapeutiques, en mettant en 

évidence des systèmes à moduler, telles que la O-GlcNAcylation, ou au contraire à stimuler, 

telles que la PKCε, pour prévenir l’évolution vers l’IC. 
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Résumé 

Le remodelage ventriculaire gauche (RVG) est un processus complexe qui intervient après un infarctus 

du myocarde (IDM) chez 30% des patients en dépit des meilleurs traitements connus actuellement. Le but de 

ma thèse consistait à identifier les déterminants moléculaires du RVG afin de mieux en comprendre les 

mécanismes physiopathologiques. Nous avons étudié les modifications post-traductionnelles des protéines 

contractiles du VG, en particulier, la phosphorylation et la O-N-acétylglucosaminylation (O-GlcNAcylation).  

Nous avons travaillé en collaboration avec l’unité INSERM U644 de Rouen sur un modèle 

expérimental d’insuffisance cardiaque (IC) chez lequel l’IDM est induit par ligature de l’artère coronaire 

gauche, les rats témoins subissant l’intervention mais sans ligature. Dans un premier temps, nous avons 

réalisé une étude globale du phosphoprotéome du VG en phase tardive du RVG. Nous avons mis en 

évidences trente protéines présentant des modulations de leur niveau de phosphorylation. Nous avons ensuite 

choisi d’étudier les protéines contractiles : la troponine T (TnT), l’alpha-tropomyosine 1 (α-Tm 1), la 

desmine, l’αB-crystalline et les chaînes légères de myosine 1 et 2 (MLC). Pour chacune de ces protéines, 

nous avons validé les résultats obtenus en électrophorèse bidimensionnelle. 

Afin de compléter l’analyse des modifications post-traductionnelles, nous avons étudié les 

modifications de O-GlcNAcylation de ces protéines. Nous avons ainsi observé une diminution de la O-

GlcNAcylation de l’α-Tm 1, de la desmine et l’αB crystalline ainsi qu’une augmentation de la O-

GlcNAcylation de la MLC-3 et de la TnT. Par ailleurs, nous avons corrélé les modulations des niveaux de 

phosphorylation et de O-GlcNAcylation avec l’activité des enzymes impliquées dans ces modulations. 

Par la suite, nous nous sommes particulièrement intéressés à une des protéines contractiles identifiées, 

la TnT. L’objectif était de déterminer si la forme phosphorylée de la TnT pourrait être un biomarqueur du 

RVG post-IDM. Pour cela, nous devons à la fois caractériser ce biomarqueur dans notre modèle expérimental 

d’IC mais également valider ce biomarqueur dans différentes populations de patients. 

Dans le but de caractériser les mécanismes impliqués dans la phosphorylation de la TnT en sérine208, 

nous avons développé au laboratoire des anticorps polyclonaux et monoclonaux dirigés spécifiquement 

contre la TnT phosphorylée en sérine208 et la TnT non phosphorylée pour pourvoir la quantifier aisement. 

Nous avons mis au point les dosages des différentes enzymes impliquées dans les modifications post-

traductionnelles de la TnT. Nous avons étudié l’effet d’inhibiteurs ou d’activateurs de ces enzymes sur la 

contractlité cardiaque dans un modèle de cœur perfusé isolé. 

Parallélement, un dosage ELISA pour quantifier la TnT phosphorylée en sérine208 dans le plasma de 

patients est actuellement en cours de développement afin de nous permettre de valider la pertinence de 

l’utilisation de ce biomarqueur en clinique. 


