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HDL : High density lipoprotein

HMGBI : High mobility group box 1

HPRT : Hypoxanthine guanine phosphoribisyl transferase

HSP : Protéine de choc thermique

IC : Insuffisance cardiaque

ICAM : Intercellular adhesion molecule

IDM : Infarctus du myocarde

IL : Interleukine

IP3 : Inositol-3-phosphate

IPA : Inginuity Pathway Analysis

IRM : Imagerie par résonance magnétique

JAK : Janus kinase

KCNJ2 : Inward rectifier potassium channel 2

KO : Knock out

LASSO : Least Absolute Shrinkage and Selection Operator

LD1 : Lactate deshydrogénase 1

LDL : Low density lipoprotein

LIPCAR : Long intergenic non-coding RNA predicting cardiac remodeling
LncARN : ARN long non codant

MALDI-TOF : Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of Flight
MAPK : Mitogen-activated protein kinase

MAPKAPKS : Mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 5
MEF-2 : Myocyte enhancer factor-2

Mbhrt : Myosin Heavy-chain-associated RNA Transcripts
miARN/miR : MicroARN

MIPIN : Myocardial Infarction-specific Protein-protein Interaction Network
mmHg : Millimetre de mercure

MMP : Matrix metalloproteinase

Myh7 : Myosin Heavy chain 7

NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide réduit

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotine phosphate

NFAT : Nuclear factor of activated T-cells

NF[B : Nuclear factor [B

NIH : National Institutes of Health

NT-proBNP : Fragment N-terminal du proBNP

NYHA : New York Heart Association

0, : Anion superoxyde

OCI : Hypochlorites

OD : Oreillette droite

OG : Oreillette gauche

OH' : Radical hydroxyle

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PDK1 : 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1

PGC111: Peroxisome-proliferator activated receptor [ico activator 11
PHLPP2 : PH domain leucine-rich protein phosphatse 2

pl : Point Isoélectrique
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PI3K : Phosphoinositide 3-kinase

PICP : Carboxyterminal propeptide of type I procollagen
PKC : Protéine Kinase C

PLC : Phospholipase C

PPARL: Peroxisome-proliferator activated receptor [
PTEN : Phosphatase and tenson homolog

qPCR : quantitative Polymerase Chain Reaction

REVE : REmodelageVEntriculaire

RIN : RNA integrity number

RISC : RNA-induced silencing complex

RNase : Ribonucléotidase

ROCK1 : Rho-associated, coiled-coil-containing protein kinase 1
ROS : Espéce réactive de I’oxygene

RVG : Remodelage ventriculaire gauche

SELDI-TOF : Surface Enhanced Laser Desorption/lonization-Time Of Flight
SIRT]1 : Sirtuine 1

SMAD3 : Mothers against decapentaplegic homolog 3
SOD : Superoxyde dismutase

SOMAmer : Slow-off rate modified aptamer

SP1 : Specificity protein 1

SRF : Serum response factor

STAT : Signal transducer and activator of transcription
STEMI : IDM avec ¢élévation du fragment ST

TAC : Constriction de I’aorte transverse

TGFL(: Transforming Growth factor ||

TIMP : Tissue inhibitor of metalloproteinases

TLR : Récepteur de mort cellulaire de type Toll

TNFL: Tumor necrosis factor [

TRAIL : Tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand
UTR : Untranslated Transcribed Region

VCAM : Vascular cell adhesion molecule

VD : Ventricule droit

VG : Ventricule gauche
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J’ai eu ’opportunité de réaliser mon stage de Master 2 puis mon doctorat dans
I’équipe du Dr Florence Pinet, au sein de 1’unité U1167 de I’Institut Pasteur de Lille. L’équipe
a développé I'utilisation de la protéomique dans la recherche de nouveaux biomarqueurs des
maladies cardiovasculaires. Les recherches menées au sein du laboratoire s’intéressent aussi
aux mécanismes régulant I’expression et 1’activité des protéines, tels que les ARNs non
codants et les modifications post-traductionnelles.

Au cours de mon Master 2, j’ai eu I’occasion de travailler sur les microARNs régulant
I’expression de la superoxyde dismutase 2 comme potentiels biomarqueurs de 1’insuffisance
cardiaque.

Pendant mon projet de doctorat, je me suis intéressée aux réseaux moléculaires
impliqués dans le remodelage ventriculaire gauche post-infarctus du myocarde et dans
I’insuffisance cardiaque. Le but de ces travaux était d’identifier des biomarqueurs (protéines
et ARNs non codants) du remodelage ventriculaire gauche post-infarctus et de 1’insuffisance
cardiaque, mais également de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents a ces
pathologies. Pour cela, j’ai utilisé des approches de protéomique a haut débit, de biologie des
systemes et de statistiques.

Au cours de ces dernieres années, la protéomique a connu une importante évolution.
En effet, les techniques les plus anciennes permettaient I’étude d’une seule protéine dans un
petit nombre d’échantillons. Aujourd’hui, grace aux techniques de protéomique a haut débit, il
est devenu possible de quantifier plusieurs milliers de protéines dans un grand nombre
d’échantillons en seulement quelques semaines. Au cours de mon travail de doctorat, nous
avons utilis¢ la technologie SOMAscan pour mesurer 1’expression simultanée de 1310
protéines dans le plasma de 164 patients insuffisants cardiaques.

Afin d’analyser les données obtenues par les analyses protéomiques, j’ai utilisé¢ 2
approches paralléles et complémentaires : la biologie des systémes et les statistiques.
L’utilisation de la biologie des systémes nous a ainsi permis de construire des réseaux
moléculaires représentatifs du remodelage ventriculaire gauche post-infarctus du myocarde et
de I'insuffisance cardiaque, a partir des données obtenues par des approches de protéomique
classique et de protéomique a haut débit. Ces réseaux permettent une meilleure
compréhension des mécanismes de régulation impliqués dans ces pathologies et d’identifier
de nouveaux biomarqueurs. Enfin, 1’utilisation d’outils statistiques puissants et adaptés
permet le traitement du grand nombre de données obtenues par les analyses de protéomique,
dans le but d’identifier un petit nombre de protéines pouvant Etre utilisées comme

biomarqueurs du remodelage ventriculaire gauche et de 1’insuffisance cardiaque.






Introduction
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1 Physiopathologie du cceur

1.1 Le coeur sain

1.1.1 Anatomie du coeur

Le cceur est un organe musculaire creux qui est responsable de la circulation sanguine
de I’organisme. La pompe cardiaque permet d’¢jecter le sang dans les vaisseaux sanguins afin
d’assurer les besoins en oxygene de tous les tissus de 1’organisme et d’éliminer les déchets
métaboliques tels que le dioxyde de carbone (CO5,).

Anatomiquement, le cceur se compose de 4 cavités distinctes : a droite, ’oreillette
droite (OD) et le ventricule droit (VD), et a gauche, I’oreillette gauche (OG) et le ventricule
gauche (VG) (Figure 1). Les parties droites et gauches du cceur sont séparées par une paroi
appelée septum, pour éviter le mélange du sang oxygéné et du sang non oxygéné. Les
oreillettes et les ventricules sont séparés par des valves : a droite, la valve tricuspide qui

sépare ’OD et le VD, et a gauche, la valve mitrale qui sépare ’OG et le VG.
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Figure 1 : Représentation schématique de 1’anatomie du cceur

Le sang appauvri en oxygene est amené par les veines caves inférieure et supérieure au
niveau de I’OD, puis est ¢jecté dans le VD. La valve tricuspide empéche alors le reflux du
sang du VD vers ’OD. Le VD envoie ensuite le sang vers les poumons via ’artére

pulmonaire. Le sang y est réapprovisionné en oxygene et déchargé en dioxyde de carbone. Le
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sang oxygéné rejoint ensuite 1’OG du cceur via les veines pulmonaires, puis est éjecté dans le
VG. De la méme fagon, la valve mitrale empéche le reflux du sang du VG a I’OG. Le sang
oxygéné est alors éjecté vers 1’organisme via I’aorte (Figure 1). Le VG étant responsable de
I’¢jection du sang oxygéné vers I’ensemble des organes, il est beaucoup plus puissant que le
VD.

A T’échelle tissulaire, le muscle cardiaque est composé de 3 tuniques avec chacune

leur propre fonction : le péricarde, le myocarde et I’endocarde (Figure 2).
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Figure 2 : Représentation schématique des 3 tuniques cardiaques

Le péricarde est une membrane trés mince correspondant & 1’enveloppe externe du
cceur. Il est composé de 2 parties : le péricarde fibreux et le péricarde séreux. Le péricarde
fibreux est un tissu conjonctif dense qui enveloppe le péricarde séreux et qui permet de
protéger le cceur et de le fixer a la cage thoracique. Le péricarde séreux est quant a lui
compos¢ de 2 feuillets : le péricarde viscéral qui est en contact avec le myocarde et le
péricarde pariétal aussi appelé épicarde. Entre les 2 feuillets du péricarde séreux se trouve
I’espace péricardique qui contient 50 a 75 mL de liquide péricardique permettant de faciliter
les mouvements du cceur.

Le myocarde est la partie musculaire du cceur, constituée d’un muscle strié¢ qui a la
capacité de se contracter de maniere réguliere et autonome et est sensible a des stimulations
hormonales et neuronales. Sa contraction permet la circulation sanguine en assurant la

vidange et le remplissage des différentes cavités du cceur. Il contient différents types
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cellulaires, dont 30 a 40% de cardiomyocytes qui représentent environ 75% du volume
cardiaque, ainsi que des cellules endothéliales, des cellules musculaires lisses, des fibroblastes
et des cellules immunitaires (Brutsaert, 2003; Tham et al., 2015).

L’endocarde est la tunique interne du coeur qui tapisse la face interne des oreillettes et
ventricules. Elle est constituée essentiellement de cellules endothéliales qui sont impliquées
dans la régulation de la contraction cardiaque par une activation hormonale endocrine des
cardiomyocytes. L’endocarde se prolonge par I’intima de ’aorte et de veines caves inférieure

et supérieure.

1.1.2 Le cycle cardiaque

Le cycle cardiaque se déroule en 3 phases distinctes : la systole auriculaire, la systole
ventriculaire et la diastole (Figure 3).

Lors de la systole auriculaire, la contraction des oreillettes conduit a 1’¢jection du sang
contenu dans les OD et OG vers respectivement les VD et VG.

Dans un second temps, a lieu la systole ventriculaire qui correspond a la contraction
des ventricules. Le sang contenu dans le VD est alors ¢jecté¢ dans I’artére pulmonaire vers les
poumons et le sang contenu dans le VG dans ’aorte vers les organes. La systole ventriculaire
se déroule en 2 phases. Lors de la contraction isovolumique, les valves mitrale et tricuspides
se ferment, entrainant une augmentation de la pression intra-ventriculaire et une ouverture des
valvules sigmoides (aortiques et pulmonaires). La seconde phase est la phase d’¢jection, aussi
appelée contraction isotonique. Le sang est alors expulsé des ventricules. La pression intra-
ventriculaire devenant inférieure a la pression artérielle, les valvules sigmoides se referment
pour empécher le reflux du sang vers les ventricules.

Enfin, la diastole correspond a la phase de relaxation du myocarde, divisée en 2
phases. Tout d’abord, lors de la relaxation isométrique, la pression intra-ventriculaire
inférieure a celle des oreillettes conduit a ’ouverture des valves auriculo-ventriculaires. La 2°
étape correspond au remplissage des OD et OG par le sang provenant, respectivement, des
veines caves inférieures et supérieures et des veines pulmonaires. La diastole est suivie par la

systole auriculaire et un nouveau cycle cardiaque.
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Figure 3 : Représentation schématique du cycle cardiaque

1.2 L’infarctus du myocarde

1.2.1 Définition

L’infarctus du myocarde (IDM) correspond a la nécrose plus ou moins importante du
myocarde induite par une ischémie prolongée, correspondant a une diminution de I’apport
sanguin en oxygene par les artéres coronaires qui irriguent le coeur (Mendis et al., 2011;
Thygesen et al., 2019).

L’IDM est en général la conséquence d’une athérosclérose coronaire, qui se
caractérise par la formation d’une plaque d’athérome composée principalement de lipides. La

rupture de cette plaque d’athérome est a 1’origine de I’IDM (Figure 4).
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Figure 4 : Représentation schématique des mécanismes impliqués dans I’IDM
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La formation de la plaque d’athérome débute par la pénétration et I’accumulation de
lipides, nommés LDL (Low Density Lipoprotein), dans 1’intima des artéres, dont les artéres
coronaires. Les LDL vont alors s’oxyder et ne pourront plus étre dégradés, ce qui entraine leur
accumulation dans les macrophages et une réaction inflammatoire chronique. Les cellules
musculaires lisses vont migrer dans 1’intima des artéres et constituer une chape fibreuse dont
I’épaisseur est a 1’origine de la rupture de la plaque d’athérome. La rupture de la plaque met
en contact le sang circulant avec le sous-endothélium pro-thrombogeéne et conduit a la
constitution d’un thrombus occlusif associé¢ a une réponse inflammatoire. Ces phénomenes

conduisent a I’ischémie myocardique (Figure 4).

1.2.2 Epidémiologie

Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les cardiopathies ischémiques
¢taient la principale cause de déceés dans la population mondiale en 2016, devant les accidents
vasculaires cérébraux (AVC) (Figure 5), et sont responsables de 9,4 millions de décés par an.
En 2008, en France, les maladies cardiovasculaires étaient la 2° cause de mortalité, derriére
les tumeurs, et étaient responsables d’environ 150 000 déces par an. Les cardiomyopathies

ischémiques sont responsables d’un quart d’entre eux.
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Figure 5 : Répartition des principales causes de décés dans la population mondiale en 2016
(données de I’OMYS)
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De facon intéressante, en France, les maladies cardiovasculaires restent la 1' cause de
mortalité chez les femmes, et la 2° chez les hommes. Au sein des maladies cardiovasculaires,
les cardiopathies ischémiques sont au 2° rang des pathologies causant le plus de décés (Aouba
etal., 2011).

Avant la ménopause, 1’incidence des cardiopathies ischémiques est inférieure chez les
femmes comparées aux hommes. L’hypothése prédominante est celle d’un role protecteur des
cestrogénes sur I’athérosclérose et I'IDM. Cependant, cette différence tend a diminuer depuis
plusieurs années, en raison d’une plus grande exposition des femmes a certains facteurs de
risques (tabac, obésité...) (Gabet et al., 2016).

En 2012, les IDM étaient responsables de 1’hospitalisation de 61 600 patients en
France, dont 31% de femmes. La méme année, 16 000 patients sont décédés suite a un IDM,
dont 6 700 femmes. Entre 2002 et 2012, la mortalité suite a un IDM a baissé de moitié chez
les patients agés de plus de 65 ans, aussi bien chez les hommes que chez les femmes, mais de

fagon moindre avant 65 ans (Figure 6) (Gabet et al., 2016).
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Taux pour 100 000 parmi les 65 ans et plus
Taux pour 100 000 parmi les moins de 65 ans
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Année
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------ Hommes <65 ans ------ Femmes <65 ans

Figure 6 : Evolution du taux de mortalité par infarctus du myocarde selon le sexe et I’age en
France entre 2002 et 2012(d'apres Gabet et al., 2016).

1.2.3 Facteurs de risques

L’IDM est une pathologie multifactorielle, conséquence de nombreux facteurs de
risque génétiques et environnementaux. Ces facteurs de risque sont communs aux principales

pathologies cardiovasculaires liées a 1’athérosclérose et sont nommés facteurs de risque
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cardiovasculaires. Ils peuvent se diviser en 2 catégories : les facteurs de risque irréversibles et
les facteurs de risque réversibles (Mendis et al., 2011).

Les principaux facteurs de risque irréversibles sont 1’age, le sexe et I’hérédité
cardiovasculaire (Poulter, 2003). En effet, comme le montre la figure 6, le taux de mortalité a
la suite d’un IDM est nettement plus élevé chez les patients agés de plus de 65 ans (Gabet et
al., 2016). Le sexe est également un facteur de risque important de ’'IDM. Avant la
ménopause, les femmes ont un risque inférieur de survenue et de mortalit¢ de 1’'IDM
comparées aux hommes. Apreés la ménopause, ce risque tend a augmenter (Figure 6) (Gabet et
al., 2016). Enfin, I’hérédité cardiovasculaire (antécédents familiaux) joue également un rdle
dans le risque de survenue d’un IDM. Cependant, ce risque a un impact relativement faible,
en comparaison des facteurs de risque réversibles.

Les facteurs de risque réversibles sont principalement liés a 1’environnement et
représentent environ 80% du risque cardiovasculaire. Ces facteurs environnementaux sont trés
nombreux. Les principaux sont le tabagisme, I’hypertension artérielle (pression artérielle
systolique supérieure a 140 mmHg ou pression artérielle diastolique supérieure a 90 mmHg),
I’hypercholestérolémie (taux de LDL-cholestérol supérieur a 4,13 mmol/L chez ’homme et
3,87 chez la femme ; ou taux de HDL-cholestérol inférieur a 0,45 g/L chez ’homme et 0,55
g/L chez la femme), 1’obésité, le diabéte de type 2, le stress et la sédentarité (Poulter, 2003).
L’impact de ces facteurs de risque environnementaux sur I’IDM pouvant étre réduit, il est

important de mettre en place des campagnes de prévention efficaces.

1.2.4 Dépistage et biomarqueurs de I’IDM

En pratique clinique, le premier examen réalisé trés rapidement apres 1’hospitalisation
d’un patient avec suspicion d’IDM est I’¢électrocardiogramme (ECG) (Reddy, 2015; Thygesen
et al., 2019). Il permet de réaliser un 1° diagnostic en détectant un trouble de la repolarisation
de type sus-décalage du fragment ST.

Il existe également différentes techniques d’imagerie médicale permettant le
diagnostic de I’'IDM. La plus communément utilisée est I’échocardiographie. Cette technique
permet d’évaluer la structure et la fonction cardiaque (Thygesen et al., 2019). En effet, elle
permet de mesurer la fraction d’¢jection du VG ou encore la taille de la zone infarcie.
D’autres techniques d’imagerie peuvent étre utilisées pour le diagnostic de I’'IDM, telles que

I’imagerie par résonance magnétique (IRM). Cependant, I’'IRM est rarement utilisée en
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routine en pratique clinique, étant une technique colteuse et pas disponible dans tous les
centres hospitaliers.

Enfin, il existe de nombreux biomarqueurs plasmatiques indispensables pour
confirmer le diagnostic de I'IDM. Les principaux, comme la myoglobine, ’isoforme
cardiaque de la créatine kinase (CK-MB) et les troponines cardiaques (cTn), sont produits lors
de la nécrose des cardiomyocytes et sont donc le reflet de la souffrance du myocarde (Reddy,
2015; Thygesen et al., 2019).

En clinique, le dosage des cTn est préféré a celui de la myoglobine et de la CK-MB.
En effet, les troponines T et I (TnT et Tnl) ont ’avantage d’étre plus spécifiques et plus
sensibles, la myoglobine et la CK-MB étant relarguées en cas de souffrance musculaire non
spécifique de I’ischémie (Thygesen et al., 2019). De plus, les TnT et Tnl sont détectables
beaucoup plus longtemps dans le plasma des patients, jusqu’a 6 jours post-IDM contre
quelques heures pour la myoglobine et la CK-MB (Figure 7). Enfin, la quantité¢ de ¢cTn libérée
dans le plasma a ¢galement 1’avantage d’étre proportionnelle a la taille de la zone infarcie

(Park et al., 2017).
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Figure 7 : Cinétique des biomarqueurs plasmatiques de I’IDM. CK-MB : isoforme cardiaque
de la créatine kinase, LD1 : lactate déshydrogénase 1, cTnT : troponine T cardiaque, cTnl :
troponine I cardiaque (d'aprés Archan & Fleisher, 2010)
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1.3 Le remodelage ventriculaire gauche post-infarctus du myocarde

1.3.1 Définition

Le remodelage cardiaque est un mécanisme biologique pouvant survenir dans des
conditions physiologiques, chez les sportifs de haut niveau ou les femmes enceintes par
exemple, ou en réponse a un stress, comme I’IDM. Le remodelage ventriculaire gauche
(RVG) post-IDM correspond aux modifications biologiques, structurales et fonctionnelles du
VG. Dans un 1% temps, il s’agit d’un mécanisme adaptatif compensatoire qui permet de
maintenir un volume d’¢jection proche de la normale. Cependant, a terme, ce RVG devient
délétere. Le RVG peut étre divisé en 2 phases : une phase précoce et une phase tardive

(Figure8) (St John Sutton and Sharpe, 2000).
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Figure 8 : Représentation schématique des différentes phases du RVG. La zone infarcie est
représentée en rose claire.

Au cours de la phase précoce, qui a lieu entre quelques heures et quelques jours apres
I’IDM, on assiste a une expansion et un amincissement de la zone infarcie, ainsi qu’a une
réponse inflammatoire. En effet, on observe la nécrose des cardiomyocytes, ce qui entraine
une infiltration du tissu par des cellules inflammatoires, dont des macrophages qui éliminent
les cardiomyocytes nécrosés. L’infiltration des cellules inflammatoires conduit également a
une dégradation de la matrice extracellulaire qui maintient 1’intégrité du tissu cardiaque,
entrainant ainsi I’expansion de la zone infarcie. Dans le méme temps, les fibroblastes
cardiaques déposent une nouvelle matrice de collagéne au niveau de la zone infarcie, pour
former un tissu cicatriciel fibreux qui rend la contraction du VG moins efficace (Gajarsa &
Kloner, 2011; Bhatt, et al., 2017).

Lors de la phase tardive, qui intervient dans les semaines et les mois suivant I’IDM, on

observe une hypertrophie des cardiomyocytes de la zone non infarcie et une augmentation de
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la prolifération des fibroblastes cardiaques, ce qui entraine une dilatation du VG et une perte

de ses propriétés contractiles (Gajarsa & Kloner, 2011; Bhatt, et al., 2017).

1.3.2 Meécanismes physiopathologiques du RVG

1.3.2.1 Réexpression du programme feetal

Au cours du RVG, on observe une réexpression du programme feetal qui correspond a
I’expression des génes initialement impliqués dans le développement cardiaque embryonnaire
(Arai et al., 1993).

Parmi ces genes, une modulation de I’expression de certaines protéines contractiles a
¢té décrite. En effet, on assiste a une augmentation de 1’isoforme et une diminution de
I’isoforme  de la chaine lourde de la myosine, ce qui induirait une diminution de la vitesse de
contraction du VG (Bernardo et al., 2010). On observe également 1’expression de 1’isoforme
squelettique de I’ -actine a la place de I’isoforme cardiaque, ce qui pourrait altérer la
contraction cardiaque (Taegtmeyer et al., 2010).

Enfin, une augmentation de 1’expression des peptides natriurétiques de type A et B
(ANP pour Atrial natriuretic peptide /| BNP pour Brain natriuretic peptide), dont le role est
d’inhiber I’hypertrophie, est observée lors du RVG. Ils sont également capables d’inhiber le
systéeme rénine-angiotensine-aldostérone ce qui entraine une vasodilatation et donc une

diminution de la pression artérielle (Taegtmeyer et al., 2010).

1.3.2.2 Remodelage de la matrice extracellulaire et fibrose

Le remodelage de la matrice extracellulaire est un des principaux phénomenes
participant a I’expansion de la zone infarcie (Spinale, 2002; Spinale, 2007). En conditions
physiologiques, la matrice extracellulaire constitue un réseau organisé qui assure le maintien
et le bon fonctionnement du tissu cardiaque. Les fibroblastes localisés dans la matrice
extracellulaire a proximité des cardiomyocytes produisent les composants de la matrice, en
particulier les collageénes de type I et III. Dans le cceur sain, il existe une balance entre la
synthése de nouveau collagéne et la dégradation de I’ancien collagene.

Les principales enzymes responsables du remodelage de la matrice extracellulaire sont
les MMPs (Matrix Metalloproteinases). 1l existe actuellement 25 MMPs connues et qui ont

toutes pour role de dégrader les éléments de la matrice extracellulaire tels que le collagéne
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(DeLeon-Pennell et al., 2017). Toutes les MMPs sont également activées par fixation d’un ion
zinc au niveau de leur site actif, et peuvent étre sécrétées dans le milieu extracellulaire.
Environ la moiti¢ de ces MMPs ont été décrites dans le RVG, les principales étant les MMP-2
et MMP-9 (Table 1). Les MMPs sont inhibées par des inhibiteurs spécifiques, les TIMPs
(Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) (Spinale, 2007; Vanhoutte & Heymans, 2010).

Table 1 : Localisation et activit¢ des MMPs cardiaques

Nom Localisation cellulaire Activité Inhibiteurs

MMP-1 Leucocytes, fibroblastes, cellules Collagénase TIMP-1, TIMP-2,
endothéliales TIMP-3, TIMP-4

MMP-2 Cardiomyocytes, cellules endothéliales, Gélatinase TIMP-2, TIMP-3
cellules musculaires lisses,
macrophages, fibroblastes

MMP-3 Fibroblastes, macrophages Stromélysine TIMP-1, TIMP-2,

TIMP-3, TIMP-4
MMP-7 Cellules endothéliales, cardiomyocytes, Stromélysine TIMP-1, TIMP-2,

macrophages TIMP-4
MMP-8 Neutrophiles, macrophages Collagénase TIMP-1, TIMP-2
MMP-9 Cardiomyocytes, cellules endothéliales, Gélatinase TIMP-1, TIMP-3,
neutrophiles, macrophages, fibroblastes TIMP-4

MMP-12  Macrophages, neutrophiles, cellules Stromélysine TIMP-1, TIMP-2
endothéliales, fibroblastes, cellules
musculaires lisses

MMP-13  Cardiomyocytes, macrophages, Stromélysine TIMP-1, TIMP-2
fibroblastes

Lors du RVG, la libération de facteurs, tels que le TNF (Tumor Necrosis Factor 1)),
certains facteurs de croissance et 1’aldostérone, pendant la réponse inflammatoire conduit a
une augmentation de 1’expression des MMPs dans le myocarde et le plasma des patients.
L’augmentation de I’activit¢ des MMPs conduit donc a une dégradation de la matrice
extracellulaire a proximité du myocarde et favorise la dilatation du VG.

Le RVG est également responsable de I’activation de voies pro-fibrotiques qui
conduisent a une prolifération des fibroblastes cardiaques et leur différenciation en
myofibroblastes qui jouent un réle important dans la réparation du tissu cardiaque. Ces

phénomenes conduisent a I’accumulation de collagéne au niveau du cceur (Tham et al., 2015).

1.3.2.3 Principales voies de signalisation

Il existe un role trés important du systeme neuro-hormonal dans le RVG qui est

compos¢ principalement du systéme sympathique et du systéme rénine-angiotensine-
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aldostérone. L’activation du systéme sympathique entraine la libération de catécholamines, en
particulier de noradrénaline et d’adrénaline, qui se fixent alors sur les récepteurs et -
adrénergiques. Ce systéme est responsable d’une augmentation de la fréquence cardiaque.

Le systéme rénine-angiotensine-aldostérone est activé lors d’une surcharge de
pression. Le précurseur de cette voie, 1’angiotensinogéne, est clivé par la rénine pour former
I’angiotensine 1. Ensuite, I’angiotensine I est a son tour clivée en angiotensine II par ’enzyme
de conversion de I’angiotensine (ACE). L’angiotensine II se fixe sur le récepteur I a
I’angiotensine et conduit a la production d’aldostérone (Figure 9). On observe alors une
rétention de sodium et d’eau qui entraine une vasoconstriction, une fibrose cardiaque et une
hypertrophie cardiaque.

Ces deux voies sont la cible des principaux traitements du RVG actuels, tels que les
inhibiteurs de I’ACE pour la voie rénine-angiotensine-aldostérone et les béta-bloquants pour

le systéeme sympathique (Buggey et al., 2015).
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Figure 9: Le systtme rénine-angiotensine-aldostérone. Ang I: angiotensine I, Ang II:
angiotensine I, ATR1 : récepteur de type 1 a ’angiotensine.

Les voies de signalisation impliquant les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR)
ont également un rdle essentiel dans le RVG et I’IC. Les GPCR sont une famille de protéines
transmembranaires activées par de multiples facteurs de stress cardiaque, tels que
I’angiotensine II et la noradrénaline. Ils activent ensuite d’autres protéines de signalisation,

dont la phospholipase C (PLC), la protéine kinase C (PKC) et les MAPKs (Mitogen-Activated
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Protein Kinase) (Bernardo et al., 2010). Les GPCR sont aussi associés a une augmentation de
I’activation de la voie CaMKII (Ca’"/calmodulin-dependent protein kinase II) qui conduit a
une augmentation du calcium intracellulaire (Anderson et al., 2011).

L’AMPK (Adenosine monophosphate-activated protein kinase) est un régulateur
particuliérement important du métabolisme énergétique du cceur (Kim and Dyck, 2015). Elle
est activée par une augmentation de la quantit¢ d’AMP cellulaire, une augmentation de la
production d’especes réactives de 1’oxygene (ROS) ou encore ’altération de la concentration
en calcium. Elle active ensuite de multiples cibles qui permettent la régulation de
I’homéostasie énergétique du cceur, telles que PGC1 (Peroxisome proliferator activated
receptor gamma coactivator 11), FoxOs (Forkhead Box O) ou PPAR (Peroxisome
proliferator activated receptor gamma) (Tham et al., 2015).

Enfin, la voie Gpl30 (Glycoprotein 130)JAK (Janus Kinase)/STAT (Signal
Transducer and Activator of Transcription) est ¢galement impliquée dans le développement
du RVG et de I’IC. Cette voie est activée par I’interleukine 6 produite par les cardiomyocytes
en réponse a un stress cardiaque (Shi and Wei, 2012). Elle induit ensuite la transcription de
genes anti-apoptotiques, de geénes impliqués dans 1’¢élimination des ROS et de genes
favorisant I’angiogénese. Cependant, une activation excessive de la voie Gp130/JAK/STAT
conduit a un stress oxydant et une inflammation, impliqués dans la progression du RVG et de

I’IC (Shi and Wei, 2012).

1.3.2.4 Métabolisme énergétique

Le cceur est un des organes qui nécessitent le plus d’énergie et représente 11% de la
consommation totale d’oxygene du corps. Cependant, les cardiomyocytes ne disposent que de
faibles réserves d’ATP, ils doivent donc produire une grande quantité¢ d’ATP en permanence.
Cette synthese est assurée par les mitochondries qui représentent environ 30% du volume des
cardiomyocytes. En conditions physiologiques, entre 60 et 90% de I’ATP est produit via la -
oxydation des acides gras, le reste étant produit principalement par la glycolyse (Tham et al.,
2015). De fagon trés minoritaire, le lactate, les acides aminés et les corps cétoniques peuvent
étre utilisés comme sources d’énergie.

Les mitochondries sont le siege des phosphorylations oxydatives. La -oxydation des
acides gras et la glycolyse conduisent a la production d’acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA) qui
est ensuite utilisé par le cycle de Krebs et conduit a la synthése de NADH (nicotinamide

adénine dinucléotide réduit). Au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie, la
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réoxydation du NADH est accompagnée de la création d’un gradient de protons qui permet la
production d’ATP (Ventura-Clapier, et al., 2011; Lopaschuk, 2017) (Figure 10). Dans les
cardiomyocytes, la créatine kinase mitochondriale, située au niveau de la membrane
mitochondriale interne, transforme la majorité de I’ATP produit en phosphocréatine et permet
ainsi sa sortie de la mitochondrie vers le cytoplasme. Dans le cytoplasme, ’ADP est
rephosphorylé en ATP a partir de la phosphocréatine, et peut ainsi étre utilisé comme source

d’énergie par la cellule (Saks et al., 1991).
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Figure 10 : Représentation schématique du métabolisme cardiaque(d'aprés Doenst, et al.,
2013)

H

Lors du RVG, en raison de la diminution de la quantit¢ d’oxygeéne disponible au
niveau du cceur, on observe un changement de substrat pour la production d’énergie, aussi
appelé « shift métabolique ». En effet, on constate une diminution de 1’oxydation des acides
gras et une augmentation progressive de la glycolyse (Lopaschuk, 2017). Ces changements
s’expliquent par le fait que la glycolyse est moins gourmande en oxygene que la -oxydation
des acides gras, en condition d’hypoxie non ischémique. Cependant, cela entraine une
diminution de la quantit¢ d’ATP produite (Tham et al., 2015).Par ailleurs, on observe une

augmentation du nombre de petites mitochondries, due a une augmentation de la fission
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mitochondriale, et une diminution de I’expression des protéines de la chaine respiratoire

mitochondriale (Doenst et al., 2013).

1.3.2.5 Stress oxydant

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre la synthése de ROS, telles
que les radicaux libres de 1’oxygene (I’anion superoxyde O,", le radical hydroxyle OH), le
peroxyde d’hydrogeéne (H,O;) et les hypochlorites (OCI’), par les cardiomyocytes et les
capacités anti-oxydantes du cceur (Miinzel et al., 2015; Tham et al., 2015). Les ROS ont des
effets toxiques et peuvent étre impliquées dans 1’oxydation des lipides, des protéines et de
I’ADN.

En conditions physiologiques, les ROS sont produites au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale dans les cardiomyocytes ou par les NADPH oxydases et la
xanthine déshydrogénase / xanthine oxydase dans les cellules endothéliales. Les ROS ainsi
produites sont prises en charge par les enzymes anti-oxydantes. L’anion superoxyde est pris
en charge par les superoxydes dismutases (SOD) pour étre réduit en H,O,, qui est lui méme
réduit en eau par les catalases, les péroxyrédoxines et la glutathion peroxydase (Figure 11)

(Tsutsui, et al., 2009; Ayoub, et al., 2017).
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Figure 11 : Mécanismes de production et de détoxification des ROS

Lors du RVG, un excés de ROS est produit au cours de la réponse inflammatoire post-
IDM. Cette quantité ¢levée de ROS est associé¢e au développement de I’hypertrophie et de la
fibrose cardiaque, ainsi qu’a I’apoptose des cardiomyocytes et a la perte de contractilité

(Tham et al., 2015).
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1.3.2.6 Inflammation post-IDM

L’IDM induit I’activation du systéme immunitaire inné qui entraine une réponse
inflammatoire. A court terme, il s’agit d’une réponse inflammatoire adaptative qui participe a
la cicatrisation du tissu cardiaque en favorisant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins.
Cependant, a long terme, I’inflammation devient chronique et conduit a des dommages
tissulaires et a un remodelage cardiaque délétere.

La phase inflammatoire est initiée par la mort des cardiomyocytes. Ces cellules
relarguent des alarmines, aussi appelées DAMPs (Danger-Associated Molecular Pattern), qui
reconnaissent des récepteurs spécifiques a la surface des cellules immunitaires, comme
HMGBI1 (High-Mobility Group Box 1), I'interleukine (IL) 1 et les protéines de choc
thermique (HSP pour Heat shock protein) (Chen and Frangogiannis, 2017). Les alarmines
activent ensuite les cellules immunitaires du myocarde infarci et entrainent les cascades pro-
inflammatoires dans les fibroblastes et les cellules endothéliales en activant les récepteurs de
mort cellulaire de type Toll (TLR pour Toll like receptor). On observe alors une activation des
MAPKs et du NF B (Nuclear Factor [ B) qui entrainent 1’expression d’un grand nombre de
genes pro-inflammatoires tels que les cytokines inflammatoires (TNF , IL-1 , IL-6 et IL-18),
les chémokines et les molécules d’adhésion (VCAM, ICAM et sélectines) au niveau des
cellules endothéliales. Ces protéines d’adhésion permettent le recrutement de leucocytes au

niveau du myocarde 1ésé¢ (Prabhu and Frangogiannis, 2016) (Figure 12).

o,
Figure 12 : Représentation schématique de la réponse inflammatoire post-IDM. DAMPS :
Danger-Associated Molecular Pattern, Mo : Monocyte, N : Neutrophile, L : Lymphocyte,
Ma : Macrophage, MC : Mast Cell, F :Fibroblaste (d'aprés Chen & Frangogiannis, 2017)
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Au cours du RVG, cette réponse inflammatoire conduit a la détérioration de la
fonction contractile, ainsi qu’a une augmentation de la synthése des ROS, de 1’apoptose et de

la fibrose au niveau du myocarde (Tham et al., 2015).

1.3.2.7 Mort cellulaire

Dans le cceur sain, la régénération cellulaire et le taux de mort cellulaire sont tres
limités (Tham et al., 2015). Cependant, lors d’une maladie cardiaque, on observe a une
augmentation du taux d’apoptose des cardiomyocytes. Il existe 2 voies d’activation de
I’apoptose. La voie intrinséque est induite par divers stress tels que la privation en facteurs de
croissance, le stress oxydant et ’hypoxie. La voie extrinséque de I’apoptose est quant a elle
activée par les récepteurs de mort cellulaire aprés fixation de ligands tels que FasL (Fas
Ligand), TNF (Tumor Necrosis Factor) ou TRAIL (Tumor-necrosis-factor related apoptosis
inducing ligand) (Marin-Garcia, 2016).

Apres un IDM, on observe également une perte importante de cardiomyocytes par
nécrose, ce qui altére les capacités contractiles du myocarde au cours du RVG.

Enfin, I’autophagie pourrait également contribuer a la mort des cardiomyocytes et
participer au développement du RVG. Elle est activée en condition de stress, telles que
I’ischémie-reperfusion ou la privation en nutriments. Dans un 1 temps, ’autophagie est une
réponse adaptative qui permet de recycler les composants intracellulaires et d’éliminer les
organites endommagés ou les protéines mal-conformées. Cependant, une autophagie
excessive conduit a une dysfonction et a la mort cellulaire (Tannous, et al., 2008; Marin-

Garcia, 2016).

1.3.2.8 Protéines contractiles

Le sarcomeére est 1’unité contractile de base du myocarde et est le résultat de
I’assemblage des protéines contractiles. Le sarcomere est composé de plusieurs bandes
visibles en microscopie ¢électronique (Sweeney and Hammers, 2018) : la bande anisotropique
(bande A), la bande isotropique (bande 1), la zone H (Hensen), la ligne M (Mittlemembrane),
la ligne Z (Zwischenscheibe) (Figure 13).
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Figure 13 : Visualisation en microscopie €lectronique (A) et représentation schématique(B)
du sarcomeére (d’aprés Sweeney & Hammers, 2018)

La bande A est composée principalement des assemblages actine-myosine, des
troponines C, T et I (TnC, TnT et Tnl), et de la tropomyosine. La myosine constitue le
filament épais, alors que I’actine, les troponines et la tropomyosine forme le filament fin.
L’actine est polymérisée sous forme de double hélice et est I’'une des protéines principalement
impliqué dans la contraction musculaire (Pollard, 2016). Les troponines se lient a 1’actine et
sont impliquées dans la liaison au calcium, responsable de I’initiation de la contraction
cardiaque (Sweeney and Hammers, 2018). La myosine est également responsable de
I’hydrolyse de I’ATP nécessaire a la contraction musculaire (Sweeney and Holzbaur, 2018).

La bande I est constituée de I’ -actinine, de la desmine, de la protéine C et de la titine.
Le role de I’ -actinine est principalement de faire le lien avec I’actine. La desmine permet de
faire le lien entre les protéines contractiles et certains organites, tels que le noyau, les
mitochondries et le réticulum endoplasmique, ou la matrice extracellulaire. Enfin, la titine est
une protéine de trés haut poids moléculaire qui permet de faire le lien entre I’ -actinine et les

lignes Z et M du sarcomére (Granzier and Labeit, 2002).
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La zone H correspond a la partie de la bande A composée uniquement de filaments
épais. Au sein de la zone H, la ligne M correspond a la liaison entre 2 filaments épais. Enfin,
la ligne Z correspond a la zone de liaison des filaments fins (Sweeney and Hammers, 2018).

Au cours du RVG, on observe une perte des capacités contractiles du myocarde liée a
une modulation de I’expression ou de la régulation post-traductionnelle de ces protéines
sarcomériques (Yar et al., 2014). En effet, une diminution de ’expression de I’isoforme de
la chaine lourde de la myosine est associée a une augmentation de I’expression de son
isoforme pendant le RVG (Bernardo et al., 2010). De méme, une modulation de
I’expression ventriculaire de la chaine 1égere de la myosine est observée (Krenz and Robbins,
2004). De plus, on assiste a un réexpression de la forme squelettique de I’ -actine au niveau
du myocarde pendant le RVG (Taegtmeyer et al., 2010). Enfin, ’expression de la TnT est

¢galement modulée au cours du RVG (Yin et al., 2015).

1.3.3 Epidémiologie

Les ¢tudes REVE et REVE-2 ont montré que, suite a un IDM, au moins 30% des
patients développent un RVG (Savoye, et al., 2006; Fertin, et al., 2010). Récemment, le suivi
a long terme des patients des études REVE et REVE-2 a montré que, malgré les traitements
trés largement prescrits, le RVG reste associé a I’insuffisance cardiaque et a la mort de cause

cardiovasculaire (Bauters et al., 2017) (Figure 14).
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Figure 14: Courbes de Kaplan-Meier pour le déceés de cause cardiovasculaire ou
I’hospitalisation pour insuffisance cardiaque, pour les études REVE et REVE-2 (d’apres
Bauters, et al., 2017)
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De nombreux facteurs peuvent impacter la prévalence et le développement du RVG :
la taille et la localisation de I’IDM, 1’épaisseur de la zone infarcie ou encore la composition en
collagéne de type III de la cicatrice fibreuse. Le risque de développer un RVG est également
augmenté chez les patients ayant des antécédents d’IDM. L’efficacit¢ de la reperfusion
myocardique apres 1’IDM peut aussi étre un facteur impliqué dans le développement du RVG.
Enfin, la diminution de la fraction d’¢jection du ventricule gauche et la présence de facteurs
de risque cardiovasculaires sont des facteurs aggravant du RVG.

Les principales méthodes de dépistage du RVG sont 1’échocardiographie et I’IRM.
Ces 2 techniques permettent de mesurer les volumes télédiastolique et télésystolique du VG,
ce qui permet de calculer la fraction d’¢jection du VG (FEVGQG). Ces techniques permettent

¢galement de déterminer I’étendue et la localisation du RVG.

1.4 Insuffisance cardiaque

1.4.1 Définition

L’insuffisance cardiaque (IC) se définit comme une anomalie cardiaque structurelle
et/ou fonctionnelle qui conduit a une incapacité du cceur a fournir un débit sanguin suffisant
pour assurer les besoins métaboliques de 1’organisme aussi bien a I’effort qu’au repos
(Ponikowski et al., 2016). L’IC se caractérise par des symptomes tels que I’essoufflement et la
fatigue, ainsi que des signes cliniques comme une ¢€lévation de la pression de la veine
jugulaire et des cedémes périphériques.

L’IC peut étre la conséquence de diverses pathologies cardiaques, telles que I’IDM,
une cardiomyopathie dilatée, une cardiomyopathie hypertrophique, une hypertension
artérielle, une myocardite, une valvulopathie... Il existe principalement 2 types d’IC,
différenciées par la fraction d’¢jection ventriculaire gauche (FEVG) au moment du
diagnostic : I'IC a fraction d’¢jection préservée (FEVG normale a environ 60%) et 1'IC
systolique a FEVG réduite (inférieure a 50-40%) (Ponikowski et al., 2016). La FEVG est
calculée en divisant le volume d’¢jection par le volume télédiastolique du VG. L’IC
systolique correspond a une diminution de la puissance d’¢jection du VG, qui présente donc
des difficultés a projeter le sang vers 1’aorte. Au contraire, en cas d’IC a fraction d’éjection

préservée, le ceeur éprouve des difficultés a se remplir en sang oxygéné.
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La classification NYHA (New York Heart Association) permet un classement de 1'IC
en fonction des symptomes et de la sévérité de la pathologie (Ponikowski et al., 2016) (Table
2).

Table 2 : Classification de I'IC systolique selon les critéres de la NYHA

Stade Caractéristiques
NYHA
Stade I e Pas de symptome

Pas de limitation de I’activité physique ordinaire
Limitation modeste de I’activité physique :
- Alaise au repos
- Une activité ordinaire entraine de la fatigue, des palpitations, un
essoufflement
Limitation importante de I’activité physique :
- A laise au repos
- Une activit¢ physique moins importante qu’a l’accoutumée
entraine de la fatigue, des palpitations, un essoufflement
Limitation sévere de I’activité physique (symptomes méme au repos)

[ ]

Stade I1

Stade I11

Stade IV

[ ]

1.4.2 Epidémiologie

De nos jours, I'IC représente un enjeu de santé publique majeur, augmenté par le
vieillissement de la population. Dans les pays développés, la prévalence de I'IC est de 1 a 2%
de la population adulte (Ponikowski et al., 2016). Cette prévalence dépasse les 10% chez les
personnes agees de plus de 70 ans (Ponikowski et al., 2016). Il a été montré que les patients
présentant une IC a FEVG préservée sont souvent plus agés, sont plus souvent des femmes et
ont en général moins d’antécédents d’IDM.

Le taux de mortalité associé a I'IC reste €levé malgré une meilleure prise en charge
des patients. En effet, les dernieres données européennes (ESC-HF pilot study) ont montré un
taux de mortalité dans I’année suivant le diagnostic de 17% et un taux de hospitalisation de
44%chez les patients IC hospitalisés pour une IC aigiie, et un taux de mortalité de 7% et un
taux d’hospitalisation de 32% chez les patients atteints d’IC chronique (Maggioni et al.,
2013). La figure 15 montre 1’évolution de la mortalité et de la réhospitalisation dans les mois

sutvant le diagnostic de I'IC.
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Figure 15 : Courbes de Kaplan-Meier pour la mortalité des patients IC (A) et I’hospitalisation
pour IC (B) (d’aprés Maggioni, et al., 2013). La ligne continue représente les patients
hospitalisés pour une IC aigiie et la ligne en pointillés les patients présentant une IC
chronique.

L’IDM et le RVG sont connus comme étant des facteurs de risque importants de I’'IC.
En effet, il a été montré que 30% des patients développent une IC dans les 6 4 7 ans suivant
un IDM. Le suivi a long terme de patients des études REVE et REVE-2 a mis en évidence
que, malgré I’amélioration des traitements, le RVG reste toujours fortement associé¢ a 1’IC
(Bauters et al., 2017).

I a été montré que 1’incidence de I’IC est moins élevée chez les femmes que chez les
hommes avant 85 ans. Passé 1’age de 85 ans, la tendance s’inverse avec un risque d’IC plus
¢levé chez les femmes que chez les hommes (Magnussen et al., 2019). Ces différences entre
les hommes et les femmes pourraient étre dues en partie a des facteurs de risque différents. En
effet, méme si le surpoids et I’obésité sont des facteurs de risque communs aux 2 sexes, chez
les hommes, certains facteurs de risque sont augmentés, comme la pression artérielle et les
niveaux de CRP (C reactive protein) et de NT-proBNP (Magnussen et al., 2019). Du plus, les

cestrogenes auraient un role cardioprotecteur chez les femmes pré-ménopausées.

1.4.3 Dépistage et biomarqueurs de I’IC

Les symptomes présentés par les patients ne sont souvent pas spécifiques a I’IC, et
sont donc difficilement utilisables pour un diagnostic précis. Les biomarqueurs les plus
utilisés en pratique clinique sont les peptides natriurétiques : le BNP (Brain Natriuretic
Peptide) et le NT-proBNP (fragment N-terminal du proBNP) (Ponikowski et al., 2016). Ces
peptides sont synthétisés par les cardiomyocytes soumis a un stress (Braunwald, 2009), sous

la forme du pro-BNP composé de 108 acides aminés, et qui est ensuite clivé en NT-proBNP
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compos¢ de 76 acides aminés et en BNP de 32 acides aminés (Figure 16). D’un point de vue
biologique, le BNP se fixe sur le récepteur du facteur natriurétique auriculaire et inhibe le
systéme rénine-angiotensine-aldostérone et le systéme nerveux sympathique, ce qui entraine

une vasodilatation artérielle et une augmentation de la diurése (Braunwald, 2009).
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Figure 16 : Biosyntheése du BNP. Le pro-BNP est clivé en NT-proBNP et BNP

Il a ét¢ montré que les taux de BNP et de NT-proBNP sont augmentés chez les
patients IC (a FEVG réduite ou préservée) (Ponikowski et al., 2016). Cependant, le dosage de
ces peptides natriurétiques n’est pas suffisant pour établir un diagnostic d’IC. En effet, des
causes non cardiovasculaires, telles que 1’age et I’insuffisance rénale, peuvent augmenter les
taux de BNP et de NT-proBNP (Maisel et al., 2008). De plus, ces 2 marqueurs sont souvent
trés faibles chez les patients souffrant d’obésité (Madamanchi et al., 2014).

Un ECG anormal peut aussi orienter vers un diagnostic d’IC et donner des
informations sur 1’étiologie de I’'IC. Enfin, I’échocardiographie reste la technique d’imagerie
la plus utilisée pour le diagnostic de I'IC. En effet, elle fournit des informations sur les
volumes des différentes chambres, 1’épaisseur des parois, ou encore sur les fonctions
systolique et diastolique des ventricules.

Une épreuve d’effort métabolique peut également étre réalisée chez certains patients.
Elle permet de mesurer la consommation maximale en O, (pic de VO,), qui est un facteur
pronostique treés performant.

L’utilisation de ces différentes techniques permet d’aboutir a un diagnostic d’IC.
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1.4.4 Traitements de I’IC

Il existe plusieurs traitements pharmacologiques de I'IC, dont la plupart repose sur
I’inhibition des voies neuro-hormonales. Les traitements de base de I’IC sont les inhibiteurs
de ’ACE et les -bloquants, en particulier pour I’'IC systolique. Ces traitements ont montré
une amélioration des symptomes et une diminution de la mortalité des patients. Il existe
d’autres traitements comme les antagonistes du récepteur a 1’aldostérone ou a 1’angiotensine
II. Les diurétiques sont également trés couramment utilisés en pratique clinique. Enfin, en cas
d’IC tres sévere, une transplantation cardiaque peut s’avérer nécessaire.

En paralléle de ces traitements, les pathologies associées (hypertension artérielle,

diabete, cholestérol...) doivent également Etre traitées.

2 Recherche de biomarqueurs

2.1 Définition du biomarqueur

Selon la Food and Drug Administration (FDA) et le National Institutes of Health
(NIH), un biomarqueur se définit comme un indicateur mesurable de processus biologiques
normaux, de processus pathogéniques ou de réactions pharmacologiques a une intervention
thérapeutique (Califf, 2018).

Il existe différents types de biomarqueurs en fonction de leurs applications : les
biomarqueurs diagnostiques, les biomarqueurs de suivi, les biomarqueurs prédictifs et les
biomarqueurs pronostiques. Un méme biomarqueur peut appartenir a plusieurs catégories
différentes.

Un biomarqueur diagnostique permet de détecter ou de confirmer la présence d’une
pathologie ou d’identifier le sous-type d’une pathologie. C’est par exemple le cas des
troponines qui permettent le diagnostic de I’IDM. Un biomarqueur de monitoring peut étre
mesuré de facon sériée pour évaluer le statut, I’évolution d’une maladie. Par exemple, la
mesure des taux de LDL permet de suivre I’évolution de I’hypercholestérolémie. Un
biomarqueur prédictif permet d’identifier des individus susceptibles de développer une
maladie ou de répondre de fagon favorable ou défavorable a un traitement médical. Enfin, un
biomarqueur pronostique permet de déterminer la probabilité de survenue d’un événement

clinique, d’une rechute ou d’une progression de la maladie (Califf, 2018).
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Un bon biomarqueur doit répondre a 3 critéres (Braunwald, 2009). Tout d’abord, un
biomarqueur doit pouvoir étre mesuré de facon rapide, reproductible et a faible colit en
pratique clinique. Ensuite, il doit fournir une information supplémentaire indisponible lors
d’un examen clinique classique. Enfin, il doit apporter une aide au diagnostic ou au pronostic.

Dans les décennies précédentes, la recherche reposait principalement sur
I’identification de biomarqueurs individuels. Cependant, les maladies cardiovasculaires étant
souvent multifactorielles, on s’oriente maintenant vers la recherche de panels de
biomarqueurs, qui reflétent mieux la complexité des mécanismes mis en jeu. Ceci est facilité
par le développement des analyses « omiques » a haut débit (génomique, protéomique,
métabolomique...).

Le processus de recherche d’un biomarqueur débute toujours par une question
scientifique a laquelle on cherche a répondre. Ensuite, il convient de sélectionner les
¢chantillons les plus adaptés pour répondre a la question posée. Sur ces échantillons sont
ensuite réalisées différentes analyses, telles que des analyses de protéomique. Les données
obtenues doivent alors étre traitées et analysées statistiquement pour ensuite sélectionner des
potentiels biomarqueurs. Enfin, ces biomarqueurs sélectionnés doivent étre validés dans une

nouvelle population de patients (Figurel7) (Suppers et al., 2018).
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Figurel7 : Processus de recherche de biomarqueurs

Les biomarqueurs biologiques peuvent étre de différents types. Il peut s’agir d’ADN,
d’ARN ou de protéines. La découverte de ces biomarqueurs nécessite 1’utilisation
respectivement de techniques de génomique, de transcriptomique ou de protéomique.

L’étude REVE, ayant inclus des patients post-IDM, a ¢été utilisée pour étudier
’association de polymorphismes génétiques et le développement du RVG post-IDM (Bauters
et al., 2007). Les polymorphismes ont été sélectionnés par une approche géne-candidat. Trois
systémes décrits comme étant impliqués dans le RVG ont été étudiés : le systéme rénine-
angiotensine-aldostérone, le systéme adrénergique et le systtme MMP. Onze genes candidats

ont ainsi €té sélectionnés : ACE, récepteur a I’angiotensine II, angiotensinogéne, aldostérone
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synthase, récepteur adrénergique de type 1, récepteur adrénergique de type 2, le récepteur
adrénergique 2c, MMP1, MMP2, MMP3 et MMP9. 1l a été montré qu’aucun de ces
polymorphismes n’était associ¢é au développement du RVG et ne permettait donc pas
d’identifier les patients avec un risque ¢levé de développer un RVG post-IDM. Il a donc été
décidé de réaliser des analyses protéomiques afin d’identifier de nouveaux biomarqueurs du
RVG.

Au laboratoire, nous nous intéressons donc a la sélection de protéines pouvant étre de
potentiels biomarqueurs du RVG et de I’IC par des approches de protéomique, mais aussi aux
mécanismes régulant 1’expression et I’activité des protéines, telles que les ARNs non codants

et les modifications post-traductionnelles des protéines.

2.2 Approches de protéomique

L’analyse protéomique est une méthode d’identification de biomarqueurs sans a
priori. 11 s’agit d’une analyse quantitative et qualitative de I’ensemble des protéines présentes
dans un échantillon biologique obtenu dans des conditions définies a un temps donné, appelé
protéome.

Historiquement, la recherche de biomarqueurs reposait en particulier sur la
génomique, mais la protéomique prend désormais de plus en plus d’importance. En effet, elle
permet de prendre en compte la fonction des protéines, reflétée par les modifications post-
traductionnelles, 1’épissage alternatif, les interactions protéine-protéine, ou encore le

renouvellement des protéines.

2.2.1 Evolution des approches de protéomique

Les approches de protéomique ont connu une importante évolution ces derniéres
années, qui s’accompagne d’une augmentation exponentielle du nombre de protéines étudiées
dans un méme échantillon. Les techniques les plus classiques, telles que le Western Blot ou
I’ELISA, permettent I’étude d’une seule protéine dans un échantillon. La technologie
Multiplex permet de quantifier une vingtaine de protéines dans un méme échantillon. Les
techniques reposant sur la spectrométrie de masse permettent, quant a elles, I’identification de

300 a 1000 peptides. Aujourd’hui, les techniques de protéomique a haut débit permettent le
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dosage de plusieurs milliers de protéines simultanément dans un méme échantillon (Figure

18).
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Figure 18 : Evolution de la quantification des protéines par les approches de protéomique

2.2.1.1 Le Western Blot et le dosage ELISA

L’approche la plus simple est le Western Blot. Il s’agit d’une technique semi-
quantitative permettant de quantifier spécifiquement 1’expression d’une protéine dans un
¢chantillon protéique (extraits protéiques issus de tissus, de cellules en culture, ou encore de
plasma). Cette technique repose sur la séparation des protéines dans un gel d’acrylamide par
¢lectrophorese. Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane poreuse grace a un
courant électrique. Les protéines sont incubées avec un anticorps primaire spécifique de la
protéine étudiée puis un anticorps secondaire couplé a une enzyme et dirigé contre 1’anticorps
primaire. La révélation est réalisée avec le substrat de 1’enzyme couplé a I’anticorps
secondaire et permet de détecter le signal correspondant a la protéine d’intérét.

L’ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) est une autre technique permettant
de doser une protéine donnée dans un échantillon. II s’agit d’une technique
immunoenzymatique. Il existe plusieurs type de dosage ELISA (en sandwich, par compétition
et indirect). L’ELISA en sandwich est le plus utilisé et consiste en la capture d’un antigéne
entre 2 anticorps. L’antigéne est donc, dans un premier temps, reconnu par un anticorps dit
« de capture » fixé sur une plaque, puis par un 2° anticorps primaire en solution. Ce dernier est

ensuite reconnu par un anticorps secondaire conjugué a la HRP. Une solution de révélation,
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contenant un substrat de la HRP, est alors ajoutée et la réaction enzymatique est mesurée par

colorimétrie. L’intensité de la coloration refléte la concentration de 1’antigéne (Figure 19).
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Figure 19 : Principe de la technique ELISA en sandwich

2.2.1.2 La technologie Multiplex

La technologie Multiplex permet la quantification d’une vingtaine de protéines dans
un méme échantillon. Elle repose sur I'utilisation de billes possédant un code couleur qui leur
est propre, en fonction de I’analyte a mesurer. Ces billes sont couvertes d’un anticorps
spécifique de I’analyte d’intérét. Dans un premier temps, I’échantillon est incubé avec ces
billes et la protéine d’intérét est capturée sur les billes. Dans un second temps, une solution
contenant un anticorps de détection biotinylé spécifique de la protéine d’intérét est ajouté. On
ajoute ensuite de la streptavidine conjuguée a de la phycoérythrine, qui se lie a I’anticorps
biotinylé. Enfin, les billes sont lues par un double laser. Un 1 laser classe les billes grace a
leur code couleur et détermine la protéine fixée. Un 2° laser détermine I’intensité du signal
dérivé de la phycoérythrine, qui est proportionnel a la concentration de la protéine d’intérét

(Figure 20).
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Figure 20 : Principe de la technologie du Luminex

2.2.1.3 Analyse protéomique par électrophorese bidimensionnelle

Cette approche repose sur le fractionnement de I’échantillon par électrophorése

bidimensionnelle (2D) qui permet de séparer et de quantifier le niveau d’expression des

protéines. Les protéines sont ensuite identifiées par spectrométrie de masse.

L’¢électrophorése 2D sépare d’abord les protéines en fonction de leur charge électrique

puis de leur poids moléculaire (Figure 21). Une étape de révélation des spots protéiques est

ensuite réalisée, en général par coloration (les sels d’argent, le bleu colloidal ou encore le

Sypro®Ruby). Enfin, une analyse bioinformatique avec des logiciels dédiés est réalisée pour

identifier les spots différentiellement abondants entre les différents échantillons analysés.
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Figure 21 : Représentation schématique de 1’¢lectrophorése 2D

Les spots sélectionnés sont découpés dans le gel 2D et digérés en peptides de petite
taille qui sont ensuite identifiés en spectrométrie de masse. On obtient alors des spectres qui,
apres traitement informatique avec des logiciels dédiés, permettent d’identifier les protéines
présentes dans 1’échantillon.

L’analyse de protéomique différentielle par électrophorése 2D et MALDI-TOF
(Ionisation/Désorption par tir laser assisté par matrice et mesure de temps de vol) a été utilisée
au laboratoire pour identifier de nouveaux biomarqueurs de I’'IC. Les protéines ont été
extraites du VG d’un modele de rats IC a 2 mois post-IDM induit par ligature de I’artére
coronaire gauche et de rats témoins. La figure 22 représente les gels 2D obtenus pour les rats

témoins (A) et les rats IC (B).
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Figure 22 : Gel 2D des protéines du VG des rats témoins (A) et IC (B) (d'apres Cieniewski-
Bernard,et al., 2008)
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Vingt-sept protéines étaient différentiellement exprimées dans les VG des rats IC
comparés aux témoins (Cieniewski-Bernard,et al., 2008). Les protéines différentiellement
exprimées, identifiées en spectrométrie de masse, appartiennent a différentes catégories dont
les protéines de choc thermique (HSP), les protéines de stress du réticulum endoplasmique,
les protéines du stress oxydant, les enzymes de la glycolyse, les enzymes du métabolisme des
acides gras, les protéines du cycle de Krebs et de la chaine respiratoire. Les modulations ont
ensuite été validées en western blot.

De méme, une analyse de phosphoprotéomique différentielle a permis I’identification
de protéines différenticllement phosphorylées dans le VG des rats IC a 2 mois post-IDM
comparés aux témoins, en particulier la TnT phosphorylée en Serine 208 (Dubois et al.,

2011).

2.2.1.4 Spectrométrie de masse

I1 existe d’autres méthodes d’identification des protéines par spectrométrie de masse,
qui ne sont pas précédées d’une étape d’¢lectrophorese 2D. Dans ce cas, les protéines sont,
dans un 1% temps, digérées par une enzyme, souvent la trypsine, en petits peptides. Les
peptides sont ensuite séparés en chromatographie en phase liquide, puis analysés en
spectrométrie de masse. Des spectres sont obtenus et analysés avec des logiciels dédiés pour

identifier les protéines (Figure 23).
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Figure 23 : Identification des protéines par spectrométrie de masse
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2.2.1.5 Analyses protéomiques basées sur les aptameres

Récemment, de nouvelles techniques d’analyse protéomique ont été développées dans
le but d’identifier de nouveaux biomarqueurs de différentes pathologies, incluant les maladies
cardiovasculaires. C’est le cas des analyses protéomiques basées sur les aptameres, des
oligonucléotides synthétiques capables de se fixer a un ligand (Brody et al., 2010; Gold et al.,
2010). La sociét¢é SOMALogic offre ainsi la possibilit¢ de doser simultanément plusieurs

milliers de protéines dans un méme échantillon (plus de 5000 dans la derniére version).
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Cette technique, appelée SOMAscan assay, repose sur 1’utilisation de SOMAmers
(Slow-Off rate Modified Aptamers), marqué avec un fluorophore, un site de photo-clivage et
la biotine et immobilisés sur des billes. L’échantillon a analyser est incubé avec les billes de
SOMAmers (Figure 24 a) et des complexes protéine-SOMAmer se forment sur les billes
(Figure 24 b). Les protéines non liées sont alors €luées et les protéines liées sont marquées a
la biotine (Figure 24 c). Les complexes protéine-SOMAmer sont libérés des billes par photo-
clivage a la lumiére ultra-violette (Figure 24 d). Les complexes sont ensuite incubés avec un
tampon contenant un compétiteur polyanionique qui va permettre de rompre les complexes
protéine-SOMAmer non spécifiques (Figure 24 e). Les protéines sont ensuite de nouveau
capturées sur des billes de streptavidine et lavées (Figure 24 f). Enfin, les SOMAmers sont
libérés dans un tampon dénaturant (Figure 24 g). Les SOMAmers s’hybrident ensuite sur leur
séquence complémentaire sur une puce de microarray et sont quantifiés par fluorescence
(Figure 24 h). L’intensité de fluorescence refléte 1’abondance de la protéine dans I’échantillon

analysé.
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Figure 24 : Représentation schématique des différentes étapes (A-H) du SOMAscan assay.
Les protéines sont représentées en beige, les SOMAmers en violet, la biotine en gris, le
fluorophore en rouge et le site de photo-clivage en jaune.

Récemment, il a été montré que le SOMAscan assay a une excellente reproductibilité
pour la majorité¢ des protéines mesurées dans le plasma, qui restent stables sur une longue
période (Kim et al., 2018). De plus, sa variabilité est tres faible (Candia et al., 2017).

Le SOMAscan assay est de plus en plus utilisé dans la recherche de biomarqueurs des

maladies cardiovasculaires (Ganz, et al., 2016; Ngo, et al., 2016; Jacob, et al., 2018).
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Récemment, cette technique a été utilisée pour quantifier 1130 protéines dans le plasma de
patients atteints de cardiopathie ischémique et développer un score de risque protéique
d’événements cardiaques. Un score déterminé a partir de la quantification de 9 protéines a
ainsi été¢ développé et validé par comparaison au score de Framingham, classiquement utilisé
pour la prévision d’événements coronariens (Ganz et al., 2016). Le SOMAscan assay a
¢galement ¢été utilisé pour identifier des marqueurs permettant de prédire un risque d’IDM
(Jacob et al., 2018). Le SOMAscan assay a aussi permis |’identification d’une signature
protéomique de I’age composée de 76 protéines dont la concentration est hautement corrélée a

I’age (Tanaka et al., 2018).

2.2.2 Avantages et inconvénients des différentes approches

Ces techniques présentent différents avantages et inconvénients (Table 3). Les
techniques basiques, du type Western Blot ou ELISA, ont I’avantage de pouvoir étre utilisées
en routine au laboratoire. En effet, elles présentent un cotit limité et sont applicables en un
temps court (1 a 2 jours). Cependant, elles permettent d’étudier une seule protéine dans un
petit nombre d’échantillons.

La technologie Multiplex permet, quant a elle, de doser une vingtaine de protéines
dans un méme échantillon. Cette technique est é¢galement réalisable en un temps court (1 jour)
a un colt raisonnable. Elle nécessite cependant un équipement spécifique.

La protéomique 2D permet d’identifier une soixantaine de protéine dans un
échantillon et a I’avantage de permettre [’identification des modifications post-
traductionnelles de ces protéines. Son principal inconvénient est qu’elle nécessite une étape
d’identification des protéines et de validation. Cette technique est applicable en
environ une semaine, sans l'identification et la validation des protéines sélectionnées
qui peuvent prendre de plusieurs semaines a plusieurs mois.

Les techniques de spectrométrie de masse permettent d’identifier un plus grand
nombre de peptides dans un échantillon (environ 1000). Il s’agit de techniques automatisées
qui permettent d’analyser un grand nombre d’échantillons. Une étape d’identification et de
validation des protéines est également nécessaire. Ces techniques peuvent cependant
nécessiter jusqu’a 2 ans de travail.

Enfin, les technologies les plus récentes de protéomique a haut débit, telles que le
SOMAscan assay, permettent le dosage d’un trés grand nombre de protéines (plus de 5000

protéines dans la derniére version du SOMAscan assay) dans un faible volume d’échantillon.
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Cependant, ces techniques sont beaucoup plus cofiteuses. De plus, ils nécessitent un matériel

spécifique et ne peuvent donc pas étre utilisées en routine.

Table 3 : Avantages et inconvénients des différentes approches de protéomique

Technique Nombre de Avantages Inconvénients Nombre Temps
protéines d’échantillons
étudiées analysés
Western Blot 1 50 L 1 protéine 8 24-48 heures
d’échantillon quantifiée
Semi-quantitatif
ELISA 1 50 L 1 protéine Multiple de 24 5 heures
d’échantillon quantifiée
Multiplex 1-20 50 L Equipement Multiple de 24 5 heures
d’échantillon multiplex
Protéomique 1000 spots- Modifications Identification des 6 1 semaine (sans
2D 60 protéines  post- protéines I’identification
traductionnelles et la validation
des protéines)
Protéomique Environ Pré-purification Identification des Automatisation 2 ans
MS 1000 sur colonne LC protéines
Olink 96 x 2 1 L Puce dédiée 90 4 semaines
d’échantillon Fluidigm Biomark pour 500
Reader échantillons
SOMAscan Environ 65 L Scanner Agilent Multiple de 24 2 semaines
assay 5000 d’échantillon pour 164
échantillons

Les nouvelles techniques de protéomique a haut débit sont donc particulicrement

adaptées pour réaliser un profil protéomique du plasma de patients dans des conditions
physiologiques ou pathologiques et identifier des protéines a étudier. Cependant, les
techniques plus classiques, telles que le Western Blot, 'ELISA ou le Multiplex restent

indispensables pour étudier et valider en routine les protéines sélectionnées.

2.3 Les ARNs non codants

Il est bien connu que la majorit¢ du génome humain est transcrite en ARNS.
Cependant, il a ét¢ montré que seulement 2% de ces ARNs sont traduits en protéines. Les
autres sont appelés ARNs non codants et sont principalement des microARNs et des ARNs
longs non codants. Ces ARNs non codants sont connus pour leur role dans la régulation de la
traduction des protéines.

Depuis plusieurs années, les ARNs sont considérés comme des biomarqueurs

potentiels des maladies cardiovasculaires. En effet, les ARNs non codants sont sécrétés dans
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le milieu extracellulaire, de facon dépendante du type cellulaire et des conditions
physiopathologiques, et ont été détectés dans différents fluides humains, comme le plasma, les
urines, ou encore le fluide péricardique (Mitchell et al., 2008; Creemers et al., 2012; Marques

etal., 2016).

2.3.1 Les microARNs

Les microARNs (miARNSs) sont des petits ARNs non codants composés de 19 a 23
nucléotides, impliqués dans la régulation post-transcriptionnelle des protéines (Bartel, 2004;
Van Rooij, 2011). Ils ont été décrits dans un 1° temps dans Caenorhabditis elegans
(Wightman et al., 1993). Ces microARNs sont hautement conservés et impliqués dans de

nombreux processus biologiques.

2.3.1.1 Biosynthese des microARNs

Les geénes codant pour les microARNs se situent, en général, dans les introns ou les
régions intergéniques (Van Rooij, 2011). Le processus de biosynthése des microARNs est
décrit sur la figure 25. Les microARNs sont tout d’abord transcrits par I’ARN polymérase II
sous la forme d’un pri-miARN (double brin d’ARN caractérisé par une structure en épingle a
cheveux). Ce pri-miARN est ensuite clivé en pré-miARN par la RNase Drosha. Le pré-
miARN est alors exporté du noyau vers le cytoplasme par I’Exportine 5, ou il est pris en
charge par la RNase Dicer et clivé en un duplex miARN-miARN. Ce duplex est composé
d’un brin mature, dit « guide », et d’un brin « passager » (Bartel, 2004; Yates et al., 2013). Le
microARN mature est ensuite pris en charge par les protéines Argonautes (Ago) du complexe
RISC (RNA-induced silencing complex). Le microARN « passager » est en général dégradé
(Bartel, 2004; Yates et al., 2013).
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Figure 25 : Biosynthése des microARNs. Le microARN est transcrit sous forme de pri-
miARN qui est clivé en pré-miARN par Drosha et exporté dans le cytoplasme ou il est clivé
en duplex miARN-miARN par Dicer (d’aprés Van Rooij, 2011).

2.3.1.2 Modes d’action des microARNs

Apres maturation, le microARN est donc pris en charge par le complexe RISC. Le
complexe RISC est principalement composé¢ de protéines Argonaute impliquées dans la
liaison avec le microARN et ’ARNm, ainsi que d’une endonucléase, appelée Slicer (Bartel,
2004). Le complexe miARN-RISC est ensuite dirigé vers le 3’UTR (Untranslated
Transcribed Region) de I’ARNm cible (Figure 25). L’interaction du miARN avec son ARNm
cible se fait par complémentarité, parfaite ou partielle, avec une séquence appelée « seed » au
niveau du 3’UTR. Si la complémentarité entre le microARN et la séquence seed est parfaite,
alors ’ARNm sera dégradé. Au contraire, si la complémentarité est partielle, la traduction de
I’ARNm sera simplement inhibée, sans dégradation (Figure 25) (Bartel, 2004).

De fagon intéressante, un méme microARN peut cibler un grand nombre d’ARNm
différents. I est donc impliqué dans de nombreux processus biologiques trés variés. De
méme, un ARNm donné peut étre la cible de plusieurs microARNs différents. La régulation

post-transcriptionnelle des protéines par les microARNs est donc un processus trés complexe.
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2.3.1.3 Secreétion des microARNs

Les microARNSs ont été détectés dans divers fluides biologiques tels que le plasma, la
salive, les urines, le liquide céphalo-rachidien (Mohr and Mott, 2015). Les microARN:S,
synthétisés dans les cellules, sont donc sécrétés dans le milieu extracellulaire. De plus, il a été
montré que ces microARNs circulants sont particulierement stables dans le plasma (Mitchell
et al., 2008).

Il existe différents modes de sécrétion des microARNs dans la circulation sanguine,
représentés sur la figure 26 (Creemers et al., 2012). Les microARNs peuvent étre sécrétés par
I’intermédiaire de vésicules extracellulaires de taille variable, telles que les exosomes, les
microvésicules, les corps apoptotiques. Les microARNs peuvent également étre sécrétés sous
forme de complexes avec des protéines, principalement les protéines Ago et la
nucléophosmine 1. Enfin, les microARNs peuvent également étre relargués dans la circulation
sous une forme associée aux HDL. Ainsi, les microARNs sont protégés de 1’action des

RNases tres présentes dans la circulation sanguine.

@ RNAbinding proteins
{Ago-2, NPM1)

R Pre-miRNA

%, Mature miRNA

Figure 26 : Représentation schématique des différents modes de sécrétion des microARNS.
Les microARNs peuvent étre sécrétés sous la forme de complexes avec des protéines ou des
HDL ou dans des vésicules extracellaires (exosomes, microvésicules, corps apoptotiques)
(d’apres Creemers, et al., 2012).

La sécrétion des microARNs peut étre active ou passive. En effet, il a ét€ montré que
66% des microARNs sont sécrétés dans des quantités reflétant les taux intracellulaires, alors
que 13% sont relargués dans des proportions plus faibles et 21% dans des proportions plus
¢levées que dans les cellules (Pigati et al., 2010).

Ces ¢léments suggerent un réle important des microARNs dans la communication

intercellulaire. En effet, en 2014, Bang et al. ont montré que les fibroblastes cardiaques étaient
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capables de sécréter des exosomes enrichis en miR-21-3p, qui pourraient étre impliqués dans
une communication paracrine pour induire I’hypertrophie des cardiomyocytes (Bang et al.,
2014).

Les microARNs sont donc devenus des cibles particulicrement étudi¢es dans la

recherche de biomarqueurs.

2.3.1.4 Les microARNs : biomarqueurs du RVG post-IDM et de I’IC

De nombreux microARNs ont ét¢ montrés comme étant modulés dans différentes
pathologies, et en particulier dans les maladies cardiovasculaires. En effet, une étude a montré
une augmentation des taux plasmatiques du miR-423-5p dans le plasma de patients IC
comparés a des controles (Tijsen et al., 2010). De méme, les taux plasmatiques des miR-133a
et miR-133b ont été associés au diagnostic de I'IDM (Widera et al., 2011). Cependant, une
analyse des taux plasmatiques des miR-423-5p et miR-133a chez des patients post-IDM n’a
montré aucune association avec le RVG, ni avec les taux de BNP (Bauters et al., 2013).

Un profil des microARNs a également été réalis¢é dans le fluide péricardique de
patients IC et a permis de détecter en moyenne 251 microARNs différents par échantillon.
Cette étude a montré que les microARNSs les plus abondants dans le fluide péricardique sont
les miR-21-5p, miR-451a, miR-125-5p, let-7b-4p et miR-16-5p (Kuosmanen et al., 2015).
Marques et al. ont aussi montré que les microARNs sont impliqués dans différentes voies de
signalisation associées a la progression de I'IC, dont la fibrose, et pourraient étre utilisés

comme biomarqueurs de la progression de I’IC (Marques et al., 2016).

2.3.2 Les ARNs longs non codants

2.3.2.1 Généraliteés

Les ARNs longs non codants (IncARN) sont des transcrits de plus de 200 nucléotides ne
codant pour aucune protéine. A ce jour, les IncARNs ont ét¢ moins étudiés que les
microARNS et leurs synthése et mécanismes d’action restent moins bien connus.

Les IncARNSs sont transcrits par ’ARN polymérase II, de facon assez similaire aux
ARNm, a partir de séquences contenues dans les régions intergéniques de I’ADN ou dans les

introns et les exons de génes codant pour des protéines. Les IncARNs sont le plus souvent
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exprimés en plus faible quantité que les ARNm et ont une expression spécifique d’un type

cellulaire ou d’un tissu.

2.3.2.2 Modes d’action des ARNs longs non codants

De part leur structure, les IncARNs sont capables de se fixer a d’autres acides
nucléiques ou a des protéines. Les IncARNs seraient impliqués dans de nombreux processus
cellulaires, comme la division cellulaire, la réponse au stress, la différenciation, la survie et la
sénescence. Ils seraient donc impliqués dans un grand nombre de pathologies, telles que les
maladies cardiovasculaires ou les cancers.

Les IncARNSs ont des fonctions aussi bien nucléaires que cytoplasmiques. Du point de
vue nucléaire, les IncARNs sont capables d’interagir directement avec la chromatine ou avec
les protéines modulant la structure de la chromatine, en favorisant leur recrutement. Ils ont
donc un réle dans la régulation de ’activité transcriptionnelle. Ils peuvent également interagir
avec certains facteurs impliqués dans les modifications épigénétiques de la chromatine,
comme les HDAC ou les méthyl-transférases. Les IncARNs peuvent aussi jouer un role de
compétiteur dans une interaction microARN-ARNm. Enfin, ils peuvent faciliter la
transcription en favorisant la formation de la boucle de chromatine (Figure 27) (Ounzain et

al., 2013; Sun et al., 2018).
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Figure 27 : Principaux modes d’action des IncARNSs nucléaires (d’aprés Ounzain et al., 2013)
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Au niveau cytosolique, ils sont impliqués dans le contrdle de la stabilité et de la
traduction des ARNm en permettant le recrutement de protéines de liaison aux ARNs qui
peuvent inhiber ou initier la traduction. Les IncARNs jouent également un role dans la
régulation de la stabilit¢ des protéines via la régulation du systéme ubiquitine-protéasome.
Enfin, les IncARNSs sont aussi impliqués dans la modulation des voies de signalisation (Noh et

al., 2018) (Figure 28).
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Figure 28 : Principaux modes d’action des IncARNs cytosoliques (d’apres Noh et al., 2018)

Les IncARNs ont également été¢ détectés dans la circulation sanguine et leur niveau
d’expression peut étre modulé en conditions pathologiques (Zhou et al., 2015). Cependant, les
mécanismes de sécrétion des IncARNSs ont été peu étudiés mais seraient proches de ceux des

microARNSs.

2.3.2.3 Les ARNs longs non codants dans les maladies cardiovasculaires

Certains IncARNs ont été décrits comme étant potentiellement impliqués dans les
maladies cardiovasculaires (HobuB et al., 2019). En effet, une des 17 études sur
I’implication des IncARNs dans I’hypertrophie cardiaque a permis I’identification d’un
cluster de IncARNs, appelé Mhrt (Myosin Heavy-chain-associated RNA Transcripts) qui
recouvre partiellement le géne Myh7 (Myosin Heavy chain 7). 1l a ét¢ montré que Mhrt est
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diminué apres 1’induction d’une hypertrophie par constriction de I’aorte transverse (TAC)
(Han et al.,, 2014). Les IncARNs pourraient également étre de potentiels biomarqueurs
circulants des maladies cardiovasculaires. Un des principaux exemples est le IncARN
LIPCAR (Long intergenic non-coding RNA predicting cardiac remodeling). 11 a ét¢ montré
que ses taux plasmatiques sont augmentés dans le plasma de patients post-MI aux stades
tardifs du RVG post-IDM et chez des patients présentant une IC chronique. De plus, les taux
de LIPCAR sont aussi associés au risque de mort cardiovasculaire (Kumarswamy et al.,

2014).

2.4 Analyses bioinformatiques pour I’identification de biomarqueurs

2.4.1 Biologie des systémes

La biologie des systémes, aussi appelée biologie systémique ou biologie intégrative,
permet de comprendre les interactions dynamiques entre les composants d’une cellule, d’un
organe ou d’un organisme, en conditions physiologiques ou pathologiques. En effet, le
phénotype d’un organisme vivant est le reflet d’une multitude d’interactions moléculaires a
différents niveaux et ayant lieu a un méme moment (Ayers and Day, 2015).

Cette discipline associe différents domaines de la biologie tels que la génomique, la
transcriptomique, la protéomique et la métabolomique. Elle peut également prendre en
compte des données cliniques et environnementales. La biologie des systémes associe
énormément de données, générées par des techniques de biologie avancées (spectrométrie de
masse, qPCR, ELISA, microarray...) et des méthodes bioinformatiques permettant d’analyser
les données expérimentales (Ayers and Day, 2015). Avec I’augmentation importante de la
quantit¢ de données « omiques », la biologie des systemes est donc devenue un outil
particulierement intéressant pour 1’é¢tude des mécanismes biologiques impliqués dans une
pathologie et la recherche de biomarqueurs.

Traditionnellement, la recherche de biomarqueurs repose sur 1’é¢tude de molécules
individuelles reflétant un état clinique particulier. La limite de ce type d’approches, appelées
réductionnistes, est qu’elles ne prennent pas en compte la complexité des mécanismes
impliqués dans cet état clinique. En effet, les techniques traditionnelles reposent le plus
souvent sur des données expérimentales issues d’une seule source, la protéomique par
exemple. De plus, elles aboutissent en général a 1’identification de molécules individuelles

(Azuaje et al., 2012).
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Figure 29 : Différences entre les techniques traditionnelles d’identification de biomarqueurs
et I’utilisation de la biologie des systémes

Ces dernic¢res années, le développement de la biologie des systémes a ouvert de
nouvelles perspectives dans la recherche des biomarqueurs. En effet, grace a ’utilisation de
données multi-omiques, elle permet I’identification soit de biomarqueurs seuls basés sur une
connaissance approfondie des mécanismes biologiques, soit de biomarqueurs multiples
pouvant €tre associés (Azuaje et al., 2012). La figure 29 résume les principales différences
dans I’identification de biomarqueurs par les techniques traditionnelles et la biologie des

systemes.

2.4.2 Réseaux d’interactions moléculaires

La biologie des systemes repose le plus souvent sur la construction de réseaux
d’interactions moléculaires qui permettent la prise en compte du volume important de

données omiques (Figure 30).
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Figure 30: Analyse en biologie des systémes des données « omiques ».Les profils
«omiques » obtenus expérimentalement sont utilisés pour la construction de réseaux
d’interactions moléculaires. L’analyse de ces réseaux est facilitée par 1I’extraction de modules
actifs (d’apres Mitra et al., 2013)

Un réseau moléculaire se définit comme un groupe de molécules, appelées « nceuds »,
liées entre elles par différents types d’interactions (interactions protéine-protéine, activation,
inhibition, transcription...), appelées « liens » (Azuaje et al., 2012; Barabasi and Albert, 1999;
Ma’ayan, 2011). Les nceuds sont des facteurs biologiques tels que des genes, des protéines,
des ARN non codants ou encore des métabolites. Les liens représentent quant a eux des
interactions physiques (protéine-protéine), 1’activation de la transcription d’un gene,
I’inhibition de la traduction d’une protéine par un microARN, I’activation d’une enzyme ou la
conversion enzymatique d’un métabolite a un autre (Chan and Loscalzo, 2012). La figure 31
présente les différents types de nceuds et liens communément retrouvés dans les réseaux

d’interactions moléculaires.
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Figure 31 : Les différents types de nceuds et de liens (d’aprés Jinawath et al., 2016)
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Les réseaux moléculaires sont souvent la combinaison de données expérimentales et
de données issues de la littérature ou de bases de données publiques. En effet, la
représentation de réseaux permet I’intégration de données issues de nombreuses études et
sources dans une seule et méme structure (Ma’ayan, 2011). L’utilisation d’algorithmes permet
ainsi la prédiction d’interactions a partir d’une liste de « seed nodes ».

Dans un réseau moléculaire, chaque nceud est défini par un certain nombre de
propriétés (Ma’ayan, 2011). Le degré de connectivité correspond au nombre d’interactions de
chaque nceud. Un nceud présentant un degré ¢€levé est appelé « hub ». La centralité
d’intermédiarité d’un nceud est le nombre de chemins les plus courts passant par ce nceud
entre toutes les paires de nceuds possibles. Enfin, les nceuds d’un réseau peuvent étre annotés
dans Gene Ontology (GO), afin de décrire leurs fonctions biologiques. Il existe d’autres types
de centralités pour définir un nceud telles que la centralité de proximité et la centralité de
vecteur propre. Les liens sont quant a eux décrits par le type d’interaction qu’ils représentent
et peuvent étre directionnels ou non (Ma’ayan, 2011). Ces propriétés permettent 1’analyse du
réseau moléculaire et I’étude des mécanismes qu’il met en évidence.

Une des méthodes importantes de 1’étude des réseaux moléculaires est I’identification
de modules actifs (figure 28). En effet, les analyses expérimentales et les bases de données
fournissent des profils « omiques » corrélés a 1’état de la cellule ou au stade d’une pathologie.
L’intégration de ces profils aux réseaux moléculaires permet I’extraction de modules actifs,
qui correspondent a une région du réseau montrant des changements importants dans
I’expression ou I’activité de ses nceuds en fonction des conditions physiologiques ou
pathologiques. Ces modules peuvent étre identifiés en comparant les interactions du réseau
dans diverses conditions expérimentales ou a différents stades d’une pathologie. Les modules
actifs ainsi extraits facilitent D’interprétation des réseaux moléculaires en permettant
I’identification de voies de signalisation impliquées dans la pathologie ou de biomarqueurs
(Mitra et al., 2013).

Une des limites de ce type d’approches repose sur le fait que les méthodes « omiques »
ne permettent pas de mettre en évidence 1’ensemble des interactions protéine-protéine d’une
cellule humaine, mais seulement environ 20%. De plus, I’étude d’une pathologie repose
souvent sur une liste de génes ou de protéines qui tendent a interagir entre eux dans un réseau
moléculaire, et forment un ou plusieurs sous-modules, appelés « disease module », ce qui peut
biaiser la découverte d’autres génes ou voies impliqués dans la pathologie. Une carte de

I’ensemble de I’interactome serait utile a la compréhension des mécanismes des pathologies
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humaines, mais reste pour le moment trés incompléte. Cependant, les données a notre
disposition sont suffisantes a la construction de réseaux moléculaires des pathologies

humaines (Menche et al., 2015).

2.4.3 La biologie des systéemes dans ’étude et la recherche de biomarqueurs des
maladies cardiovasculaires

La biologie des systemes est de plus en plus utilisée dans 1’é¢tude des maladies
cardiovasculaires.

Par exemple, Nguyen et al. ont construit un réseau d’interactions protéine-protéine
spécifique de I'IDM, appelé¢ MIPIN (MI-specific Protein-protein Interaction Network), a
partir de bases de données telles que PubMed et Uniprot et composé de 613 protéines liées par
4443 interactions. La majorit¢ des protéines du MIPIN est localisée dans le milieu
extracellulaire et la membrane plasmique. De plus, plusieurs complexes macromoléculaires,
tels que le complexe du récepteur du TGF (Transforming Growth factor ), le complexe du
récepteur a I’IL-1, ou encore des complexes impliquant le fibrinogéne et les intégrines, ont été
identifiés et suggerent une implication importante de la réponse inflammatoire lors de I'IDM.
Les mesures plasmatiques et sériques de 22 protéines, publiées dans la littérature, ont ensuite
été¢ ajoutées au réseau MIPIN et ont permis la prédiction du niveau d’expression de 14
protéines du MIPIN (Nguyen et al., 2014). La construction d’un réseau de signalisation a
grande échelle a partir de résultats expérimentaux a aussi permis 1’étude des voies de
signalisation impliquées dans D’apoptose et I’hypertrophie des cardiomyocytes et des
interactions entre ces différentes voies (Kang et al., 2017).

Ryall et al. ont construit un modéle computationnel du réseau de signalisation
impliqué dans I’hypertrophie des cardiomyocytes et ont identifié plusieurs nceuds ayant une
influence positive ou négative sur la taille des cardiomyocytes. Les protéines ayant la plus
grande influence dans ce réseau sont Ras, qui a un rdle pro-hypertrophique, et GSK3
(Glycogen synthase kinase 30), qui a un role anti-hypertrophique (Ryall et al., 2012).

La biologie des systemes a €¢galement été utilisée pour étudier les microARNSs et les
longs ARNs non codants (IncARNs). En effet, la construction d’un réseau composé de geénes
codant pour des protéines et de IncARNs a permis I’identification d’un module contenant 6
IncARNs co-exprimés avec 44 genes enrichis pour des voies ou des processus associés a
I’hypertrophie cardiaque (J. Zhang et al., 2017). Un réseau de régulation de I’IDM par les

facteurs de transcription et les microARNs a aussi été construit et a mis en évidence
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I’importance de 4 régulateurs dans les mécanismes de 1’IDM, les facteurs de transcriptions
SP1 (Specificity protein I) et ESR1 (Estrogen receptor 1) et les microARNs miR-21-5p et
miR-155-5p (Zhang et al., 2015).

Des analyses de biologie des systémes sont aussi souvent mises en place pour étudier
les résultats obtenus en microarrays. Des analyses en microarrays réalisées sur des
échantillons de sang périphérique de patients hospitalisés pour un 1¥ IDM et de contrdles
sains ont permis 1’identification de génes différentiellement exprimés entre les 2 groupes de
patients. Une analyse d’enrichissement fonctionnel et la construction d’un réseau
d’interactions protéine-protéine et d’un réseau de régulation transcriptionnelle ont permis
I’identification de genes potentiellement associés a I’'IDM aigu (Gao et al., 2016). Plus
récemment, dans le but d’identifier des génes impliqués dans le développement de I’IC chez
des patients ayant subi un IDM avec ¢lévation du fragment ST (STEMI), une analyse en
microarray a été réalisée sur des patients présentant une IC post-IDM et des patients sans IC
post-IDM. Les genes différenticllement exprimés ont été identifiés et enrichis
fonctionnellement et un réseau d’interactions protéine-protéine a été construit. Les principales
voies identifiées dans le réseau sont associées a la réponse inflammatoire, I’organisation de la
matrice extracellulaire, le réponse a I’AMPc, la réponse immunitaire et la régulation de la

concentration cytosolique en calcium (Qian et al., 2019).

2.5 Intérét des analyses statistiques pour la recherche de
biomarqueurs

Les analyses statistiques interviennent a plusieurs échelles dans la recherche de
biomarqueurs. En effet, les statistiques sont utilisées pour étudier les caractéristiques d’une
cohorte de patients, pour le traitement des données « omiques », la sélection de biomarqueurs
potentiels et pour la validation expérimentale des biomarqueurs. Des analyses statistiques sont
aussi réalisées lors de la construction et I’analyse de réseaux d’interactions moléculaires.

Au regard des grandes quantités de données obtenues par les analyses de protéomique
a haut débit, il est important d’avoir a disposition des outils statistiques puissants et adaptés.
En effet, dans la recherche de biomarqueurs, il est nécessaire de pouvoir extraire un nombre
limité de cibles a partir des données de protéomique. Un des problémes les plus importants
rencontrés dans 1’analyse de ces données en statistiques est dii au trés grand nombre de
variables a étudier en comparaison au nombre limité d’individus a disposition dans les

cohortes (Figure 32). Il est donc nécessaire d’utiliser des modeles de régression pénalisée, tels
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que les régressions pénalisées Ridge ou LASSO (Least Absolute Shrinkage and Selection

Operator) (Hoerl and Kennard, 1970; Tibshirani, 1996). Dans ce cas, une pénalité est

appliquée aux coefficients de régression.

Numbers of
samples

Numbers of
proteins

100s-1000s

\ & B
\ B &
10s

\ &
1-10/

Figure 32 : Stratégie de recherche de biomarqueurs en fonction du nombre d’échantillons et
du nombre de variables. (d’apres Geyer et al., 2017)

On remarque cependant que peu de biomarqueurs potentiels identifiés et publiés dans

la littérature sont réellement utilisés en clinique. Il est donc important de bien sélectionner les

biomarqueurs potentiels a étudier pour qu’ils puissent étre utilisés en pratique clinique.
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De nos jours, les maladies cardiovasculaires dont I’IC sont un enjeu de santé publique
majeur, accentué par le vieillissement de la population. Malgré I’amélioration des traitements,
elles restent une cause de mortalit¢ importante. 11 a ét¢é montré que 30% des patients
hospitalisés pour un IDM inaugural développent un RVG (Fertin et al., 2010), qui peut
aboutir, a terme, a une IC (Bauters et al., 2017). A ce jour, il n’existe pourtant pas de
biomarqueur permettant de prédire la survenue d’un RVG post-IDM et I'IC a un stade
précoce. Les principaux biomarqueurs utilisés en pratique clinique pour diagnostiquer 1’IC
actuellement sont le BNP et le NT-proBNP. Cependant, ces marqueurs présentent des limites.
En effet, ils ne sont pas spécifiques a I’IC, une augmentation des taux de BNP et de NT-
proBNP pouvant également étre associée a 1’age ou a une insuffisance rénale. De plus, ces
biomarqueurs ne permettent pas de diagnostiquer I’IC a un stade précoce. Il est important
d’identifier les patients IC ayant un risque €levé de déces précoce afin de les orienter vers des
thérapies plus invasives, telles que la greffe cardiaque. Il est donc nécessaire d’identifier de
nouveaux biomarqueurs permettant de détecter le RVG post-IDM a un stade précoce et de
prédire le décés précoce des patients IC d’une part, et de mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans ces pathologies, d’autre part.

Le développement des analyses de protéomique a haut débit et de la biologie des
systémes ouvre de nouvelles perspectives dans le domaine de la recherche de biomarqueurs.
En effet, les grandes quantités de données obtenues par les approches de protéomique peuvent
étre utilisées pour la construction de réseaux d’interactions moléculaires qui permettent
d’étudier les mécanismes impliqués dans le RVG et I'IC. Ces approches permettent donc
d’identifier des listes de nouveaux biomarqueurs potentiels de I’IC et du RVG avec une
signification biologique.

Pour ¢étudier le RVG post-IDM et le déces précoce des patients IC, nous avons a notre
disposition au laboratoire 2 cohortes de patients. L’étude REVE-2,qui a inclut les patients
hospitalisés pour un 1% IDM antérieur dans 8 centres en France (Lille, Lens, Roubaix,
Béthune, Dunkerque, Boulogne, Saint-Omer et Caen) entre 2006 et 2008, a permis 1’étude du
RVG post-IDM (Fertin et al., 2010). Les patients sont suivis pendant 1 an, a 4 temps :
inclusion, 1 mois, 3 mois et 1 an. Enfin, I’étude INCA est une étude prospective ayant inclus
tous les patients hospitalisés pour une IC systolique (a fraction d’éjection réduite) au CHRU
de Lille entre 1998 et 2010 (de Groote et al., 2004; Lemesle et al., 2015). Le devenir des
patients est déterminé apres 3 ans de suivi. Cette étude permet 1I’étude du déces précoce des

patients présentant une IC systolique.
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L’objectif de ma thése est d’utiliser les approches de protéomique a haut débit et la
biologie des systémes pour I’identification de biomarqueurs du RVG et du déces précoce des
patients IC. Dans ce but, des réseaux moléculaires du RVG et de I’IC ont été construits a
partir des données expérimentales obtenues sur les études REVE-2 et INCA respectivement.
Ma these se divise donc en 2 grands axes :

L’analyse du réseau moléculaire de REVE-2 pour identifier des biomarqueurs
permettant de détecter le RVG a un stade précoce et étudier les mécanismes sous-
jacents au RVG.

L’analyse du réseau moléculaire de INCA pour identifier des biomarqueurs
permettant de prédire le déces précoce des patients présentant une IC systolique et

étudier les mécanismes impliqués dans I’IC.



Materiel et methodes
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1 Modeles
1.1 Etude REVE-2

L’étude REVE-2 est une étude multicentrique qui inclut 246 patients hospitalisés pour
un IDM antérieur inaugural dans 8 centres en France (Lille, Lens, Roubaix, Béthune,
Dunkerque, Boulogne, Saint-Omer et Caen) entre Février 2006 et Septembre 2008 (Fertin et
al., 2010). Les criteres d’inclusion ¢étaient I’hospitalisation dans les 24 heures suivant
I’apparition des symptomes et la présence de 3 segments de la zone infarcie du VG
akinétiques a 1’échographie de sortie. Les critéres d’exclusion étaient des images
d’échographie de qualité insuffisante, une maladie chronique non cardiaque, une maladie
valvulaire ou un IDM précédent. Le protocole de recherche a été approuvé par le comité
d’éthique du Centre Hospitalier de Lille (CP 05/91 du 13 décembre 2005) et le consentement
écrit a été recueilli pour chaque patient.

Un suivi échocardiographique a été réalisé a la sortie de I’hopital (entre le 3° et le 7°
jour post-IDM), 3 mois et 1 an. Des prélévements sériés de plasma ont été réalisés a différents
temps : sortie de 1’hopital (inclusion), 1 mois, 3 mois et 1 an. Le RVG est défini par une
augmentation de 20% du volume télédiastolique entre 1’inclusion et 1 an post-IDM.

Vingt-quatre variables moléculaires ont été quantifiées dans le plasma des patients de
I’¢tude REVE-2 a un ou plusieurs temps. L’expression de chaque molécule a été comparée

entre les patients avec et sans RVG, a chaque temps, par un t-test bilatéral (P<0,05).

1.2 Population INCA

L’¢étude INCA est une étude prospective sur les indicateurs pronostiques de 1’IC qui a
inclus tous les patients hospitalisés pour une IC systolique (FEVG < 45%) au CHRU de Lille
entre Novembre 1998 et Mai 2010. L’étude INCA a été approuvée par le comité d’éthique du
Centre Hospitalier de Lille (CP 98/94 du 5 novembre 1998), et le consentement informé et
écrit a été obtenu pour chaque patient. Tous les patients étaient cliniquement stables pendant
au moins 2 mois apres 1’inclusion et ont regu le traitement médical optimal. A 1’inclusion, les
patients ont subi une mesure du taux de BNP, une échocardiographie et un test
cardiopulmonaire. Une coronarographie a également été réalisée pour déterminer 1’étiologie
de la dysfonction systolique ventriculaire gauche (ischémique ou non ischémique). Un suivi

des patients a été réalisé 3 ans apres 1’inclusion pour déterminer I’issue clinique des patients.
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La mort cardiovasculaire correspond au décés de cause cardiovasculaire, une transplantation
cardiaque en urgence, ou l’implantation d’un systéme d’assistance en urgence. Des
¢chantillons de sang périphérique ont été prélevés a 1’inclusion dans des tubes contenant de
I’EDTA et conservés a -80°C (de Groote et al., 2004; Lemesle et al., 2015).

Parmi tous les patients, 168 ont été sélectionnés pour réaliser I’analyse protéomique
par I’essai SOMAscan : 84 patients décédés de causes cardiovasculaires dans les 3 ans suivant
I’inclusion, appariés par I’age, le sexe et 1’étiologie de I’'IC a 84 patients toujours vivants

apres 3 ans.

1.3 Modéle expérimental d’IC chez le rat

Le modele d’IC post-IDM chez le rat est réalisé en collaboration avec I'unit¢ U1096
de Rouen. L’IDM est induit chez des rats de souche Wistar males, agés de 10 semaines, par
ligature de la branche descendante de 1’artére coronaire gauche (Mulder et al., 1997). Les rats
témoins subissent la méme procédure a I’exception de la ligature de 1’artére coronaire gauche.
Les animaux sont sacrifiés a 7 jours ou 2 mois post-IDM et les VG et le plasma sont récupérés

et conservés a -80°C (Figure 33).
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Figure 33 : Mod¢le d’IC post-IDM chez le rat
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2 Construction des réseaux d’interactions moléculaire de REVE-

2 et INCA

Un réseau d’interactions moléculaires a été construit a partir des 24 variables

moléculaires dosées dans le plasma des patients de I’étude REVE-2, en collaboration avec la

sociét¢ EdgelLeap. La plateforme EdgeBox, propriét¢ d’Edgeleap, a été utilisée pour

construire le réseau. Elle contient 12 bases de données publiques permettant d’extraire des

nceuds ou des interactions (Table 4).

Table 4 : Bases de données contenues dans la plateforme EdgeBox pour la construction du

réseau REVE-2

Ressource Version URL Type
(N=nceud,
I=interaction)

ENCODE 2012-09- http://encodenets.gersteinlab.org I

06
EnsemblGenes Release http://www.ensembl.org N

79
HMDB v3.6 http://www.hmdb.ca N, I
Microcosm v5 http://www.ebi.ac.uk/enright- |

srv/microcosm

miRBase v21 http://www.mirbase.org N
miRecords v4 http://cl.accurascience.com/miRecords I
miRTarBase v4.5 http://mirtarbase.mbc.nctu.etu.tw I
Reactome v52 http://www.reactome.org I
STRING v9.1 http://string-db.org |
TargetScan v6.2 http://www.targetscan.org I
Tfe 2015-04- http://www.cisreg.ca/cgi-bi/tfe/home.pl I

12
WikiPathways 2015-04-  http://wikipathways.org I

12

Pour construire le réseau moléculaire de REVE-2, un set de noeuds a tout d’abord été

extrait a partir de la plateforme EdgeBox et inclut :

1. Toutes les molécules correspondant a une variable REVE-2.

2. Toutes les molécules qui sont des voisins directs des nceuds précédents (1).

3. Toutes les molécules appartenant aux chemins les plus courts jusqu’a 3

interactions entre tous les nceuds définis par I’étape 1.

Ensuite, toutes les interactions entre ces nceuds ont été recherchées. S’il existe

plusieurs interactions entre 2 nceuds, elles sont regroupées en un seul lien. Trois critéres ont

¢été utilisés pour éliminer les interactions peu spécifiques :
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1. Pour les interactions microARN-cible, les interactions ont été incluses uniquement

si la cible a été validée expérimentalement (données disponibles sur miR TarBase),

ou si la cible a ét¢ prédite par au moins 3 bases de données différentes

(Microcosm, miRecords et TargetScan).

2. Pour les interactions extraites de la base de données STRING, seules celles avec

un score supérieur a 800 ont été inclues.

3. Pour les interactions obtenues par WikiPathways, les interactions de la catégorie

« in group » sont exclues car elles n’ont pas de signification biologique.

Le réseau d’interaction moléculaire INCA a été construit a partir des 203 protéines

significativement modulées entre les patients décédés et les patients vivants aprés 3 ans, et

I’utilisation de la plateforme EdgeBox, contenant 13 bases de données publiques. (Table 5).

Table 5 : Bases de données contenues dans la plateforme EdgeBox pour la construction du

réseau INCA
Ressource Version URL Type
(N=nceud,
I=interaction)

ChEBIi v140 https://www.ebi.ac.uk/chebi N
CheEMBL v21 https://www.ebi.ac.uk/chembl I
ENCODE 2012-09-  http://encodenets.gersteinlab.org I

06
EnsemblGenes Release http://www.ensembl.org N

84
Microcosm v5 http://www.ebi.ac.uk/enright- |

srv/microcosm

miRBase v21 http://www.mirbase.org N
miRecords v4 http://cl.accurascience.com/miRecords |
miRTarBase v6.1 http://mirtarbase.mbc.nctu.etu.tw |
Reactome v56 http://www.reactome.org I
STRING v10.0 http://string-db.org 1
STITCH V4.0 http://stitch.embl.de I
Tfe 2016-06-  http://www.cisreg.ca/cgi-bi/tfe/home.pl |

09
WikiPathways 2016-06-  http://wikipathways.org I

09
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Le réseau INCA contient :

1. Les 203 protéines significativement modulées entre les patients décédés et les
patients vivants apres 3 ans de suivi et ayant au moins un lien avec un autre
nceud du réseau, appelées «protéines INCA ».

2. Les nceuds qui sont les voisins directs d’au moins 2 protéines INCA.

3. Les liens connectant 2 protéines INCA ou une protéine INCA et un nceud

correspondant au critere 2.

3 Quantification des ARNs par RT-Q-PCR

3.1 Extraction des ARNSs du tissu

Les ARNs ont été extraits des VG par la méthode d’extraction au Tri Reagent (T9424
Sigma Aldrich).

Les VG sont lysés dans 1 mL de Tri Reagent et conservés a -80°C. Dans chaque tube,
on ajoute 200 pL de chloroforme, avant centrifugation pendant 12 minutes a 4°C a 10 000 g.
On obtient alors 3 phases, une phase inférieure contenant les composés organiques, une
interphase composée des protéines et une phase supérieure contenant les acides nucléiques. La
phase supérieure est récupérée et on y ajoute le méme volume d’isopropanol (environ 400
puL). Les tubes sont incubés 2h a -20°C, puis centrifugés 30 minutes a 4°C a 10000 g. Le
surnageant est jeté et le culot composé d’un précipité d’ARNs est lavé avec 800 puL d’éthanol
a 70%. On jette le surnageant et on centrifuge pendant 10 minutes a 4°C a 10 000 g. L’éthanol
restant est ¢limin¢ par pipetage. Le culot d’ARN est séché a 4°C, puis repris dans 40 uL d’eau
sans RNase. Enfin, les échantillons sont chauffés quelques secondes a 85°C pour améliorer la
solubilisation des ARNs, qui sont ensuite conservés a -80°C.

La concentration des échantillons est déterminée au « Nanovue » a partir d’1 pL
d’échantillon. La qualit¢ des échantillons est ensuite déterminée grace a des puces Pico6000
RNA (Agilent) et le Bioanalyzer 2100 (Agilent). On obtient alors la concentration et
I’intégrit¢ de ’ARN donnée par le RNA integrity number (RIN). Pour la quantification des
ARNSs par Q-PCR, il est nécessaire d’avoir un RIN supérieur ou égal a 3 pour les microARNs

et 6 pour les ARNm.
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3.2 Rétro-transcription des ARNs

Le kit miScript II RT (Qiagen n°218160) est utilisé pour la rétro-transcription (RT)
des microARNs et des ARNm en ADN complémentaire, en fonction du tampon utilisé.
Quatre microlitres de tampon HiSpec pour les microARNs, ou HiFlex pour les ARNm, sont
mélangés a 2 pL de Nucleics Mix, 2 pL de rétro-transcriptase, 2 pL d’ARNs et 10 pL d’eau
sans RNases. Le mélange est incubé 60 minutes a 37°C, puis 5 minutes a 95°C, et enfin

refroidi a 4°C. Les tubes contenant I’ADNc sont conservés a -80°C.

3.3 PCR quantitative

La dilution de ’ADNCc a utiliser pour chaque amorce est déterminée en réalisant des
dilutions sériées. On obtient alors une courbe de dissociation, représentant 1’évolution des Ct
en fonction du log de la concentration initiale en ADNc, qui permet de calculer I’efficacité de
la réaction. Cette efficacité doit étre la plus proche de 100% pour pouvoir comparer de
maniére fiable les échantillons par la méthode du 2° ' (Livak and Schmittgen, 2001).

Pour quantifier les microARNs et les ARNm, le kit miScript SYBR Green PCR
(Qiagen n°218073) a été utilisé. Le mélange réactionnel est composé de 12,5 L de tampon
Quantitect SYBR Green PCR Master, 2,5 L d’amorces, 7,5 L d’eau sans RNase et 2,5 L
d’ADNCc dilué. Les échantillons sont déposés en duplicat sur une méme plaque, ainsi qu’un
témoin négatif ne contenant pas d’ADNc. Les normalisateurs utilisés pour la quantification
des ARNm et des microARNs du VG sont respectivement ’HPRT (Hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase) et le miR-423-3p. Le normalisateur est déposé en duplicat sur la

méme plaque que I’ARN d’intérét. La liste des amorces utilisées est présentée dans la table 6.

Table 6 : Liste des amorces utilisées

ARN Amorces

miR-26b-5p Rn_miR-26b 1 (MS00000140, Qiagen)
miR-17-5p Rn miR-17-5p 1 (MS00013118, Qiagen)
miR-335-5p Rn_mlIR-335 2 (MS00043414, Qiagen)
miR-375-3p Rn_miR-375 2 (MS00033516, Qiagen)
miR-423-3p Rn_miR-423 1 (MS00013615, Qiagen)

ESR1 Forward :CGACACTTTGATCCACTTGATGG
Reverse : CAGGTCATAGAGAGGCACGACA
HPRT Forward :ATGGGAGGCCATCACATTGT

Reverse : ATGTAATCCAGCAGGTCAGCAA
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4 Quantification des protéines par SOMAscan assay

Une analyse protéomique a été réalisée sur le plasma des 168 patients de 1’étude
INCA. Le SOMAscan assay a été utilisé pour mesurer simultanément 1310 protéines. La
technique du SOMAscan assay a été décrite en introduction.

Un test non paramétrique de Mann-Whitney-Wilcoxon a été réalisé sur les 1310
protéines et a permis I’identification de 203 protéines significativement modulées entre les

patients décédés pendant les 3 ans et les patients vivants.

S Quantification de la cathepsine S par ELISA

La cathepsine S a été quantifiée en utilisant le kit Human Cathepsin S ELISA kit
(Abcam ab155427), selon les instructions du fabricant. Les échantillons de plasma ont été
dilués au 1/1000 et la concentration de cathepsine S a ¢été déterminée en calculant

I’absorbance moyenne pour chaque standard et échantillon.

6 Quantification de C3, MMP-1 et MMP-7 par la technologie
Luminex

Les taux plasmatiques de MMP-1, MMP-7 et C3 sont mesurés en utilisant la
technologie Luminex (R&D systems FCSTMO07-02 pour MMP-1 and MMP-7 and Merck-
Millipore HCMP2MAG-19K-07 pour C3), selon les instructions des fabricants. Pour MMP-1
et MMP-7, les échantillons de plasma ont été dilués au 1/4 et pour C3 au 1/40000.

7 Analyse statistique des données de protéomique a haut débit

Dans le but de sélectionner un petit nombre de protéines permettant de prédire le déces
précoce des patients IC, des régressions logistiques pénalisées ont été réalisées. Les pénalités
Ridge (Hoerl and Kennard, 1970) et Lasso (Tibshirani, 1996)ont été choisies pour prendre en
compte le grand nombre de variables comparé au petit nombre d’individus disponibles, et les
potentiels problémes de corrélation entre les quantifications des protéines. Tout d’abord, une
régression Ridge a été¢ appliquée aux 203 protéines significativement modulées dans le plasma

des patients de 1’étude INCA, puis une régression de Lasso adaptatif (Zou, 2006). Tous les
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parametres de régularisation ont été fixés par cross validation « leave-one-out ». Pour limiter
I’influence d’individus extrémes, 168 Lasso adaptatifs on été réalisés avec les parameétres
définis précédemment, en retirant a chaque fois un individu parmi les 168. Nous avons gardé
uniquement les protéines avec une fréquence de sélection supérieure a 0,9, dans le but de
limiter I’influence d’individus extrémes. Toute la procédure a été réalisée grace au package

glmnet (version 2.0.16) de R (Friedman et al., 2010), avec 1’aide de la plateforme Bilille.



Reésultats






1 Partie 1: Analyse du réseau moléculaire
de RVG post-IDM : Etude REVE-2
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1.1 Objectifs de I’étude

Afin d’étudier les mécanismes impliqués dans le RVG post-IDM et d’identifier de
nouveaux biomarqueurs permettant de le détecter a un stade précoce, des analyses de
protéomique et phosphoprotéomique différentielles sans a priori ont été réalisées dans
I’équipe, dans un modele de rats IC post-IDM. Le protéome et le phosphoprotéome des VG
des rats témoins ont été¢ comparés a ceux des VG des rats IC a 2 mois post-IDM. Ces analyses
ont permis I’identification de 45 protéines différentiellement exprimées et/ou phosphorylées
dans le VG des rats IC a 2 mois post-IDM comparés aux rats témoins (Cieniewski-Bernard et
al., 2008; Dubois et al., 2011).

Ensuite, une analyse bioinformatique a été réalisée a partir de ces 45 protéines en
utilisant le logiciel Inginuity Pathway Analysis (IPA) dans le but d’identifier des microARNs
impliqués dans la régulation de ces protéines. Cette analyse a permis 1’identification de 13
microARNSs liés a 8 protéines. Ces 13 microARNSs ont ensuite été dosés par RT-Q-PCR dans
le VG et le plasma des rats IC et témoins a 7 jours et 2 mois post-IDM. Trois de ces 3
microARNs sont significativement modulés dans le VG et le plasma des rats IC, les miR-21-
5p, miR-222-3p et miR-23a-3p, et sont liés a la protéine anti-oxydante SOD2 (Superoxyde
dismutase 2). Certains de ces protéines et microARNs ont ensuite ét¢ quantifiés dans le
plasma des patients post-IDM de 1’étude REVE-2.

Les objectifs de cette partie sont d’étudier les mécanismes sous-jacents au RVG post-
IDM et d’identifier de nouveaux biomarqueurs permettant de le détecter a un stade précoce.
Pour cela, nous avons a notre disposition une cohorte de patients post-IDM suivis pendant un
an, I’é¢tude REVE-2. L’intérét de 1’étude REVE-2 repose sur le suivi des patients a 4 temps
(inclusion, 1 mois, 3 mois et 1 an), ce qui permet d’étudier les mécanismes impliqués dans le
RVG au cours du temps.

Les données obtenues par 1’approche de protéomique différentielle chez le rat et
validées dans le plasma des patients de 1’étude REVE-2 ont été utilisées pour réaliser une
analyse en biologie des systémes, par la construction et I’analyse d’un réseau moléculaire du
RVG. Le but est de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le RVG post-IDM par
I’étude des modules actifs du réseau REVE-2, et d’identifier un nombre de molécules
d’intérét (protéines et microARNs) limité par I’analyse de la centralit¢ des molécules du

réseau.
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1.2 Reésultats

1.2.1 Caractéristiques de la population REVE-2

La table 7 présente les caractéristiques basales des patients inclus dans I’étude REVE-2.

Table 7 : Caractéristiques basales des patients de I’étude REVE-2

n 246
Age (années) 57+ 14
Femmes 46 (19%)
Indice de masse corporelle, kg/m2 27,1 £4,6
Hypercholestérolémie : cholestérol> 250mg/dl 82 (33%)
Hypertension : pression artérielle > 160/90 mmHg 89 (36%)
Fumeurs 116 (47%)
Diabéte 51 (21%)
Stratégie de reperfusion initial
Angioplastie primaire 128 (52%)
Thrombolyse seule 28 (11%)
Thrombolyse et Angioplastie 59 (24%)
Pas de reperfusion 31 (13%)
IC pendant I'hospitalisation (Classe Killip [12) 79 (32%)
Pic de créatine kinase, UA 3018 £2376
FEVG, % 49 + 8
Traitements
Thérapie antiplaquettaire 246 (100%)
"+bloquants 238 (97%)
IEC 238 (97%)
Statines 231 (94%)
Suivi échocardiographique a 1 an
Nombre de patients 226 (92%)
RVG 87 (38,5%)

Les variables continues sont exprimées en moyenne + écart-type et les variables catégorielles
sont présentées en valeur absolue et/ou pourcentages.
IEC : Inhibiteurs de I’enzyme de conversion

Les patients inclus étaient 4gés en moyenne de 57 ans et étaient majoritairement des
hommes (200 sur 246). Les patients ont, en trés grande majorité, recu les traitements
recommandés ( -bloquants, IEC, statines). Sur les 246 patients inclus au début de 1’é¢tude, 226
ont été suivis aux 4 temps (inclusion, 1 mois, 3 mois et 1 an), et 87 d’entre eux présentaient
un RVG un an apres 1’IDM, soit 38,5%.

Les patients présentant un RVG post-IDM avaient des taux de BNP plasmatiques
significativement plus ¢€levés que les patients sans RVG a tous les temps. Cependant, une
diminution progressive des taux de BNP est observée pour tous les patients entre I’inclusion

et 1 an (Fertin et al., 2010).
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Vingt-quatre variables moléculaires ont été précédemment dosées dans le plasma des

patients de I’étude REVE-2 dont 18 protéines et 6 ARNs non codants, a un ou plusieurs temps

(table 8).

Table 8 : Liste des 24 variables dosées dans le plasma des patients de 1’étude REVE-2

Inclusion 1 mois 3 mois 1 an
Variables REVE-2 (P valeur; (P valeur; (P valeur; (P valeur;
Statistique T) Statistique T) Statistique T) Statistique T)
BNP 0,0413 0,0004 0,0001 0,0098
2,0562 3,5945 3,9203 2,6143
CRP 0,0058 0,2546 0,1525 0,4517
2,7926 1,1433 1,43795 -0,75427
Fas L ND 0,2526 ND ND
-1,1485
Galectine-3 ND 0,1020 ND ND
-1,6450
HGF 0,8583 0,3875 0,1148 0,6467
0,1788 0,8659 1,5845 0,4592
ICTP ND 0,0620 ND ND
1,8776
PINP ND 0,9140 ND ND
-0,1082
PIIINP ND 0,3085 ND ND
-1,0218
LIPCAR 0,0153 0,0191 0,0106 0,1220
-2,4483 2,3671 2,5805 1,5548
MMP1 0,8944 0,8273 0,7682 0,5044
-0,1330 -0,2184 -0,6689 -0,6689
MMP2 0,9195 0,7332 0,0365 0,1180
0,1011 0,3414 2,1101 1,5719
MMP3 0,4373 0,6301 0,5647 0,3160
-0,7785 -0,4825 -0,5769 -1,0056
MMPS8 0,0237 0,0244 0,0211 0,0934
2,2800 2,2701 2,3251 1,6856
MMP9 0,047 0,2292 0,4442 0,3441
1,9994 1,2063 0,7667 0,9483
TIMP2 0,8220 0,9388 0,3583 0,3385
-0,2253 -0,0769 0,9221 0,9594
TIMP4 0,9234 0,4388 0,3518 0,2153
-0,0963 0,7760 0,9335 1,2433
Peak CK 0,0007 ND ND ND
3,4545
TIMP1 0,2546 0,4687 0,5001 0,8469
1,1430 0,7264 0,6761 0,1934
ST2 ND 0,7706 ND ND
-0,2922
Troponine positive ND 0,0374 0,0035 0,2357
2,1021 2,9796 1,1911
Troponine 0,0998 ND ND ND
1,6559
miR-133a-3p 0,0336 0,2783 0,3202 0,5862
-2,1412 1,0875 0,9967 -0,5453
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miR-21-5p 0,0087 0,7918 0,2067 0,6262
-2,6502 0,2644 1,2673 0,4879
miR-222-3p 0,0247 0,3042 0,0431 0,2586
-2,2735 1,0303 2,0366 1,1329
miR-23a-3p 0,0357 0,0567 0,2341 0,5301
-2,11897 1,9222 1,1940 0,6291
miR-423-5p 0,06937 0,0780 0,3900 0,2256
-1,8269 -1,7734 -0,8618 -0,2579

Pour la statistique T, une valeur positive indique une moyenne plus élevée chez les patients
avec un RVG, alors qu’une valeur négative indique une moyenne plus faible.
ND : non quantifié

1.2.2  Analyse du réseau d’interactions moléculaires de REVE-2

Ces résultats ont fait I’objet d’une opublication en Annexe I : Pinet et al., 2017
Le réseau moléculaire construit a partir des données expérimentales de 1’é¢tude REVE-
2 est composé de 1310 nceuds liés par 8639 interactions. La table 9 détaille le nombre de

nceuds par type et la table 10 le nombre d’interactions par type.

Table 9 : Liste des nceuds par type

Type de Neeud Nombre de neeuds dans le réseau REVE-2
Protéine 1263

microARN 24

Meétabolites 22

ARN long non codant 1

Table 10 : Liste des interactions par type

Type d’interactions Nombre d’interactions dans le réseau REVE-2
Dans la méme réaction 2923
Interagit avec 2439
Régule la transcription 2008
Cibles des miARNs 1798
Dans une réaction voisine 1725
Dans le méme compartiment 1431
Catalyse 501
Dans les mémes groupes 294
Inhibe 48
Corréle positivement 25
Active la transcription 10
Correle négativement 3
Transporte 3
Co-contrdle une interaction 1
Modifie une protéine 1
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1.2.2.1 Analyse de la topologie du réseau REVE-2

Dans le but d’avoir une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans le
développement du RVG post-IDM et associés avec les variables mesurées dans le plasma des
patients de 1’¢tude REVE-2, les molécules du réseau REVE-2 ont été assignées a des clusters
annotés pour les processus biologiques. Le clustering du réseau REVE-2 a été réalisé en
utilisant 1’algorithme InfoMap du package igraph de R (version 0.7.1). L’algorithme InfoMap
assigne chaque nceud du réseau REVE-2 a un cluster. Les clusters contenant moins de 5
nceuds, et les clusters avec seulement une interaction ou moins par nceud a 'intérieur du
cluster sont exclus.

Cette analyse permet donc I’identification de groupes de nceuds qui sont plus
fortement connectés entre eux qu’avec les autres nceuds du réseau, qui représentent des
processus biologiques ou des complexes protéiques. Pour chaque cluster, une analyse de
surreprésentation a été réalisée pour identifier des termes « Biological process » dans Gene
Ontology (GO) qui sont enrichis avec des genes du réseau, en utilisant un test exact de Fisher.
Les termes GO significativement enrichis (p<0,05) ont été ajoutés aux propriétés du réseau, et
permettent de déterminer les voies biologiques dans lesquelles les molécules du réseau sont
impliquées.

Au total, 34 clusters ont été identifiés dans le réseau REVE-2. Tous les clusters ont pu
étre assignés a au moins un terme GO. Vingt-et-une des 24 variables mesurées dans le plasma
des patients de 1’é¢tude REVE-2 appartiennent a un cluster et 12 clusters contiennent au moins
une de ces variables. La liste des clusters est présentée dans la table 11.

De facon intéressante, les clusters les plus représentés dans le réseau REVE-2 sont
associés a I’inflammation, la régulation de la transcription et de la traduction, 1’apoptose, les

voies de signalisation et I’organisation de la matrice extracellulaire.
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Table 11 : Liste des clusters du réseau REVE-2

RIRCEERRIE

Cluster Noeeuds

Liens

Variables REVE-2

Catégorie GO la plus significative'

Catégories GO’

1 191

2 203
57

98
37

1013

302
978

403

123
495

392

ST2

miR-21-5p
ICTP, PINP, P3NP

HGF

miR-222-3p
TIMP1

troponine

sequence-specific DNA binding [43]

intrinsic component of membrane [54]

Endoplasmic reticulum lumen [45]

transmembrane receptor protein
tyrosine kinase signaling pathway [53]

RNA binding [29]
platelet alpha granule lumen [31]

muscle filament sliding [28]

RNA polymerase II regulatory region sequence-
specific DNA binding [31]; RNA polymerase II
regulatory region DNA binding [31]; transcription
regulatory region sequence-specific DNA binding
[31]; nucleic acid binding transcription factor activity
[44]; sequence-specific DNA binding transcription
factor activity [44]; DNA binding [68]; sequence-
specific DNA binding RNA polymerase II
transcription factor activity [32]; structure-specific
DNA binding [24]; regulatory region DNA binding
[36]

integral component of membrane [53]

collagen trimer [39]; extracellular  matrix
organization [54]; extracellular structure organization
[54]; collagen metabolic process [39]; multicellular
organismal metabolic process [39]; multicellular
organismal macromolecule metabolic process [39];
proteinaceous extracellular matrix [43]; collagen
catabolic process [35]; extracellular matrix [44]
enzyme linked receptor protein signaling pathway
[55]; cell surface receptor signaling pathway [57];
peptidyl-tyrosine phosphorylation [32]; immune
response-regulating cell surface receptor signaling
pathway [31]; protein tyrosine kinase activity [24];
locomotion [49]; protein autophosphorylation [28];
phosphatidylinositol-mediated signaling [26]; Fc
receptor signaling pathway [28]

poly(A) RNA binding [24]

secretory granule lumen [31]; platelet alpha granule
[31]; cytoplasmic membrane-bounded vesicle lumen
[31]; platelet degranulation [31]; secretory granule
[31]; exocytosis [32]; platelet activation [31];
secretion by cell [33]; secretion [33]

actin-myosin filament sliding [28]; actin-mediated
cell contraction [28]; actin filament-based movement
[28]; muscle contraction [30]; muscle system process
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[30]; myofibril [28]; contractile fiber [28]; sarcomere
[26]; cytoskeletal protein binding [29]
8 30 271 nuclear-transcribed mRNA catabolic mRNA catabolic process [22]; RNA catabolic
process [22] process [22]; translation [25]; aromatic compound
catabolic process [22]; translational initiation [19];
nuclear-transcribed mRNA  catabolic  process,
nonsense-mediated decay [17]; SRP-dependent
cotranslational protein targeting to membrane [16];
protein targeting to ER [16]; establishment of protein
localization to endoplasmic reticulum [16]

9 47 154 MMP1, MMP2, MMP3, extracellular matrix (ECM) ECM organization [36]; extracellular structure
MMP8, MMP9, TIMP2, disassembly [32] organization [36]; ECM [27]; endopeptidase activity
TIMP4 [20]; proteinaceous ECM [23]; peptidase activity

[20]; extracellular region [38]; extracellular space
[24]; Golgi lumen [10]

10 38 75 ATP binding [34] adenyl nucleotide binding [34]; purine nucleoside
binding [34]; purine ribonucleoside triphosphate
binding [34]; ribonucleoside binding [34]; nucleoside
binding [34]; purine nucleotide binding [34];
nucleotide binding [34]; small molecule binding
[34]; phosphotransferase activity, alcohol group as
acceptor [23]

12 30 75 mitotic cell cycle phase transition [16] cell cycle phase transition [16]; G1/S transition of
mitotic cell cycle [13]; mitotic cell cycle [20];
mitotic cell cycle process [19]; cell cycle [22]; cell
cycle process [20]; regulation of cell cycle [17];
cellular response to DNA damage stimulus [14];
anaphase-promoting complex-dependent proteasomal
ubiquitin-dependent protein catabolic process [6]

13 32 33 O-glycan processing [3] protein O-linked glycosylation [3]; Golgi membrane
(5]

14 22 111 FasL activation of cysteine-type activation of cysteine-type endopeptidase activity

endopeptidase activity involved in [13]; positive regulation of cysteine-type

apoptotic process [13] endopeptidase activity involved in apoptotic process

[13]; positive regulation of cysteine-type
endopeptidase activity [13]; positive regulation of
endopeptidase activity [13]; positive regulation of
apoptotic process [17]; positive regulation of
programmed cell death [17]; positive regulation of
cell death [17]; positive regulation of peptidase
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activity [13]; zymogen activation [13]

15 17 67 G2/M transition of mitotic cell cycle Centrosome [11]; microtubule organizing center
[10] [11]; mitotic cell cycle process [13]; microtubule
cytoskeleton [12]; mitotic cell cycle [13]; mitotic cell
cycle phase transition [10]; cell cycle phase
transition [10]; cell cycle process [13]; organelle
organization [16]
16 23 33 G-protein coupled receptor signaling activation of phospholipase C activity [3]; inositol
pathway [5] phosphate metabolic process [3]; calcium ion binding
[6]; alcohol metabolic process [4]; protein kinase C
activity [2]; positive regulation of phospholipase C
activity [3]; organophosphate metabolic process [6]
18 14 61 RNA splicing, via transesterification mRNA splicing, via spliceosome [13]; RNA splicing
reactions [13] [14]; mRNA processing [14]; RNA processing [14];
mRNA metabolic process [14]; RNA binding [13];
ribonucleoprotein complex [10]; poly(A) RNA
binding [ 12]; catalytic step 2 spliceosome [5]
19 16 29 positive regulation of intrinsic apoptotic intrinsic apoptotic signaling pathway [9]; intrinsic
signaling pathway [6] apoptotic signaling pathway in response to DNA
damage [7]; regulation of mitochondrial membrane
permeability  [6]; regulation of membrane
permeability [6]; mitochondrial outer membrane [6];
apoptotic mitochondrial changes [7]; release of
cytochrome ¢ from mitochondria [6]; mitochondrial
membrane organization [6]; outer membrane [6]
20 22 23 phosphatase activity [13] phosphoric  ester  hydrolase  activity  [13];
phosphoprotein phosphatase activity [11]; hydrolase
activity, acting on  ester bonds [14];
dephosphorylation [13]; protein dephosphorylation
[10]; peptidyl-tyrosine  dephosphorylation [8];
protein tyrosine phosphatase activity [8]; hydrolase
activity [17]; catalytic activity [21]
21 14 32 toll-like receptor 2 signaling pathway MyD88-dependent toll-like receptor signaling
[10] pathway [9]; toll-like receptor TLR1:TLR2 signaling
pathway [9]; toll-like receptor TLR6:TLR2 signaling
pathway [9]; toll-like receptor 4 signaling pathway
[10]; pattern recognition receptor signaling pathway
[10]; toll-like receptor signaling pathway [10];
activation of innate immune response [10]; innate
immune response-activating signal transduction [10];
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22

24

25

26

28

15

11

10

11

17

19

18

16

14

steroid hormone receptor activity [4]

regulation of cell differentiation [9]

cell surface [7]

cellular component disassembly
involved in execution phase of
apoptosis [5]

negative regulation of transforming
growth factor beta receptor signaling
pathway [5]

positive regulation of innate immune response [10]

steroid hormone mediated signaling pathway [4];
hormone-mediated signaling pathway [4]; ligand-
activated sequence-specific DNA binding RNA
polymerase II transcription factor activity [3]; direct
ligand regulated sequence-specific DNA binding
transcription factor activity [3]; fatty acid beta-
oxidation [3]; cellular response to steroid hormone
stimulus [4]; fatty acid oxidation [3]; lipid oxidation
[3]; transcription initiation from RNA polymerase 11
promoter [4]

endodermal cell fate commitment [3]; endodermal
cell fate specification [3]; negative regulation of cell
differentiation [7]; somatic stem cell maintenance
[4]; developmental induction [3]; cell fate
commitment involved in formation of primary germ
layer [3]; transcription factor complex [5];
embryonic morphogenesis [6]; sex differentiation [5]
cell adhesion molecule binding [5]; cell adhesion [8];
extracellular vesicular exosome [9]; integrin complex
[3]; membrane-bounded vesicle [9]; vesicle [9];
external side of plasma membrane [4]; integrin
binding [4]; cellular extravasation [3]

execution phase of apoptosis [5]; apoptosome[2];
gamma-catenin binding [2]; apoptotic process [8];
programmed cell death [8]; cell death [8]; death [8];
activation of cysteine-type endopeptidase activity
involved in apoptotic process by cytochrome ¢ [2];
catenin complex [2]

transmembrane receptor protein serine/threonine
kinase signaling pathway [7]; negative regulation of
cellular response to growth factor stimulus [5];
regulation of transforming growth factor beta
receptor signaling pathway [5]; negative regulation
of transmembrane receptor protein serine/threonine
kinase signaling pathway [5]; pathway-restricted
SMAD protein phosphorylation [4]; regulation of
cellular response to growth factor stimulus [5];
transforming growth factor beta receptor signaling
pathway [5]; response to transforming growth factor




EEEEEEERE RIRCEERRIE

beta [5]; cellular response to transforming growth
factor beta stimulus [5]
29 8 15 Small GTPase mediated signal regulation of small GTPase mediated signal
transduction [7] transduction [7]; GDP-dissociation inhibitor activity
[3]; positive regulation of GTPase activity [5];
regulation of Rab protein signal transduction [5];
regulation of Ral protein signal transduction [5];
regulation of Cdc42 protein signal transduction [5];
regulation of Rac protein signal transduction; [5]
regulation of GTPase activity [5]; regulation of Rap
protein signal transduction [5]

30 11 12 BNP protein targeting to mitochondrion [3] protein  localization to  mitochondrion [3];
mitochondrial transport [3]; mitochondrial inner
membrane [3]; organelle inner membrane [3]

32 9 12 DNA repair [7] DNA metabolic process [8]; translesion synthesis
[3]; cellular response to DNA damage stimulus [7];
DNA biosynthetic process [4]; DNA-directed DNA
polymerase activity [3]; postreplication repair [3];
nucleotidyltransferase activity [3]; cellular response
to stress [7]; error-prone translesion synthesis [2]

33 9 10 nuclear pore [4] pore complex [4]; nuclear membrane [5]; nuclear
envelope [5]; ribosomal protein import into nucleus
[2]; RNA localization [3]; mitotic nuclear envelope
disassembly [2]; nuclear envelope disassembly [2];
nuclear import [4]; NLS-bearing protein import into
nucleus [2]

35 7 11 Mitochondrial inner membrane [4] organelle inner membrane [4]; mitochondrial
membrane [4]; mitochondrial envelope [4]; cellular
respiration [3]; oxidation-reduction process [4]; ATP
synthesis coupled proton transport [2]; mitochondrial
ATP synthesis coupled proton transport [2]; proton-
transporting ATP synthase complex, catalytic core
F(1) [2]; proton-transporting ATP synthase activity,
rotational mechanism [2]

37 7 8 DNA-directed RNA polymerase II, RNA polymerase II transcription factor complex [4];

holoenzyme [4] SAGA-type complex [3]; nuclear transcription factor
complex [4]; transcription elongation from RNA
polymerase II promoter [3]; transferase complex [5];
DNA-templated transcription, elongation [3]; histone
acetyltransferase complex [3]; transcription factor
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TFTC complex [2]; TBP-class protein binding [2]

39 6 11 Post transcriptional gene silencing [5] gene silencing by RNA [5]; micro-ribonucleoprotein
complex [4]; gene silencing [5]; gene silencing by
miRNA [4]; regulation of gene expression,
epigenetic [5]; pre-miRNA processing [3]; negative
regulation of translation involved in gene silencing
by miRNA [3]; miRNA loading onto RISC involved
in gene silencing by miRNA [3]; RISC complex [3]

40 7 12 CRP complement activation [5] protein activation cascade [5]; humoral immune
response [5]; humoral immune response mediated by
circulating immunoglobulin [4]; complement
activation, classical pathway [4]; immunoglobulin
mediated immune response [4]; B cell mediated
immunity [4]; positive regulation of immune
response [5]; adaptive immune response based on
somatic recombination of immune receptors built
from immunoglobulin superfamily domains [4];
adaptive immune response [4]

41 6 11 Creatine kinase Creatine metabolic process [4] cellular modified amino acid metabolic process [4];
alpha-amino acid metabolic process [4]; cellular
amino acid metabolic process [4]; creatine kinase
activity [2]; carboxylic acid metabolic process [4];
organic acid metabolic process [4]; small molecule
metabolic process [4]

!indique le terme GO le plus significatif dans le cluster ; * indique tous les termes GO du cluster (dans 1’ordre de significativité). Les
nombres entre crochets le nombre de génes du cluster enrichis en ce terme GO



B FiHERE PIRRRRIFIE

Le réseau REVE-2 est visualisé en utilisant le logiciel Cytoscape (version 3.2.1). La

figure 34 est une représentation de la totalité du réseau REVE-2.
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Figure 34 : Visualisation du réseau d’interactions moléculaires de REVE-2. Les nceuds
représentés en couleurs appartiennent aux 12 clusters contenant une variable quantifiée dans
le plasma des patients de 1’é¢tude REVE-2, et les nceuds entourés en rouge correspondent aux
variables REVE-2. La taille des nceuds refléte leur centralité dans le réseau.

1.2.2.2 Analyse des modules actifs du réseau REVE-2 en fonction du temps

\

Les modules actifs ont ét¢ extraits a chaque temps en utilisant toutes les variables
mesurées dans le plasma des patients de I’étude REVE-2 significativement modulées a un
temps donné. Chaque module actif contient donc les variables REVE-2 modulées, leurs
voisins directs et les nceuds appartenant aux chemins les plus courts entre 2 variables REVE-2

jusqu’a 3 interactions. Les modules actifs a chaque temps sont représentés sur la figure 35.
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Figure 35 : Visualisation des modules actifs extraits a chaque temps

On observe que la majorité des changements d’expression des molécules du réseau a
lieu a I’inclusion, correspondant a la phase post-IDM. En effet, 936 des 1310 nceuds du réseau
REVE-2 sont actifs, ce qui représente 71% du réseau. De plus, les 34 clusters identifiés sont
actifs a I’inclusion, en particulier les clusters associés a I’inflammation, au stress oxydant, a la
1ésion des myocytes et au remodelage de la matrice extracellulaire.

A un mois post-IDM, on constate une diminution importante du nombre de molécules
actives dans le réseau REVE-2. En effet, seules 69 molécules, soit 5% des nceuds du réseau,
sont actives. Ces molécules appartiennent a 9 clusters, dont les principaux sont associés a la
fibre musculaire et au stress oxydant.

A 3 mois post-IDM, correspondant a la phase de développement du RVG, on observe
une réactivation de certaines molécules du réseau avec 388 nceuds actifs représentant 30% du
réseau. On constate ¢galement une augmentation du nombre de clusters actifs (30), dont
plusieurs, tels que les clusters associés a la fibre musculaire et au remodelage de la matrice

extracellulaire, sont impliqués dans le RVG. De facon intéressante, ces clusters également
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identifiés a I’inclusion et & 1 mois post-IDM, sont plus fortement activés a 3 mois qu’aux
autres temps. En effet, pour le cluster 7 qui contient des protéines du myofilament comme les
troponines, la myosine et la tropomyosine, 33 nceuds sont actifs a 1 mois et 3 mois post-IDM,
contre seulement 4 a I’inclusion. De méme, pour le cluster 9 qui contient des molécules
associées au remodelage de la matrice extracellulaire, comme les MMPs et les TIMPs, 28
nceuds sont actifs a 3 mois, contre 17 a I’inclusion et 7 a 1 mois post-IDM.

Enfin, a 1 an post-IDM, on assiste a une extinction de la presque totalité¢ des molécules
et clusters du réseau REVE-2. Seulement 3 clusters et 8 molécules sont toujours actifs,

suggérant une inactivation des mécanismes impliqués dans le RVG post-IDM.

1.2.2.3 Analyse de la centralité d intermédiarité des nceuds du réseau REVE-2

Pour mesurer I’importance des noceuds du réseau REVE-2, une analyse de la centralité
d’intermédiarité a été réalisée. Une centralité élevée suggere un réle central du nceud dans le
réseau REVE-2 et les mécanismes pathophysiologiques impliqués dans le RVG, alors qu’une
centralité faible refléte un role plus périphérique. De plus, il a été¢ montré que les molécules a
haute centralité peuvent €tre de potentiels biomarqueurs du RVG (Azuaje et al., 2012). La
table 12 présente les 20 nceuds ayant les centralités les plus élevées dans le réseau REVE-2.
Ces 20 nceuds appartiennent a 8 clusters, dont les principaux sont le cluster 1 (Sequence-
specific DNA binding) et cluster 2 (Intrinsec component of membrane). Les nceuds les plus
centraux du réseau sont des variables dosées dans le plasma des patients de 1’¢tude REVE-2
(miR-21-5p, miR-222-3p et miR-423-5p).

Parmi ces 20 nceuds, on trouve 8 microARNs (miR-21-5p, miR-222-3p, miR-423-5p,
miR-23a-3p, miR-335-5p, miR-26b-5p, miR-124-3p et miR-744-5p). Ceci suggere donc un
role important des microARNs dans le développement du RVG. En effet, ces microARNs ont
de nombreuses cibles qui peuvent étre impliquées dans les mécanismes du RVG. De plus, les
microARNs sont connus pour étre de potentiels biomarqueurs intéressants dans les maladies

cardiovasculaires.



IR

PRI

Table 12 : Liste des 20 nceuds ayant les centralités les plus €élevées dans le réseau REVE-2

Neeud Centralité  Variables REVE-2 les plus Cluster Terme GO le plus
proches significatif
hsa-miR-21-5p 0,3418 miR-21-5p 2 Intrinsec  component of
membrane
hsa-miR-222-3p 0,1596 miR-222-3p 5 RNA binding
hsa-mi-423-5p 0,0670 miR-423-5p -
EP300 0,0661 PINP; ICTP, P3NP, peak CK, 1 Sequence-specific ~ DNA
troponine; troponine positive binding
hsa-miR-335-5p 0,0522 MMP2, P3NP, troponine; 13 O-glycan processing
troponine positive
hsa-miR-26b-5p 0,0448 FasL, MMPS, ST2, TIMP1 2 Intrinsec  component of
membrane
MYC 0,0375 miR-21-5p, miR-423-5p 1 Sequence-specific ~ DNA
binding
CTCF 0,0309 PINP; ICTP, P3NP, peak CK, 1 Sequence-specific DNA
troponine; troponine positive binding
hsa-miR-23a-3p 0,0290 miR-23a-3p -
hsa-miR-124-3p 0,0254 PINP; ICTP 2 Intrinsec  component of
membrane
SP1 0,0233 miR-133a, miR-21, PINP; ICTP 1 Sequence-specific ~ DNA
binding
RAD21 0,0193 PINP; ICTP, peak CK 1 Sequence-specific DNA
binding
Calcium 0,0168 CRP, MMP1, MMP2, MMP3, 16 G-protein coupled receptor
MMP8, MMP9, PINP; ICTP, signaling pathway
troponine; troponine positive
TAF1 0,0158 miR-21-5p, PINP; ICTP, peak 1 Sequence-specific  DNA
CK binding
COLSA2 0,0144 miR-21-5p, PINP; ICTP, peak 3 Endoplasmic reticulum
CK lumen
E2F1 0,0130 miR-21-5p 12
FOS 0,0130 miR-222-3p, MMPI, PINP; 1 Sequence-specific ~ DNA
ICTP, ST2 binding
hsa-miR-744-5p 0,0120 Galectin-3 5 RNA binding
ATP 0,0119 peak CK 10 ATP binding
CEBPB 0,0105 miR-423-5p, troponine; troponine 1 Sequence-specific  DNA
positive binding

- non assigné a un cluster

1.2.2.4 Identification de cibles potentiellement impliquées dans le RVG post-
IDM

Dans le but d’identifier des cibles potentiellement impliquées dans le RVG post-IDM

ou de nouveaux biomarqueurs, une analyse a été réalisée en prenant en compte a la fois les

différents temps auxquels sont actifs les nceuds du réseau REVE-2 et leur centralité. Nous

avons choisi d’analyser les 50 nceuds ayant les centralités les plus élevées. Les nceuds actifs

uniquement a I’inclusion ont été exclus. En effet, on peut supposer qu’ils sont principalement

liés a I’inflammation post-IDM et ne reflétent pas les mécanismes impliqués dans le RVG.

Une revue bibliographique a également été réalisée pour sélectionner les cibles d’intérét.
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Nous avons ainsi sélectionné 6 cibles potentielles, dont 2 facteurs de transcription,
EP300 et ESRI1, et 4 microARNSs, les miR-335-5p, miR-26b-5p, miR-375 et miR-17-5p
(Table 13).

Table 13 : Liste des noeuds sélectionnés dans le réseau REVE-2

Rang Nom Type Centralité Temps Cluster Terme GO le Sécretion
plus significatif '
5 EP300 Facteur de 0,0661 Inclusion, cluster 1 sequence- Non
transcription 3 mois specific DNA décrit
binding
6 miR-335-5p miARN 0,0522 1 mois, 3 cluster 13 O-glycan oui
mois processing
7 miR-26b-5p miARN 0,0448 Inclusion,  cluster 2 intrinsic oui
1 mois, 3 component of
mois membrane
24 ESR1 Facteur de 0,0096 Inclusion,  cluster 22 steroid hormone  oui
transcription 3 mois receptor activity
36 miR-375 miARN 0,0084 Inclusion, cluster 2 intrinsic oui
1 mois, 3 component of
mois, 1 an membrane
43 miR-17-5p miARN 0,0072 3 mois cluster 5 RNA binding oui

' La sécrétion a été déterminée par étude bibliographique

Ces nceuds appartiennent a 5 clusters différents : le cluster 1 associé aux séquences
spécifiques de liaison a I’ADN, le cluster 2 associé aux composants intrinseques de la
membrane plasmique, le cluster 5 impliqué dans la liaison des ARNS, le cluster 13 associé a
la maturation des O-glycanes et le cluster 22 associé a ’activité des récepteurs aux hormones
stéroides. Cinq de ces nceuds (miR-335-5p, miR-26b-5p, miR-375, miR-17-5p et ESR1) sont
connus comme pouvant étre sécrétés dans la circulation sanguine, ce qui en fait de potentiels

biomarqueurs intéressants. A ce jour, EP300 n’a pas été décrit comme étant sécrété.

1.2.3 Analyse bibliographique des cibles identifiées dans le réseau REVE-2
1.2.3.1 EP300

EP300 (E14 binding protein EP300) est le facteur de transcription ayant la centralité
la plus ¢levée dans le réseau REVE-2. EP300 est actif a I’inclusion, 1 mois et 3 mois et
appartient au cluster 1 (Sequence-specific DNA binding). La figure 36 présente les modules
actifs centrés sur EP300, extraits aux 3 temps. EP300 est liée principalement a des nceuds

appartenant au méme cluster, et au cluster 7 contenant les troponines.
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Figure 36 : Modules actifs centrés sur EP300, extraits a I’inclusion, 1 mois et 3 mois. Chaque
module représente EP300 et ses voisins directs dans le réseau.

Il s’agit d’une histone acétyl-transférase (HAT), généralement associ¢e a la CREB-
binding protein (CBP) (Gusterson et al., 2003). Les histones sont les principaux régulateurs
de I’expression des genes en modulant la compaction de la chromatine. L’acétylation des
histones par les HATs favorise 1’expression des genes par décompaction de la chromatine. Au
contraire, la déacétylation des histones par les histone déacétylases (HDAC) conduit a une
compaction de la chromatine et a une répression de la transcription des genes. EP300 est une
des HATs les plus étudiées dans les tissus musculaires et est connue pour étre impliquée dans
la croissance physiologique et pathologique des cardiomyocytes (Shikama et al., 2003; Backs
and Olson, 2006). Cependant, EP300 est capable d’acétyler d’autres protéines que les histones
et est impliquée dans I’hyperacétylation des protéines nucléaires au cours de 1’hypertrophie
cardiaque. EP300 est activée dans les cardiomyocytes traités a la phényléphrine et favorise
I’activité de facteurs de transcription impliqués dans 1’hypertrophie, tels que GATA-4, SRF
(Serum response factor) et MEF-2 (Myocyte enhancer factor-2), par acétylation (Yanazume et
al., 2003; Wei et al., 2008). De plus, la surexpression de EP300 dans le cceur de souris dans le
conduit a une IC décompensée (Yanazume et al., 2003).

EP300 peut aussi étre régulé par ’'HDAC Sirtuine 1 (Sirtl). En effet, chez des souris
déficientes pour la dystrophine traitées au resveratrol, un activateur de Sirtl, la fonction
cardiaque était restaurée. Or, 1’action du resveratrol passe, entre autres, par la déacétylation de
EP300 par Sirtl. EP300 déacétylée est dégradée via le systéme ubiquitine-protéasome (Kuno
et al., 2013). De plus, Sirtl et EP300 pourraient étre impliqués dans la régulation de I’activité
de SOD2 par acétylation/déacétylation (Kuno et al., 2015).
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1.2.3.2 ESRI

Un second facteur de transcription a été sélectionné dans le réseau REVE-2. Il s’agit
de ESR1 qui code pour le récepteur aux cestrogenes (ER ). Il est actif a I’inclusion et 3 mois
et appartient au cluster 22 (Steroid hormone receptor activity). La figure 37 présente les
modules actifs centrés sur ESR1, extraits aux 2 temps. ESR1 est 1i¢ principalement a des
nceuds appartenant au cluster 1 (Sequence-specific DNA binding). De facon intéressante,
ESRI1 est également li¢ au miR-222-3p, modulé au cours du RVG et impliqué dans la
régulation de I’expression de SOD2.
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Figure 37 : Modules actifs centrés sur ESR1, extraits a I’inclusion et 3 mois. Chaque module
représente ESR1 et ses voisins directs dans le réseau.

Il est maintenant bien connu qu’il existe des différences importantes entre les hommes
et les femmes dans de nombreuses pathologies. Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces
différences entre sexes, a la fois sociaux et environnementaux, mais aussi génétiques et
biologiques, tels que les cestrogenes, dont le 17 -cestradiol (E2), qui pourraient étre impliqués
dans la santé¢ et la longévit¢ des femmes, et particulicrement dans la cardioprotection
(Puzianowska-Kuznicka, 2012; Dedkov et al., 2016). De plus, nous avons récemment montré
que SOD2, ayant un role cardioprotecteur, était augmentée dans le plasma des femmes avec
un RVG mais pas chez les hommes, alors que les microARNs impliqués dans sa régulation
¢était augmentés uniquement chez les hommes avec un RVG (Dubois-Deruy et al., 2017), ce
qui suggere un role potentiel des cestrogénes dans la régulation des mécanismes impliqués
dans le développement du RVG.

Bien que E2 soit en grande majorité sécrété par les ovaires chez les femmes pré-

ménopausées, il est également produit en faible quantité chez les hommes par d’autres
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organes comme le tissu adipeux, les os et la prostate (Simpson, 2003). Les récepteurs aux
cestrogenes appartiennent a la famille des récepteurs nucléaires et ont pour principal role de
réguler I’activité de génes cibles. En présence d’E2, les ERs transloquent dans le noyau et se
lient a des ¢éléments de réponse aux cestrogenes (EREs) sur le promoteur de certains genes
cibles de E2 (Puzianowska-Kuznicka, 2012; Arnal et al., 2017). E2 a aussi des effets non
génomiques, en se fixant sur des ERs situés a la membrane plasmique et en activant ainsi
différentes voies telles que JAK/STAT, p38/MAPK et PI3K (Phosphoinositide 3-kinase)/Akt
(Kumar et al., 2007). E2 est également impliqué dans la régulation de I’expression de certains
genes mitochondriaux (Chen et al., 2004; Stirone et al., 2005).

Les cestrogénes sont connus pour avoir des effets cardioprotecteurs chez les animaux
et les hommes a travers I’activation des récepteurs aux cestrogénes. Dans un modele d’IDM
chez des souris femelles ovariectomisées et traitées a 1’E2, les IDM étaient plus petits que
ceux des animaux sans traitement a I’E2 (van Eickels et al., 2003). De plus, chez des souris
males post-IDM traitées a I’E2, la fraction d’éjection était augmentée et les dimensions de VG
réduites (Cavasin et al., 2003). ER est connu pour étre exprimé dans les cardiomyocytes et
les fibroblastes qui sont les principaux types cellulaires constituant le myocarde (Groh¢ et al.,
1997; Pugach et al., 2016).

E2, en se liant a ER , est connu pour inhiber la synthése de ROS par la mitochondrie
et favoriser la transcription et 1’activité des superoxydes dismutases, et en particulier SOD2.
En effet, il a été montré que les souris femelles ont une expression de SOD2 plus élevée que
les males dans le coeur et 1’aorte (Liu et al., 2014). De plus, I’expression de SOD2 chez les
souris femelles ayant subi une ovariectomie est similaire a celle des males. Cependant, quand
elles sont traitées a I’E2, I’expression de SOD2 est restaurée au niveau des souris wild type.

Bien que les cestrogénes semblent avoir un effet cardioprotecteur chez les femmes pré-
ménopausées, les thérapies de substitution des cestrogénes ont donné des résultats
controversés chez ’homme. De ce fait, le role des cestrogénes et de leurs récepteurs doit
encore étre exploré afin de développer des traitements plus efficaces contre les maladies

cardiovasculaires.
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1.2.3.3 Les microARNs

1.2.3.3.1 miR-335-5p

Le miR-335-5p a été sélectionné dans le réseau REVE-2 comme étant potentiellement
impliqué dans le RVG post-IDM. 1l est actif a 1 mois et 3 mois et appartient au cluster 13 (O-
glycan processing). La figure 38 présente les modules actifs centrés sur le miR-335-5p,
extraits aux 2 temps. A l’inclusion et a 3 mois, le miR-335-5p est li¢é aux nceuds

correspondant aux troponines.
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Figure 38 : Modules actifs centrés sur miR-335-5p, extraits & 1 mois et 3 mois. Chaque
module représente miR-335-5p et ses voisins directs dans le réseau.

Le miR-335-5p n’a jamais été décrit dans le coeur ou les maladies cardiovasculaires. 11
est connu comme étant impliqué dans d’autres pathologies comme les cancers, 1’ostéoporose
et la dégénérescence maculaire liée a 1’dge. En effet, le miR-335 est décrit comme un
microARN suppresseur de tumeur dans plusieurs cancers. Il a ét¢ montré que le miR-335 est
diminué dans les tissus et cultures cellulaires issues d’ostéosarcomes, et serait impliqué dans
I’inhibition de la migration et I’invasion cellulaire en ciblant le géne ROCKI (Rho-
associated, coiled-coil-containing protein kinase 1) (Wang et al., 2013). De plus, il a été
décrit comme potentiel biomarqueur d’ostéosarcome chez I’enfant. En effet, le miR-335-5p
¢tait augmenté dans le plasma de souris présentant un ostéosarcome, et dans le plasma
d’enfant avec ostéosarcome, en comparaison a des enfants sains (Allen-Rhoades et al., 2015).
Le miR-335-5p serait également impliqué dans la différenciation ostéogénique en inhibant
DKK1 (Dickkopf 1), un inhibiteur de la voie Wnt/ -caténine, nécessaire a 1’homéostasie
squelettique (Zhang et al., 2011). De fagon intéressante, la voie Wnt/ -caténine est connue
comme étant impliquée dans I"hypertrophie et I’apoptose des cardiomyocytes, ainsi que dans

la fibrose cardiaque (Malekar et al., 2010; Pahnke et al., 2016; Tao et al., 2016). Le miR-335-
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5p pourrait donc étre impliqué dans ces mécanismes. Cependant, son role dans les maladies
cardiovasculaires doit encore étre étudi€.

Récemment, il a ét¢ montré un potentiel réle du miR-335-5p en tant que biomarqueur
de I’ostéoporose. En effet, le miR-335-5p est augmenté dans le plasma de patients présentant
des fractures, comparés a des patients contrdles (Kocijan et al., 2016). Le miR-335-5p est
¢galement impliqué dans la différenciation des myoblastes en myocytes squelettiques (Meyer
et al., 2015), et dans plusieurs types de dystrophies (Greco et al., 2009; Perbellini et al., 2011).
Enfin, le miR-335-5p est diminué¢ dans le plasma des patients atteints de dégénérescence
maculaire liée a 1’age, alors que les miR-17-5p et miR-26b-5p sont augmentés dans le plasma

de ces patients (Ertekin et al., 2014).

1.2.3.3.2 miR-26b-5p

Le miR-26b-5p est actif a I’inclusion, 1 mois et 3 mois (Figure 39) et appartient au
cluster 2 (Intrinsic component of membrane). A [Dinclusion, le miR-26b-5p est
majoritairement li€¢ a des nceuds du cluster 2 (Intrinsic component of membrane). A 3 mois, il
est principalement li¢ a des nceuds du cluster 5 (RNA binding). Au 3 temps, le miR-26b-5p est

li¢ a la MMPS qui appartient au cluster 9 (Extracellular matrix disassembly).
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Figure 39 : Modules actifs centrés sur miR-26b-5p, extraits a I’inclusion, 1 mois et 3 mois.
Chaque module représente miR-26b-5p et ses voisins directs dans le réseau.

Les membres de la famille du miR-26 (miR-26a et miR-26b) sont bien connus comme
¢tant impliqués dans la fonction cardiaque et les maladies cardiovasculaires, particulierement
dans I’angiogénese et la fibrose (Icli et al., 2014). 1l a été¢ décrit comme étant un régulateur
anti-hypertrophique dans les pathologies cardiaques (Da Costa Martins and De Windt, 2012).

Une autre étude a montré que 18 familles de microARNs représentent 90% des microARNs
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exprimés dans le coeur et que la famille du miR-26 est 'une des plus abondantes. Ces données
suggerent que la majorité des processus biologiques du cceur sont régulés par un petit nombre
de famille de microARNSs (Rao et al., 2009; Kumarswamy and Thum, 2013). Il a également
été montré que I’expression du miR-26b diminue dans les cellules mononucléaires du sang
périphérique de patients hypertendus comparés a des patients controles. De plus, I’expression
du miR-26b est significativement corrélée a la masse du VG, ce qui suggere son implication
dans I’hypertrophie du VG (Kontaraki et al., 2015). Luo et al. ont montré que les membres de
la famille du miR-26 sont diminués dans un modele de fibrillation atriale chez les chiens et
chez des patients présentant une fibrillation atriale. En utilisant des méthodes
computationnelles, ils ont identifi¢ la protéine KCNJ2 (Inward rectifier potassium channel 2),
un canal potassique, comme cible potentielle de la famille du miR-26 (Luo et al., 2013). Le
miR-26b serait aussi impliqué dans I’hypertrophie physiologique du VG. En effet, il a été
montré que des souris soumises a un entrainement physique développent une hypertrophie du
VG. Une diminution de I’expression du miR-26b a été observée chez les souris aprés 7 jours
d’entrainement physique en comparaison a des animaux sédentaires (Martinelli et al., 2014).
Han et al. ont montré que les taux protéiques de GATA-4 sont augmentés pendant
I’hypertrophie cardiaque dans un modele de rats ayant subi une constriction de 1’aorte
transverse (TAC). De facon intéressante, 1’expression du miR-26b est inversement corrélée
aux taux de GATA-4. De plus, des souris transgéniques surexprimant le miR-26b et soumises
aune TAC ne développent pas d’hypertrophie cardiaque (Han et al., 2012).

En 2016, un profil des microARNs a été réalisé dans le plasma de patients présentant
une IC aigiie, une IC chronique ou des contrdles sains, sélectionnés dans différentes cohortes.
Les auteurs ont identifi¢ 15 microARNSs circulants, incluant le miR-26b-5p, associés a I’'IC et
diminués chez les patients présentant une IC aigiie ou chronique comparés aux contrdles sains
(Ovchinnikova et al., 2016). Une étude chez de patients atteints d’une IC avancée nécessitant
une thérapie de resynchronisation cardiaque (CRT) montre que I’expression du miR-26b-5p
est significativement diminuée a baseline dans le plasma des patients IC comparés a des
controles sains. Apreés un an de thérapie, ’expression du miR-26b-5p est augmentée,
suggérant son implication dans la récupération cardiaque (Marfella et al., 2013). Jacob et al.
ont réalisé¢ un profil des microARNs dans le plasma de patients suite a un IDM avec ¢élévation
du fragment ST (STEMI) et suivi pendant 1 an. Les patients ayant subi un événement
cardiovasculaire majeur (déces, IDM récurrent...) présentaient une augmentation significative

des taux plasmatiques du miR-26b-5p (Jacob et al., 2018).
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1.2.3.3.3 miR-375

Le miR-375 est actif a tous les temps (inclusion, 1 mois, 3 mois et 1 an) dans le réseau
REVE-2, et appartient au cluster 2 (Intrinsec component of membrane). La figure 40 présente
les modules actifs centrés sur le miR-375 aux 4 temps. A I’inclusion, il est li¢ a des molécules
appartenant au cluster 2 (Intrinsec component of membrane). A un mois, il n’est 1i¢ qu’a 3
nceuds, dont la troponine I et le BNP. A 3 mois, il est aussi li¢ a des molécules appartenant au

cluster 5 (RNA binding). Enfin, a un an, le miR-375 n’est plus li¢ qu’au BNP.
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Figure 40 : Modules actifs centrés sur miR-375, extraits a I’inclusion, 1 mois, 3 mois et 1 an.
Chaque module représente miR-375 et ses voisins directs dans le réseau.

Le miR-375 est exprimé dans le cceur, mais son role dans les maladies
cardiovasculaires reste mal connu. Cao et al. ont montré que le miR-375 est fortement
exprim¢ dans le cceur en développement, mais en plus faible quantité dans le cceur adulte
(Cao et al., 2012). Une autre ¢tude a montré que le miR-375 était surexprimé dans le VG
aprés un IDM. Il serait un inhibiteur de la voie PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein
kinase I)-Akt et inhibe la survie des cellules progénitrices issues de la moelle osseuse, qui
sont nécessaires a la régénération du myocarde apres un IDM (Garikipati et al., 2015). De
plus, le miR-375 pourrait étre un potentiel biomarqueur pour la prédiction prénatale de
malformations cardiaques congénitales. En effet, le miR-375 était significativement augmenté
dans le plasma de femmes enceintes avec des malformations cardiaques feetales congénitales
(Zhu et al., 2013). Le miR-375 aurait également un role dans les AVC. En effet, il est
augmenté dans un mod¢le de rats sujets a une occlusion de I’artére cérébrale. Il a également
été montré qu’un traitement au 17- -cestradiol augmente 1’expression du miR-375, suggérant
des différences dans I’expression de ce microARN et de ses cibles en fonction du sexe
(Herzog et al., 2017). Cependant, le role du miR-375 dans les maladies cardiovasculaires doit

étre approfondi.
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Le miR-375 est aussi impliqué dans d’autres pathologies, comme les cancers (Yan et
al.,, 2017a; Yan et al., 2017b). Le miR-375 est également connu pour son réle dans le
développement du diabéte. En effet, il s’agit du microARN le plus fortement exprimé dans les
cellules pancréatiques , suggérant un role important dans le diabete de type 2 (Eliasson,
2017; Piran et al., 2017; van de Bunt et al., 2013). Poy et al. ont montré que des souris knock
out (KO) pour le miR-375 présentent une hyperglycémie, alors que des souris obéses ont une
augmentation de 1’expression du miR-375, suggérant que le miR-375 est essentiel pour
I’homéostasie du glucose (Poy et al., 2009). De plus, le miR-375 serait un biomarqueur du

diabéte et des lésions pancréatiques (Calvano et al., 2016).

1.2.3.3.4 miR-17-5p

Le miR-17-5p est, quant a lui, actif uniquement a 3 mois et appartient au cluster 5
(RNA binding). 11 est principalement li¢ a des nceuds appartenant au méme cluster, mais
¢galement a la MMP-2, qui appartient au cluster 9 (Extracellular matrix desassembly) (Figure
41).
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Figure 41 : Module actif centré sur miR-17-5p, extrait a 3 mois. Le module représente miR-
17-5p et ses voisins directs dans le réseau.

Le miR-17-5p appartient a la famille du miR-17-92, qui contient également les miR-
18a, miR-19a/b, miR-20a et miR-92a. La famille du miR-17-92 est augmentée dans un grand
nombre de cancers, incluant les lymphomes, cancers du poumon, du colon et du sein, via la
régulation du suppresseur de tumeur PTEN (Phosphatase and tenson homolog) (Lu et al.,
2007; Olive et al., 2009; Takakura et al., 2008; Tsuchida et al., 2011). Cette famille, et

particuliérement le miR-17-5p est connue comme ayant un réle crucial dans le systéme
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cardiovasculaire (Gu et al., 2017). En effet, les membres de la famille du miR-17-92 sont tous
exprimés dans le cceur (Boggs et al., 2007; Zhou et al., 2013). Ils sont particuliérement
impliqués dans la prolifération des cardiomyocytes et leur différenciation dans les cceurs
embryonnaires et adultes. Chez des souris KO pour les microARNSs de la famille du miR-17-
92, la délétion conduit a une 1étalité embryonnaire partielle. Chez les souris KO pour le miR-
17-92 post-natales, le cceur était plus petit que chez les souris controles, et la prolifération des
cardiomyocytes diminuée. Chez les souris adultes KO, une hypertrophie des cardiomyocytes
et une diminution de la fonction cardiaque étaient observées. Inversement, une surexpression
du cluster du miR-17-92 conduit a une augmentation de la prolifération des cardiomyocytes et
une amélioration de la fonction cardiaque, aprés un IDM induit par occlusion de I’artére
coronaire (Chen et al.,, 2013). Ces différences dans la prolifération des cardiomyocytes
seraient induites par 1’inhibition de PTEN par les microARNs du cluster du miR-17-92.

Le miR-17-5p serait également impliqué dans 1’apoptose. Mais son role reste
controversé. Certaines études soutiennent 1’idée d’un rdle anti-apoptotique du miR-17-5p. En
effet, le miR-17 a été décrit comme inhibant I’apoptose dans les tumeurs et cancers comme
les lymphomes, en ciblant PHLPP2 (PH domain leucine-rich protein phosphatse 2) (Rao et
al., 2012) et Bim (Bcl2 like protein 11) (Molitoris et al., 2011), et de ce fait induisant les voies
PI3K/Akt et MAPK (Zhou et al., 2013). En 2009, Yan et al. ont montré que le cluster 17-92
¢tait réprim¢é par la voie p53, conduisant a une augmentation de 1’apoptose dans des
conditions d’hypoxie (Yan et al., 2009). Cependant, d’autres études ont décrit un rdle pro-
apoptotique du miR-17-5p. En effet, ’expression du miR-17-5p est augmentée dans le
myocarde de souris aprés ischémie/reperfusion, alors que STAT3, un important régulateur
anti-apoptotique dans des conditions de stress oxydant, est diminué. Ces modulations sont
associées a une augmentation de 1’apoptose des cardiomyocytes. Des tests luciférase avec
transfection d’un agomiR-17-5p ou d’un antagomiR-17-5p ont montré que le miR-17-5p est
responsable de la diminution de STAT3 dans ce mod¢le (Du et al., 2014).

La sécrétion du miR-17-5p a été décrite dans plusieurs études. Fang et al. ont montré
que le miR-17-5p est augmenté dans le plasma de patients présentant une cardiomyopathie
hypertrophique et une fibrose myocardique diffuse comparés a des controles sains (Fang et
al., 2015). De plus, un profil des microARNs a montré que le miR-17-5p est enrichi dans des

exosomes purifiés du fluide péricardique de patients IC (Kuosmanen et al., 2015).
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1.2.1 Validation expérimentale des cibles identifiées dans le réseau REVE-2
dans un modeéle d’IC post-IDM chez le rat

1.2.1.1 Quantification de ER[

L’ARNm de ER a été quantifi¢ dans le VG d’un modéle de rats IC post-IDM a 7
jours et 2 mois post-IDM par RT-q-PCR.
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Figure 42 : Quantification de ’ARNm de ER dans le VG des rats IC et témoins a 7 jours et
2 mois post-IDM. Les rats témoins sont représentés en noir (n=8 a 7 jours et 2 mois) et les rats
IC en gris (n=8 a 7 jours et 2 mois). Les données sont exprimées en expression relative
(ER /HPRT) et représentées en boites a moustaches, montrant la médiane et les minimum et
maximum. La significativité statistique est déterminée par le test Mann-Whitney-Wilcoxon.
**Pp< 0,01

Comme le montre la figure 42, I’expression de ER n’est pas modulée a 7 jours post-
IDM dans le VG des rats IC comparés aux témoins. On observe une augmentation
significative (P=0,01) de ’ARNm de ER dans le VG des rats IC comparés aux témoins a 2
mois post-IDM.

A ce jour, nous n’avons pas pu quantifier la quantité protéique de ER dans le VG des
rats par Western Blot ou Immuno-fluorescence, la quantit¢ de ER étant trop faible. En effet,
notre modele de rats IC ne contient que des animaux males qui n’expriment donc ER qu’a
des niveaux tres faibles.

Ces résultats suggeérent un role potentiel des cestrogenes dans la régulation des

mécanismes impliqués dans le RVG.

1.2.1.2 Quantification des microARNs

Les microARNSs sélectionnés dans le réseau REVE-2 ont également été quantifiés dans

le VG des rats IC et t¢émoins a 7 jours et 2 mois post-IDM, par RT-q-PCR.
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Figure 43 : Quantification par RT Q-PCR des miR-335-5p (A), miR-26b-5p (B), miR-375-3p
(C) et miR-17-5p (D) dans le VG des rats témoins (noir) et IC (gris) a 7 jours (n=8 pour les
témoins et les IC) et 2 mois post-IDM (n=16 pour les témoins et les IC).Les données sont
exprimées en expression relative (miR/miR-423-3p) et représentées en boites & moustaches,
montrant la médiane et les minimums et maximum. La significativité¢ statistique est
déterminée par le test Mann-Witney-Wilcoxon.*P< 0,05

Comme le montre la figure 43, on constate une tendance a I’augmentation du miR-
335-5p (A) chez les rats IC a 7 jours post-IDM comparés aux témoins (P=0,102), mais aucune

modulation a 2 mois (P=0,863). Le miR-26b-5p est significativement augmenté dans le VG
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des rats IC a 7 jours post-IDM comparés aux témoins (P=0,044), mais pas a 2 mois (P=0,378)
(B). Enfin, aucune modulation n’a été observée pour les miR-375 (C) et miR-17-5p (D), nia 7
jours (P=0,446 et P=0,934, respectivement), ni a 2 mois, (P=0,743 et P=0,203,

respectivement).

1.2.2 Comparaison de 2 approches de biologie des systéemes pour Uidentification
de microARNs comme potentiels biomarqueurs du RVG par biologie des
systéemes

Ces résultats ont fait I’objet d’une opublication en Annexe II : Dubois-Deruy et al., 2017 et

en Annexe III : Charrier*, Cuvelliez* et al., 2019

Au cours de ce projet, nous avons comparé 2 approches de biologie des systémes pour

I’identification d’une signature en microARNs permettant de détecter le RVG post-IDM.

1.2.2.1 Analyse d’un réseau protéine-microARNs dérivé d’un modele de rats
post-IDM

L’analyse protéomique du VG d’un mode¢le de rats post-IDM a permis I’identification
de 45 protéines différentiellement exprimées et/ou phosphorylées entre les rats IC et les rats
témoins a 2 mois post-IDM (Cieniewski-Bernard et al., 2008; Dubois et al., 2011). En
utilisant la base de données Inginuity Pathway Analysis (IPA), un réseau d’interactions
protéine-microARN a été construit et a permis I’indentification de 13 microARNSs associés a 8
des 45 protéines, ayant un role potentiel dans les mécanismes du RVG post-IDM (Dubois-
Deruy et al., 2017). Neuf de ces microARNs ont été décrits comme biomarqueurs de I’IC : les
miR-21-3p, miR-21-5p, miR-23a-3p, miR-29b-3p, miR-122, miR-133a, miR-145-5p, miR-
222-3p et miR-320a (Kuosmanen et al., 2015; Cortez-Dias et al., 2016; Liu et al., 2016;
Marques et al., 2016; Dubois-Deruy et al., 2017; Zhang et al., 2017; van Boven et al., 2018).

Pour sélectionner les microARNs associés au RVG, les 13 microARNs ont été
quantifiés in vivo dans le modele de rats IC a 7 jours et 2 mois post-IDM. Six microARNs
¢taient surexprimés dans le VG des rats IC a 7 jours comparés aux témoins (miR-23a-3p,
miR-222-3p et miR-320a) et/ou 2 mois post-IDM (miR-21-3p, miR-21-5p, miR-222-3p et
miR-377-5p) (Dubois-Deruy et al., 2017). Nous avons exclus 7 microARNs qui n’ont pas été
détectés (miR-122 et miR-210) ou qui ne sont pas modulés entre les rats témoins et IC (miR-

29b-3p, miR-133a, miR-145-5p, miR-338-3p et miR-483-3p) (Figure 43).
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Dans le plasma des rats post-IDM, 3 microARNs sont diminués a 7 jours post-IDM
chez les rats IC comparés aux témoins et augmentés a 2 mois : les miR-21-5p, miR-23a-3p et
miR-222-3p (Dubois-Deruy et al., 2017). Les 3 autres microARNs qui n’étaient pas détectés
(miR-21-3p et miR-377-5p) ou mesurables (miR-320a) ont été exclus (Figure 43).

Dans le plasma des patients post-IDM de I’étude REVE-2, les 3 microARNs
sélectionnés (miR-21-5p, miR-23a-3p et miR-222-3p) sont significativement diminués a
I’inclusion et augmentés a 3 mois chez les patients présentant un RVG comparés aux patients
sans RVG, et particuliecrement chez les hommes, ce qui valide leur role potentiel de

biomarqueurs du RVG post-IDM (Dubois-Deruy et al., 2017) (Figure 44).
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Figure 44 : Identification des miR-21-5p, miR-23a-3p et miR-222-3p pour détecter le RVG
post-IDM et pour prédire I’IC. (A) Design de I’étude et (B) validation expérimentale des 13
microARNs sélectionnés par analyse /P4 des données protéomiques obtenues dans le VG des
rats post-IDM. La quantification des microARNs candidats dans le VG et le plasma des rats a
7 jours (timepoint 0) et 2 mois (timepoint 2), et dans le plasma des patients de 1‘¢tude REVE-
2 a I’inclusion (timepoint 0), 3 mois (timepoint 3) et un an (timepoint 12) a été publi¢e
précédemment (Dubois-Deruy et al., 2017). et indiquent respectivement une augmentation
et une diminution significative (P<0,05) entre les animaux témoins et IC, ou les patients avec
et sans RVG.  indique une absence de modulation. X indique une absence de détection. Les
microARNSs sélectionnés apres validation sont indiqués en gras.

1.2.2.2 Analyse des microARNs sélectionnés dans le réseau REVE-2

La seconde approche repose sur l’analyse du réseau REVE-2, qui a permis
I’identification de 24 microARNs potentiellement impliqués dans le RVG post-IDM.

Quatorze de ces 24 microARNs ont déja été décrits comme étant associés a I’IC : les miR-21-
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5p, miR-222-3p, miR-423-5p, miR-26b-5p, miR-23a-3p, miR-744-5p, miR-133a-3p, miR-17-
5p, miR-29¢-3p, miR-145-5p, miR-29b-3p, let-7g-5p, miR-143-3p et miR-451a (Fang et al.,
2015; Kuosmanen et al., 2015; Liu et al., 2016; Marques et al., 2016; Dubois-Deruy et al.,
2017; Jakob et al., 2017; Jiao et al., 2018; Wang et al., 2018).

Les microARNs ont été sélectionnés in silico selon 2 critéres. Les 15 microARNs
actifs uniquement a I’inclusion ont été exclus pour éviter la sélection de microARNs associés
aux mécanismes de I’inflammation et non spécifiques du RVG post-IDM. Dans un second
temps, les 13 microARNs n’appartenant pas aux 50 molécules ayant les centralités les plus
¢levées dans le réseau REVE-2 ont également été exclus, dans le but d’éviter la sélection de
microARNs ayant une faible importance dans le RVG post-IDM. En combinant ces 2 critéres,
seuls 6 microARNs sont sélectionnés : les miR-21-5p, miR-222-3p, miR-335-5p, miR-26b-
5p, miR-375 et miR-17-5p. De fagon intéressante, les 6 microARNs sélectionnés sont actifs
au moins a 3 mois post-IDM, ou seuls les mécanismes spécifiques du RVG semblent étre

actifs (Pinet et al., 2017) (Figure 45).
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Figure 45 : Identification des miR-21-5p, miR-222-3p, miR-335-5p, miR-26b-5p, miR-375 et
miR-17-5p pour prédire le RVG post-IDM et I'IC. (A) Processus de sélection et (B)
priorisation des 24 microARNs prédits par I’analyse du réseau REVE-2. indique que le
microARN est actif au temps correspondant : inclusion (0), 1 mois (1), 3 mois (3) et un an
(12). Les microARNSs actifs uniquement a 1’inclusion (gris) et avec un rang de centralité
supérieur & 50 (encadrés en gras) ont ¢té exclus.* indique les variables REVE-2. Les
microARNs sélectionnés sont indiqués en gras.
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1.2.2.3 Analyse Gene Ontology des 7 microARNs sélectionnés

Une analyse des 7 microARNSs, sélectionnés par les 2 approches, a été réalisés grace
aux applications ClueGo (version 2.5.2) (Bindea et al., 2009) et CluePedia (version 1.5.2)
(Bindea et al., 2013) de Cytoscape (version 3.4.0). Seules les cibles des microARNs validées
dans la base de données miRecords ont ¢té sélectionnées. Une analyse d’enrichissement en
termes Gene Ontology a été réalisée pour toutes les cibles des microARNSs identifiées, grace a
ClueGO.

Au total, 31 cibles ont été prédites et sont associées a 5 des 7 microARNs (miR-21-5p,
miR-222-3p, miR-23a-3p, miR-375 et miR-17-5p). Les 2 microARNSs, les miR-335-5p et
miR-26b-5p, restant n’ont pas de cibles validées dans miRecords. On remarque que les cibles
identifiées sont impliquées dans des voies associées au développement du RVG, comme la
prolifération des fibroblastes, la régulation du métabolisme des ROS et les voies de
signalisation intrinseéques de [’apoptose. Elles sont aussi associées au développement
embryonnaire du cceur. Ces résultats suggerent une implication de ces 7 microARNSs dans le

développement cardiaque et dans les mécanismes sous-jacents au RVG post-IDM (Figure 46).
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Figure 46 : Analyse d’enrichissement fonctionnel des cibles des 7 microARNs. (A) Les
cibles des microARNs ont été prédites par la base de données miRecords. Aucune cible n’a
été décrite pour les miR-335-5p et miR-26b-5p. (B) Les processus biologiques des cibles des
microARNs ont été prédites grace aux applications ClueGo et CluePedia de Cytoscape

(P<0,05).
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1.3 Conclusion-Discussion

Le but de cette étude était d’avoir une meilleure compréhension des mécanismes du
RVG et d’identifier de potentiels biomarqueurs précoces du RVG post-IDM.

L’¢tude REVE-2, ayant inclus des patients post-IDM hospitalisés dans plusieurs
centres du nord de la France, a ¢té utilisée pour étudier les mécanismes physiopathologiques
impliqués dans le RVG post-IDM. L’intérét de cette étude repose sur le fait que les patients
ont été suivis a 4 temps (inclusion, 1 mois, 3 mois et 1 an) dans 1’année suivant I’'IDM, ce qui
permet I’étude des mécanismes du RVG au cours du temps.

A partir des variables moléculaires dosées dans le plasma des patients de 1’étude
REVE-2 et de bases de données publiques, nous avons construit un réseau d’interactions
moléculaires en collaboration avec I’entreprise EdgeLeap. L’analyse des modules actifs,
extraits du réseau a partir des variables modulées a chaque temps entre les patients présentant
un RVG et les patients sans RVG, a montré que la majorit¢ des changements dans
I’expression des molécules du réseau a lieu a I’inclusion et a 3 mois, correspondant
respectivement a la phase post-IDM et a la phase de développement du RVG. Les
mécanismes impliqués a 1’inclusion sont principalement associés a I’inflammation, alors qu’a
3 mois, les molécules actives sont impliquées dans des mécanismes associé€s au RVG, tels que
le remodelage de la matrice extracellulaire et la fibre musculaire.

Une analyse de la centralit¢ d’intermédiarité a également été réalisée afin de
déterminer I'importance de chaque molécule dans le réseau REVE-2 et donc dans les
mécanismes physiopathologiques du RVG post-IDM (Pinet et al., 2017). Grace a cette
analyse et une étude bibliographique, nous avons sélectionné 6 molécules du réseau
potentiellement impliquées dans le RVG post-IDM : 2 facteurs de transcription (EP300 et
ESR1) et 4 microARNs (miR-335-5p, miR-26b-5p, miR-375 et miR-17-5p).

Nous avons observé une augmentation significative de ’ARNm de ESR1 dans le VG
de rats IC comparés aux témoins a 2 mois post-IDM. Cependant, il serait nécessaire d’étudier
les mécanismes d’action de ER dans le méme modele expérimental mais chez des femelles.
L’analyse des résultats obtenus pour SOD2 et les microARNs régulant son expression dans le
plasma des patients de I’é¢tude REVE-2 a montré que 1’expression de SOD2 ¢était augmentée
chez les femmes présentant un RVG comparées aux femmes sans RVG mais pas chez les

hommes. Au contraire, les miR-222-3p, miR-21-5p et miR-23a-3p sont significativement



IR IR

augmentés dans le plasma des hommes présentant un RVG comparés aux hommes sans RVG,
mais pas chez les femmes (Dubois-Deruy et al., 2017).

La quantification des microARNs sélectionnés dans le réseau REVE-2 dans le VG des
rats a montré une augmentation du miR-26b-5p chez les rats IC a 7 jours post-IDM comparés
aux témoins et une tendance a I’augmentation du miR-335-5p également a 7 jours post-IDM.
Aucune modulation des miR-375 et miR-17-5p n’a été constatée chez les rats IC comparés
aux témoins. Cependant, le réseau REVE-2 ayant permis I’identification de ces 4 microARNs
a été construit a partir de données biologiques obtenues dans le plasma humain. Or, il a été
montré que les niveaux d’expression des microARNs peuvent étre différents entre le VG et le
plasma. De méme, il peut exister des différences importantes entre les profils d’expression
des microARNSs (ainsi que leurs cibles) chez le rat et chez I’homme (Vegter et al., 2017). Il
sera donc nécessaire de quantifier ces microARNSs a la fois dans le plasma des rats IC et des
patients de I’étude REVE-2.

Enfin, a ce jour, il n’a pas été possible de quantifier EP300 par Western Blot ou par
RT-Q-PCR dans notre modele de rats IC. Le role d’EP300 dans I’hypertrophie des
cardiomyocytes sera ¢tudié par surexpression grace a la transfection d’un plasmide contenant
I’ADNc du geéne codant pour EP300 dans des cardiomyocytes de rats nouveaux nés (NCM)
traités ou non a I’isoprénaline, induisant I’hypertrophie des cardiomyocytes.

Nous avons utilis¢ 2 approches de biologie des systémes dans le but d’identifier des
microARNs comme potentiels biomarqueurs du RVG post-IDM (Dubois-Deruy et al., 2017;
Charrier et al., 2019). La 1% reposait sur I’utilisation des données obtenues par I’analyse
protéomique des VG de rats IC. A partir des protéines identifiées, une analyse a été réalisée
grace au logiciel IPA et a permis I’identification de 13 microARNs liés a 8 protéines
différentiellement exprimées et/ou phosphorylées dans le VG des rats IC a 2 mois post-IDM.
Au total, 3 de ces microARNs sont significativement modulés dans le VG et le plasma des
rats IC comparés aux témoins a 7 jours et/ou 2 mois post-IDM. La seconde approche reposait
sur I’analyse du réseau moléculaire de REVE-2 et a permis ’identification de 6 microARNs
(miR-21-5p, miR-222-3p, miR-335-5p, miR-26b-5p, miR-375 et miR-17-5p) dont 2 sont
communs a la 1 approche (miR-21-5p et miR-222-5p). De facon intéressante,
I’enrichissement des cibles de ces microARNs en terme Gene Ontology a montré qu’ils
¢taient associés a des mécanismes impliqués dans le développement cardiaque et le RVG
post-IDM (Charrier et al., 2019). Il serait cependant intéressant de déterminer I’origine

cellulaire et le mode de sécrétion de ces microARNS.
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A plus long terme, il sera intéressant de faire évoluer le réseau REVE-2 en ajoutant les
variables moléculaires dosées dans le plasma des patients de 1I’é¢tude REVE-2 apres la
construction du réseau, comme SOD2. Les données cliniques issues du suivi a long terme des
patients (Bauters et al., 2017) pourraient également €tre utilisées pour I’interprétation du

réseau.



2 Partie 2 : Analyse du réseau moleculaire de
I’IC : Etude INCA
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2.1 Objectifs de I’étude

L’étude INCA, ayant inclus tous les patients hospitalisés au CHRU de Lille pour une
IC systolique (a fraction d’éjection réduite) entre 1998 et 2010 et suivis pendant 3 ans, a été
utilisée pour la découverte de biomarqueurs permettant de prédire le déces précoce des
patients IC(de Groote et al., 2004).

Récemment, une analyse protéomique a ¢été réalisée par SELDI-TOF (Surface
Enhanced Laser Desorption/lonization-Time Of Flight) sur le plasma de 198 patients de
I’é¢tude INCA, 99 décédés de cause cardiovasculaire pendant les 3 ans de suivi appariés a 99
vivants apres 3 ans. Des scores protéomiques de prédiction de mortalité cardiovasculaire ont
été développés a partir des protéines identifiées et ont ét¢ validés dans la population de
validation, composée de 344 patients IC consécutifs. Ces scores permettent donc d’améliorer
la discrimination des patients IC et aident a la prédiction du risque de déces des patients IC
(Lemesle et al., 2015).

Les objectifs de cette partie sont donc d’étudier les mécanismes impliqués dans I’IC
par une approche de biologie des systeémes et d’identifier de nouveaux biomarqueurs
potentiels permettant de prédire le déces précoce des patients IC. Le but est d’améliorer la
stratification des patients IC en fonction de leur risque de déces précoce, afin d’améliorer leur
prise en charge et de pouvoir les orienter vers des thérapies plus invasives.

Pour cela, une approche de protéomique a haut débit, le SOMAscan assay a été utilisée
et a permis le dosage simultané de 1310 protéines dans le plasma des patients de 1’étude
INCA. Les protéines significativement modulées entre les patients décédés et vivants apres 3
ans de suivi ont ensuite été utilisées pour construire un réseau d’interactions moléculaires.
L’analyse de la topologie et de la centralité des molécules du réseau permet donc 1’étude des
mécanismes impliqués dans le développement de I’IC. En parall¢le, une analyse statistique de
régression pénalisée a été réalisée a partir des 1310 protéines dosées dans le plasma des
patients de 1’é¢tude INCA dans le but d’identifier un petit nombre de protéines permettant de

prédire le déces précoce des patients IC, dans les 3 ans suivant I’hospitalisation.
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2.2 Résultats
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Ces résultats ont fait 1’objet d’une publication (soumise) en Annexe IV : Cuvelliez et al.,

2019

2.2.1 Caractéristiques de la population INCA

La table 14 présente les caractéristiques de base des patients inclus dans I’étude INCA

au moment de leur bilan pour IC au CHRU de Lille.

Table 14 : Caractéristiques de base de la population INCA

Mort cardiovasculaire Pas de mort P value
(n=84) cardiovasculaire (n=84)
Age (années) 58,73 £ 10,67 59+ 10 1
Hommes 78 78 1
Etiologie de ’IC 1
Ischémique 51 51
Non ischémique 33 33
Diabéte 53 51 0,874
Classe NYHA 0,003
1 1 8
2 52 61
3 31 15
Fraction d’éjection VG (%) 28,11 £9,95 29,30 £ 9,20 0,440
Pic de VO, (mL/min/kg) 10,5+ 1,73 21 +£5,19 1,933E-07
BNP* 4,550E-04
Faible 14 36
Intermédiaire 38 25
Elevé 29 20
Créatinine (mg/L) 12,55 £ 3,55 11,12 +£2,63 0,003
Traitement a I’inclusion
IEC 77 77 1
[+bloquants 76 78 0,577
Diurétiques 75 65 0,038

*Les taux de BNP ont été catégorisés en faible (déciles 1, 2 et 3), intermédiaire (déciles 4, 5, 6
et 7) et élevé (déciles 8, 9, 10).

Les variables continues sont exprimées en moyenne + écart-type et les moyennes des 2
groupes ont ¢té comparées par un test de Student. Les variables catégorielles sont présentées
en valeur absolue et/ou pourcentages, et la distribution entre les 2 groupes a été comparée par
un test du 2 ou un test de Fisher.

Les patients sont 4gés en moyenne de 59 ans et sont majoritairement des hommes (78
sur 84 dans chaque groupe). Les 2 groupes de patients ont une fraction d’¢jection VG
similaire d’environ 30%. Cependant, les patients décédés de cause cardiovasculaire dans les 3
ans appartiennent a une classe NYHA plus ¢levée, ont des taux de BNP et de créatinine plus

¢levés et un pic de VO, plus faible que les patients vivants.
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2.2.2  Clustering des patients de I’étude INCA

Un clustering des patients a été réalisé a partir des protéines dosées par SOMAscan
assay dans le but d’identifier des groupes de patients en fonction de leurs profils protéiques.
Les données ont été centrées et réduites et la fonction Mclust a été utilisée pour réaliser le
clustering. Cette méthode utilise le Critére d’Information Bayesien (BIC) pour déterminer le
nombre optimal de clusters. Ainsi, le critére de 5 clusters a été choisi.

La figure 47 montre la classification (heatmap) des 5 groupes de patients identifiés en
fonction de leurs profils protéiques. Cependant, ces groupes ne sont pas corrélés avec les
principales variables cliniques, telles que le Déces/Survie, les taux de BNP et de créatinine, le

stade NYHA, la FEVG ou encore le pic de VO,.
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Figure 47 : Visualisation du clustering des patients INCA en fonction des données du
SOMAscan assay. Les colonnes représentent les différentes protéines et les lignes les patients.
Les cellules sont colorées en fonction de 1’abondance des protéines dans le plasma des
patients, le rouge indiquant une abondance élevée alors que le bleue correspond a une faible
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abondance. Les variables cliniques (déces/survie, age, sexe, étiologie de I’IC, diabéte, stade
NYHA, FEVG, pic de VO,, décile du BNP, créatinine, traitements par inhibiteurs de I’ACE,
-bloquants et diurétiques) sont présentées a droite.

2.2.3 Stratégies d’analyse des données issues du SOMAscan assay

Dans le plasma des patients de 1’¢tude INCA, 1310 protéines ont été dosées par
SOMAscan assay. Au total, 203 protéines sont significativement modulées entre les patients
décédés et les patients vivants apres 3 ans de suivi, avec un log2 ratio absolu supérieur a 0,25.
A partir de ces 203 protéines, 2 stratégies ont été utilisées pour analyser les données issues du
profil protéomique obtenu par le SOMAscan assay (Figure 48). Dans un premier temps, un
réseau moléculaire a été construit pour étudier les mécanismes impliqués dans 1I’IC. Dans un
second temps, une analyse en régression logistique pénalisée a été réalisée pour identifier des

protéines permettant de prédire le décés précoce des patients IC

Patients IC
Evaluation pronostique
Echantillons de sang
Décédé (n=84)— Vivant(n=84)

|

Analyse protéomique: SOMAscan assay
Dosage de 1310 protéines

|

Wilcoxon test
203 protéines modulées

|
. '

Analyse en Biologie des systémes Analyse de régression pénalisée
Analyse de latopologie et de la centralité Lasso adaptatif

Figure 48 : Design de I’¢tude INCA. Cent soixante-huit patients ont été sélectionnés dans
I’é¢tude INCA (84 morts et 84 vivants) pour le dosage de 1310 protéines plasmatiques par
SOMAscan assay. Nous avons identifié 203 protéines significativement modulées entre les
patients vivants et décédés apres 3 ans de suivi, par un test Wilcoxon. Une analyse en biologie
des systémes et une analyse statistique de régression pénalisée ont été réalisées en paralléle.

2.2.4 Analyse du réseau moléculaire de INCA

Le réseau moléculaire construit a partir des 203 protéines modulées entre les patients
décédés et vivants est composé de 2881 nceuds, liés par 15 061 interactions. La table 15

indique le nombre de nceuds par type et la table 16 le nombre d’interactions par type.
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Table 15 : Nombre de nceuds par type

Type de nceud Nombre de neeuds dans le réseau INCA
Protéines 1639

microARNs 1072

Métabolites 170

Table 16 : Liste des interactions par type

Type d’interaction Nombre d’interactions dans le réseau INCA
Dans une réaction voisine 4956
Interagit avec 4507
Cibles des miARNs 4306
Dans la méme réaction 3388
Dans le méme compartiment 1749
Catalyseur 1051
Régule la transcription 1043
Liaison 1003
Réaction de catalyse 363
Réaction 250
Dans le méme groupe 232
Inhibition 88
Inhibe 87
Activation 51
Correle positivement 46
Expression 13
Favorise une interaction 13
Modifie une protéine 10
Active la transcription 2
Cibles de drogues 1

2.2.4.1 Analyse de la topologie du réseau

Le clustering des nceuds du réseau INCA a été réalisée grace a I’algorithme InfoMap
du package igraph implémenté dans R (version 1.0.1). Les clusters contenant moins de 5
nceuds et les clusters contenant uniquement un lien par nceud dans le cluster ont été exclus.
Pour chaque cluster, une analyse de surreprésentation sur les termes « Biological process » de
Gene Ontology a été effectuée en utilisant un test exact de Fisher (P<0,05). Les voies
contenant moins de 10 protéines ou plus de 500 protéines ont été exclues. L’analyse de ces
clusters permet une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans le
développement de I’IC.

Au total, 40 clusters ont été identifiés dans le réseau INCA, et 34 ont pu étre annotés
pour au moins une voie biologique. Sur les 203 protéines significativement modulées entre les

patients décédés et les patients vivants, 176 appartiennent a un cluster.
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Les clusters les plus représentés dans le réseau INCA sont associ€és au systeme
immunitaire (clusters 1 et 6, contenant respectivement 203 et 109 nceuds), la régulation de la
transcription et de la traduction (clusters 5 et 7, contenant respectivement 141 et 116 nceuds)
et plusieurs voies de signalisation (clusters 3, 4, 10 et 11, contenant respectivement 140, 128,

102 et 82 nceuds). La table 17 détaille les 40 clusters identifiés dans le réseau INCA.
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Table 17 : Liste des clusters du réseau INCA

RIRCRERER

Cluster Neeuds Liens Protéines significativement modulées Voies GO les plus significatives
1 203 787 BTK, CAPNI1, CAPNSI1, CAST, CRK, CSK, immune response activating cell surface receptor
FN1, GRAP2, LYN, PAK6, PRKCA, PRKCB, signaling pathway; Fc receptor mediated stimulatory
PRKCI, PRKCZ, RAC1, SRC, YESI1 signaling pathway; Fc gamma receptor signaling
pathway involved in phagocytosis
2 190 625 BAD, GSK3A, GSK3B, HSP90AA1, PRKACA, Anchoring of the basal body to the plasma membrane;
SFN, YWHAE, YWHAG, YWHAH, YWHAQ, AURKA Activation by TPX2; Regulation of PLK1
YWHAZ Activity at G2/M Transition
3 140 1020 ADRBKI, APP, C3, CCL5, CXCLI1, CXCL11, Class A/l (Rhodopsin-like receptors); G alpha (i)
CXCL2, CXCL3, CXCL6, CXCLS, F2, PF4, signalling events; GPCR ligand binding
PPBP
4 128 981 CDC37, EREG, FGF16, FGF6, FGF7, FGFS8, activation of MAPKK activity; insulin receptor
IL2RG, IL3RA, PDGFA, PDGFB, THPO, signaling pathway; fibroblast growth factor receptor
YWHAB signaling pathway
5 141 344 CHEK2, MAPKI14, MAPKS, MAPKAPK2, PRC2 methylates histones and DNA; DNA
RAN, UBE2N methylation; Meiotic recombination
6 109 209 AKR7A2, HMGBI1, HSPDI, MAPKAPKS, MyD88 deficiency (TLR2/4); IRAK4 deficiency
SORCS2 (TLR2/4); Diseases of Immune System
7 116 334 EEF1B2, EIF4H, N6AMT1, RPS3A, RPS7 Translation; Eukaryotic Translation Initiation; Cap-
dependent Translation Initiation
8 71 177 APOM, CLICI, CTSA, GP6, HAMP, KLK7, positive regulation of DNA-templated
KPNB1, MB, transcription, initiation; regulation of DNA-templated
RBM39, SBDS, SERPINE2, SGTA, UBE2L3 transcription, initiation
9 92 214 CTSS, PSMA6, PSMD7, RPS27A APC/C-mediated degradation of cell cycle proteins;
Regulation of mitotic cell cycle; anaphase-promoting
complex-dependent proteasomal ubiquitin-dependent
protein catabolic process
10 102 199 GDI2, RAC3, VAV1 Rho GTPase cycle; Signaling by Rho GTPases;
regulation of small GTPase mediated signal
transduction
11 82 115 IL17RC, STATI1, STAT3 regulation of tyrosine phosphorylation of Statl protein;
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12

13

14

15

16

17

18

19
20

21
22

23

64

51

61

52

67

61

49

53
55

49
46

40

107

95

96

111

101

74

86

70
93

72
56

52

SMAD2, SMAD3

CMAI1, DHH, JAM3, MMPl, MMP7, PLG,
SELP, TNFRSF11B
RPS6KA3, RPS6KAS

CAMKK]1, PRKAA2, PRKAB2, PRKAGI

ISG15, PPIE, SSRP1

ING1, RADS1

CSNK2A1, CSNK2A2, CSNK2B, SPHK1

NME1-NME2, PTK6, THBS1
ADIPOQ, LEP

EFNA3, HNRNPAB, PKM
CASP3, EIF4G2

BCL2, BCL2L1, NMT1

positive regulation of JAK-STAT cascade; JAKSTAT
cascade

transmembrane receptor protein serine/threonine
kinase signaling pathway; response to transforming
growth factor beta; Signaling by TGF-beta Receptor
Complex

Extracellular matrix organization; extracellular matrix
organization; extracellular structure organization
stress-activated protein kinase signaling cascade;
stress-activated MAPK cascade; Recycling pathway of
L1

PKB-mediated events; mTOR signalling; Energy
dependent regulation of mTOR by LKB1-AMPK

Dual incision in TC-NER; Gap-filling DNA repair
synthesis and ligation in TCNER; Transcription-
Coupled Nucleotide Excision Repair (TC-NER)
double-strand  break repair via  homologous
recombination; recombinational repair; Homology
Directed Repair

Chaperonin-mediated protein folding; Protein folding;
Association of TriC/CCT with target proteins during
biosynthesis

Transcriptional —regulation of white adipocyte
differentiation; PPARA activates gene expression;
Regulation of lipid metabolism by Peroxisome
proliferator-activated receptor alpha (PPARalpha)

Apoptosis; Programmed Cell Death; Apoptotic
execution phase

Intrinsic ~ Pathway for  Apoptosis;  Apoptosis;
Programmed Cell Death
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24
25

26
27
28
29
30

31

33

37

40

42

44

48
50
51

49
41

41

33

26

39

28

23

26

21

16

11

17

17
13
14

57
75

49
65
45
45
33

26

28

23

29

15

29

20
15
18

DDXI19B, IDE

AREG, FTH1, FTL, NAPA

TPM2, TPM4

ADAMTSI13, Cé6, C8A, C8B, C8G

HSD17B10, IMPDH1, LDHB, MDH1, PPA1

NUDCD3, UFMI
HSP90ABI, STUB1
PDEI1A, PDESA

EDAR, TPI1
PA2G4, PDIA3

DKKI1, KREMEN2, SOST

OLFM4, RNF43,
WFIKKN1

CA13,CA4
METAP1, METAP2

PRDX1, PRDX6
NPPA, SNCA

RSPO4,

SMPDL3A,

Golgi vesicle transport; trans-Golgi Network Vesicle
Budding; Clathrin derived vesicle budding

Striated Muscle Contraction; muscle filament sliding;
actin-myosin filament sliding

Complement  cascade; complement activation;
Regulation of Complement cascade

response to unfolded protein; Cellular response to heat
stress; Regulation of HSFI1-mediated heat shock
response

Nitric oxide stimulates guanylate cyclase; cGMP
metabolic process; Platelet homeostasis

Antigen Presentation: Folding, assembly and peptide
loading of class I MHC; ER-Phagosome pathway;
antigen

processing and presentation of exogenous peptide
antigen via MHC class I, TAP-dependent

regulation of canonical Wnt signaling pathway;
canonical Wnt signaling pathway; regulation of Wnt
signaling pathway

Regulation of FZD by ubiquitination; Budding and
maturation of HIV virion; Membrane binding and
targetting of GAG proteins

Pyruvate metabolism and Citric Acid (TCA) cycle;
The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron
transport; tricarboxylic acid cycle

Detoxification of Reactive Oxygen Species

Amyloid fiber formation
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56 13 17 ENOI1, ENO2 Gluconeogenesis; Glucose metabolism;
gluconeogenesis

Non assignés 431 503 ACP1, ADGRES5, AKI1, ARID3A, ASAH2,

a un cluster CPNE1, CTSV, CYP3A4, DKK4, EIF5A,

EPB41, ESD, FAMI107B, FER, FLT3,
HIST1HIC, IL22RA2, LTBR, MDK, NACA,
NSFL1C, NXPH1, PDXP, PEBPI1, PPID, PPIF,
SEZ6L2, SFRP1, SFTPD, SNX4, STIP1, TKT,
TPT1, VTA1, XPNPEPI

- aucune voie biologique n’a été assignée a ce cluster
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Le réseau INCA est visualisé¢ en utilisant le logiciel Cytoscape (version 3.4.0). La
figure 49 est une représentation du sous-réseau compos¢ des protéines INCA et de leurs

interactions.
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Figure 49 : Sous-réseau du réseau INCA contenant les protéines INCA interagissant
directement entre elles. La taille des nceuds reflete leur centralité. La couleur des nceuds
représente le log2 ratio entre les patients décédés et vivants. Le bleu indique une diminution
de I’expression chez les patients décédés, et le rouge une augmentation chez les patients
décédés. Les liens sont colorés en fonction du cluster auquel ils sont assignés.

2.2.4.2 Analyse de la centralité d’intermédiarité des noeuds du réseau INCA

Une analyse de la centralité a été réalisée pour déterminer I’importance de chaque
molécule dans le réseau et donc dans les mécanismes impliqués dans I’IC. Pour rappel, une
centralité ¢levée suggere un rdle important de la molécule dans le réseau, alors qu’une

centralité faible suggere un réle plus périphérique.
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Les molécules les plus centrales du réseau INCA sont principalement des protéines
modulées dans le plasma des patients décédés comparés aux patients vivants. Les 10 nceuds
les plus centraux sont des protéines INCA et sont associées a 6 clusters : le cluster 1 associé a
la réponse immunitaire, le cluster 2 associé a la membrane plasmatique, le cluster 5 associé a
la méthylation de I’ADN, le cluster 9 associé au cycle cellulaire, le cluster 10 associé aux

voies de signalisation des petites protéines G et le cluster 11 associé a la cascade JAK/STAT

(Table 18).

Table 18 : Liste des 10 nceuds ayant les centralités les plus élevées dans le réseau INCA

Nom / N Voie GO la
UniProt ID Nom complet Centralité  Cluster . Plus .
significative

RPS27A / Ribosomal protein S27a 0.097 9 Cell cycle
P62979

STAT3/ Signal transducer and activator of ~ 0.071 11 JAK-STAT
P40763 transcription 3 cascade
MAPK14/  Mitogen-activated protein kinase 0.062 5 DNA
Q16539 14 methylation
RAC1/ Ras-related C3 botulinum toxin 0.060 1 Immune
P63000 substrate 1 response
HSP90AA1/ Heat shock protein 90kDa alpha 0.050 2 Plasma
P07900 family class A member 1 membrane
STAT1/ Signal transducer and activator of ~ 0.049 11 JAK-STAT
P42224 transcription 1 cascade
SRC/ SRC proto-oncogene 0.047 1 Immune
P12931 response
VAV1/ Vav guanine nucleotide exchange 0.045 10 G protein
P15498 factor 1 signaling
YWHAZ / Tyrosine 3- 0.044 2 Plasma
P63104 monooxygenase/tryptophane 5- membrane

monooxygenase activation protein,
zeta

CRK/ V-crk avian sarcoma virus CT10 0.042 1 Immune
P46108 oncogene homolog response

UniProt ID : numéro d’identification dans la base de données UniProt

Certaines de ces protéines, telles que STAT1 et STAT3 pourraient jouer un role dans
les maladies cardiovasculaires. En effet, STAT3 est connue comme ayant un role crucial dans
la cardioprotection et serait impliquée dans I’hypertrophie et I’insuffisance cardiaque. STAT3
est augmentée dans les cceurs hypertrophiés ou insuffisants. STAT3 est activée par
phosphorylation par les tyrosine-kinases JAKs, puis est transloquée dans le noyau ou elle

active des genes cardioprotecteurs, dont SOD2 (Zouein et al., 2015). STAT3 peut aussi étre
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localisée dans la mitochondrie ou elle participe a la diminution de la production de ROS en
augmentant I’activité des complexes I et II. STAT3 a également un role dans I’apoptose. En
effet, I’activation de STAT3 diminue I’apoptose des cardiomyocytes pendant 1’ischémie
cardiaque, en augmentant 1’expression de certains geénes anti-apoptotiques comme Bcl2. De
plus, comme précisé précédemment, STAT3 est une cible du miR-17-5p (Du et al., 2014). Le
role de STATI dans les maladies cardiovasculaires repose principalement sur son association
avec STAT3.

Le réseau INCA ayant été construit uniquement a partir de protéines, les microARNs
identifiés ont une centralité faible. En effet, le microARN avec la centralité la plus élevée
n’apparait qu’en 80°™ position. La table 19 présente les microARNs ayant les centralités les

plus élevées dans le réseau INCA.

Table 19 : Liste des microARNs sélectionnés dans le réseau INCA

Rang Nom Centralité  Cluster Voie GO la plus significative
80 miR-17-5p 0,0061 Cluster 6  Réponse immunitaire

82 miR-20a-5p 0,0060 Cluster 6 Réponse immunitaire

102 miR-26b-5p 0,0047 Cluster 22 Apoptose

114 miR-93-5p 0,0037 Cluster 6 Réponse immunitaire

116 miR-16-5p 0,0035 -

122 miR-106b-5p  0,0033 Cluster 6 Réponse immunitaire
126 miR-106a-5p 0,0030 Cluster 6  Réponse immunitaire
139 miR-20b-5p 0,0028 Cluster 6 Réponse immunitaire

De fagon intéressante, 2 de ces microARNs sont les miR-17-5p et miR-26b-5p, qui ont
également ¢été¢ sélectionnés par I’analyse du réseau REVE-2. Leur réle dans les maladies
cardiovasculaires a €té décrit précédemment. L’analyse du réseau INCA a également permis
la sélection des miR-20a-5p, miR-20b-5p, miR-93-5p, miR-106a-5p et miR-106b-5p qui
appartiennent tous a la famille du miR-17, et qui sont principalement impliqués dans
I’apoptose des cardiomyocytes (Zouein et al., 2015). Enfin, le miR-16-5p est connu comme
étant I’un des microARNSs les plus abondants dans le fluide péricardique (Du et al., 2014) et
serait augmenté dans le plasma des patients IC (Kuosmanen et al., 2015). Cependant, son rdle

dans la fonction cardiaque reste mal connu.



IR IR

2.2.5 Analyse statistique en régression pénalisée

Des analyses de régression pénalisée ont ¢té réalisées a partir des 203 protéines
modulées entre les 2 groupes de patients. Pour limiter 1’influence d’individus extrémes, nous
avons conservé uniquement les protéines ayant une fréquence de sélection supérieure a 0,9
par les 168 Lasso adaptatifs. Cette analyse a permis la sélection de 6 protéines modulées entre
les patients décédés et vivants apres 3 ans de suivi : Complément C3 (C3), MAPKAPKS
(Mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 5), cathepsine S (CTSS), MMP1,
MMP7 et FAM107B (Family with sequence similarity 107 membrer B) (Table 20).

Table 20 : Liste des 6 protéines sélectionnées par 1’analyse statistique

Nom / Modulation P valeur* Fréquence Centralité Cluster Voie GO la
Uniprot ID (Mort vs. : / Rang plus
vivants, significative
moyenne =+
SEM)

C3/ 0.65 3.18107 1 0.037/13 3 Protein G
P01024 (104221 + 4830

vs.159620 e

5910)
MAPKAPK5 1.17 6.6310°  0.97 0.017/30 6 Diseases of
/ Q8IW41 (484.3 £ 15.5 vs. immune

413.6 + 10.6) system
CTSS/ 0.78 1.3810° 1 0.008 / 63 9 Cell cycle
P25774 (752.6 £ 16.1 vs.

965.9 + 25.2)
MMP-1/ 1.96 5.49 10” 1 0.001 /202 13 Extracellular
P03956 (1499.6 + 93.7 matrix

vs. 766.4 + 40.2) organization
MMP-7 / 1.44 1.1210° 1 0.001/213 13 Extracellular
P09237 (913.1 £ 51.6 vs. matrix

635.1 £41.5) organization
FAM107B/ 0.84 55410% 1 0.0004 / - -
Q9H098 (8124 + 21 ws. 353

972.4 +28.2)

-, pas de cluster; *P valeur ajustée par la méthode de Benjamini -Hochberg; Fréquence de
sélection apres le Lasso adaptatif

Une carte de classification (heatmap) a été construite a partir des 6 protéines s€lectionnées
dans le but de visualiser des sous-groupes de protéines avec des profils d’expression
similaires entre les 2 groupes de patients (Figure 50). Ainsi, 2 sous-groupes ont été identifiés
et contiennent chacun 3 protéines. Le groupe O contient 3 protéines augmentées dans le
plasma des patients décédés comparés aux patients vivants : MAPKAPKS, MMP1 et MMP7.

Le groupe 1 contient 3 protéines diminuées dans le plasma des patients décédés comparés aux
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vivants : C3, CTSS et FAM107B. Toutes les protéines ont un log2 ratio supérieur a 0,25, une
fréquence supérieure a 0,9 et une P-valeur significative pour le test ANOVA (P<0,05). La

quantification par SOMAscan assay de ces 6 protéines est détaillée sur la figure 51.
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Figure 50 : Carte de classification des 6 protéines sélectionnées par analyse statistique. Les
colonnes représentent les patients divisés en 2 groupes fixes (décédés et vivants). Les lignes
représentent les protéines groupées en fonction de leur profil protéique. Les cellules sont
colorées en fonction de 1’abondance des protéines. Le rouge représente une abondance élevée
et le bleu une abondance faible. Les barres colorées sous les patients représentent les
différentes variables cliniques.
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Figure 51: Taux plasmatique des 6 protéines quantifices par SOMAscan assay.
Quantification de C3b (A), MAPKAPKS (B), Cathepsine S (C), MMP-1 (D), MMP-7 (E) et
FAMI107B (F) par SOMAscan assay (panneaux de gauche) et liens les plus proches dans le
réseau INCA (panneaux de droite). Les données sont exprimées en unité d’expression relative
(RFU), et présentées en boites a moustaches montrant la médiane et les minimum et
maximum. La significativité statistique est déterminée par un test de Wilcoxon-Mann-
Whitney. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,00001. Les sous-réseaux INCA centrés
sur les 6 protéines sont visualisés et leurs interactions avec les autres protéines quantifiées
dans le plasma des patients INCA (panneaux de droite). La couleur des nceuds représente le
log2 ratio de la comparaison entre les patients décédés et vivants, le rouge correspondant a un
log2 ratio ¢élevé et le bleu a un log2 ratio faible. La taille des nceuds correspond a leur
centralité dans le réseau INCA.

Trois de ces protéines, C3, MAPKAPKS et la cathepsine S ont une centralité élevée
dans le réseau INCA, suggérant un role important de ces protéines dans les mécanismes
impliqués dans I’IC.

Les 6 protéines appartiennent a 4 clusters différents : C3 appartient au cluster 3
associé¢ aux voies de signalisation des protéines G, MAPKAPKS au cluster 6 associ¢ aux
maladies du systéme immunitaire, la cathepsine S au cluster 9 associé au cycle cellulaire et
les MMP-1 et MMP-7 au cluster 13 associ¢ a 1’organisation de la matrice extracellulaire.

Enfin, FAM107B n’est assigné a aucun cluster.
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2.2.6 Quantification de C3, Cathepsine S, MMP-1 et MMP-7 par des dosages
conventionnels dans une sous-population de ’étude INCA

Pour déterminer la relevance des résultats obtenus par le SOMAscan assay, nous avons

quantifié C3, la cathepsine S et les MMP-1 et MMP-7 dans le plasma de patients d’une sous-

population de 1’étude INCA par des dosages conventionnels. C3, MMP-1 et MMP-7 ont été

mesurées par la technologie Luminex et la cathepsine S par dosage ELISA.
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Figure 52 : Corrélation pour les 4 protéines quantifiées par SOMAscan assay et un dosage
conventionnel. Les quantifications de C3 (A), MMP-1 (B), MMP-7 (C) et Cathepsine S (D)
ont ¢été réalisées dans les mémes patients (33 morts et 33 vivants) de I’étude INCA par
SOMAscan assay (panneaux de gauche) et techniques conventionnelles (panneaux du milieu).
Les données sont exprimées en RFU pour le SOMAscan assay et en concentration pour les
techniques conventionnelles, a I’exception de MMP-7 exprimée en intensité de fluorescence.
Les données sont présentées en boites & moustaches montrant la médiane et les minimum et
maximum. La significativité statistique est déterminée par un test de Wilcoxon-Mann-
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Whitney. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,00001. Les corrélations ont été réalisées
pour les 4 protéines quantifiées par les 2 méthodes (panneaux de droite). Les patients décédés
et vivants sont indiqués respectivement en gris et noir. Sur chaque graphique est indiqué le
coefficient de corrélation Spearman et la valeur de P.

Comme le montre la figure 52, nous avons obtenu des résultats concordants entre les
dosages effectuées par SOMAscan (panneaux de gauche) ou conventionnels (panneaux du
milieu) pour C3 (A), MMP-1 (B) et MMP-7 (C), mais pas pour la cathepsine S (D). C3 est
significativement diminué dans le plasma des patients décédés comparés aux patients vivants
(P=0,0382). MMP-1 est significativement augmentée dans le plasma des patients décédés
comparés aux patients vivants (P=0,0034). Enfin, les taux plasmatiques de MMP-7 étant trop
faibles, il n’a pas été possible de calculer les concentrations pour tous les échantillons. Nous
avons donc comparé les intensités de fluorescence entre les 2 groupes. L’intensité de
fluorescence de MMP-7 est significativement augmentée chez les patients décédés comparés
aux vivants (P=0,0158). Nous n’avons pas pu valider la modulation de la cathepsine S entre
les 2 groupes de patients (P=0,3114). Cependant, 2 isoformes de la cathepsine S ont été
décrites et le dosage ELISA mesure les 2 isoformes, ce qui pourrait expliquer cette différence.
Nous avons ensuite réalisé les corrélations entre les résultats du SOMAscan assay et des
dosages conventionnels pour les 4 protéines. Seules les quantifications pour MMP-1 et MMP-
7 sont corrélées entre les 2 techniques (Figure 52). Comme attendu, aucune corrélation n’est
observée pour la cathepsine S. Enfin, il n’y a pas non plus de corrélation pour C3 entre les 2
techniques de dosage, ce qui peut d’expliquer par le fait qu’il existe des SOMAmers
spécifiques pour C3a (SL000313) et C3b (SL00314) et que le dosage conventionnel utilisé ne
permet pas de discriminer C3a et C3b. Or, I’isoforme sélectionnée par 1’analyse statistique est

le C3b correspondant au SOMAmer SL00314.

2.3 Conclusion-Discussion

Avec le vieillissement de la population, I’IC reste un probleme de santé publique. Il est
important d’améliorer la stratification des patients IC dans le but de les orienter vers des
traitements adaptés. Le but de cette étude était d’identifier une liste de protéines plasmatiques
qui pourraient prédire le déces précoce des patients IC systoliques, pendant un suivi de 3 ans,
en utilisant des approches de biologie des systémes et de statistiques, a partir de données de

protéomique a haut débit.
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Dans ce but, nous avons utilis¢ le SOMAscan assay qui permet la quantification
simultanée d’un trés grand nombre de protéines (Kuosmanen et al., 2015). Le SOMAscan
assay a une gamme de quantification plus large que la technologie Luminex et permet de
détecter des protéines des concentrations plasmatiques de la femtomole a la micromole
(Marques et al., 2016). De plus, il a été montré que les valeurs d’intensité de fluorescence sont
des indicateurs plus robustes de l’expression protéique comparées aux concentrations
absolues, en termes de reproductibilité et d’analyse statistique.

Deux stratégies ont été utilisées pour analyser les protéines quantifiées par le
SOMAscan assay. Tout d’abord, nous avons construit un réseau d’interactions moléculaires
dans le but d’étudier les mécanismes sous-jacents a I’IC. Les principaux clusters du réseau
INCA sont associés au systétme immunitaire, a la transcription, la traduction et a plusieurs
voies de signalisation.

En parallele, nous avons réalisé¢ une analyse statistique en régression pénalisée pour
identifier un nombre restreint de protéines permettant de prédire le déces précoce des patients
IC. En utilisant une analyse de Lasso adaptatif, nous avons sélectionné 6 protéines candidates,
pouvant étre divisées en 2 groupes avec un profil d’expression similaire entre les patients
décédés et les patients vivants : MAPKAPKS, MMP-1 et MMP-7 sont augmentées chez les
patients décédés et C3b, cathepsine S et FAM107B sont diminuées chez les patients décédés
comparés aux vivants. De fagon intéressante, 3 de ces protéines, C3b, MAPKAPKS et
cathepsine S, ont une centralité ¢levée dans le réseau INCA, suggérant un role important de
ces protéines dans les mécanismes de I’IC.

Nous avons utilisé des techniques conventionnelles pour quantifier C3, cathepsine S,
MMP-1 et MMP-7 et obtenus des résultats concordants pour C3, MMP-1 et MMP-7, avec des
corrélations positives pour les 2 dernicres protéines. Nous n’avons pas pu valider les résultats
obtenus par SOMAscan assay pour la Cathepsine S, ce qui pourrait s’expliquer par 1’existence
de 2 isoformes de la cathepsine S qui ne sont pas discriminées par le kit ELISA utilisé, et par
la sensibilité plus faible de ’ELISA comparé au SOMAscan assay. En effet, I’isoforme 2 de la
cathepsine est délétée de 50 acides aminés par rapport a 1’isoforme 1. Nous n’avons pas
observé de corrélation pour C3. En effet, le kit Luminex ne permet pas de discriminer C3a et
C3b contrairement au SOMAscan assay.

Le complément C3 joue un réle central dans le systtme immunitaire inné et dans le
remodelage cardiaque et I’IC. C3a et C3b sont les produits du clivage du complément C3 au
cours de D’activation du complément et sont composés respectivement de 77 et 915 acides

aminés. Le complément C3c est le produit du clivage du C3c lors de la cascade d’activation
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du complément. Il a déja été montré que des patients IC avec des taux faible de C3c ont un
risque plus élevé de mortalité (Brody et al., 2010). Au contraire, des taux ¢élevés de C3a ont
¢été associés a un risque €levé d’événements cardiovasculaires chez des patients IC (Lim et al.,
2017). MAPKAPKS est une serine/thréonine kinase intracellulaire qui a été détectée dans le
cceur (Frey et al., 2013). Il a récemment été suggéré qu’elle pourrait étre un régulateur de la
fonction des fibroblastes (Gombos et al., 2012). FAM107B appartient a la famille des petites
protéines de réponse au stress FAM107, qui ont des fonctions proches de celles des HSPs
(Gerits et al., 2009). Cependant, ses fonctions ont été trés peu étudiées. Par leur implication
dans de nombreux processus biologiques, les cathepsines, dont la cathepsine S, sont
considérées comme de potentiels biomarqueurs circulants de I’IC (Sahadevan and Allen,
2017). Cependant, des patients avec une IC chronique n’ont pas montré de différence dans
leurs taux de cathepsine S, mesurés par dosage ELISA, comparés a des contrdles, ce qui est
consistant avec nos résultats (Liu et al., 2016). De plus, les taux sériques de cathepsine S ne
sont pas associés au risque d’éveénements cardiovasculaires chez des patients avec une
maladie coronarienne stable (Cheng et al., 2012; Li et al., 2012). Enfin, les MMPs jouent un
role dans le remodelage de la matrice extracellulaire pendant les maladies cardiovasculaires
(Spinale 2007; De Leon et al., 2012). De fagon intéressante, la combinaison du ratio sérique
CITP (Carboxy-terminal telopeptide of collagen type 1):MMP-1 (un indice du cross-linking
du collagéne myocardique), et du PICP (Carboxyterminal propeptide of type I procollagen)
(un indice direct de dépot de collagéne myocardique) permet d’identifier les patients
présentant une fibrose myocardique (Ravassa et al., 2017). MMP-7 a été associée a une
augmentation du risque d’événements cardiaque. De plus, chez des patients présentant une
hypertrophie du VG, une augmentation des taux de MMP-7 est associ¢ au RVG (Zile et al.,
2011).

A plus long terme, afin de confirmer le role potentiel des 6 protéines identifiées
comme biomarqueurs du déces précoce de patients IC, les résultats devront étre validés dans

des cohortes de patients IC indépendantes.
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1 Intérét de la biologie des systémes

Ces dernic¢res années, la biologie des systemes a connu un énorme développement
grace aux approches « omiques » a haut débit de plus en plus performantes. La biologie des
systémes permet donc le traitement de la grande quantité de données qui est aujourd’hui a
notre disposition. De plus, 'utilisation de différentes sources de données « omiques »
(génomique, transcriptomique, protéomique et métabolomique) permet 1’étude des
mécanismes biologiques a différents niveaux, tels que la régulation de 1’expression des genes,
la régulation de la traduction des protéines par les ARNs non codants par exemple, les
interactions protéine-protéine, les modifications post-traductionnelles ou encore les réactions

enzymatiques (Yugi et al., 2016) (Figure 53).

Genome

Transcriptome

T ,@;}' T

Proteome

Metabolome

Figure 53 : Les différents niveaux d’étude de la biologie des systemes (d’aprés Yugi et al.,
2016)

Ainsi, la construction de réseaux d’interactions moléculaires, a partir de données
expérimentales et des bases de données disponibles, permet 1’étude des mécanismes
physiopathologiques des maladies cardiovasculaires. Plusieurs études ont ainsi ét¢é menées
pour étudier les mécanismes impliqués dans I’IDM, I’hypertrophie cardiaque ou encore 1’IC.

Par exemple, un réseau d’interactions protéine-protéine spécifique de I’IDM (MIPIN) a été
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construit a partir d’une liste de protéines liées a I’'IDM dans différentes études. L’analyse du
MIPIN a montré qu’une grande quantité de protéines sont impliquées dans la transcription, la
réponse inflammatoire et le remodelage de la matrice extracellulaire (Nguyen et al., 2014). De
méme, un réseau moléculaire de I’hypertrophie cardiaque a été construit a partir de données
expérimentales et a mis en évidence le réle de 5 interactions entre différentes voies de
signalisation dans I’hypertrophie et 1’apoptose des cardiomyocytes : récepteur -adrénergique
et protéines G g, IP3 (Inositol-3-phosphate) et calcium, EPAC (Exchange Protein directly
Activated by cAMP) et CaMK, INK et NFAT (Nuclear factor of activated T-cells), p38 et
NFAT (Kang et al., 2017).

L’utilisation de la biologie des systémes permet également I’identification de
biomarqueurs dans différentes pathologies. En effet, elle permet par exemple 1’identification
de microARNSs régulant les mécanismes pathophysiologiques et pouvant étre sécrétés dans la
circulation sanguine. L’intérét de la biologie des systemes dans la recherche de biomarqueurs
repose sur le fait qu’elle apporte également des informations sur le contexte biologique
(Azuaje et al., 2012).

Il est cependant important d’associer les approches de bioinformatique et la biologie
expérimentale classique afin de valider les molécules identifiées comme étant potentiellement
impliquées dans la pathologie ou comme nouveaux biomarqueurs dans des modeles
expérimentaux d’animaux, de cultures cellulaires ou des cohortes de patients.

Les objectifs de ma thése étaient d’étudier les mécanismes du RVG post-IDM et de
I’IC et de rechercher des biomarqueurs de 1’évolution délétére suite a un IDM et du déces
précoce des patients IC par la construction de réseaux moléculaires. Dans ce but, nous avons
utilis€ 2 cohortes de patients, la population REVE-2 pour 1’é¢tude du RVG post-IDM et la
population INCA pour I’étude du déces précoce des patients IC.

Le réseau REVE-2 a ¢été construit a partir de 24 variables moléculaires dosées dans le
plasma des patients post-IDM de 1’é¢tude REVE-2 a un ou plusieurs temps (inclusion, 1 mois,
3 mois et un an) (Pinet et al., 2017). Les modules actifs ont été extraits a chaque temps a partir
des variables REVE-2 significativement modulées entre les patients avec un RVG et les
patients sans RVG, ce qui permet 1’é¢tude des mécanismes du RVG au cours du temps. Le
réseau INCA a, quant a lui, été construit a partir de 203 protéines dosées par SOMAscan assay
et significativement modulées entre les patients décédés dans les 3 ans et les patients vivants
(Cuvelliez et al., 2019 soumis).

Deux approches différentes ont été utilisées pour la construction et I’étude des réseaux

moléculaires de REVE-2 et INCA. Dans I’étude REVE-2, nous avions peu de molécules a
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disposition pour la construction du réseau d’interactions moléculaires qui est composé de
1310 molécules. Le but de cette é¢tude était d’identifier d’autres biomarqueurs par leur role clé
dans le réseau. Au contraire, dans le réseau INCA, nous avions un grand nombre de protéines
a disposition, issues d’une approche de protéomique a haut débit, puisque 1310 ont été dosées
par SOMAscan assay et que 203 étaient significativement modulées, pour construire le réseau
INCA composé de 2881 molécules. Dans un 1% temps, le but était de restreindre le nombre de
biomarqueurs permettant de catégoriser les patients IC. Dans un ond temps, le réseau INCA

permet d’étudier les mécanismes dans lesquels les biomarqueurs sélectionnés sont impliqués.

2 Meécanismes impliqués dans le RVG post-IDM et dans I’'IC

L’extraction des modules actifs du réseau REVE-2 a montré que la majorité des
changements dans 1’expression des molécules a lieu a I’inclusion et a 3 mois post-IDM,
correspondant respectivement a la phase post-IDM et au développement du RVG. A
I’inclusion, les molécules actives sont principalement associé¢es a des mécanismes impliqués
dans I’inflammation. Au contraire, a 3 mois, les molécules actives sont impliquées dans des
mécanismes spécifiques du RVG post-IDM, tels que le remodelage de la matrice
extracellulaire et la fibre musculaire. Enfin, & un an post-IDM, on observe une extinction de
tous les mécanismes impliqués dans le RVG, avec seulement 8 molécules encore actives
(eau, REST pour RE!-silencing transcription factor, miR-375, BNP, testostérone, IDE pour
Insulin-Degrading Enzyme, aldostérone et 8-hydroxycarvedilol), ce qui suggére que le RVG
est installé.

L’analyse de la centralit¢é des molécules du réseau REVE-2 a permis de déterminer
leur importance dans les mécanismes du RVG post-IDM. Nous avons choisi d’étudier les 50
molécules ayant les centralités les plus élevées et d’exclure les molécules actives uniquement
a P’inclusion, les mécanismes impliqués étant principalement associ€s a I’inflammation. Nous
avons ainsi sélectionné 2 protéines, EP300 et ESR1, et de 4 microARNs, les miR-335-5p,
miR-26b-5p, miR-375 et miR-17-5p, pouvant étre impliqués dans le RVG post-IDM.
L’analyse bibliographique de ces 6 molécules a montré un rdle potentiellement
cardioprotecteur de ESR1 et de miR-26b-5p, miR-17-5p et miR-335-5p, alors que EP300 et le
miR-375 auraient un role plutdt délétere dans les maladies cardiovasculaires (Figure 56). A
plus long terme, il sera nécessaire de valider le role de ces 6 protéines dans le RVG post-IDM.

Les mécanismes dans lesquels sont impliquées ces 6 molécules sont détaillés ci-apres.
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Figure 54 : Réle des 6 molécules sélectionnées dans le réseau REVE-2 dans les maladies
cardiovasculaires.
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L’analyse de la topologie du réseau INCA a montré que les principaux clusters étaient
associés a des mécanismes impliqués dans le systtme immunitaire, la transcription et la
traduction et dans plusieurs voies de signalisation, comme la cascade JAK/STAT, les voies
MAPK ou encore les voies de signalisation des protéines G. Le role de ces différentes voies
dans les maladies cardiovasculaires a déja été décrit. En effet, I’activation de la voie
JAK/STAT lors du RVG post-IDM conduit a 1’activation de la transcription de geénes anti-
apoptotiques et anti-oxydants (Shi and Wei, 2012). L’activation des récepteurs couplés aux
protéines G en conditions de stress cardiaque entraine une activation de la PKC, de la PLC et
des voies MAPK, qui conduisent a I’activation de CaMKII et donc a une augmentation du

Ca’’ intracellulaire (Bernardo et al., 2010; Anderson et al., 2011).

2.1 Role de EP300 dans le RVG post-IDM

L’histone acétyl-transférase EP300 est impliquée dans un grand nombre de processus
cellulaire et dans différentes pathologies. L’acétylation est une modification post-
traductionnelle des protéines qui consiste en 1’ajout d’un groupement acétyl au niveau des
lysines contenues dans des régions riches en lysine et comprenant préférentiellement une
glycine en position -1 par rapport a la lysine acétylée, une proline, phénylalanine ou tyrosine
en position +1 et une valine ou isoleucine en position +2 (Lundby et al., 2012). L’acétylation
peut entrer en compétition avec d’autres modifications post-traductionnelles telles que la

phosphorylation.
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Les modifications post-traductionnelles, telles que la phosphorylation, I’acétylation ou
la O-GlcNAcylation, peuvent étre des marqueurs particulierement intéressants des pathologies
cardiaques. En effet, des modulations des modifications post-traductionnelles de protéines
clés peuvent étre observées au cours du RVG post-IDM ou de I'IC. Ces modifications
peuvent avoir un impact sur 1’activité des protéines et donc sur leur role dans les processus
physiopathologiques. Par exemple, une altération du statut de phosphorylation des protéines
contractiles est observée dans I’IC (Van der Velden et al., 2003). Il a ét¢ montré que la
diminution du taux plasmatique de troponine T phosphorylée en serine 208 pourrait étre un
biomarqueur du RVG post-IDM (Dubois-Deruy et al., 2011).

De manicre intéressante, EP300 est connu comme étant impliqué dans 1’hypertrophie
et la fibrose cardiaque. En effet, EP300 est capable d’acétyler les histones, mais aussi d’autres
protéines comme les facteurs de transcription MEF-2 et GATA-4 impliqués dans la croissance
cellulaire, ou SMAD3 (Mothers against decapentaplegic homolog 3) impliqué dans la
transformation des myofibroblastes (Kuno et al., 2015) (Figure 55). Il a ét¢ montré que
I’interaction de ces facteurs de transcription avec EP300 et leur acétylation favorise leur

activité transcriptionnelle (Slepak et al., 2001; Miyamoto et al., 2006).
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Figure 55 : Role de EP300 dans I’hypertrophie et la fibrose cardiaque

Les résultats obtenus a partir du réseau REVE-2 suggérent un réle important de
I’acétylation/déacétylation des protéines dans le développement du RVG post-IDM. L’étude
de la modulation de I’acétylation des protéines permettrait de mieux comprendre les
mécanismes du RVG et d’identifier de nouveaux biomarqueurs potentiels. Une de ces
protéines est la protéine SOD2, étudiée au laboratoire. En effet, certaines études montrent que

I’acétylation de SOD2 conduit a son inactivation (Tanno et al., 2010). Inversement, SOD2 est
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activée apres déacétylation par les sirtuines (Figure 56). La dérégulation de la balance entre
I’acétylation et la déacétylation de SOD2 pourrait donc étre impliquée dans la régulation du

stress oxydant lors du RVG post-IDM (Kuno et al., 2015).
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Figure 56 : Hypothese de la régulation I’activité de SOD2 par acétylation

D’un point de vue expérimental, nous ne sommes, a ce jour, pas parvenus a détecter
I’expression de EP300 dans le coceur de notre modele de rats IC par RT-Q-PCR ou Western
Blot. 1l est prévu d’étudier le role de EP300 dans I’hypertrophie des cardiomyocytes par
surexpression grace a la transfection d’un plasmide contenant I’ADNc du géne codant pour
EP300 dans des cardiomyocytes de rats nouveaux nés trait€és ou non a I’isoprénaline,

induisant I’hypertrophie des cardiomyocytes.

2.2 Role des cestrogénes dans le RVG post-IDM

L’analyse du réseau REVE-2 a également permis la mise en évidence d’un rdle
potentiel des cestrogénes et de leur récepteur ER , codé par le géne ESRI, dans le
développement du RVG post-IDM. En effet, le role cardioprotecteur des cestrogénes est
maintenant bien connu. Il a été montré que I’incidence d’IDM était plus faible chez les
femmes pré-ménopausées comparées aux hommes, ainsi que leur taux de mortalité. ER est
impliqué dans la régulation de différentes voies de signalisation impliquées dans le RVG
post-IDM. En effet, ER 1i¢ a I’E2 s’associe aux kinases PI3K et Src ou aux protéines G , ce
qui conduit a ’activation des voies JAK/STAT, p38/MAPK et PI3K/Akt (Puzianowska-
Kuznicka, 2012; Arnal et al., 2017) (Figure 57).

ER est aussi impliqué dans la régulation du stress oxydant en favorisant 1’expression
des SOD et inhibant la synthése des ROS (Puzianowska-Kuznicka, 2012). Nous avons
récemment montré qu’il existe des différences dans les taux plasmatiques de SOD2 et des
microARNs (miR-21-5p, miR-222-3p, miR-23a-3p) régulant son expression entre les
hommes et les femmes. En effet, nous avons observé une augmentation significative de SOD2

chez les femmes présentant un RVG comparées aux femmes sans RVG, mais aucune
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modulation des microARNs. Inversement, chez les hommes, aucune modulation des taux
plasmatiques de SOD2 n’a été constatée, alors que les 3 microARNSs, les miR-21-5p, miR-
222-3p et miR-23a-3p étaient significativement augmentés chez les hommes avec un RVG
(Dubois-Deruy et al., 2017). Ces résultats suggerent des différences dans la régulation du

stress oxydant au cours du RVG entre les hommes et les femmes.
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Figure 57 : Régulation des voies de signalisation par ER (d’apres Arnal et al., 2017)

A ce jour, la majorité des études sur les maladies cardiovasculaires sont menées sur
des modeles d’animaux males, qui ne permettent donc pas d’étudier les effets des cestrogénes
sur les mécanismes impliqués dans ces pathologies. Les traitements développés sont
particuliérement adaptés aux hommes et ne prennent pas en compte 1’effet des cestrogénes
(Ventura-Clapier et al., 2017). Il serait intéressant d’étudier le role des cestrogénes sur ces
mécanismes dans le but de mettre au point des traitements adaptés aux spécificités
physiologiques des femmes et d’identifier des biomarqueurs plus pertinents et spécifiques des
femmes.

Dans notre modele de rats IC post-IDM, nous avons observé une augmentation
significative de 1’expression du géne codant pour ER dans le VG des rats IC a 2 mois post-
IDM comparés aux rats témoins. Cependant, il s’agit de rats males. Il sera donc nécessaire
d’étudier par la suite I’expression et le role de ER  dans le RVG post-IDM dans un modele

animal de femelles. Ce type de modele a déja été utilisé dans certaines études. Par exemple,
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Dedkov et al. ont mis en place un modéle de ligature de 1’artére coronaire gauche chez des
rats males et femelles pour étudier les différences liées au sexe dans la fonction cardiaque lors
d’un RVG post-IDM, et ont montré que les femelles conservaient de meilleures performances

caridaques apres un IDM comparées aux males (Dedkov et al., 2016).

2.3 Implication des microARNs dans le RVG post-IDM et ’IC

L’analyse des réseaux REVE-2 et INCA a permis l’identification de microARNs
pouvant étre impliqués dans le RVG post-IDM et I’IC. L’¢tude REVE-2 a permis la sélection
de 7 microARNSs, les miR-21-5p, miR-222-3p, miR-23a-3p, miR-335-5p, miR-26b-5p, miR-
375 et miR-17-5p. Malgré une centralité élevée, le role des miR-335-5p et miR-375 dans les
maladies cardiovasculaires reste encore trés mal connu. En effet, le miR-335-5p n’a jamais été
décrit dans le coeur. Le miR-375, quant a lui, est surtout connu pour son role dans le
développement embryonnaire du cceur. Les miR-21-5p, miR-23a-3p et miR-222-3p sont
particulicrement connus pour leur role dans les mécanismes impliqués dans les maladies
cardiovasculaires, dont la régulation du stress oxydant (Dubois-Deruy et al., 2017). Au
contraire, les miR-26b-5p et miR-17-5p sont eux bien connus pour leur role dans les maladies
cardiovasculaires. En effet, le miR-26b-5p aurait un role anti-hypertrophique en inhibant la
traduction de GATA-4, et est diminu¢ dans le VG de rats ayant subi une TAC (Han et al.,
2012). Le miR-17-5p aurait, quant a lui, un role anti-apoptotique en inhibant la traduction de
STAT3, et serait augmenté dans le myocarde de souris aprés ischémie-reperfusion (Du et al.,
2014).De plus, une analyse a 1’aide de Gene Ontology des cibles des microARNSs sélectionnés
avec les applications ClueGO et CluePedia a montré qu’ils sont potentiellement impliqués
dans des mécanismes sous-jacents au RVG, comme la prolifération des fibroblastes, la
régulation du métabolisme des ROS et les voies de signalisation intrinséques de 1’apoptose
(Charrier*, Cuvelliez* et al., 2019).

L’analyse du réseau INCA a ¢également permis I’identification de microARNs
potentiellement impliqués dans I’IC, dont les microARNs de la famille du miR-17 et miR-
26b-5p, également sélectionnés dans le réseau REVE-2. Enfin, le miR-16-5p serait augmenté
dans le plasma des patients IC, mais son role reste peu décrit (Kuosmanen et al., 2015).

Nous avons quantifié les microARNs sélectionnés par 1’analyse du réseau REVE-2
dans le VG des rats IC et témoins. Le miR-21-5p est augmenté¢ dans le VG des rats IC

comparés aux contrdles a 2 mois post-IDM et le miR-23a-3p a 7 jours post-IDM. Le miR-
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222-3p est, quant a lui, augmenté aux 2 temps. Nous avons constat¢ une diminution
significative du miR-26b-5p dans le VG des rats a 7 jours post-IDM, et une tendance a
I’augmentation de 1’expression du miR-335-5p dans le VG des rats IC a 7 jours post-IDM
comparés aux controles. Enfin, les miR-375 et miR-17-5p ne sont pas modulés entre les rats
IC et contrdles.

Par la suite, il sera intéressant de quantifier I’expression des miR-335-5p, miR-26b-5p,
miR-375 et miR-17-5p dans le plasma des rats IC, puis dans le plasma des patients de 1’étude
REVE-2. Pour ¢étudier le role des microARNs sélectionnés, nous pourrons également
quantifier I’expression de leurs cibles dans le VG des rats IC. Nous pourrons également
réaliser des tests luciférase en utilisant un plasmide contenant le 3’UTR des cibles des
microARNSs, en présence ou non d’agomiRs et d’antagomiRs.

Nous avons utilis¢ 2 approches de biologie des systemes pour identifier des
microARNs pouvant étre utilisés comme biomarqueurs, a partir de 2 modeles différents, un
modéle d’IC chez le rat et une cohorte de patients post-IDM, I’étude REVE-2. La 1%
approche reposait sur [’utilisation des 45 protéines différentiellement exprimées et/ou
phosphorylées dans le VG de notre modéle de rats IC a 2 mois post-IDM et du logiciel IPA.
La 2°™ approche consistait en I’analyse de la centralité et des modules actifs du réseau
REVE-2. De fagon intéressante, les 3 microARNs identifiés par I’analyse IPA (miR-21-5p,
miR-222-3p, miR-23a-3p) ont également ét¢ sélectionnés dans le réseau REVE-2, en plus de
I’identification de 4 autres microARNs (miR-335-5p, miR-26b-5p, miR-375, miR-17-5p). Les
2 approches donnent donc des résultats redondants. De plus, I’approche basée sur 1’analyse du
réseau REVE-2 permet I’identification d’un plus grand nombre de microARNs que la 1
approche, et est basée sur des données obtenues chez 1’homme. Il n’est donc pas nécessaire
d’utiliser les 2 techniques a chaque analyse. L’analyse du réseau REVE-2 semble la plus

adaptée, méme si elle est plus complexe a mettre en place.

3 Biomarqueurs du déceés précoce des patients IC

Avec le vieillissement de la population, les maladies cardiovasculaires restent un enjeu
majeur de santé publique. Cependant, il existe peu de biomarqueurs efficaces pour détecter le
RVG post-IDM et I’IC a un stade précoce. Actuellement, le seul biomarqueur utilisé pour
détecter I’IC en pratique clinique est le BNP, mais il présente des limites. En effet, il n’est pas

spécifique de I’IC et peut étre modulé par 1’age ou une insuffisance rénale. Il est important de
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pouvoir prédire le déces précoce des patients IC afin d’améliorer la stratification des patients
permettrait de diriger les patients ayant un risque de mortalité élevée vers des traitements plus
invasifs, tels que la greffe cardiaque.

Une analyse de protéomique a haut débit, grace a la technologie SOMAscan, a été
réalisée dans le plasma des patients IC de I’étude INCA et a permis la quantification
simultanée de 1310 protéines. Dans un 1 temps, nous avons réalisé une classification des
patients de 1’é¢tude INCA en fonction de I’expression des 1310 protéines et avons identifi¢ 5
groupes de patients avec des profils protéiques différents. Cependant, ces 5 groupes n’étaient
pas corrélés au devenir des patients, ni aux caractéristiques cliniques telles que le sexe,
I’¢étiologie, le taux de BNP ou encore le stade NYHA. Récemment, il a été montré qu’il peut
exister des « endotypes » de patients IC. En effet, Tromp et al. ont réalisé¢ une classification de
1802 patients IC en fonction de 92 biomarqueurs cardiovasculaires et ont identifi¢ 6
endotypes qui différent en fonction de 1’age des patients, de la sévérité des symptomes, du
risque de mortalité¢ et de la réponse aux traitements (Tromp et al., 2018). Ces résultats
permettraient d’améliorer les recommandations en mati¢re de traitements des patients IC. Il
sera par la suite nécessaire d’étudier de fagon plus approfondie les caractéristiques cliniques
des patients INCA afin de comprendre ce qui distingue les 5 groupes identifiés.

La classification des patients en fonction de leur profil protéique n’ayant pas permis
I’identification de biomarqueurs, nous avons ensuite réalis¢ une analyse statistique des
protéines dosées dans le plasma des patients de 1’étude INCA, afin de sélectionner un petit
nombre de protéines permettant de prédire le déces précoce des patients IC, en collaboration
avec la plateforme Bilille. Nous avons sélectionné 6 protéines qui pourraient prédire le déces
précoce des patients IC : complément C3, MAPKAPKS, cathepsine S, MMP-1, MMP-7 et
FAM107B. Nous avons ensuite utilis¢ des dosages conventionnels pour quantifier C3, CTSS,
MMP-1 et MMP-7 dans une sous-population de 1’é¢tude INCA, et avons obtenu des résultats
concordants avec le SOMAscan assay pour C3, MMP-1 et MMP-7 (Cuvelliez et al., 2019
soumis). La technologie SOMAscan a déja été utilisée pour identifier des biomarqueurs des
maladies cardiovasculaires (Ngo et al., 2016) et du vieillissement (Tanaka et al., 2018). De
facon intéressante, les 6 protéines identifiées dans notre étude n’ont pas été associées a 1’age.
L’analyse de la centralité de ces 6 protéines dans le réseau INCA a permis d’étudier les
mécanismes biologiques dans lesquels elles sont impliquées. En effet, 3 d’entre elles (C3,
MAPKAPKS et cathepsine S) ont une centralité¢ €élevée, suggérant un role important dans le

développement de I’IC. De plus, les MMPs sont également connues comme étant impliquées
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dans le remodelage de la matrice extracellulaire, mécanisme décrit dans le développement de
I’'IC.

Par la suite, il sera nécessaire de valider les 6 protéines sélectionnées par 1’analyse
statistique dans d’autres cohortes de patients IC. Il sera également intéressant d’étudier plus

précisément les mécanismes dans lesquels elles sont impliquées.

4 Conclusion générale

L’analyse de la centralité et des modules actifs du réseau REVE-2 a donc permis la
sélection de 6 molécules (EP300, ER , miR-335-5p, miR-26b-5p, miR-375 et miR-17-5p).
L’¢tude de ces 6 molécules dans le VG de notre modele de rats IC permettra de mieux
comprendre les mécanismes impliqués dans le RVG, notamment le réle de ’acétylation et des
cestrogenes dans la régulation de ces mécanismes. Cette analyse a également permis
I’identification de 4 microARNs comme potentiels biomarqueurs d’une évolution délétére
suite 2 un IDM. Ces 4 microARNs devront étre quantifiés dans le plasma des rats IC et dans
le plasma des patients de I’étude REVE-2.

Une approche de protéomique a haut débit, le SOMAscan assay, a été utilisée pour
mesurer 1310 protéines dans le plasma des patients IC de 1’étude INCA, dans le but
d’identifier des marqueurs permettant de prédire le déces précoce des patients IC. Une
classification des patients en fonction de I’expression de ces 1310 protéines a permis
d’identifier 5 groupes de patients ayant des profils protéiques différents. Une analyse plus
approfondie des caractéristiques cliniques de ces patients pourrait permettre I’identification
d’endotypes chez les patients IC. Enfin, une analyse statistique a permis la sélection de 6
protéines (C3, MAPKAPKS, CTSS, MMP-1, MMP-7 et FAM107B) qui pourraient prédire le
déces précoce des patients IC. L’utilisation de ces 6 protéines permettrait d’améliorer la prise

en charge des patients en fonction de leur risque de déces.
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Résumé

De nos jours, les maladies cardiovasculaires restent un enjeu de santé publique majeur dans les
pays développés. Suite a un infarctus du myocarde (IDM), 30% des patients développent un
remodelage ventriculaire gauche (RVG) qui peut conduire a une insuffisance cardiaque (IC) et au
déces des patients. Les objectifs de ce projet sont d’étudier les mécanismes impliqués dans le RVG
post-IDM et I'IC et d’identifier de nouveaux biomarqueurs permettant de prédire une évolution
délétere suite a un IDM et le déces précoce des patients IC par des approches de biologie des systémes
et de statistiques.

Dans un premier temps, nous avons construit un réseau d’interactions moléculaires a partir de
données expérimentales obtenues dans le plasma des patients post-IDM de 1’étude REVE-2 a 4 temps
(inclusion, 1 mois, 3 mois et 1 an post-IDM). Une analyse des modules actifs, extraits a chaque temps
entre les patients avec un RVG ¢élevé et les patients sans RVG, et de la centralité a permis d’identifier
6 molécules possiblement impliquées dans le RVG post-IDM : 2 facteurs de transcription (EP300 et
ESR1) et 4 microARNs (miR-335-5p, miR-26b-5p, miR-375 et miR-17-5p). Nous avons montré que
I’ARNm de ESR1 est significativement augmenté dans le VG d’un modele de rats post-IDM a 2 mois
post-IDM, que le miR-26b-5p est significativement diminué a 7 jours post-IDM et que le miR-335-5p
tend & augmenter a 7 jours post-IDM.

Dans un second temps, nous avons construit un réseau d’interactions moléculaires a partir de
données expérimentales obtenues par SOMAscan assay, dans le plasma des patients IC de 1’étude
INCA suivis pendant 3 ans. Une analyse des clusters et de la centralit¢é des molécules du réseau a
permis 1’étude des mécanismes impliqués dans I’IC. En paralléle, une analyse de régression pénalisée,
réalisée en collaboration avec la plateforme Bilille, a permis 1’identification de 6 protéines
(Complément C3, MAPKAPKS, Cathepsine S, MMP-1, MMP-7 et FAM107B) permettant de prédire
le déces précoce des patients IC. La quantification de C3, MMP-1 et MMP-7 par des dosages
conventionnels (ELISA, Luminex) dans une sous-population de INCA a donné des résultats
concordants avec le SOMAscan assay, mais pas pour la cathepsine S.

Abstract

Nowadays, cardiovascular diseases remain a main public health issue in developed countries.
Following a myocardial infarction (MI), at least 30% of patients developed a left ventricular
remodeling (LVR), that can lead to heart failure (HF) and to death. The aims of this project were to
study the mechanisms involved in LVR post-MI and HF and to identify new biomarkers allowing the
prediction of a deleterious evolution after MI and early death of HF patients by systems biology and
statistical approaches.

First, we built a molecular network based on experimental data obtained in the plasma of post-
MI patients of the REVE-2 study at 4 time-points (baseline, 1 month, 3 months and 1 year). An active
module analysis, extracted at each time-point between patients with LVR and patients without LVR,
and a betweenness centrality analysis allowed the selection of 6 molecules potentially involved in
LVR : 2 transcription factors, EP300 and ESR1, and 4 microRNAs, miR-335-5p, miR-26b-5p, miR-
375 and miR-17-5p. We showed that ESR1 mRNA was significantly increased at 2 months post-MI in
the LV a model of post-MI rats, miR-26b-5p was significantly decreased at 7 days post-MI and miR-
335-5p had a trend to increase at 7 days post-MI.

Secondly, we built a molecular network using the experimental data obtained by SOMAscan
assay, in the plasma of patients diagnosed for systolic HF from the INCA study and followed during 3
years. A topological and betweenness centrality analysis allowed the study of the mechanisms
involved in HF. In parallel, a penalised regression analysis, performed in collaboration with the Bilille
platform, allowed the selection of 6 proteins (C3, MAPKAPKS, Cathepsin S, MMP-1, MMP-7 and
FAMI107B) that allowed the prediction of early death of HF patients. The quantification of C3, MMP-
1 and MMP-7 by conventional assays (ELISA, Luminex) in a subset of the INCA population gave
consisting results with the SOMAscan assay, but not for cathepsin S.



