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RESUME

Introduction

Le rétrécissement aortique (RA0) engendre des modifications géométriques du
ventricule gauche (VG) appelées remodelage. Les mécanismes et les déterminants
du remodelage du VG et du remodelage inverse aprés remplacement valvulaire
aortique (RVAO0) restent peu explorés. Le tissu adipeux épicardique (TAE) est un
tissu spécifique en contact étroit avec le myocarde et aux propriétés paracrines,
capable de produire des cytokines pro-inflammatoires. Plusieurs études semblent
montrer un lien entre I'épaisseur de TAE et la masse VG mais aucune ne s'est
spécifiqguement intéressée au RAo0. Notre objectif est d'évaluer le lien entre le tissu
adipeux épicardique et (i) le type et l'importance du remodelage VG préopératoire a
travers les cellules de l'immunité circulantes (ii) ainsi que son lien avec I'évolution

naturelle du remodelage inverse du VG aprés RVAo.

Matériels et méthodes

Il s’agit d'une étude prospective, monocentrique portant sur des patients adressés au
Centre des Valvulopathies (CHRU de Lille) de 2013 a 2017 pour la prise en charge
d'un RAo0 serré symptomatique avec une FEVG préservée. Apres recueil du
consentement du patient, une évaluation clinique, une échocardiographie
transthoracique (ETT) et un prélevement sanguin étaient réalisés la veille de
l'intervention. L'ETT préopératoire permettait la mesure de la masse ventriculaire
gauche indexée (MVGi), de I'épaisseur du TAE et du type de remodelage VG.

L'analyse des cellules immunitaires circulantes était réalisée par cytométrie en flux a
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partir du prélevement de sang frais. Un sous-groupe de patients a été suivi a 1 an

apres le RVAo pour évaluer le remodelage VG inverse.

Résultats

202 patients ont été inclus. La quantité de TAE était positivement corrélée a la MVGi
préopératoire (r2=0,21; p<0,0001) et significativement associée a un moins bon
phénotype de remodelage préopératoire (p<0,0001). En analyse multivariée, les
facteurs indépendamment associés a la MVGi préopératoire étaient la surface de
I'oreillette gauche (p=0,007), le gradient moyen transvalvulaire aortique (p=0,002) et
I'épaisseur du TAE (p<0,0001). L'analyse immunophénotypique préopératoire de 20
patients montrait une augmentation significative du nombre de leucocytes (p=0,04) et
de monocytes (p=0,05) chez les patients avec une MVGi plus élevée. Un an apres la
chirurgie, les patients avec une épaisseur de TAE plus élevée présentaient une
diminution plus importante de la MVGi (p=0,026) mais ['épaisseur de TAE

préopératoire n'influencait pas le retour a un type de remodelage VG normal.

Conclusion :

Nos résultats indiquent que la quantité de TAE interfere avec I'évolution naturelle du
remodelage du VG chez les patients atteints de RAo serré symptomatique. Les
cellules de limmunité pourraient jouer un réle important dans les mécanismes
physiopathologiques sous-jacents. Une exploration plus approfondie des propriétés
fonctionnelles et de la composition cellulaire du TAE chez les patients souffrant de

remodelage du VG est nécessaire.
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INTRODUCTION

I. Le rétrécissement aortigue

A. Définition
La valve aortique sépare le ventricule gauche (VG) de l'aorte et est composée de
trois cuspides semi-lunaires normalement identiques (Image 1). Lors de la
contraction myocardique (systole), ces valvules s'ouvrent mécaniquement sous l'effet
d'une augmentation de la pression intra ventriculaire gauche conduisant a I'éjection
du sang dans l'aorte afin d'assurer une bonne perfusion des organes. Lors de la
relaxation (diastole), la valve aortique est fermée afin d'empécher le sang de revenir

dans le VG et de permettre une bonne perfusion des arteres coronaires.

Image 1 : Photographie d’'une valve aortique normale

Le rétrécissement aortique (RA0) est une maladie chronique, défini par une
obstruction a I'éjection du ventricule gauche. Le diagnostic repose sur la réalisation
d'une échographie cardiaque transthoracique (ETT) qui permet de confirmer le
diagnostic, de quantifier la sévérité de la sténose et d'apprécier le retentissement

ventriculaire et hémodynamique.

14




Le diagnostic de RAo0 serré peut étre retenu selon 4 criteres ETT publiés par
I'European Society of Cardiology (ESC) (1) et 'American Heart Association (AHA)(2):
* Vitesse maximale (Vmax) du sang a travers l'orifice aortique en doppler
continu supérieure a 4 m/s,
* Gradient moyen de pression ventriculo-aortique (GM) en doppler continu
supérieur a 40 mmHg,
» Surface valvulaire aortique fonctionnelle (SF) inférieure & 1cm2 ou 0,6 cm2/mz2,
* Index de perméabilité (IP) (qui correspond a un rapport d'intégrales temps-

vitesse sous aortique sur aortique) inférieur a 0.25.

B. Epidémiologie

Le RAO est la valvulopathie la plus fréquente dans les pays développés en raison du
vieillissement de la population et constitue un enjeu de santé publique. Il représente
environ 25 % des valvulopathies de I'adulte et touche préférentiellement les hommes
agés de plus de 70 ans (3)(4). Cette pathologie chronique évolue lentement avec
une longue période pendant laquelle les patients restent asymptomatiques. En
labsence de prise en charge, la durée moyenne de survie des patients

symptomatiques n'excede pas 2 ans (5).

C. Etiologies

L'étiologie la plus fréquente du RAo est I'origine dégénérative aussi appelée maladie
de Monckeberg a l'origine de plus de 50 % des cas aprés 70 ans (Image 2). Les
dépbts calcaires s’amassent progressivement sur les feuillets composant la valve a

I'origine d’une diminution de sa capacité d'ouverture.
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Image 2 : Photographie d’une valve aortique calcifiée

Les autres étiologies moins fréquentes sont la bicuspidie aortique liée a un défaut
d’embryogenése des feuillets valvulaires et la maladie rhumatismale responsable
d’'une fusion des commissures valvulaires secondaire a infection par le Streptocoque

B-hémolytique du groupe A.

D. Physiopathologie du remodelage ventriculaire

1. Remodelage ventriculaire gauche dans le RAo

La sténose aortique constitue un obstacle a I'éjection du ventricule gauche (appelée
post-charge). L'augmentation de la post-charge conduit a une augmentation des
pressions imposées au cceur. La principale réponse du VG pour normaliser la
contrainte exercée sur ses parois se traduit par une augmentation de |'épaisseur
myocardique (loi de Laplace) entrainant une hypertrophie ventriculaire gauche
(HVG). Cette HVG est caractérisée par une hypertrophie des cardiomyocytes,
responsable d’une ischémie myocardique par défaut de diffusion de I'oxygéne. |l
existe également une réduction du flux de réserve coronaire secondaire a une
dysfonction micro vasculaire, une diminution de la pression de perfusion coronaire,
une augmentation des forces de compression extravasculaires et une diminution du

temps de perfusion diastolique (6,7) (Figure 1).
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Dysfonction diastolique - Fibrose

Figure 1. Réponse myocardique a une augmentation chronique de post charge

Cette ischémie myocardique entraine une fibrose interstitielle responsable dans un
premier temps d’'une dysfonction diastolique puis une dysfonction systolique (8). La
dysfonction diastolique apparait des le début de la maladie et est a l'origine de

symptémes altérant la qualité de vie des patients.

Cependant, il semblerait que le remodelage VG ne soit pas uniqguement liée a la
séverité de la sténose aortique. La quantité de graisse viscérale, un ratio graisse
viscérale sur graisse corporelle élevé (9), la présence d’'un syndrome métabolique
(10) et linsulinorésistance (11) sont des facteurs indépendants d’HVG et de
dysfonction systolique chez les patients présentant un RAO0, et ce quel que soit la

séverité de la valvulopathie.
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2. Evaluation du remodelage ventriculaire gauche

L'évaluation du degré d'HVG et le calcul de la masse ventriculaire gauche (MVG)
sont réalisés grace a I'échocardiographie transthoracique (ETT) en mesurant sur une
coupe parasternale grand axe le diametre télédiastoligue du ventricule gauche
(DTDVG), le septum inter ventriculaire (SIV) et la paroi postérieure (PP). La MVG est

calculée selon la formule suivante (12):

MVG (en gramme) = 0,8 x 1,04 [(DTDVG + SIV + PP)3 — (DTDVG 3] + 0,6

La MVG est généralement indexée (MVGi) a la taille puissance 2. Certaines études
ont cependant montré l'intérét de l'indexation a une puissance 2,7 dans la population
en surpoids ou obése (13). L'HVG est alors définie par une MVGi supérieure a

46,7g/m*’ chez la femme ou supérieure & 49,2g/m*’ chez I'homme.

Ces mesures permettent également de calculer I'épaisseur pariétale relative (EPR)

selon la formule :

EPR = (2 x PP / DTDVG)

Le remodelage ventriculaire peut étre divisé en 4 types selon la MVGi et 'EPR

(Figure 2).
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Figure 2: Différents types de remodelage ventriculaire®.

3. Valeur pronostique du remodelage ventriculaire gauche

La MVG est indépendamment associée a une augmentation de la morbidité et de la
mortalité cardiovasculaire chez les patients asymptomatiques porteurs d’'un RAO

serré (14).

E. Traitements

Il nexiste actuellement aucun traitement médicamenteux curatif pour traiter le RAo
serré. L'unique traitement ayant prouvé son impact sur la morbimortalité est le
remplacement de la valve pathologique, soit par voie chirurgicale soit plus
récemment par voie percutanée (TAVI: Trans Aortic Valvular Implantation). D'aprés
les dernieres recommandations de I'European Society of Cardiology, l'indication de
remplacement valvulaire aortique est formelle en cas de RAo serré symptomatique
(3). Le caractere symptomatique du RAo est retenu devant I'apparition d'un angor

d'effort, d'une dyspnée d'effort ou d'une syncope d'effort secondaire a une
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inadaptation du débit cardiaque. Lorsque ces symptoémes apparaissent, le pronostic

vital est mis en jeu et une prise en charge étiologique realisée.

Sous anesthésie générale, le remplacement valvulaire aortique (RVao) chirurgical
est réalisé apres sternotomie et mise en place d'une circulation extracorporelle
(CEC). La CEC est un dispositif permettant de dériver la circulation sanguine en
shuntant le cceur et les poumons pour réaliser un remplacement de valve tout en
préservant les autres organes vitaux. L'aorte est ensuite clampée et une solution est
injectée dans les artéres coronaires afin d’arréter le coeur (cardioplégie) (Images 3).
Le risque de mortalité peropératoire (jusqu'a 30 jours apres l'intervention) peut étre
évaluer selon différents scores. Le plus utilisé est I'Euroscore Il élaboré par
'European Association of Cardio-Thoracic Surgery (15). Actuellement, la mortalité
globale pour cette chirurgie est de 4,2% a 30 jours et de 10,9% a 1 an chez des
patients de plus de 65 ans (16).

Méme si la chirurgie est actuellement considérée a faible risque, il existe de
nombreux facteurs associés aux événements cardiovasculaires apres RVAo: la
dysfonction VG et I'existence d'une HVG concentrique sont des facteurs bien établis

de mortalité péri opératoire en cas de RVAo chirurgical (17-19).

Images 3: Remplacement valvulaire chirurgical
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F. Remodelage inverse

Apres traitement du RAo et diminution de la postcharge par la mise en place d'une
prothése valvulaire, on observe une diminution significative de la MVG des la
premiere année postopératoire (20). Cette diminution peut atteindre jusqu'a 50 % de
la MVG (21-23). Ce phénomene est appelé remodelage inverse du ventricule
gauche. Si plusieurs déterminants sont connus pour moduler le remodelage inverse :
la mise en place dune prothése trop petite (24-26), la persistance d'une
hypertension artérielle (27) ou le faible gradient trans-aortique préopératoire (28),
peu d’études se sont intéressés a ce phénomene, ce qui explique que la définition

utilisée pour I'évaluer soit tres différente selon les études (19,29,30).
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[l. Le tissu adipeux épicardigue

A. Généralités

Le tissu adipeux de l'organisme est constitué de 2 entités distinctes sur le plan
fonctionnel : la graisse blanche et la graisse brune (31). La graisse blanche constitue
le site primaire de stockage énergétique. Elle permet la libération d'hormones et de
cytokines qui peuvent moduler le métabolisme de tout I'organisme (32). Elle agit
également comme isolant thermique et permet de protéger les autres organes
d'éventuelles lésions mécaniques. La graisse brune a comme réle principal la
thermogénése (33). Longtemps considéré comme un organe relativement inerte
dévolu au stockage et a la libération d'acides gras, le tissu adipeux viscéral est

dorénavant percu comme un organe endocrine a part entiere (34).

Il a préecédemment été montré que lI'exces de tissu adipeux est associé a une
augmentation de la morbi-mortalité cardiovasculaire (35). Le tissu adipeux ne peut
cependant pas étre considéré comme une entité uniforme et homogéne. En effet,
son architecture histologique, son profil de sécrétion cytokinique et son impact
pronostique different selon sa localisation viscérale ou sous cutanée (36). Il existe
trois types de tissus adipeux a I'étage thoracique:
» Le tissu adipeux sous cutané, localisé immédiatement sous le derme,
* Le tissu adipeux médiastinal, intra-thoracique, isolé du myocarde par le
péricarde,
 Le tissu adipeux épicardiqgue (TAE), qui présente la particularité¢ d’étre
directement au contact du muscle myocardique et des vaisseaux coronaires

dont il partage la méme vascularisation (Images 4).
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Cloisonné a l'intérieur du sac péricardique, le TAE recouvre 80% de la surface du
cceur humain (37). Il s’étend tout au long de la paroi libre du ventricule droit et du
sillon inter ventriculaire, et déborde volontiers sur la paroi antérieure du ventricule
gauche. Cette proximité anatomique est également vérifiée sur le plan fonctionnel
par l'absence de fascia séparant le tissu adipeux épicardigue du muscle
myocardique. Il existe donc une relation étroite entre le TAE et le myocarde. Elle
confere au TAE un pouvoir paracrine qui pourrait modifier le fonctionnement

myocardique (38).

Epicardial AT

<

Paracardial AT

Images 4: Tissu adipeux péricardique (a) isolé du myocarde par le péricarde
contrairement au tissu adipeux épicardique (b) (31)

Cependant, le tissu adipeux n’est pas uniquement constitué d'adipocytes. Sa
structure architecturale contient également une fraction stromale composée d’autres
types cellulaires (fibroblastes, leucocytes et de pré adipocytes). Cette fraction
stromale contribue a lintégrité structurelle du tissu adipeux et peut représenter

jusqu’a 50 % de son contenu cellulaire total (33).
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Plusieurs études ont montré que le tissu adipeux épicardique est un organe actif.
Indépendamment de l'indice de masse corporelle (IMC), il exprime un nombre plus
important de médiateurs inflammatoires et de cytokines que le tissu adipeux sous-

cutané (46).

L'obésité est néanmoins associée a une augmentation de taille des adipocytes, a
I'origine d’une hypoxie tissulaire, d’'une dysfonction métabolique, d’'une nécrose des

adipocytes et d'un profil pro-inflammatoire du tissu adipeux (39) (Figure 3).

Adipose tissue
dysregulation

1L-4, 1L-10, 1L-13
Hmmi HWWIE ﬁmu:trun
Nnrnwl'-!amﬂaﬂm
Immune cells: M2 1 g
eosinophils and Tmﬂs
0 Adipocyte (%) M1 Macrophage
(=) M2 Macrophage (S B lymphocyte
Egsinephil &) T ymphocyte
@ ™ ) Meutrophi

T\ Capiaries G Mast celis

Figure 3: Inflammation du tissu adipeux chez le patient obése (39)
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B. Tissu adipeux et masse ventriculaire

Plusieurs études ont mis en évidence une association entre le TAE et la survenue
d'événements cardiovasculaires dans le contexte de maladie athéromateuse (40,41)
ou de fibrillation atriale (42,43). Cependant, peu d’études se sont intéressées au lien
entre le TAE et le remodelage ventriculaire gauche dans le rétrécissement aortique.
L'existence d'une corrélation entre I'TMC et I'épaisseur du TAE chez les patients
obeses a déja été démontrée (44). On sait également que I'obésité est associée a
une acceélération de la formation des calcifications aortiques (45) et a la
dégeénérescence des bioprotheses valvulaires (46). De facon intéressante, une étude
ancillaire de I'étude PROGRESSA (Metabolic Determinants of the Progression of
Aortic Stenosis) a démontré que I'IMC et I'exces de tissu adipeux viscéral étaient

indépendamment associés a 'HVG (9).

Enfin, lacobellis et al. ont mis en évidence une association entre I'épaisseur de tissu
adipeux épicardiqgue et la MVGIi dans une population saine (47) et la fonction

diastolique (48).

Une étude s'est intéressée a I'expression génique du tissu adipeux épicardique de
patients adressés pour un RVao. Elle a pu mettre en évidence que les patients avec
un TAE plus important présentaient un profil d’expression cytokinique pro-

inflammatoire (49). Cependant, aucun lien avec le degré d’HVG n'a été recherché.
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[1l. Inflammation et remodelage dans le rétrécissem ent aortigue

A. Etat de I'art entre inflammation et remodelage v entriculaire dans le RAo

De nombreuses études se sont intéressées aux voies de signalisation impliquées
dans I'hypertrophie ventriculaire gauche, sans réussir a émettre de conclusion claire
(50).

Il semble exister une implication des voies de linflammation dans I'’hypertrophie
cardiomyocytaire et la fiborose myocardique. En effet, certaines études ont souligné
I'implication de cytokines pro-inflammatoires comme l'interleukine-6 (51) ou le TNF-a
(52,53). D'autre part, Hsue et al. ont montré que les patients infectés par le virus
d'immunodéficience humaine (VIH) présentaient une prévalence plus élevée de
dysfonction diastolique et une MVGIi plus importante que dans la population
générale, avec une relation inverse entre le taux de lymphocytes T CD4+ et la MVGi
(54).

Actuellement, la nature des liens entre le TAE et le remodelage ventriculaire reste
mal comprise. Certaines données suggerent le réle de l'inflammation mais aucune
étude ne s'est intéressée au nombre de cellules immunitaires circulantes dans le

cadre du remodelage ventriculaire gauche.

B. Méthode d'exploration des cellules immunitaires

La cytométrie en flux (CMF) est une méthode largement utilisée pour I'étude des
cellules immunitaires (55-58). Cette technique permet de caractériser
individuellement des cellules d'un échantillon sanguin. Le principe fondamental de la
cytométrie en flux par marquage extracellulaire est la reconnaissance des cluster de

différenciation (CD) présents naturellement a la surface des cellules. L'identification
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cellulaire est réalisée par immunomarquage: un anticorps dirigé contre un CD donné
est couplé a un fluorochrome émettant une longueur d'onde donnée. Le cytométre
détecte la lumiére émise (par le fluorochrome couplé a l'anticorps) identifiant ainsi

indirectement le marqueur présent a la surface de la cellule (59,60) (Figure 4).

Fluorochrome

Anticomps
"l-h‘__

CD3

Figure 4: Schéma d'un lymphocyte (marqueur CD3) reconnu par un anticorps couplé

a un fluorochrome
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V. Obijectif de I'étude

Notre étude a pour objectif d'évaluer le lien entre le tissu adipeux épicardique et (i) le
type et I'importance du remodelage ventriculaire gauche préopératoire a travers les
cellules de I'nmmunité circulantes (ii) ainsi que son lien avec I'évolution naturelle du
remodelage inverse du ventricule gauche aprés remplacement valvulaire aortique

chez les patients souffrant de rétrécissement aortique serré d'indication chirurgical.
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MATERIELS ET METHODES

|. Population étudiée

Apres accord du Comité de Protection des Personnes (CPP) et apres obtention du
consentement éclairé des patients, nous avons inclus prospectivement entre juin
2013 et décembre 2017 tous les patients porteurs d’'un RAO serré adressés au
Centre des Valvulopathies du CHRU de Lille pour un remplacement valvulaire
aortique dans le service du Docteur Koussa. L'indication de remplacement valvulaire
aortique a été posée par une eéquipe pluridisciplinaire de cardiologues et de
chirurgiens cardiaques. Les patients présentant une réduction de la fraction
d'éjection ventriculaire gauche (FEVG<50%), une autre valvulopathie significative
(modérée ou sévere), un antécédent de chirurgie cardiaque ou de cardiopathie

congénitale ont eté exclus.

[l. Données clinico-biologiques

Pour chaque patient, 'ensemble des données démographiques (sexe, age), des
antécédents (hypertension artérielle, diabete, tabagisme, maladie coronaire), des
données cliniques (taille, poids, pressions artérielles systolique et diastolique, stade
de la dyspnée NYHA), des traitements et des données biologiques (créatininémie en
mg/l avec calcul du débit de filtration glomérulaire par la formule de Cockcroft et

Gault en ml/min/1,73m?) était recueilli la veille de I'intervention.
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[1l. Imagerie cardiaque

L’inclusion clinique du patient était complétée par la réalisation d’une échographie

cardiaque transthoracique.

A. Modalités

Les échographies ont été réalisées la veille du bloc opératoire et a un an apreés la
chirurgie dans le service d’explorations fonctionnelles du Professeur Montaigne selon
les recommandations actuelles (61). Elles ont été réalisées sur des échographes
General Electric (Vivid 7 ou Vivid 9), les images étaient ensuite relues sur le logiciel

EchoPAC (V13.0.0 GE Medical System).

Les mesures réalisées lors de I'ETT étaient la FEVG selon la méthode de Simpson
Biplan, les volumes ventriculaires gauche (télédiastolique et télésystolique), la masse
ventriculaire gauche (MVG) via la formule validée par I'ASE puis indexée a la taille
puissance 2.7, les paramétres aortiques (vitesse maximale en m/s, gradient moyen
en mmHg, ITV sous aortique en cm, ITV aortique en cm, index de perméabilite,
surface aortiqgue par équation de continuité en cm2 puis indexée en cmzm?), la
surface de l'oreillette gauche (OG), la pressions de remplissage ventriculaire gauche

et la fonction ventriculaire droite (TAPSE en mm et SDTI en cm/s).

B. Evaluation du remodelage ventriculaire

Le caractere serré du rétrécissement aortique était défini par les recommandations

de I'European Society of Cardiology (ESC) (3).
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En ETT, la MVG était calculée en utilisant une coupe parasternale grand axe a partir
de la mesure du SIV, du DTDVG et de la PP. La MVG était ensuite indexée a la
puissance 2,7 (62). Une HVG était définie par une MVG indexée (MVGi) supérieure a
46,7 g/m*’ pour les femmes et 49,2 g/m*’ pour les hommes (63). L'EPR était ensuite
calculée par la formule suivante : (2 x PP / DTDVG). En prenant en compte la MVGi
et 'EPR, les patients étaient classés en 4 types de remodelage (61) en utilisant les
critéres suivants:

1) Pas de remodelage: absence d’'HVG et EPR < 0,42

2) Remodelage concentrique: absence d’'HVG et EPR = 0,42

3) Hypertrophie concentriqgue: HVG et EPR = 0,42

4) Hypertrophie excentrique: HVG et EPR < 0,42

C. Evaluation du tissu adipeux épicardique

L’ETT reste la méthode la plus simple pour quantifier le TAE. L'épaisseur du TAE
était mesurée comme I'espace vide d’écho entre la paroi externe du myocarde et le
feuillet péricardique viscéral, perpendiculairement a la paroi libre du VD, en

télésystole sur une coupe parasternale grand axe (64) (Figure 5).
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Figure 5: Tissu adipeux épicardique (contour en rouge) sur une coupe ETT

parasternale grand axe

Trois mesures étaient réalisées et la moyenne de ces mesures était sélectionnée
pour définir I'épaisseur de la graisse épicardique du patient. La mesure de la graisse
épicardique a été réalisée par un seul observateur, en aveugle de la situation

clinique du patient.
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V. Cytométrie en flux

La veille de l'intervention chirurgicale, un prélevement sanguin était réalisé par une
infirmiére du service de chirurgie dans deux tubes héparinés. Afin d'analyser le
phénotype préopératoire des leucocytes circulants, les prélévements étaient
analysés par cytométrie en flux dans le laboratoire INSERM UMR 1011 du

Professeur Bart Staels.

A. Isolement des globules blancs

L'isolement des leucocytes était obtenue aprés lyse des globules rouges.
L'échantillon de sang frais était placé dans un tube de Krebs dans lequel on ajoutait
25mL de tampon de lyse a 4°C pendant 8 minutes. Trois lyses successives étaient

réalisées afin de lyser la plus grande majorité des globules rouges.

B. Estimation du nombre et de la viabilité des cell ules

Apres suspension du culot dans du PBS et ajout de bleu de trypan, un décompte des
cellules était effectué a I'aide d'un hémocytometre afin de quantifier le nombre et la

viabilité des cellules obtenues.

C. Marquage extracellulaire

Apres avoir réparti un million de cellules par puits, le marquage par Zombi UV était
réalisé permettant d'identifier les cellules mortes. On ajoutait ensuite dans chaque
puits un bloqueur des récepteurs a faible affinité aux fragments Fc des
immunoglobulines pour une durée de 15 minutes afin que celles-ci ne fixent pas les

anticorps nécessaires au marquage cellulaire. Les cellules étaient ensuite marquées
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par l'ajout des meélanges d'anticorps pendant 45 minutes a 4°C pour analyser 2
panels distincts. Les panels comprenaient 16 et 18 marqueurs (Annexe 1) et
permettait la caractérisation respectivement des lymphocytes T et des cellules

myeéloides. Les anticorps et dilutions utilisés sont représentés dans I'Annexe 4.

D. Cytometre

Un cytomeétre de la marque BD-Biosciences Fortessa X-20 a été utilisé pour la
technique de nos échantillons. Ce cytométre contient 5 lasers (bleu, ultraviolet, violet,
jaune-vert et rouge) permettant l'analyse simultanée de 18 parametres de
fluorescence et de 2 parameétres morphologiques sur le logiciel DIVA.

Les compensations des couleurs nécessaires a l'analyse des données ont été
réalisées sur le premier échantillon. Les parametres obtenus étaient enregistrés afin
d'utiliser ces compensations pour chaque échantillon. D'autre part, le contrdle qualité
du cytometre était effectué avant chaque passage d'échantillon pour s'assurer de la

stabilité des compensations préalablement enregistrées.

E. Analyse des données

Les différents parametres extracellulaires explorés sur les 2 panels cellulaires ont été
analysés a partir du logiciel FlowJo V10. Les données étaient analysées en contours
a 5%. En cas d'identification difficile des populations cellulaires, la séparation était
réalisée apres le contour a 5% (Figure 6). Toutes les analyses étaient réalisées en
nombre de cellules par millilitre de sang selon des arbres décisionnels (annexes 2 et

3).
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Figure 6: Exemple de séparation de 2 populations distinctes CD45RA- et CD45RA+
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V. Analyses statistigues

Les statistiques ont été realisées avec le logiciel MedCalc version 16.4.3 (2015). Les
graphiques ont été réalisés a l'aide de GraphPad Prism version 6.0. Les variables
continues ont été testées par un test de normalité (test de Kolmogorov-Smirnov) et
évaluées graphiquement. Elles ont été décrites par leur moyenne et dérivation
standard en cas de distribution normale et leur médiane avec premier et troisieme
interquartiles le cas échéant. Les variables qualitatives sont exprimées en effectif (n)
et fréquence (en pourcentage). Pour les variables quantitatives, la liaison a été
évaluée par un test de Student en cas de distribution normale de la variable et par un
test non paramétrique de Mann-Whitney-Wilcoxon le cas échéant. Un test du Khi-
deux a été réalisé pour les variables qualitatives. Les analyses de corrélation
univariées entre les criteres cliniqgues et échographiques d’intéréts ont été realisées
par un test de Pearson. Le coefficient de corrélation était exprimé en r2. Pour I'étude
du TAE sur la MVGi, la population a été scindée en deux en fonction de la médiane,
permettant ainsi une comparaison de deux populations. Une régression linéaire
multivariée a été réalisée pour déterminer les facteurs associés au TAE et a la MVG,
en y incluant les variables associées en univariée (avec un p<0,10) et celles
pertinentes dans la littérature. Le coefficient de régression B était présenté avec sa
déviation standard. Une valeur de p<0,05 était considérée statistiquement
significative. Pour I'étude entre TAE et type de remodelage inverse du VG, un
modele a été construit en utilisant des équations d'estimation généralisees (GEE)

dans le sous-ensemble de patients.
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RESULTATS

Deux cent deux patients ont été inclus dans cette étude monocentrique menée au

centre hospitalier universitaire de Lille, entre juin 2013 et octobre 2017.

|. Caractéristigues de la population d'étude

Les caractéristigues des patients inclus sont présentées dans le Tableau 1. La
population a été divisée en deux groupes selon la médiane de MVG indexée a la

taille puissance 2,7 (groupe « MVGi basse » et groupe « MVGi élevee »).

La majorité de nos patients était des hommes (61,9 %) d’age moyen de 68,8 ans. En
terme de facteur de risque cardiovasculaire, environ trois quart des patients étaient
hypertendus (73,3%), un tiers était diabétique (35,6%) et un quart (27,2%) présentait
un tabagisme actif. L'IMC moyen était de 28.9 + 4,9 kg/m?. Le statut fonctionnel de la
dyspnée était apprécié selon la classification de la New York Heart Association
(NYHA): 5 patients étaient en stade 1, 23 en stade 2, 122 en stade 3 et 52 en stade

4.

Concernant les prises médicamenteuses, 35,1% des patients étaient sous béta-
bloquant, 49,5% sous IEC ou ARA2, 35,1% sous diurétiques, 35,1% sous

antidiabétiques oraux et 10,4% sous insuline.

Biologiquement, I'activation neurohormonale était significative avec un NT-pro-BNP
meédian de 396ng/ml. Il n’y avait pas de dysfonction rénale avec un deébit de filtration

glomérulaire moyen de 79,5ml/min/1,73mz selon la formule de Cockcroft et Gault.
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La fonction ventriculaire gauche était normale avec une FEVG moyenne a 61,3%.
Les parametres de sévérité de la valvulopathie aortique confirmaient le caractere
serré avec en meédiane une Vmax a 4,40m/s, un gradient moyen a 50,5mmHg et une
SF indexée a 0,34cm?/m2. S’y associait une augmentation de la masse myocardique
avec une MVG indexée & 54,9g/m>’. L'OG présentait une surface moyenne de

24,5cmz. Enfin, I'épaisseur moyenne du TAE était de 6,9mm.

[l. Tissu adipeux épicardique et masse ventriculair e gauche

A. Comparaison des populations MVGi basse et haute

La population de patients avec MVGi élevée présentait un IMC plus élevé (p=0,002),
un nombre de patients diabétiques, des traitements par antidiabétiques oraux et
d'insulinothérapie significativement plus importants (respectivement p=0,002;
p=0,004 et p=0,01), un nombre de traitement par diurétiques plus élevé (p=0,04), un
gradient moyen aortique plus élevé (p=0,01), une surface de l'oreillette gauche plus
élevée (p=0,01) et une épaisseur du tissu adipeux épicardique plus importante
(p<0,0001). Il n’y avait pas de différence de surface valvulaire aortique entre les 2
groupes et aucune différence statistiquement significative sur les autres criteres

explorés (Tableau 1).
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Tableau 1: Caractéristiques des patients

MVGi basse MVGi élevée
RAo (n=202) (n=102) (n=100) P
Age (années) 68,8 £9,7 67,9+10,4 69,6 £9,0 0,22
Sexe (hommes) n (%) 125 (61,9) 67 (65,7) 58 (58,0) 0,26
IMC (kg/m?) 28,9+4)9 27,8+4,6 29,9+49 0,002*

Normal n (%) 43 (21,3) 31(30,4) 12 (12,0) 0,001*

Surpoids n (%) 87 (43,1) 44 (43,1) 43 (43,0) 0,98

Obésité n (%) 72 (35,6) 27 (26,5) 45 (45,0) 0,006*
Hypertension n (%) 148 (73,3) 74 (72,5) 74 (74,0) 0,82
Diabéte n (%) 72 (35,6) 26 (25,5) 46 (46,0) 0,002*
Tabagisme n (%) 55 (27,2) 25 (24,5) 30 (30,0) 0,38
Dyspnée stade NYHA 0,97

Stade 1 n (%) 5(2,5) 1(0,9) 4 (4,0)

Stade 2 n (%) 23 (11,4) 15 (14,7) 8 (8,0)

Stade 3 n (%) 122 (60,4) 60 (58,9) 62 (62,0)

Stade 4 n (%) 52 (25,7) 26 (25,5) 26 (26,0)
Beta-bloguant n (%) 71(35,1) 33(32,4) 38 (38,0) 0,40
IEC/ARA2 n (%) 100 (49,5) 50 (49,0) 50 (50,0) 0,89
Diurétiques n (%) 71(35,1) 29 (28,4) 42 (42,0) 0,04*
Antidiabétique oral n (%) 71 (35,1) 26 (25,5) 45 (45,0) 0,004~
Insulinothérapie n (%) 21 (10,4) 5 (4,9) 16 (16,0) 0,01~
Euroscore 2 (%) 1,50[1,05;2,30] | 1,41[0,97;2,20] | 1,53[1,13;2,44] 0,10
NT-pro-BNP (ng/l) 396 [180;1052] 367 [158;718] 401 [236;1455] 0,17
Créatininémie (mg/l) 9,0[8,0;10,3] 9,0[8,0;10,1] 9,0 [7,7;10,9] 0,19
DFG selon Cockroft et
Gault (ml/min/1,73m?) 79,5[67,0;98,0] | 81,0[68,0;99,3] | 78,0[63,5;93,0] 0,37
Vmax (m/s) 4,40 [4,14;4,79] | 4,39[4,14;4,60] | 4,50 [4,15;4,90] 0,07
Gradient moyen 50,5 [42,5:60,3] | 50,0 [42,0:55,1] | 52,0 [43,9:63,8] | 0,01*
(mmHg)

SF indexée (cm2/m2) 0,34 [0,29;0,42] | 0,34[0,30;0,42] | 0,35][0,29;0,42] 0,95
FEVG (%) 61,3+9,3 62,3+7,2 60,2 + 35,7 0,11
Surface OG (cm?) 24,5 +8,0 23,1+5,7 25,9+9,7 0,01
MVGi (g/m?") 54,9 + 14,1 44,0+6,9 66,1 + 10,4 <0,0001*
Epaisseur TAE (mm) 6,9+£3,0 57124 8,1+3,1 <0,0001*
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B. Corrélation entre masse ventriculaire gauche ind  exée et épaisseur du

tissu adipeux épicardique

Le test de corrélation de Pearson entre I'épaisseur du TAE et la MVG indexée

préopératoire montrait une corrélation significative entre ces deux variables (rz2 a 0,21

et p<0,0001) (Figure 7).
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Figure 7: Corrélation entre I'épaisseur du TAE et la MVG indexée

C. Déterminants de la masse ventriculaire gauche in  dexée préopératoire

Les déterminants de la MVG indexée préopératoire ont été recherchés a l'aide
d'analyses bivariée puis multivariée (Tableau 2). Aprés ajustement sur les variables
statistiguement significatives en univariée et les variables d’'intéréts, les facteurs
indépendamment associés a la MVGi étaient la surface de I'OG (=0,30 + 0,11 et
p=0,007), le gradient moyen trans-aortique (f=0,21 + 0,06 et p=0,002) et I'épaisseur

du TAE (B=1,86 = 0,34 et p<0,0001).
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Tableau 2: Déterminants de la MVG indexée

Bivariée Multivariée
B +£SE HR [IC] p B +SE p

Sexe (hommes) -1,78 [-5,8;2,2] 0,38

Age (années) 0,10+ 0,10 0,33

IMC (kg/m2) 0,84 + 0,20 <0,0001 0,77
Diabete 6,26 [2,25;10,3] 0,002 0,50
Hypertension 1,57 [-2,83;5,97] 0,48

Surface OG (cm?) 31,6 +8,8 0,0004 0,30+0,11 0,007
(Gn:ﬁ?;iegr;t moyen 216+78 0006 | 021+006 | 0,002
FEVG (%) -0,15+0,11 0,17

TAE (mm) 2.13+£0.29 <0.0001 1.86+0.34 <0.0001
Euroscore Il (%) 3,18+ 3,79 0,40

FEVG: fraction d'éjection ventriculaire gauche; HR: Hazard Ratio; IMC: indice de masse
corporelle; OG: oreillette gauche; TAE: tissu adipeux épicardique; VA: ventriculo-aortique

D. Types de remodelage et tissu adipeux épicardique

Pour évaluer d'avantage le lien entre le remodelage ventriculaire gauche
préopératoire et le TAE, nous avons exploré les différents sous-types de remodelage
ventriculaire gauche. Vingt (10%) patients n'avaient pas de remodelage, 52 (26%) un
remodelage concentrique, 104 (51%) une hypertrophie concentrique et 26 (13%) une

hypertrophie excentrique.

La séparation en deux groupes selon la médiane de I'épaisseur EAT a révélé une
association significative entre le phénotype de remodelage ventriculaire gauche et la

quantité de TAE (p<0,0001 par Chi deux for trend) (Figure 8). Outre l'association
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entre la quantité de TAE et la MVGi, la quantité de TAE était donc associée a un

schéma de remodelage du VG plus sévere.

p<0.0001
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Figure 8: Types de remodelage VG en fonction du TAE
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[1l. Leucocytes circulants et masse ventriculaire g auche

L'analyse des cellules sanguines circulantes de 20 patients de la cohorte a été
réalisée la veille du bloc opératoire. La population a ensuite été scindée en deux
selon la médiane de la MVGi. Les caractéristiques de cette sous-population sont

détaillées dans le tableau 3.

Tableau 3: Caractéristiques des patients analysés en cytométrie en flux

MVGi basse MVGi élevée
(n=10) (n=10) P

Age (année) 70,7+7,2 749+59 0,17
Sexe (hommes) n (%) 9 (90) 6 (60) 0,30
IMC (kg/m?) 27,7+4,0 28,7 £3,6 0,97

Normal n (%) 2 (20) 2 (20) 1,00

Surpoids n (%) 6 (60) 4 (40) 0,66

Obésité n (%) 2 (20) 4 (40) 0,63
Hypertension n (%) 7 (70) 9 (90) 0,58
Diabéte n (%) 3 (30) 5 (50) 0,65
Tabagisme n (%) 1 (10) 2 (20) 1,00
Stade NYHA 0,76

Stade 1 n (%) 4 (40) 3 (30)

Stade 2 n (%) 3 (30) 6 (60)

Stade 3 n (%) 3 (30) 1 (10)

Stade 4 n (%) 0(0) 0 (0)
Béta-bloguant n (%) 4 (40) 3 (30) 1,00
IEC ou ARA2 n (%) 7 (70) 7 (70) 1,00
Diurétiques n (%) 5 (50) 6 (60) 1,00
Antidiabétiques oraux n (%) 4 (40) 6 (60) 0,66
Insulinothérapie n (%) 1 (10) 1(10) 1,00
Euroscore 2 (%) 1,64 [1,00;2,07] 1,92 [1,30;4,08] 0.11
Créatininémie (mg/l) 8,40 [8,0;9,95] 9,00 [8,25;10,30] 0,62
(Dn':fm?r‘f/'i’;scrg%kmft et Gault 88,5 + 37,9 75,9 17,0 0,36
CRP (mg/l) 3,0[2,0;3,0] 2,7 [1,9;5,5] 0,87
Vmax (m/s) 4,25 [4,10;4,40] 4,57 [4,37;4,73] 0,11
Gradient moyen (mmHg) 52,0 [46,0;57,7] 57,0 [51,0;61,0] 0,33
SF indexée (cm2/m2) 0,3510,32;0,41] 0,32 [0,29;0,36] 0,35
FEVG (%) 60,9 £ 6,4 59,1+11,1 0,66
Surface OG (cm?) 21;4+6,0 23,8+4.4 0,32
MVGi (g/m*") 43,2+3,9 60,5+ 4,9 <0,0001
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Les deux groupes étaient identiques sur tous les paramétres analyseés (p>0,05).

A. Populations cellulaires générales

Afin d'identifier les principales populations cellulaires, différents CD ont été utilisés.
Les leucocytes étaient identifiés a l'aide de I'expression du marqueur panleucocytaire
CD45, les lymphocytes par I'expression du CD3, les monocytes par l'expression du
CD14 et I'absence du CD56, et les cellules NK (Natural Killer) par I'expression des
marqueurs CD16 et CD56. Les principales populations leucocytaires sont

représentées dans la Figure 9.

Les patients avec une MVGi plus élevée présentaient une augmentation significative
du nombre de leucocytes total (8,81x10° versus 6,31x10° avec p=0,04) et du nombre
de monocytes (3,7x10°/mL et 2,3x10°’mL avec p=0,05). Aucune différence
statistiguement significative n'a été observée pour les lymphocytes B, les
lymphocytes T, les cellules NK, les polynucléaires éosinophiles, les polynucléaires

neutrophiles, les polynucléaires basophiles et les cellules dendritiques.
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Figure 9: Populations cellulaires générales selon la MVGi

B. Lymphocytes T circulants

La stratégie d'analyse hiérarchique des lymphocytes T permettait de séparer les

populations et les sous populations lymphocytaires (annexe 2).

Le nombre de lymphocytes T CD4+ et CD8+ n'était pas significativement difféerent

entre les deux groupes (Figure 10). D'autre part, aucune différence significative n'a

été observée dans les sous populations de lymphocytes T CD4+ (Figure 11).
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C. Cellules myéloides circulantes

La stratégie d'analyse hiérarchique des cellules myéloides permettait de séparer les

différentes sous populations de cette lignée (annexe 3). Les patients avec une MVGi

plus élevée présentaient une augmentation significative du nombre de monocytes

(3,7x10°/mL et 2,3x10°/mL avec p=0,05) et de polynucléaires neutrophiles exprimant

le marqueur CD15" (5,6x10%/mL et 3,9x10%mL avec p=0,04). L'analyse statistique

des polynucléaires éosinophiles, des polynucléaires basophiles, des polynucléaires

neutrophiles et des cellules dendritiques ne retrouvait pas de différence significative

entre les patients avec une MVGi basse ou élevéee (p>0,05) (Figure 12).
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Figure 12: Principales populations cellulaires myéloides
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On constatait cependant une modification au niveau d'une sous population de

monocytes, avec une augmentation statistiquement significative des monocytes non

classiques en cas de MVGi élevée (11,4x10%mL et 2,8x10%mL avec p=0,02) (Figure

13).
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Figure 13: Les sous populations de monocytes
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V. Remodelage inverse et tissu adipeux épicardique

Un an aprées le remplacement valvulaire aortique chirurgical, 123 patients ont
bénéficié d'une ETT de contréle. Afin d'évaluer le remodelage inverse du
ventriculaire gauche, les 12 patients qui ne présentaient pas de remodelage VG en

préopératoire ont été exclus pour la suite des résultats.

A. Comparaison des populations en fonction du remod elage VG complet ou

incomplet
Un remodelage inverse complet du VG, défini par la normalisation de la géométrie du
VG, a été observé chez 25 (22,5%) patients. A un an apres la chirurgie, 86 (77,5%)
patients présentaient toujours un remodelage VG pathologique (remodelage

concentrique, hypertrophie concentrique ou hypertrophie excentrique).

Les patients avec un remodelage inverse incomplet avaient un IMC significativement
plus élevé (29,6 + 4,9kg/m2 vs 26,9 + 4,4kg/m2, p=0,01), un type de remodelage
préopératoire moins pathologique (p=0,002), une épaisseur de TAE significativement
plus importante (7,75 [5,40;10,3]mm vs 6,60 [3,40;8,10lmm, p=0,04), plus
fréiquemment des traitements antidiabétiques oraux (27,9% vs 0%, p=0,002), une
surface fonctionnelle indexée inférieure (0,83 + 0,28cm2/m2 vs 1,00 + 0,25cm?#/mz2,
p=0,005) et moins de mismatch patient-prothese (23,3% vs 4,0%, p=0,04). De facon
surprenante, ces patients étaient plus souvent traités par un bloqueur du systeme
rénine-angiotensine-aldostérone (IEC ou ARA2) (51,2% vs 28,0%, p=0,04) (Tableau

4).

49



Tableau 4: Caractéristigues des patients en fonction du remodelage inverse a 1 an

de la chirurgie

Remodelage Remodelage
inverse complet inverse incomplet p
(n=25) (n=86)

Données préopératoires
Age (années) 66,5 + 10,7 69,2 9,3 0,26
Sexe (hommes) n (%) 14 (56,0) 52 (60,5) 0,69
IMC (kg/m?) 26,9 + 4,4 29,6 £4,9 0,01*
Hypertension n (%) 15 (60,0) 62 (72,1) 0,25
Diabéte n (%) 6 (24,0) 27 (27,9) 0,48
Remodelage préopératoire 0,002*

Remodelage concentrique n (%) 9 (36,0) 15 (17,4)

Hypertrophie concentrique n (%) 9 (36,0) 63 (73,3)

Hypertrophie excentrique n (%) 7 (28,0) 8 (9,3)
MVGi (g/m*’) 54,9+13,0 58,8 +13,1 0,19
Epaisseur TAE (mm) 6,60 [3,40;8,10] 7,75 [5,40;10,3] 0,04*
Béta-bloquant n (%) 12 (48,0) 28 (32,6) 0,16
IEC/ARA2 n (%) 7 (28,0) 44 (51,2) 0.04*
Antidiabétiques oraux n (%) 0 (0) 24 (27,9) 0,002*
Insulinothérapie n (%) 3(12,0) 7 (8,1) 0,69
SF indexée (cm2/m?) 1,00 £ 0,25 0,83+0,28 0,005*
Sévere PPM n (%) 1 (4,0) 20 (23,3) 0,04*
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B. Tissu adipeux épicardique et type de remodelage inverse a 1 an

Nous avons ensuite recherché si la quantité préopératoire de TAE était liee a la
régression du type de remodelage du VG un an apres le remplacement valvulaire
aortique. Le modele de GEE n'a pas montré de diminution significative de la gravité
du type de remodelage du VG au fil du temps et d'interaction significative entre le

temps et I'épaisseur EAT (p=0,96) (Figure 14).
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Figure 14: Remodelage inverse du VG un an apres le RVAo en fonction de la
guantité de TAE
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C. Tissu adipeux épicardique et MVG indexée a 1 an

Enfin, nous avons exploré si la quantité de TAE était liee a une diminution de la
MVGi un an apres le RVAo. Dans les deux groupes de patients (TAE faible ou élevé
en préopeératoire), il existait une diminution significative de la MVGi a un an du RVA0
(51,4 + 12,7g/m*’ vs 44,4 + 10,6g/m>’, p<0,0001 dans le groupe avec TAE faible et
60,6 + 13,6g/m>’ vs 48,1 + 12,6g/m*’, p<0,0001 dans le groupe avec TAE élevé).
Cependant, les patients avec une épaisseur de TAE élevée présentaient une
diminution plus importante de la MVGi au cours du suivi (-13,4g/m*’ [-20,2:-2,2] vs

-5,99/m*’ [-14,7,0.3], p=0,026) (Figure 15).
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Figure 15: Evolution de la MVGi en fonction de la quantité de TAE
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DISCUSSION

Notre étude avait pour but d'explorer I'association entre I'épaisseur de tissu adipeux
épicardique et le remodelage ventriculaire gauche dans une situation d’augmentation
importante de la post charge qu’est le rétrécissement aortique serré symptomatique.
Nous avons pu mettre en évidence une association indépendante entre la MVGi
préopératoire et la quantité de TAE. Par ailleurs, les patients avec une MVGi
préopératoire €élevée présentaient significativement plus de leucocytes et de
monocytes. Enfin, la quantit¢ de TAE n'influencait pas le retour a un type de
remodelage du VG normal et les patients possédant une épaisseur de TAE élevée

présentaient une diminution plus importante de la MVGi au cours du suivi.

» Analyse du tissu adipeux épicardique

La plupart des études sur I'analyse du TAE réalisent cette mesure en télésystole
notamment en raison d’une fiabilité plus importante et d’'une moindre variabilité intra
observateur. Les mesures retrouvées dans notre population sont en accord avec les
données de la littérature avec une épaisseur moyenne de 6,9 £ 3,0mm (64). Cette
méthode de mesure reste discutée. En effet, Nerlekar et al. avaient mis en évidence
une faible corrélation entre la mesure réalisée en ETT et I'estimation volumétrique
par tomodensitométrie (65). Cependant, les quantités de TAE retrouvées dans cette
étude était particulierement faibles dans une population qui ne présentait pas de

pathologie sous-jacente.
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» Association entre tissu adipeux épicardique et MVGi préopératoire

Notre cohorte comprenait uniquement des patients avec un RAO0 serré sans
dysfonction ventriculaire gauche afin d'éviter une hétérogénéité de population. Nous
avons choisi d'indexer la mesure de la MVG a la taille puissance 2,7 afin de pouvoir
confronter nos résultats aux données de la littérature. L'importance du remodelage
VG dans notre population ne semble pas exclusivement liee a la sévérité de la
valvulopathie aortique puisque la surface de l'oreillette gauche, le gradient moyen
transvalvulaire et la quantité de TAE y étaient indépendamment associés en analyse
multivariée. Ces données sont cohérentes avec celles de la littérature et indiquent
que d’'autres phénomeénes sont impliqués dans le remodelage ventriculaire dans le

RAO (66,67).

Le gradient moyen transvalvulaire est un parameétre simple et reproductible (68).
Ceci peut expliquer en partie nos résultats puisque les autres valeurs comme le
calcul de la surface valvulaire aortigue peuvent étre source d'erreur, notamment en

raison des difficultés de mesure de la chambre de chasse du ventricule gauche (69).

Chez les patients atteints de RAo, I'HVG et la dilatation de I'OG peuvent se
développer méme en l'absence de symptéme. Ces facteurs sont associés a une
diminution de la survie a long terme apres remplacement valvulaire aortique (70).
Dans notre étude, l'association retrouvée entre la dilatation de I'OG et la MVGi
pourrait étre liée a l'avancement et a la durée d'exposition du myocarde a la
surcharge de pression. En effet, la dilatation de I'OG est directement corrélée a la
séverité du rétrécissement aortique (71) mais reflete également la dysfonction

diastolique ventriculaire gauche (72).
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Dans une population de patients porteurs de RAo modére, Capoulade et al.
retrouvait une association entre graisse viscérale et MVG indexée indépendamment
de I'lMC et des parametres de sévérité de la valvulopathie (11). De plus, lacobellis et
al. retrouvait une association entre MVGi et épaisseur de TAE dans une population
saine de faible effectif (47). De nombreuses études retrouvaient une association
significative entre la MVG et des parametres métaboliques tels que le diabete ou
I'IMC (73-75). Cependant, les analyses de ces études n'incluaient pas le TAE,
facteur qui semble étre puissamment associé a la MVGi. En effet, notre étude mettait
en évidence une association entre la MVGi et les paramétres métaboliques en
analyse univariee mais ces résultats n'étaient plus significatifs en analyse

multivariée.

Liang et al. ont démontré une corrélation positive entre le volume de TAE et le
phénotype pro-inflammatoire des patients présentant un syndrome métabolique (76).
D'autres études ont pu montré une augmentation de l'infiltration du TAE par des
macrophages pro-inflammatoires chez les patients atteints de maladie coronaire (77)
ou de fibrillation atriale (43).

Notre étude est la premiére, & notre connaissance, a s'intéresser a l'association
entre le TAE et le remodelage inverse du VG a un an dune chirurgie de

remplacement valvulaire.

* Cellules de limmunité circulantes et MVGi préopéra  toire

Nos résultats ont mis en évidence une augmentation significative du nombre de

leucocytes et de monocytes circulants chez les patients possédant une MVGi
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préopératoire plus élevée. Les monocytes peuvent étre classés en trois sous-types
selon deux marqueurs de surface (CD14 et CD16): les monocytes dits classiques
(CD14+CD16-) qui représentent la plus grande majorité (85%) des monocytes
circulants et qui ont comme principales fonctions la phagocytose et la migration
tissulaire, les monocytes dits intermédiaires (CD14+CD16+) qui sont en transition et
qui possedent des propriétés de phagocytose et de régulation de l'inflammation, et
les monocytes non classiques (CD14-CD16++) qui ont des propriétés de

présentation d'antigéne et de régulation de l'inflammation (78,79).

Peu d'études se sont intéressées aux monocytes totaux dans le rétrécissement
aortique. En effet, Shimoni et al. ont mis en évidence une augmentation du nombre
de monocytes circulants chez les patients suivis pour rétrécissement aortique
comparés a une population controle. Cette augmentation était inversement corrélée
a la surface fonctionnelle aortique (80). Cependant, Schwartzenberg et al ont
retrouvé des résultats opposés avec une association entre sévérité de la sténose
aortique et diminution du taux de monocytes dans une population de 150 patients

atteints de sténose aortique (81).

D'autre part, I'augmentation du nombre de monocytes intermédiaires semble prédire
la survenue d'évenements cardiovasculaires chez les patients dialysés (82) ou
hospitalisés pour bilan d'angiographie coronaire (83). Hewing et al. ont récemment
mis en évidence une augmentation de ce sous-type de monocytes chez une cohorte
de 100 patients atteints de RAo0 serré comparé a une population controle (84), ainsi
qu'une diminution significative de leur nombre aprés remplacement valvulaire

aortique chirurgical ou percutané (85).
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Nous avons retrouvé dans notre étude une augmentation du nombre total de
monocytes et particulierement de monocytes non-classiques chez les patients qui
présentaient une MVGi élevée. Ces monocytes expriment fortement la protéine
CXCRS3, une molécule permettant l'adhésion et la migration cellulaire (86). Ils
possedent la capacité de sécréter des cytokines pro-inflammatoires (I'interleukine-13
ou le TNF-a). Leur augmentation a déja été constatée dans de nombreuses
pathologies inflammatoires telles que l'insuffisance rénale chronique, les anévrismes
de l'aorte abdominale, les sepsis, I'népatite B, le virus de I'immunodéficience humain

ou la tuberculose (87,88).

Shimoni et al. ont montré une augmentation du nombre de lymphocytes T-
régulateurs chez 229 patients atteints de sténose aortique comparés a une
population contréle (89). Les différentes études menées dans le contexte de banding
aortique chez la souris appuient ce résultat avec une diminution significative de
I'inflammation, de la fibrose, de la dysfonction et de la dilatation ventriculaire chez les
souris mutées pour les lymphocytes T CD4+ (90,91). Notre étude n'a cependant pas
permis de mettre en évidence de modification des populations et sous-populations
lymphocytaires T. Cette différence pourrait s'expliquer par I'analyse d'une population
différente. En effet, nous avons comparé deux groupes de patients en fonction de
leur MVGi faible ou élevée mais tous présentaient un rétrécissement aortique serré

symptomatique avec une FEVG normale.
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e Limites

Notre étude présente plusieurs limites. Premiérement, il s'agit d'une étude
monocentrique avec un risque d'effet centre. Deuxiemement, la lecture
échocardiographique était réalisée par un seul intervenant sans relecture des
données, a l'origine d’'un biais éventuel. Troisiemement, la quantité de TAE a été
estimée par mesure de son épaisseur en ETT. La mesure linéaire faite en
eéchographie sur la paroi libre du ventricule droite peut ne pas parfaitement refléter la
distribution et la quantité de TAE recouvrant le myocarde. La réalisation d'imagerie
par résonnance magnétique myocardique pourrait permettre une évaluation globale
de la quantité de TAE et d'établir une corrélation entre les mesures réalisées par ETT
et IRM. Elle permettrait également une caractérisation tissulaire plus précise du
myocarde avec une quantification du volume extracellulaire et du degré de fibrose
myocardique. Quatriemement, les résultats retrouvés en cytométrie en flux ont été
obtenus sur un faible effectif de patients, nécessitant une poursuite des inclusions
afin de les confirmer. Enfin, le schéma observationnel de notre étude limite toute

conclusion en matiére de causalité sur I'ensemble de nos résultats.
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CONCLUSION

Chez les patients atteints d'un RAo serré symptomatique, la quantité de TAE était
corrélée a la MVGi et indépendamment associée a un remodelage VG pathologique
ainsi gu'a une diminution plus importante de la MVGi apres RVAo. Néanmoins, le
TAE n'influencait pas le retour a un type de remodelage VG normal. Enfin, les
patients avec une MVGi préopératoire élevée présentaient significativement plus de

leucocytes et de monocytes.

S'’il semble exister une association entre TAE et histoire naturelle du remodelage VG,
les mécanismes précis de cette interaction restent cependant a déterminer. Une
exploration plus approfondie des propriétés fonctionnelles et de la composition

cellulaire du TAE chez les patients souffrant de remodelage du VG est nécessaire.

La compréhension du lien entre TAE et remodelage ventriculaire gauche pourrait
ouvrir des voies sur des stratégies pharmacologiques. En effet, la modulation du
phénotype du tissu adipeux épicardique pourrait constituer une cible thérapeutique
de choix a la fois dans la sténose aortigue mais également aprés remplacement

valvulaire afin de favoriser le remodelage ventriculaire gauche inverse.
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ANNEXES

Annexe 1:

CD: cluster de différenciation

Panels des lymphocytes T et cellules myéloides.

Fluorochrome

Panel lymphocytes T

Panel cellules myélo ides

BUV395 CD16 CD36
BUV496 Zombi UV Zombi UV
BUV737 CD8 CD16
Bv421 CD25 CDl11c
BV510 CD45RA CD203c
BV605 CD127 CD56
BV650 1] CD282
BV711 CD161 CD103
BV786 CD56 CD15
FITC CCR7 CD141
Percp-Cy5,5 CD45RO CD14
PE 1] Siglec 8
PE-CF594 CD3 CD3/CD19
PE-Cy5 CD45 CD45
PE-Cy7 CCR6 CD123
APC CXCRS3 CD172a
AF700 HLA-DR CD11b
APC-Cy7 CD4 HLA-DR




Annexe 2 : Stratégie d'analyse hiérarchique des sous populations lymphocytaires T.

Cellules vivantes

Single SSC-W/H

Single FSC-A/H
CD127+ =« ‘ » CD3-56+ =) CD16 +/-
HLADR+ CD3+
l > + — CD16 +/-
CD56- ﬁ“”
» CD16+| Monocytes
/CD4+\ CD8+
CD25-CD127+ CD25+CD127'ow / \
T non reg Treg CCR7- CCR7+
~ 7 \ / N\ / \
CCR7+ 45RO- 45RO+ 45RA-  45RA+ 45RA- 45RA+
\ Naives Mem Eff Eff Central Naives
+ _45RA- 45RA+ Mem Mem
Eff Central Naives
; Mem
CX}F§%+
CCR6- CCR6+CD161+ CCR6- CCR6+
| thz| | thar | | 1|

Central Mem: centrales mémoires, Eff: effecteurs, Eff Mem: effecteurs mémoires, LT:

lymphocytes T, Mem: mémoires, NK: Natural Killer, NKT: Natural Killer T, Thl: T helper type

1, Th2: T helper type 2, Th17: T helper type 17.
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Annexe 3 : Stratégie d'analyse hiérarchique des sous populations myéloides.

Live cells

Single SSC-W/H

Single FSC-A/H
Leucocytes |CD45+
» CD36+/-
»CD282+/-
»CD3+CD19+| LT, LB, NKT |
CD3-CD19- CD16hi
» CD56-CD14+ CD16+
. sy oo
+ + G—
CDS6low | CD11b+-
CD56-
» Siglec8+SSChi

Non PNEo CD11b+/-

CD16+ '
NoanNN I <CD15+/'

CD172a+-
HLADR- HLAE% CD103+/-
! CD123hj=——b CD141+/-
CD123+ ;D123'\
Y\ CD11§ 0[}11C+

CD203c+/- CD141+/-

v

CD141+/-

DC: cellules dendritiques, mDC: cellules dendritiques myéloides, pDC: cellules dendritiques
plasmacytoides, LB: lymphocytes B, LT: lymphocytes T, NK: Natural Killer, NKT: Natural
Killer T, PNB: polynucléaires basophiles, PNEo: polynucléaire éosinophiles, PNN:

polynucléaires neutrophiles.
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Annexe 4: Anticorps et dilutions utilisés

Marqueur Fluorochrome Clone Fournisseur Isotype Dil ution
CD103 BV711 Ber-ACT8 | BD Biosciences Ms (Balb/c) 1gG1, k 1/80
CD11b AF700 ICRF44 BD Biosciences Ms IgG1, k 1/1200
CD11c Pacific Blue 3.9 Biolegend Ms IgG1, k 1/200
CD123 PE-Cya7 6H6 eBioscience Ms IgG1, k 1/250
CD127 BV570 A019D5 Biolegend Ms IgG1, k 1/80
CD14 PerCP-Cy5.5 HCD14 Biolegend Ms IgG1, k 1/250
CD141 FITC B-A35 abcam Ms 1gG1 1/100
CD15 BV786 HI198 BD Biosciences Ms IgM, k 1/1600
CD16 BUV395 3G8 BD Biosciences Ms IgG1, k 1/400
CD161 BV711 DX12 BD Biosciences Ms (C3H) IgG1, k 1/50

CD172a APC 15-414 eBioscience Ms IgG2a 1/200
CXCR3 AF647 GO025H7 Biolegend Ms IgG1, k 1/100
CD19 PE-CF594 HIB19 BD Biosciences Ms IgG1, k 1/500
CD196 (CCR®6) PE-Cya7 R6H1 eBioscience Ms IgG1 1/500
CD197 (CCR7) FITC 3D12 eBioscience Rat 1gG2a, k 1/80
CD203c BV510 NP4D6 Biolegend Ms IgG1, k 1/100
CD25 V450 M-A251 BD Biosciences Ms IgG1, k 1/200
CD3 BV605 OKT3 Biolegend Ms IgG2a, k 1/200

CD3 PE-CF594 UCHT1 BD Biosciences Ms IgG1, k 1/500

CD4 APC-Cy7 OKT4 Biolegend Ms IgG2b, k 1/600
CD45 V500 HI30 BD Biosciences Ms IgG1, k 1/500

CD45RA V500 HI100 BD Biosciences Ms lgG2b, k 1/200

CD45R0O PerCP-Cy5.5 UCHL1 BD Biosciences | Ms (Balb/c) 1gG2a, k 1/500
CD56 BV605 HCD56 Biolegend Ms IgG1, k 1/200
CD56 BV786 NCAM16.2 | BD Biosciences | Ms (Balb/c) 1IgG2b, k 1/800

CcD8 BUV737 SK1 BD Biosciences Ms (Balb/c) 1gG1, k 1/800
HLA-DR AF700 G46-6 BD Biosciences Ms lgG2a, k 1/100
HLA-DR APC-eFluor780 LN3 eBioscience Ms IgG2b, k 1/250
Siglec-8 PE 7C9 Biolegend Ms IgG1, k 1/100
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Introduction _: Le rétrécissement aortique (RA0) serré engendre des modifications
géomeétriques du ventricule gauche (VG) appelées remodelage. La physiopathologie et les
déterminants du remodelage du VG et du remodelage inverse apres remplacement valvulaire
aortique (RVAO0) restent méconnus. Le tissu adipeux épicardique (TAE) est un tissu spécifique
en contact étroit avec le myocarde et aux propriétés paracrines, capable de produire des
cytokines inflammatoires. Plusieurs études semblent montrer un lien entre I'épaisseur de TAE
et la masse VG mais aucune ne s'est spécifiquement intéressée au RAo0. Notre objectif est
d'évaluer le lien entre le tissu adipeux épicardique et (i) le type et l'importance du remodelage
VG préopératoire a travers les cellules de Iimmunité circulantes (ii) ainsi que son lien avec
I'évolution naturelle du remodelage inverse du VG aprés RVAo.

Matériels et méthodes : Il s'agit d’'une étude prospective, monocentrique portant sur des
patients adressés au Centre des Valvulopathies (CHRU de Lille) de 2013 & 2017 pour la prise
en charge d'un RAo serré symptomatique avec une FEVG préservée. Aprés recueil du
consentement du patient, une évaluation clinique, une échocardiographie transthoracique
(ETT) et un prélevement sanguin étaient réalisés la veille de [lintervention. L'ETT
préopératoire permettait la mesure de la masse ventriculaire gauche indexée (MVGi), de
I'épaisseur du TAE et du type de remodelage VG. L'analyse des cellules immunitaires
circulantes était réalisée par cytométrie en flux & partir du prélevement de sang frais. Un sous-
groupe de patients a été suivi a 1 an apres le RVAo pour évaluer le remodelage VG inverse.

Résultats : 202 patients ont été inclus. . La quantité de TAE était positivement corrélée a la
MVGi préopératoire (r=0,21;p<0,0001) et significativement associée a un moins bon
phénotype de remodelage préopératoire (p<0,0001). En analyse multivariée, les facteurs
indépendamment associés a la MVGi préopératoire étaient la surface de l'oreillette gauche
(p=0,007), le gradient moyen transvalvulaire aortique (p=0,002) et I'épaisseur du TAE
(p<0,0001). L'analyse immunophénotypique préopératoire de 20 patients montrait une
augmentation significative du nombre de leucocytes (p=0,04) et de monocytes (p=0,05) chez
les patients avec une MVGi plus élevée. Un an apres la chirurgie, les patients avec une
épaisseur de TAE plus élevée présentaient une diminution plus importante de la MVGi
(p=0,026) mais I'épaisseur de TAE préopératoire n'influencait pas le retour a un type de
remodelage VG normal.

Conclusion_: Nos résultats indiqguent que la quantité de TAE interfere avec ['évolution
naturelle du remodelage du VG chez les patients atteints de RAo serré symptomatique. Les
cellules de [limmunité pourraient jouer un rdle important dans les mécanismes
physiopathologiques sous-jacents. Une exploration plus approfondie des propriétés
fonctionnelles et de la composition cellulaire du TAE chez les patients souffrant de
remodelage du VG est nécessaire.
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