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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION



|l. Le coeur humain

1. Anatomie cardiaque

Le coeur, premier organe a se former au cours de 'embryogenése, est un muscle
strié creux en forme de poire, situé dans le thorax, plus précisément dans le
médiastin, entre les deux poumons. Il est orienté Iégérement a gauche. Il s’agit
d’'une pompe qui fait circuler le sang, par des contractions rythmiques, dans les
vaisseaux sanguins permettant les échanges de nutriments, d’oxygéne et
déchets métaboliques entre les nombreuses cellules du corps humain. Pour
répondre au besoin énergétique du corps, le cceur pompe, chaque jour,
'équivalent de 8 000 litres de sang pour un équivalent de 100 000 battements
cardiaques. Le poids et la taille du cceur varient en fonction de I'dge, du sexe et
selon I'espéce. Le coeur d’'une femme adulte pése en moyenne 250 g alors que
celui d’'un homme peut atteindre une masse de 300 g. Ces dimensions peuvent

augmenter en cas de pathologie myocardique ou valvulaire () (voir figure 1).
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Figure 1 : Coupe schématique du cceur présentant les quatre cavités, les quatre
valves, les artéres, les veines et le sens de circulation de sang (Source : ©
Sanofi-Aventis, Sophie Jacopin, 2006).



Le coeur est protégé et maintenu dans le médiastin par sa membrane externe a
double paroi, le péricarde. En dessous de cette couche se trouve le myocarde. Il
est constitué essentiellement de cellule musculaire cardiaque spécialises, les
cardiomyocytes, qui assurent la fonction de pompe du cceur. La tunique la plus
interne, 'endocarde, tapisse les cavités cardiaques, les valves et les cordages.
La paroi du ventricule gauche (VG) est plus épaisse que celle du ventricule droit

(VD) puisque la pompe gauche effectue le travail le plus important ().

Le coeur est composé de quatre cavités associées deux a deux permettant ainsi
de distinguer un « cceur droit » et un « coeur gauche », séparé par le septum
interauriculo-ventriculaire. Chacune de ces deux parties est subdivisée en deux
chambres : l'oreillette vers la base et le ventricule vers I'apex. La communication
unidirectionnelle entre [l'oreillette et le ventricule se fait grace aux valves
cardiaques @ (voir figure 1). En rapport avec leur role physiologique, le coeur
droit présente une structure adaptée a un régime veineux a basse pression,
tandis que le coeur gauche présente une structure adaptée au régime artériel a

haute pression.

2. Anatomie et fonction des valves cardiaques

Les valves cardiaques sont des structures anatomiques qui séparent les
différentes cavités du cceur, et empéchent le sang de refluer dans le mauvais
sens. L'ouverture et la fermeture de ces valves sont completement passives,
elles dépendent de la différence de pression de chaque cété de la valve : lorsque
la pression en aval est inférieure a la pression en amont, la valve est ouverte ;
dans le cas contraire, la valve est fermée.

Les valves cardiaques sont subdivisées en deux groupes : les valves auriculo-
ventriculaires comprennent la valve tricuspide (VT) : qui sépare I'oreillette droite
(OD) du VD et la valve mitrale (VM) qui sépare l'oreillette gauche (OG) du VG et
les valves sigmoides comprennent la valve aortique (VA) qui se situe entre le VG

et 'aorte et la valve pulmonaire, entre le VD et I'artére pulmonaire (voir figure 2).
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Figure 2 : Les quatre valves cardiaques. La valve tricuspide et la valve mitrale
sont des valves auriculo-ventriculaires séparant l'oreillette du ventricule. Les
valves sigmoides comprennent la valve pulmonaire et aortique qui se situe entre
le ventricule et I'artére pulmonaire ou I'aorte, respectivement (Source : illustration
adaptée de yourheartvalve.com).

La valve mitrale et la valve tricuspide sont des structures minces, faites de fins
feuillets mobiles qui s’écartent pour laisser circuler le sang des oreillettes aux
ventricules et se referment pour empécher tout reflux de sang des ventricules
aux oreillettes pendant la systole ventriculaire. Les feuillets sont attachés a des
prolongements du myocarde (les muscles papillaires) par des cordages
tendineux, tandis que les valves aortiques et pulmonaires ne le sont pas.
Contrairement a la valve droite tricuspide, la valve mitrale est bicuspide, c’est-a-
dire qu’elle est composée seulement de deux feuillets.

Pour les valves auriculo-ventriculaires, lorsque la pression dans le ventricule,
droit ou gauche, est moindre que celle de l'oreillette, elles s’ouvrent. En systole
ventriculaire, la pression intraventriculaire augmente et permet la repousse des
feuillets valvulaires vers l'oreillette, permettant une fermeture étanche des valves
et un passage unidirectionnel du sang. Tandis que, les valves sigmoides
s’ouvrent lorsque la pression ventriculaire dépasse la pression artérielle, et se

ferment suite a 'augmentation de celle-ci.



Il. L’appareil valvulaire mitral

L’appareil valvulaire mitral est complexe. |l est composé de deux feuillets,
antérieur et postérieur. Ces deux feuillets, délimités par les commissures,
s’insérent sur une structure fibreuse (anneau mitral) et sont reliés au muscle
ventriculaire par des cordages tendineux et des muscles papillaires (piliers) (voir
figure 3). Le feuillet postérieur est arciforme et subdivisé en 3 festons
anatomiquement bien différenciés (P1 en avant, P2 au milieu et P3 en arriére); il
s’insére sur environ deux tiers de la circonférence de I'anneau tandis que le
feuillet antérieur est plus homogene et de forme plus carrée; sa division en 3
portions A1, A2 et A3 ne correspond pas a des entités anatomiques distinctes, et
il s’insére seulement sur le tiers de la circonférence de I'anneau, mais est plus

long que le feuillet postérieur “-8) (voir figure 4).

Figure 3 : Vue latérale sur le VG ouvert, montrant les deux feuillets de la valve
mitrale (Image tirée d’aprés The Netter Collection of Medical lllustrations —
Heart).



Les muscles papillaires (MP) et les cordages tendineux constituent I'appareil
sous valvulaire. lls retiennent et assurent la coaptation des deux feuillets dans le
ventricule lors de I'éjection ventriculaire pour empécher le reflux de sang dans

I'oreillette gauche.

Figure 4 : La segmentation de la valve mitrale (en systole)(Image tirée d’apres
Fedak,Paul W.M et coll.®). "Reproduit avec permission"

Au plan histologique, les feuillets de la valve mitrale, de l'oreillette au ventricule,
sont composés de trois couches distinctes contenues dans une matrice
extracellulaire (MEC)"). La premiére couche « atrialis », du coté atrial, est
composée d'un tissu conjonctif riche en fibre élastique. La « spongiosa », la
couche centrale, la moins dense est composée particulierement de
protéoglycans, tandis que la derniere couche, la « Fibrosa», du cété
ventriculaire, est composée d’un riche réseau de fibres denses de collagéne @ 9)
Un endothélium continu couvre les feuillets des deux cotés (19).

La composition particuliere de chaque couche est importante pour le bon

fonctionnement de la valve. La fibrosa, riche en collagéne, confére la rigidité et la
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résistance aux pressions élevées des ventricules tandis que l'atrialis, composé
principalement de fibres d’élastiques, conféere la résilience nécessaire a la
traction ('), La spongiosa, quant a elle, joue un rbéle d’amortisseur de chocs lors
de la fermeture de la valve grace a sa composition riche en protéoglycans (12,
Les cellules qui peuplent la valve sont appelées des cellules valvulaires
interstitielles (VIC), une population de cellules unique des valves cardiaques (13).
L’organisation tissulaire particuliere permet a la valve mitrale de s’adapter et de
faire face aux contraintes résultant des changements de volume, de pression et

de forme durant le cycle cardiaque (2.

lll. L’insuffisance mitrale fonctionnelle

Le bon fonctionnement de la valve mitrale implique une ouverture, sans
restriction, en diastole ventriculaire et une fermeture compléte et rapide lors de
I'éjection systolique. Une interaction durable et harmonieuse entre les différents
éléments de l'appareil valvulaire mitral et le ventricule gauche est aussi
nécessaire. Un dysfonctionnement de l'un ou l'autre de ces structures peut
entrainer un défaut d’étanchéité de I'appareil valvulaire mitrale pendant la systole
et conduire a une insuffisance mitrale (IM) (14,

Il existe deux formes d’insuffisance mitrale. Elle est dite fonctionnelle
(secondaire) si elle survient suite a des modifications des structures
environnantes, en particulier du ventricule gauche, sans anomalie de la valve
elle-méme (5 1) et organique (primaire) si elle découle d’une altération de

I'appareil mitral lui-méme (17,

En 1983, le Professeur Alain Carpentier a proposé une classification
anatomopathologique regroupant les IM, organiques ou fonctionnelles, en trois
types, selon le mouvement des feuillets : normal (type 1), augmenté (type Il) ou

restreint (type IIl) *® (voir figure 5).

IM de type | : Jeu valvulaire normal : les valves restent dans le plan de I'anneau



lors de la systole ventriculaire. Une fuite mitrale survient soit en raison d’une

perforation d’'un ou des deux feuillets, soit suite a une dilatation de 'anneau.

IM de type Il : Jeu valvulaire exagéré : un déplacement exagéré d’au moins un
des deux feuillets lors de la systole ventriculaire et c’est le cas du prolapsus
mitral. Le bord libre des feuillets dépasse le plan de I'anneau vers l'oreillette lors

de la fermeture de la valve.

IM de type lll : Jeu valvulaire restreint : restriction des mouvements des feuillets
causés par une maladie rhumatismale (llla) ou une dysfonction ventriculaire
gauche qui entraine une déformation de la valve mitrale qui devient incapable de
se fermer, suite a la traction exercée par les piliers par lintermédiaire des

cordages (llIb).

Type | Type 11
\ ~
\
\
\ \
1 2
N Y
X
Type llla Type llIb

Figure 5 : Classification de l'insuffisance mitrale selon Carpentier ( Image tirée
d’aprés Fedak,Paul W.M et coll. ). "Reproduit avec permission"



1. Prévalence et impact de I'IM fonctionnelle

La prévalence globale des maladies valvulaire est de 2,5 % aux Etats Unis. Elle
est de 0,7 % pour la tranche 18-44 ans, mais s’accroit avec I'dge avec une
prévalence de 13,3 % chez les personnes agées de 75 ans et plus (9. Cette

prévalence devrait continuer a augmenter avec le vieillissement de la population.

La prévalence exacte de linsuffisance mitrale fonctionnelle (IMF) dans la
population générale demeure imprécise. Des études utilisant la technique
d’échocardiographie rapportent des prévalences de I'ordre de 35 a 59 % suivant
un infarctus du myocarde (2023 La prévalence de L'IM est diminuée avec
'amélioration des traitements de [linfarctus, mais celle-ci demeure une
complication fréquente des cardiomyopathies ischémiques et non ischémiques,

qui double la morbidité des maladies cardiaques 4.

L’insuffisance mitrale fonctionnelle peut se présenter sous une forme aiglie ou
chronique. Les conséquences hémodynamiques de [linsuffisance mitrale
fonctionnelle aigue difféerent de celles de linsuffisance mitrale fonctionnelle
chronique. Dans I'|M fonctionnelle aigle, généralement secondaire a une rupture
spontanée de cordage tendineux, 'OG garde sa taille normale et demeure
relativement non compliante. Le volume de sang régurgité va causer une
augmentation de la pression au sein de celui-ci, une pression trés élevée qui
peut se répercuter dans les veines pulmonaires et conduire a un cedéme
pulmonaire. Bien que la régurgitation soit en général importante dans ce cas, le
ventricule gauche n’est pas nécessairement dilaté. Au stade chronique,
I'oreillette gauche se dilate peu a peu, et devient plus compliante, ce qui a pour
effet d’amortir 'augmentation de la pression a l'intérieur, permettant la protection
de la circulation pulmonaire. En aval, la régurgitation de sang entraine par
ailleurs une surcharge volumique qui conduit a la dilatation du ventricule qui, a
chaque battement du cceur, doit pomper, outre la quantité de sang nécessaire a
'organisme, également le volume de la régurgitation. En effet, en diastole, le VG

va recevoir en plus du volume sanguin provenant des veines pulmonaires, le
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volume sanguin qu’il vient d’expulser dans 'OG lors de la systole précédente.
Cette surcharge de volume provoque une dilatation du VG, pouvant également
provoquer une dilatation de 'anneau mitral. Ainsi, I'IlM a la spécificité de s’auto-
entretenir voire de s’auto-aggraver dans un cercle vicieux délétére : elle favorise
la dilatation du VG qui & son tour amplifie 'IM. Eventuellement, la majorité des
patients évolueront vers une phase dite d’insuffisance mitrale chronique
décompensée ou la régurgitation mitrale persistante a causé un remodelage

important du ventricule gauche, et une détérioration de sa fonction contractile.
Impact de I'IM fonctionnelle sur le pronostic vital

Il a été démontré, il y a quelques années, que les patients atteints de maladie
coronarienne et d’'IM ischémique (IMI) ont un pronostic plus sombre que les
patients coronariens sans IMI. Dans la méme étude et apres analyse des
ventriculogrammes de 11748 patients, Hickey et al. ont démontré que
'augmentation de la gravité de la régurgitation mitrale a un impact négatif sur le

pronostic de survie ),

L’étude SAVE (Survival and Ventricular Enlargement) a démontré qu'une
insuffisance mitrale ischémique Iégére est associée a un risque accru de
mortalité cardiovasculaire, méme en I'absence de défaillance cardiaque. Aprés
analyses et suivi pendant une moyenne de 3,5 ans post infarctus, Gervasio et al.
ont démontré que la présence d'IM ischémique est associé a une mortalité
cardiovasculaire élevée (29 % vs 12 %, p=0.001), ainsi que d’avantage

d’insuffisance cardiaque séveére (24 % vs 16 %, p=0.001) 5).

En 2001, Grigioni et al ont montré qu’a la suite d’'un infarctus de myocarde, la
présence d’IM était synonyme de mortalité accrue a 5 ans (3815 % vs. 616 %,
p<0.001), et ce quelle qu’en soit la sévérité. Dans cette étude, méme les patients
avec IM non sévére (SOR = 20 mm 2), avaient une mortalité augmentée, alors

qu’en insuffisance mitrale organique une SOR 240 mm? est considéré séveére (4.
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Ceci suggére que le myocarde ischémique est plus sensible a une surcharge de

volume (voir figure 6).
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Figure 6 : Impact de la présence d'insuffisance mitrale a la suite d'un infarctus
du myocarde, sur la survie des patients (Image tirée d’aprés Francesco Grigioni
et coll. ?¥ ). MR : régurgitation mitrale, Ml : infarctus de myocarde. "Reproduit
avec permission"

Plus récemment, aprés analyses rétrospectives des données de 2242 patients,
Grossi et al ont démontré qu’aprés revascularisation coronarienne, les patients
atteints d’'IM modérée (70 £ 1 %) ou d’IM légére (84 + 1 %) avaient un taux de
survie postopératoire significativement (p<0,001) inférieur a ceux qui n'ont pas
d’IM (86 + 1 %) 7).

Ces études different en technique et devis, mais elles indiquent de facon
constante que I'IM fonctionnelle est associée a un mauvais pronostic, ainsi qu’un

risque accru de mortalité.
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2. Moyens diagnostiques

L’échographie cardiaque est 'examen de choix pour détecter et quantifier I'lM
fonctionnelle. Cet examen permet aussi d’évaluer I'impact de I'IlM sur les cavités
gauches. Une échographie transoesophagienne (ETO) peut compléter 'examen

afin de mieux visualiser I'appareil valvulaire mitral.

L’échocardiographie Doppler permet de visualiser les vitesses du sang sous
forme de codage en couleurs. Il permet ainsi de visualiser le jet de l'insuffisance
mitrale dans l'oreillette gauche. Les dimensions de ce jet permettent déja une
estimation grossiere du degré de sévérité de la régurgitation.

Selon les lignes directrices de American Heart Association (AHA) et American
College of Cardiology (ACC), I'échocardiographie transthoracique (ETT) est utile
pour connaitre I'étiologie de I'lMF chronique, I'étendue et I'emplacement des
anomalies de mouvement de la paroi ventriculaire gauche, en plus d’évaluer sa
fonction contractile. Elle permet aussi d’évaluer la gravité de I'lM et 'ampleur de

I'hypertension pulmonaire 28,

3. Traitement

A I'heure actuelle, il n’existe pas de traitement médicamenteux pour 'insuffisance
mitrale fonctionnelle. L’approche pharmacologique de cette valvulopathie est
généralement centrée sur le traitement de la pathologie du myocarde sous-
jacent, des traitements qui peuvent seulement diminuer la fuite mitrale, sans
toutefois I'éliminer 2°-33), Concernant la prise en charge chirurgicale, il existe

deux sortes de chirurgies : annuloplastie et remplacement.

L’annuloplastie de la valve mitrale

En 1995, Steven Bolling et David Bach ont introduit le concept de I'annuloplastie
restrictive de la valve mitrale (’ARVM), une technique qui consiste a implanter un
anneau prothétique de taille inférieure a 'anneau natif pour restreindre et réduire

le diamétre de I'anneau mitral 3436), Combiné au pontage aorto-coronarien
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(PAC), TARVM est la technique la plus utilisée pour corriger I'lM ischémique.
Cependant, il a été démontré qu’aprés 10 ans de suivi, il ne semble pas y avoir
de difféerence de survie, en plus des taux élevés de persistante d’'IM

postopératoire, généralement associé a un mauvais pronostic ¢7).

Plus réecemment, Michler et al ont comparé le pontage aorto-coronarien seul au
pontage avec réparation mitrale dans le contexte d’insuffisance mitrale modérée.
Dans cette étude, publiée en avril 2016, 301 patients ont été divisés en deux
groupes : soit un PAC seul, soit un PAC combiné a une réparation mitrale. Les
deux groupes ne différaient que par la réalisation d’une réparation mitrale. Il a
été démontré que I'ajout d’'une procédure tel que la réparation mitrale a un PAC
fourni une correction plus durable de I'lM, mais aucune différence significative
entre les approches en ce qui concerne le remodelage du ventricule gauche ou

la survie a 2 ans n'a été montrée 8 (voir figure 7).

A Death
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Hazard ratio, 0.90 (95% Cl, 0.45-1.83)
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0 6 12 18 24
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No. at Risk
CABG alone 151 138 132 117 66
CABG+MV repair 150 142 136 126 80

Figure 7 : Taux de mortalité a 2 ans a la suite d'une réparation mitrale combinée
a un PAC comparée au taux de mortalité a la suite d'un PAC seul (Image tirée
d’aprés R.E. Michler et coll. ®®)) “Reproduced with permission from New England
Journal of Medicine. Copyright Massachusetts Medical Society”.
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Le remplacement valvulaire

Le remplacement valvulaire mitrale (RVM) pourrait étre une alternative
intéressante a 'ARVM afin d'éviter les taux élevés de persistance et de
récurrence observés suite a cette procédure qui peuvent amener dans la
majorité des cas a la réalisation d’'une deuxiéme procédure chirurgicale qui sera

le plus souventun RV M.

En 2014, Acker et al. ont démontré dans une étude incluant 251 patients qu’il n’y
a aucune différence significative en ce qui concerne le remodelage du ventricule
gauche ou la survie a 12 mois entre les patients qui ont subi une réparation de la
valve mitrale et ceux qui ont subi un remplacement valvulaire. Cependant, le taux
de récidive d’insuffisance mitrale modérée ou sévére était supérieur dans le

groupe de la réparation mitrale (32.6 % vs. 2.3 %, P<0.001) 9.

Nouvelle approche : le dispositif Mitraclip

Développé par la firme ABBOTT, le dispositif Mitraclip a été congu pour le
traitement des régurgitations mitrales par voie percutanée. La technique consiste
a introduire par la veine fémorale un cathéter qui sert de guide au dispositif : le
clip qui sera placé au-dessus de la valve mitrale, face au flux de la régurgitation
mitrale. La fermeture du clip permet de rapprocher les feuillets et de réduire la
fuite 9, cependant, les résultats a la suite de cette procédure dans le contexte

de I'lM fonctionnelle sont loin d’étre optimaux “1).

Selon les lignes directrices publiées conjointement par 'AHA et 'ACC, la
chirurgie est indiquée (indication classe llb) en présence d’insuffisance mitrale

secondaire lorsque cette derniére est :

- Chronique sévére et gravement symptomatique (NYHA classe Ill a V)
malgré des thérapies médicales (GDMT) optimales pour insuffisance
cardiaque.

La plastie mitrale peut étre envisagée chez les patients atteints d’'IMF chronique

modérée subissant une autre chirurgie cardiaque. Une surveillance périodique
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est recommandée lorsque I'IMF est sévére asymptomatique %2
Toutes ces études démontrent que la prise en charge de l'insuffisance mitrale
fonctionnelle, tant chirurgicale que pharmacologique, est loin d’étre optimale et

reste controversée.

4. Les mécanismes de I'IM fonctionnelle

En insuffisance mitrale fonctionnelle, la fuite ne résulte pas d’'une lésion
valvulaire, la valve mitrale étant structurellement normale, mais d'une
modification du positionnement et de la géométrie d’'un ou de plusieurs éléments

de la valve, suite a 'altération de la forme et de la fonction du VG.

Concepts actuels

Le mécanisme de I'IM fonctionnelle est classiquement lieé au remodelage
ventriculaire gauche causant un élargissement de l'anneau mitral et le
déplacement des muscles papillaires de leur emplacement d’origine. Ces
modifications physiopathologiques, qui augmentent la distance entre les
extrémités des muscles papillaires et l'anneau mitral, interférent avec la

coaptation adéquate des deux feuillets valvulaires (voir figure 8).

16



Figure 8 : Mécanisme classique de l'insuffisance mitrale fonctionnelle. La
dilatation du VG entraine le déplacement des muscles papillaire et la fermeture
incompléte des feuillets valvulaires et donc le reflux de sang du VG a I'OG en
systole. La taille de I'anneau mitral peut également augmenter, ce qui limite
encore la coaptation des feuillets et pourrait contribuer a la pathogenese de I'lMF
(Courtoisie du Dr Jonathan Beaudoin).

Dysfonctionnement des muscles papillaires

Historiquement, le dysfonctionnement des muscles papillaires a été considéré
comme la cause principale de I'M fonctionnelle 4244, Cependant, avec les
progrés en imagerie plusieurs études ont démontré que la diminution de la
perfusion des MP seule ne pouvait pas créer I'IM. En 1991, il a été démontré
dans une étude réalisée sur des gros animaux (chiens) que I'lM se produit dans
un contexte d’ischémie myocardique que lorsque la fonction globale du VG est
affectée ce qui suggére donc que le mécanisme de I'lM fonctionnelle n’est pas lié
a un dysfonctionnement des MP, mais plutét a une diminution de la contractilité

du VG induisant une tension sur les feuillets “9).
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En 1995, un autre mécanisme de I'lM a été proposé par Dent et al. ou ils ont
montré que la fonction systolique du VG détermine I'étendue (I'ouverture et la
fermeture) de la valve mitrale, et que I'lM fonctionnelle est associé a une
réduction de force de fermeture qui s’exerce sur les feuillets en systole due a un

dysfonctionnement ventriculaire gauche®),

La dilatation de I’'anneau mitral

Le réle de la dilatation annulaire observé suite a une dysfonction du VG est
encore incertain. Plusieurs études ont démontré que la dilatation de I'anneau
seule ne peut pas causer de I'lM fonctionnelle, elle peut cependant majorée I'lM
en présence d’une traction sur les feuillets “’). Dans une étude prospective
incluant 149 patients, il a été démontré qu’une perte de la contraction systolique
de I'anneau mitral est associée a une augmentation de la surface de l'orifice
régurgitant “8), En 2004, Gorman et al. ont montré une association entre la forme
en selle de cheval de 'anneau mitral et la compétence de la valve mitrale. En
effet, dans les cardiopathies ischémiques, I'anneau mitral s’aplatit causant une

augmentation de la tension sur les feuillets et donc un développement de I'lM (“9),

Intégration des mécanismes actuels

Lorsque le ventricule gauche est malade suite a un infarctus de myocarde par
exemple, 'anneau mitral peut se dilater, le VG se dilate, perd sa forme elliptique
et devient plus sphérique. Ces changements géométriques entrainent un
déplacement apical et latéral des muscles papillaires qui changent d’angle
induisant une traction sur la valve (une mise en tension des feuillets) qui devient
incapable de se fermer normalement 7. 48. 50-%6) " Cette tension exercée sur les
feuillets mitraux résulte en un aspect morphologique de la valve mitrale

ressemblant & une tente, lors de la systole (mitral valve tenting) ©7) (voir figure 9).
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Figure 9 : Schéma de la géométrie de la valve mitrale ressemblant a une tente
(lustration des paramétres utilisés pour caractériser la mobilité des feuillets
mitraux. PM signifie muscle papillaire. (Image tirée d’aprés Shenggiu et coll.57).
"Reproduit avec permission”

Malgré tout, ces concepts n’expliquent pas la variabilité clinique observée : des
patients ayant des degrés similaires de remodelage et de dilatation ventriculaire

gauche peuvent présenter des degrés trés variables d’'IMF.

Les mécanismes précédemment décrits présument que la taille de la valve reste
constante alors que le ventricule gauche se dilate et change de taille. Une
limitation majeure des études mécanistiques initiales était 'absence de moyens
non invasifs pour évaluer la taille de la valve; alors que la taille, la forme du
ventricule gauche, et le diamétre de I'anneau mitral peuvent étre évalués grace a
l'imagerie bidimensionnelle 2D standard. La taille des valves est difficile a
mesurer en raison de sa structure géométriquement complexe et ses
mouvements rapides. Sans méthodes adéquates pour mesurer la taille de la
valve, ce parametre important a été négligé et la valve considérée a tort comme

un simple « flap » fibreux sans capacité d’adaptation.

Les progrés récents en imagerie tridimensionnelle (3D) non invasive permettent
actuellement de mesurer la surface des feuillets, et ont contribué a montrer que

les valves mitrales ne sont pas que des structures passives de taille fixe, mais
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elles sont plus grandes chez les patients souffrant d’'insuffisance cardiaque ou

d’un dysfonctionnement systolique (23 52-54),

Ces études ont démontré donc que la taille de la valve est un facteur déterminant
dans la genése de I'IlM fonctionnelle : les patients chez qui la taille de la valve est
proportionnelle a celle du VG n’ont typiquement pas d’'IM fonctionnelle 8. En
effet, Chaput et al. ont démontré que la taille des feuillets mitraux augmente en
réponse a une traction chez des patients souffrant de cardiomyopathie dilatée
(59), Plus récemment, la méme équipe a montré par le biais d’'un modéle animal
d’'IM ischémique que tout comme le ventricule, la valve mitrale augmente et

change de taille au fil du temps (60,

Cependant cet élargissement compensateur est souvent limité est insuffisant
pour prévenir I'IM fonctionnelle. Ces résultats redéfinissent donc les mécanismes
classiques de I'lM fonctionnelle, dont la cause ne doit pas seulement étre reliée
au remodelage ventriculaire gauche ©'), mais aussi a une adaptation inadéquate

du tissu valvulaire a I'age adulte.

En résumé, les travaux de Chaput et al suggérent que I'agrandissement de la
valve mitrale pourrait étre un phénoméne pouvant prévenir I'IlM fonctionnelle ;

une meilleure compréhension de cette adaptation valvulaire est donc nécessaire.

En 2009, une étude réalisée sur des gros animaux (des moutons), et qui consiste
a rétracter les muscles papillaires afin de créer un stress sur la valve (voir
figure 10), a démontré que les valves cardiaques ont la capacité de s’agrandir et
de s’adapter en réponse au stress mécanique (voir figure 11). La réponse des
feuillets soumis au stress mécanique était donc la croissance, ce qui permet la
valve de s’adapter adéquatement et prévenir I'IM fonctionnelle ©2). Nous
aborderons ces meécanismes de croissance valvulaire plus en détail dans la

section suivante.
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Figure 10 : Etirement des feuillets de la valve mitrale. Fermeture normale de la
valve mitrale (A, C) ; rétraction des muscles papillaires causant un étirement des
feuillets de la valve mitrale (D) et, si assez sévére, IM (B). (C & D):
échocardiographie ventriculaire gauche chez le méme mouton avant (C) et apres
rétraction des MP causant un étirement des feuillets mitraux (D). La ligne en
pointillé indique le niveau de I'anneau mitral. (Ao : Aorte, LA : oreillette gauche ;
LV : ventricule gauche, MR : régurgitation mitrale ; MV : valve mitrale; PM:
muscle papillaire) (Image tirée d’'aprés Jacob P. Dal-Bianco et coll.62 ).
"Reproduit avec permission"
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Figure 11 : Agrandissement valvulaire suite a une tension mécanique. Valve
mitrale normale (en haut) versus valve mitrale étirée (en bas) (PM: muscle
papillaire ; unité en cm) (Image tirée d’aprés Jacob P. Dal-Bianco et coll. ¢2).
"Reproduit avec permission"

Un exemple particulier sur lequel est fondé notre travail : l'insuffisance aortique
(IA) chronique compensée, une maladie associée a une croissance importante et
adéquate de la valve mitrale, gardant des proportions normales entre les feuillets
et la taille des VG. Les patients souffrant de cette pathologie ont étonnamment
une faible incidence d’IM fonctionnelle malgré des VG souvent trés dilatées ©3).

L’lA ou la régurgitation aortique (RA) est une valvulopathie peu fréquente qui
correspond a un défaut d’étanchéité de la valve aortique entrainant un reflux de
sang de l'aorte ascendante vers le ventricule gauche en diastole en plus du
volume sanguin issu de I'OG, conduisant ainsi a une surcharge volumique dans
le VG. Ce surplus de volume induit un stress important sur les parois du VG et

une dilatation de celui-ci (une hypertrophie excentrique).
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Cette valvulopathie est caractérisée par une longue phase dite chronique,
pendant laquelle le VG s’hypertrophie et se dilate, permettant ainsi de maintenir
une fonction cardiaque adéquate et cela en conservant son hypercontractilité et
un débit cardiaque (DC) normal. A ce stade, le VG est dit en phase compensée,
le patient peut rester asymptomatique pendant plusieurs années et I'IM
fonctionnelle est relativement absente. A plus long terme, la contractilité du VG
va se détériorer, et la compliance de celui-ci va diminuer ce qui va conduire a
une augmentation de la pression de remplissage diastolique du VG et a une

diminution de la fraction d’éjection (voir figure 12).
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VG normal —— Dilatation du VG

Longue phase asymptomatique
Fonction ventriculaire gauche
préservée

Absence d’IM fonctionnelle Déclin rapide

Dysfonctionnement
ventriculaire gauche
Apparition des
symptomes

Figure 12: Histoire naturelle de la régurgitation aortique chronique (courtoisie de
Dr Jonathan Beaudoin).
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C’est une étude d’autopsie qui a démontré pour la premiere fois, il y a plus que
vingt ans, que les feuillets mitraux sont variablement agrandis dans diverses
pathologies, comme en IA, confirmant I'’hypothése que les feuillets valvulaires ne

sont pas que des « structures passives » 64 (voir figure 13).

Normal

Figure 13 : Agrandissement des feuillets mitraux (antérieur et postérieur) chez
des patients souffrant de régurgitation aortique (AR)(Image tirée d’aprés Mautner
SL et coll. ). "Reproduit avec permission"
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Plus récemment, ce phénoméne a été observé par imagerie 3D ©3). Il a été
démontré que la surface des feuillets est plus grande que chez des sujets

contrbles (voir figure 14).

Patients IA feuillets El_nterieurs:
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Figure 14 : Adaptation adéquate des feuillets valvulaires en IA malgré des VG
trés dilatés. Malgré I'insuffisance aortique sévére (A), et I'importante dilatation du
VG (B), il 'y a pas d'IMF (C). La reconstruction 3D des feuillets mitraux a
démontré que la surface des feuillets s’est agrandie, en paralléle de
I'élargissement de I'anneau et la dilatation du VG, comparé aux normaux (Image
tirée d’aprés Jonathan Beaudoin et coll.®3) ) "Reproduit avec permission"

En insuffisance aortique chronique compensée, I'adaptation valvulaire survient
naturellement, et a ce jour, il 'y a aucune donnée provenant de tissus
biologiques pour expliquer les mécanismes de cette adaptation. Pour étudier
'agrandissement valvulaire, il est pertinent de revoir les mécanismes de
croissance embryonnaire ainsi que certains éléments de biologie cellulaire dans

les valves.
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lll. Le développement des valves cardiaques

Au cours du développement de 'embryon humain, le cceur est le premier organe
fonctionnel. Initialement il se présente sous forme d'un tube cardiaque primitif,
formé d’'une couche interne de cellules endocardiques entourées par une couche
externe de cellules myocardiques séparées par une matrice extracellulaire,
nommée gelée cardiaque. A ce stade précoce, les coussins endocardiques
agissent comme des barrieéres physiques qui empéchent le reflux de sang a
travers le tube cardiaque primitif (6).,

Entre la 5e et la 8e semaine de vie intra-utérine, ce tube cardiaque subit
plusieurs changements menant a un coeur mature et fonctionnel.

C’est au cours de cette période que les valves cardiaques se forment en
commencgant par le développement du bourrelet endocardique dans le canal
atrio-ventriculaire (CAV) et le tronc artériel, suite a [linflexion du tube
endocardique, donnant naissance respectivement aux valves atrio-ventriculaires

(mitrale du coté gauche et tricuspide du coté droit), et sigmoides (65-67),

En réponse a plusieurs facteurs de croissance y compris des protéines de la
superfamille (transforming growth factor p) TGF-B (TGF-B 1-3 et BMP 2-4 [Bone
morphogenetic protein], un sous-ensemble de cellules endocardique du bourrelet
se transforme en cellules mésenchymateuses suite a une transition endothéliale
mésenchymateuse (EMT) 6870 Plusieurs facteurs de croissance sont impliqués
dans la formation du bourrelet et I'induction de 'EMT, telle que NOTCH1, BMP2
et TGF-p2 ("1-77) Les cellules mésenchymateuses envahissent par la suite le
bourrelet endocardique et proliferent suite a I'expression de EGF [Epidermal
growth factor] et FGF4 [fibroblast growth factor] (/8 79). Elles cessent de se
proliférer et se différencient en VIC qui a leur tour synthétisent des composants
de la matrice extracellulaire 8 80-82) | g différenciation des cellules
mésenchymateuse en VIC de type fibroblastique serait sous la dépendance de la
périostine qui serait induite par le TGF- ©3 8)_ || a été démontré que cette

transition endothéliale mésenchymateuse peut étre induite in vivo dans un
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modéle d’insuffisance mitrale fonctionnelle, et ceci en réponse a un stress

mécanique ©2). Elle peut aussi étre réactivé in vitro (8,

Le bourrelet s’allonge et s’affine pour former un feuillet mature qui s’organise en
trois couches stratifiées composées de collagene [fibrosa], d’élastine [atrialis ou
ventricularis], de proteoglycans [spongiosa], orienté par rapport au flux sanguin

(88) (voir figure 15).

| mature
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Figure 15 : Développement des valves cardiaques (Image tirée d'aprés Butcher
et coll. et Luna-Zurita et coll.(® &), "Reproduit avec permission"
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IV. Composantes Cellulaires et matricielles

Les valves cardiaques sont des structures vivantes dont les cellules jouent un
réle fondamental dans la fonction mécanique, la durabilité et la longévité de la
valve.

Deux types cellulaires sont présents au sein des feuillets mitraux : des cellules
endothéliales valvulaires (VEC) situées a la surface et des VIC dispersées dans
les trois couches des feuillets valvulaires. Pendant de nombreuses années, les
VIC ont été classées dans la famille des fibroblastes par leur capacité de
sécrétion et de dégradation de la MEC et ce n’est que récemment qu’ils ont
découvert qu’il existe 5 types cellulaires présents dans les différentes couches
des valves cardiaques: des VIC provenant de la transition endothéliale
mésenchymateuse, des VIC progénitrices, des VIC quiescentes, des VIC
activées, VIC ostéoblastiques ) (voir figure 16). Le phénotype de ces cellules

change en fonction des conditions environnementales et mécaniques.
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Xn‘echanical stress
) Restoration of ]
Osteoblastic VICs equilibrium Activated
Mediate calcification (myofibroblast-like) VICs
and disease Mediate remodeling, adaptation,
and disease
Figure 16 : Origine et phénotype des cellules|valvulaires (Image tirée d’aprées

Schoen FJ et coll. ®8)). "Reproduit avec permission"

Une population hétérogene de cellules valvulaires interstitielles occupe les

valves cardiaques. Selon les conditions, ces cellules changent de phénotype.
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Dans une valve saine, les VIC sont quiescentes et présentent un phénotype de
type fibroblastique, alors que dans une valve malade, une sous population de
ces cellules s’active et présente différents phénotypes cellulaires selon la
pathologie ou un phénotype ostéoblastique. Les cellules progénetrices donnant

naissance a ces sous-populations peuvent étre endothéliales ou circulantes ©8),

1. Les cellules endothéliales

Un endothélium continu, en continuité avec I'endocarde de loreillette et du
ventricule, composé de cellules endothéliales spécialisées tapisse les deux cotés
des feuillets, soient les c6tés auriculaires et ventriculaires. Elle forme une
barriere essentielle a I'homéostasie en remplissant des fonctions dans la
réponse inflammatoire, la coagulation et la perméabilite.

lls ont une forme polygonale et sont collés entre eux afin de protéger la valve.
L’épaisseur de cette couche varie d’'une valve a l'autre, d’'un endroit a l'autre
dans la méme valve et avec 'age.

Les cellules endothéliales des valves sont assez différentes de ceux composant
les vaisseaux sanguins. |l @ été démontré qu’en réponse aux forces de
cisaillement hémodynamique, les cellules endothéliales de valves aortiques
porcines s’alignent d’'une fagon perpendiculaire au flux sanguin alors qu’ils

s’orientent parallélement dans les vaisseaux 9 90),
2. Les cellules valvulaires interstitielles (VIC)

Les cellules valvulaires interstitielles communiquent entre elles par des jonctions
intercellulaires et se localisent principalement sous I'endothélium, mais sont
aussi distribuées partout entre les deux couches de cellules endothéliales. Elles
permettent la fonction dynamique de la valve en se contractant (présence de
filaments d’actine). Il existe dans la valve adulte une sous-population de cellules
progénitrices dans I'endothélium capable de se différencier et de renouveler la

population de VIC dans le feuillet valvulaire ©"). Les VIC responsables du
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maintien de '’homéostasie matricielle et les cellules endothéliales, responsables
du maintien de la population des VIC, sont en étroite relation permettant le
maintien structurel des feuillets valvulaires pour qu’ils puissent supporter les
forces hémodynamiques exercées perpendiculairement sur le tissu valvulaire

pendant la systole ventriculaire et assurer la fermeture compléte des valves (92

Il a été aussi démontré qu’il existe des cellules appelées cellules souches
hématopoiétiques présentes dans des valves de souris adultes capables de se
différencier en cellules morphologiquement similaires aux VIC ©3). Ces résultats
suggérent donc qu’il existe des cellules progénetrices provenant de différentes
sources locales, ainsi qu’externes capables de se différencier en VIC. Cela
pourrait expliquer les différences fonctionnelles observées dans les différentes

couches des feuillets valvulaires ©4),
2.1 Les fibroblastes

Les fibroblastes, parfois nommés cellules de soutien, sont présents dans les
tissus conjonctifs du corps humain. Elles sont habituellement identifiées par leur
forme fusiforme, aplatie et allongée, leur cytoplasme contient particuliérement un
réseau de microfilaments d’actine et de vimentine qui constitue le cytosquelette.
Elles proviennent des cellules souches mésenchymateuses. Ce sont ces cellules
qui produisent certaines composantes de la matrice extracellulaire, a savoir les

glycoprotéines, les protéoglycans, ainsi que les glycosaminoglycans.

Les fibroblastes ont une forte activité synthétique, ils secrétent essentiellement
du collagéne et des protéines de fibres, tels I'élastine, la fibriline, des enzymes
pour dégrader la MEC, la renouveler et la réorganiser. lIs interagissent avec ces

composants grace au récepteur de type intégrine présent sur leur surface.

30



2.2 Les myofibroblastes

Les cellules de type myofibroblastique, provenant principalement de la
différenciation des fibroblastes, possédent certaines caractéristiques proches a
la fois des fibroblastes et des cellules musculaires lisses. Elles ont la particularité
d’exprimer I'actine musculaire lisse o (a-SMA), un marqueur de myofibroblaste
responsable du remodelage matriciel et la production de collagene. Elles
présentent aussi des fibres de muscles striés et de chaine lourde de myosine.
Ces cellules jouent un réle central dans la prolifération et la migration cellulaire
(95) en plus du remodelage et de la réparation tissulaire.

Ce sont des cellules fibroblastiques hyperactives, elles sont dotées d’un pouvoir
contractile grace a I'expression des protéines contractiles. Elles sont capables de
produire les composantes de la MEC ©6),

Les valves saines sont majoritairement composées de cellules valvulaires
interstitielles dites quiescentes 7)), alors que dans les valves malades les VIC
activées expriment o-SMA et présente un phénotype proche de celui des
myofibroblastes (8.

Les cellules valvulaires interstitielles baignent dans une matrice extracellulaire
composée principalement de collagéne, d’élastine, de glycoprotéines, de
glycosaminoglycans et de proteoglycans qu’elles synthétisent, secrétent et
dégradent pour maintenir la fonction physiologique de la valve. La composition
de la MEC fournit a ces cellules un environnement propice a leur survie, leur
prolifération et leur migration. La composition matricielle dépend des besoins des

tissus.

Implication de MMPs

Les fibroblastes sécrétent des métalloprotéinases (MMPs). Elles ont la capacité
de dégrader la MEC en clivant des récepteurs membranaires, des facteurs de
croissance et des protéines d’adhésion telles que les collagénes et les fibres
élastiques 9. Elles sont sécrétées suite a un stimulus externe comme le TGF-p.

Il existe plusieurs sous-types de MMPs, chacune ayant son substrat. Les MMP-1
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et MMP-13 dégradent les fibres de collagénes (collagéne | et collagéne lll) et les
MMP-2 et MMP-9 sont des élastases qui dégradent les fibres élastiques (190, Les
inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMPs) inhibent l'activité des
MMPs suite a leur liaison au site actif des MMPs empéchant I'interaction de ces
derniéres aux composantes de la MEC. Il a été démontré qu’un désordre dans la
composition de la MEC améne au développement de certaines maladies
valvulaires, qui pourraient donc étre expliquées par des anomalies survenant au

cours du développement ou du remodelage valvulaire (8 101.102),

Suite a cette revue de la littérature, nous arrivons a la conclusion qu’une
adaptation adéquate de la valve mitrale peut prévenir 'lMF.

L’IA chronique compensée pourrait donc représenter un phénomeéne naturel
« Physiologie favorable » pour [I'élargissement et I'adaptation des feuillets
mitraux.

Cependant, les mécanismes stimulant cette croissance valvulaire sont encore
inconnus, et il Nest pas clair si les mécanismes de croissance embryonnaires
précédemment décrits se réactivent dans la valve mitrale en insuffisance

aortique (vs un étirement passif de la valve).

V. Modeéle d’insuffisance aortique chez le rat

Pour étudier I'adaptation valvulaire mitrale en insuffisance aortique, nous avons
utilisé un modéle expérimental chez le rat. Ce modéle a déja été calibré et validé
dans des études précédentes. Sous anesthésie générale et guidage
échocardiographie, la valve aortique est perforée a I'aide d’'un cathéter via la
carotide droite. Le cathéter est poussé vers I'aorte ascendante afin de perforer
un ou deux feuillets de la valve aortique et induire la régurgitation aortique (voir
figure 17). L’artére est ensuite ligaturée et la plaie est recousue. La technique
d’échocardiographie permet de visualiser I'opération, de guider le cathéter pour
perforer le bon endroit et de s’assurer que I'lA a été bien induite en regardant le

reflux de sang. Elle permet aussi d’estimer la sévérité d’'lA créée afin que celle-ci

32



soit homogene pour tous les animaux. Le taux de survie postopératoire et

d’environ 80 %.

Induction
d'une 1A

Figure 17:Création du modéle d'insuffisance aortique chez le rat ( courtoisie de
Olivier Royer).

Suite a I'induction d’lA, le VG réussi a éjecter d’'une facon efficace le volume de
sang régurgité grace a son hypercontractilité. Pendant cette phase, qu'on appelle
aigue, le ventricule gauche n’a pas le temps de se dilater malgré ce reflux. Le
début de la phase chronique a été fixé a deux semaines post-chirurgie, pendant
lesquelles la fonction ventriculaire gauche revient a la normale et le VG

développe une hypertrophie excentrique.
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CHAPITRE 2 : HYPOTHESE ET
OBJECTIFS
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Hypotheése

Les valves exposées a une IA réactivent les voies de croissance embryonnaire

pour augmenter leur taille.

Objectifs

L’objectif général de notre travail est d’identifier certains mécanismes par
lesquels la valve mitrale augmente sa taille en insuffisance aortique chronique
compensée, cet état ayant été spécifiguement associé a une croissance

valvulaire adéquate.

Objectifs spécifiques

1) Confirmer l'absence d’IM fonctionnelle dans un modéle expérimental
d’insuffisance aortique chez le rat.

2) Démontrer que la valve mitrale présente un agrandissement actif en
insuffisance aortique, par prolifération cellulaire et augmentation de la
matrice extracellulaire (par opposition a un étirement passif).

3) Mieux caractériser la séquence des événements et explorer les
mécanismes par lesquels la valve mitrale augmente sa taille en IA

chronique compensée.
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CHAPITRE 3 : ARTICLE
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Introduction. L’insuffisance mitrale (IM) fonctionnelle est une complication fréquente et
morbide des cardiopathies ischémiques et non ischémiques. Elle est causée par la
dilatation du ventricule gauche (VG) avec rétraction secondaire des muscles papillaires
empéchant la valve de se fermer normalement. Il a été récemment démontré que les
feuillets mitraux peuvent s’agrandir pour compenser la dilatation du VG et prévenir I’IM
dans certains cas. Des études de pathologie et d’imagerie ont identifi¢ 1’insuffisance
aortique (IA) chronique comme une condition associée a de grandes valves mitrales, avec
relativement peu d’IM malgré des VG trés dilatés. Les mécanismes de cet élargissement
compensateur de la valve sont peu compris et il n’est pas clair s’il s’agit d’une croissance
active (potentiellement modifiable pharmacologiquement) ou d’un étirement passif des
feuillets. Notre hypothése est que I’agrandissement de la valve mitrale en IA est un
phénoméne actif avec réactivation des mécanismes de croissance embryonnaire.
Méthodes. Des rats ont été divisés en deux groupes égaux : IA par perforation de la valve
aortique (n=58) et sham (n=53). Les animaux ont été sacrifiés a 3 temps spécifiques apres
la création du modele (48h, 1 semaine et 3 mois). Des échocardiographies sériées ont
évalué la sévérité de I’ A, la présence d’IM et les dimensions du VG. Les valves ont été
prélevées pour analyse microscopique et moléculaire (épaisseur des feuillets,
immunohistochimie et RT-PCR) afin de rechercher la présence de facteurs de croissance
valvulaire. Résultats. La création de I’insuffisance aortique a entrainé¢ une dilatation et
une hypertrophie du VG. Malgré cette dilatation rapide du VG, aucun animal n’a
développé de I’IM fonctionnelle. A 1’échographie, le feuillet antérieur mitral était
significativement plus long dans les groupes IA. Par microscopie, les feuillets étaient
plus épais a Isemaine et 3 mois. L’IA était associée a une surexpression de collagene,
TGF-B1, a-SMA (un marqueur de myofibroblastes) et de MMP-2 dans le tissu valvulaire
des la premiere semaine. Les valves exposées a I’[A étaient également positives pour
TGF-B1, un promoteur de croissance valvulaire dans I’embryon. Discussion. Nos
données suggérent que 1’agrandissement de la valve mitrale est un phénomene actif par
prolifération cellulaire et production de matrice extracellulaire. Cette croissance débute
rapidement apres la création de 1’insuffisance aortique et se développe en parallele de la

dilatation du VG. Une meilleure compréhension de cette adaptation pourrait permettre de
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la stimuler dans les cas ou I’agrandissement de la valve mitrale ne suffit pas a prévenir

I’IM.
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Abstract

Background: Mitral leaflet enlargement in patients with chronic aortic
regurgitation (AR) has been recently identified as an adaptive mechanism to
prevent functional mitral regurgitation (FMR) in dilated left ventricles (LV). The
timing of these morphologic changes is not known, and it is not clear if leaflet
expansion is the result of active growth vs. passive valve stretching. We
hypothesized that pathways of growth are activated early in response to AR.
Methods: We used a rat model of AR (retrograde aortic perforation). AR was
induced in 58 rats vs. 53 controls. Animals were euthanized at different time
points after AR creation (48 hours, 1 week and 3 months). AR severity, FMR and
LV dilatation were assessed by serial echocardiograms. Mitral valves were
harvested for microscopic and molecular analyses to document reactivation of
embryonic growth pathways.

Results: AR animals had increased LV dimension and mitral annulus size. No
animal developed FMR. No change in leaflet length or thickness was seen at
48h, however anterior mitral leaflets were longer in AR animals at 1 week and 3
months. By microscopy, mitral leaflets in AR animals were thicker at 1 week and
3 months. Molecular changes were present early (48 hours and one week), with
positive staining for different factors, especially for TGF-B1 suggesting active
matrix remodeling. RT-PCR studies showed increased collagen, TGF-1, a-SMA
and MMP-2 expressions in the leaflets at 48 hours and 1 week. At 3 months,
these molecular changes were not seen.

Conclusions: This model of AR with progressive LV dilatation induces active
expansion and thickening of the mitral leaflets. Growth signals are seen acutely
but not at 3 months suggesting that most of this enlargement occurs early and in
parallel of LV dilatation. Stimulation of this growth could represent a new strategy
to prevent FMR in patients with dilated LV.

Key words: functional mitral regurgitation, chronic aortic regurgitation, mitral
valve, LV dilatation, embryonic growth pathways.
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Functional mitral regurgitation (FMR) is a common and morbid complication of
ischemic and non-ischemic heart diseases, doubling heart failure and mortality (-
4. It represents a growing public-health problem since its prevalence largely
increases with aging ©®). Its mechanisms have been previously linked to left
ventricle remodeling with secondary deformation of the otherwise normal mitral
leaflets®-14): these geometric alterations contribute to leaflets malcoaptation and
regurgitation. Recently, mitral valve enlargement has been identified as a
compensatory mechanism potentially able to prevent FMR. Leaflet area
increases in patients with heart failure: patients with the largest valves have no
regurgitation, while those with insufficient adaptation relative to LV size have
FMR® 911,15 Mechanisms underlying this adaptation and modifying factors are

not well understood.

Chronic aortic regurgitation (AR) is a condition associated with often severely
dilated LV but a surprisingly low incidence of FMR is found in the chronic
compensated phase of the disease ('®). Necropsy and imaging data have shown
significantly larger mitral leaflets in these patients, preserving normal proportions
between leaflets and LV sizes('®: 7)., Adequate MV adaptation is occurring
naturally in these patients, but biological factors associated with valve
enlargement are not known. It is not clear if valve area increases slowly overtime
with passive stretching or by active growth paralleling LV dilatation. We
hypothesized that embryonic pathways of growth are reactivated in the leaflets
exposed to AR, with related cellular and matrix remodeling. Our objectives were
to document the presence and timing of growth signals in the mitral leaflets in

animal models of acute and chronic AR.
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Methods

Animals

72 male Wistar rats (250-300g) were divided in 2 groups: Sham-operated
controls (n = 34) and AR by retrograde aortic perforation (n = 38). Animals were
euthanized 1 week after AR creation. In order to identify the timing of the
remodelling process, additional groups of AR and sham operated (n=9-10 /
group) were euthanatized at different time points after AR creation (48 hours and
3 months). At the end of the protocol, valves were quickly harvested and
processed for further analysis. This protocol was approved by the Laval
University Animal Protection Committee according to the recommendations of

the Canadian Council on Laboratory Animal Care.

Aortic regurgitation model

Severe AR was induced by retrograde puncture of the aortic valve leaflets as
previously described ('8 19 Sham-operated animals had their right carotid artery
cannulated under anaesthesia without puncturing the aortic valve. The presence
of FMR and LV dilatation were assessed by a follow-up echocardiography the
day before sacrifice in the 1 week and 3 months groups. Animals were

euthanized and mitral valves harvested.

Echocardiography

A complete M-Mode, 2D and Doppler echocardiogram was performed on the
animals under 2.5% isofluorane anesthesia using a transthoracic 12 MHz
transducer connected to a Philips HD11XE ultrasound system (Philips Medical
Imaging, Andover, MA) during surgery and sacrifices. LV dimensions were
assessed by M-mode. Mitral annulus (mid-systole) and anterior mitral leaflet
length (diastole, at full opening) were measured in the parasternal long axis view.
Aortic stroke volume was computed and LV ejection fraction (EF) was calculated

with the modified Quinones method 9).
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Immunohistochemistry

Mitral valve tissues were fixed in 4% PBS-buffered formalin solution for paraffin
embedding. Serial transversal sections of MV were obtained from the paraffin-
embedded tissues and stained with Hematoxylin and eosin (H&E) for general
morphology. Determination of activated valvular interstitial cells (VICs) phenotype
was achieved with a recognized myofibroblast marker, a-smooth muscle actin (a-
SMA). Others primary AB including Transforming growth factor p-1 (TGF-p1),
TGF-B2, Matrix metalloproteinase 2 (MMP2) and collagen 1 (col1) were tested to

assess extracellular matrix remodeling.

RT-PCR analysis

MV samples were homogenized; total RNA was isolated using Trizol, purified
and further quantified. DNAse | (Invitrogen) treatment was performed. RNA was
converted to cDNA using the QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen,
Valencia, CA). Quantitative real-time PCR (g-PCR) was performed with
QuantiTect Primer Assays and SYBR Green PCR kit (Qiagen) on the Rotor-
Gene thermal cycler (Corbett Life Science. Sydney, Australia). Primers for the
following transcripts were obtained from Qiagen: TGF-1, TGF-2, MMP2, a-
SMA and collagen 1. The expression of hypoxanthine guanine
phosphoribosyltransferase (hprt1) was used as a reference gene to normalize

the results.

Statistical analysis

Results are presented as mean +/- SEM. Unpaired Student t tests were used to
compare results between groups (Sham, AR). Inter-group comparisons were
done using two-way ANOVA. Data and statistical analysis were performed using
Graph Pad Prism version 6.04 for Windows, Graph Pad Software (San Diego

CA). Statistical significance was set at P values <0.05.
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Results

58 animals had AR creation, 9 are not included in the analysis because of death
(always periprocedural) or incapacity to successfully create AR. All animals
surviving the procedure remained alive until the end of protocol.

Results comparing echocardiographic parameters between the chronic AR group
(n=39) after 1 week and 3 months of follow-up vs. normal control group (n=43)
are showed in table 1. Cardiac weight increased significantly at 1 week (999 87
vs 1163 100 mg, p=0,001) and 3 months (1312+214 vs 1863+230 mg,
p=0,0001) but not at 48 hours (920+£68 vs 969+105 mg, p=0,237).

Echocardiography (for 1 week and 3 months groups): LV internal dimensions in
systole (LVIDs) and diastole (LVIDd) were increased at 1 week and 3 months
(Table 1). This combination of hypertrophy and chamber enlargement was
associated with an increased total stroke volume. Mitral annulus was larger in AR
animals at 1 week (4,5+0,4 vs 51£0,4 mm, p=0,07) and 3 months (4,7+0,4 vs
5,3£1,9 mm, p=0,005). LV ejection fraction (LVEF) and fractional shortening were
slightly decreased in comparison to the control group. No animal with AR had
FMR at follow-up. By echocardiography, anterior ML measured in mid-diastole

was longer in AR animals compared with controls at 1 week and 3 months
(Fig.1).

Microscopic Data

By microscopy, mitral leaflets were significantly thicker in the AR group in
comparison to the control group (Fig. 2). In AR rats, mitral leaflets were thicker at
1 week (274133 vs. 139156um, p=0.005) and 3 months (28161 vs. 117,7£37
um, p=0.003) but not at 48 hours (142+28 vs. 135+38 um, p=0,774).
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Molecular Histopathology

TGF-B1 and a-SMA, a marker for activated valvular interstitial cells (VICs),
staining was more apparent in AR group vs. sham animals 48 hours and 1 week
after AR creation but absent at 3 months (Fig. 3). Collagen 1 and MMP-2 were
increased in the AR group compared to the sham-operated group at 1 week (Fig.
4). TGF-B2 was not increased in AR leaflets.

Cell proliferation and Extracellular matrix (ECM) remodeling
gene expression

RT-PRC for TGF-B1, TGF-p2, collagen 1, a-SMA and MMP-2 are shown in Fig.
5. TGF-B1 and TGF-B2 expressions were increased in AR at 48h and 1week. a-
SMA expression began to increase at 48h and was maximal at 1 week of follow-
up. Collagen 1 and MMP-2 mRNA expressions were increased in AR animals at

1week. At 3 months, no molecular change was seen between groups.

Discussion

In this rat model, significant LV dilatation and hypertrophy was observed at 1
week and 3 months, without the presence of FMR at any time point. This is
consistent with clinical data of patients in chronic compensated AR: despite
progressive and significant LV dilatation, this disease is characterized by a long
asymptomatic phase. Surprisingly, Mitral leaflets were longer (by
echocardiography) and thicker (by microscopy) already at one week. Leaflet
enlargement was associated with cellular and matrix remodelling, supporting

active growth rather than passive elongation.

Our work is consistent with previous studies indicating that cardiac valves
maintain cell plasticity after embryonic development, with the potential to

reactivate at least some embryonic pathways of valve growth. Mechanical stretch
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by papillary muscle repositioning (over 2 months) in animal models is associated
with an increases in both valve area and thickness with increased TGF-f3
expression in the valve sub-endothelium and reactivation of EMT in which
endothelial cells normally quiescent, express smooth muscle a-SMA"). Adaptive
leaflet growth has been reported using in vitro models®?). This is a key discovery
further supporting the hypothesis that cardiac valves are not passive flaps but
rather seem capable of dynamic change of cell phenotype, cell proliferation and
extracellular matrix remodeling in the adult state. In these models of pure
mechanical stretch (without underlying cardiomyopathy) leaflet response is

growth, allowing the valve to match LV and annulus dilatation and prevent FMR.

The current study explores for the first time the timing of valvular remodeling
process and our results clearly demonstrate that valve adaptation occurs early.
Molecular changes were increased at 48 hours and 1 week, but not at 3 months.
This is an interesting observation indicating that, during the early phases of
eccentric LVH, the MV undergo active remodelling resulting in larger valve size in
chronic AR and the absence of FMR. Increase leaflet length and thickness is

associated with TGF- activation.

TGF-B is known to induce fibroblasts to differentiate into a-SMA expressing
myofibrobasts. TGF-B presence in the valve could potentially be explained by
local factors (mechanical stretch from LV enlargement, or increased local shear-
stress secondary to AR regurgitant jet) or systemic humoral activation (renin
angiotensin system in particular) associated with AR. Interestingly, TGF-3 is
involved in the pathogenesis of mitral valve prolapse in Marfan syndrome, a
disease associated with an abnormally large valve 23,

Understanding the mechanisms of MV adaptation could lead to new therapeutic
avenues. Pharmacological modification of leaflet biology to promote growth,
prevent FMR would represent a major breakthrough in the treatment of this
common valve disease. It has been shown that TGF-8 pathways influencing
valve growth are susceptible to pharmacologic modification. For example, using
an angiotensin receptor blocker as a TGF-3 antagonist has been shown to limit

tissue growth in a Marfan mouse model 4. Further studies, comparing valve
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remodeling in normal and pathological states are required.

Study limitations

The amount of valve tissue obtained in individual animal was low, requiring
pooling multiple valves together for RT-PCR studies. Temporality of changes
suggests early adaptation but the timing cannot be directly translated clinically.
Longer AR evolution, with the eventual development of heart failure would be

interesting in future studies.

Conclusions

Mitral leaflets undergo active remodeling resulting in larger valve size in chronic
AR. Growth signals are seen acutely but not at 3 months suggesting that most of
this enlargement occurs early. Stimulation of this growth could represent new

therapeutic avenues to prevent FMR.
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Figure legends

Figure 1:
Anterior ML length in chronic aortic regurgitation (left) and normal control (right)
animal during mid-diastole. Anterior mitral leaflets were longer in AR animals at 1

week and 3 months.

Figure 2:

Mitral leaflet thickness at 3 time points. Mitral leaflets in AR animals were thicker
at 1 week (172198 vs. 98+41um, p=0.01) and 3 months (23467 vs. 72+18 um,
p=0.008).

Figure 3:

Staining for the transforming growth factor TGF-1 and staining for smooth
muscle a-actin a-SMA are more apparent in AR valve at 48 hours and 1 week
but not after 3 months. Left panels: control MV showing no staining for TGF-p1
and a-SMA. Right panels: staining for TGF-$1 and a-SMA of a AR MV after 48h,
1 week and 3 months of Follow-Up. Abbreviations: a-SMA, smooth muscle a-
actin; TGF-p1, transforming growth factor beta ; AR, aortic regurgitation ; H,

hours ; W,week ; M,months.

Figure 4:

IHC for Col 1 and MMP-2 in MV after 1 week of Follow-Up vs control valve. Col 1
and MMP-2, staining was more apparent in AR valve. Abbreviations: Col1,
collagen 1; MMP-2, matrix metalloproteinase-2; AR, aortic regurgitation; H,

hours.

Figure 5:
mMRNA levels in mitral tissue (RTPCR). Genes related to cell proliferation and
extracellular matrix remodeling in control rats vs. AR: 48 hours (n=4/gr), 1

week(n=23-24/gr) and 3 months (n=4/gr). Results are reported in arbitrary units
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as mean + SEM. Untreated sham (sham operated animals) group mRNA levels
were normalized to 1. T-tests statistical analysis results are displayed below each
graph. Col1: collagen 1, TGFB1-2 : transforming growth factor; MMP-2: matrix

metalloprotease 2 and a-SMA : alpha smooth muscle actin .
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Figures
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Figure 5:
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Table

Table 1: Echocardiographic data for controls and AR animals at 1 week and
3 months.

Ctrl (1W) AR (1W) Ctrl (3M) AR (3M)
Body weight, g 369.1+18 352.9+15 988 + 75 998 + 40

Cardiac weight, mg 999.2:+87 1163.2:+100* @ 1312+214 | 1863 +230*

Stroke volume, ml 0.36+0.03 0.45+0.08* 0.26+0.04 0.30=+0.03*

LvVIDd, cm 0.7+0.025 0.9+0.05* | 0.9:0.06 | 1.1+0.08*

LVIDs, cm 04+004 0.5+0.07* 0.4x0.07 0.6=x0.05*

Mitral annulus,mm | 4.5:0.4 504 47+04 | 53+1.9*

Anterior mitral leaflet length, nm 4.5+ 0.5 5+0.5* 4.4+0.3 5.2+1.9*
LVEF, % 686 65.5x7 57 68 = 4*

AR: aortic regurgitation. LV internal dimensions in systole (LVIDs) and diastole
(LVIDd), LV ejection fraction (LVEF). AR animals had increased LV dimension.
All results are expressed as mean + SEM.
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Discussion

La régurgitation aortique chronique compensée résulte en une surcharge de
volume qui entraine le développement d’'une hypertrophie et une dilatation
ventriculaire gauche. Cependant, malgré des ventricules trés dilatés,
I'insuffisance mitrale fonctionnelle est relativement absente a ce stade compensé
de la maladie. Des études d’'imageries 3D ont démontré que la valve mitrale

s’agrandit en IA, pour prévenir I'|MF.

L’objectif principal de nos travaux de recherche était d’étudier les mécanismes
de croissance valvulaire et le timing du processus de remodelage dans un
modeéle animal. Tout d’abord, un objectif préliminaire était de valider que le
modéle d’insuffisance aortique chez le rat représente bien ce qui est observé
chez 'humain, et donc de démontrer 'absence d’IM fonctionnelle.

Dans ce modéle, les VG de nos rats IA se sont dilaté rapidement, dés la
premiére semaine et de facon accentuée a 3 mois. L’anneau mitral était
également dilaté. La fonction systolique était préservée comme dans les phases
chroniques compensées chez ’humain. Malgré la dilatation importante du VG et
de I'anneau mitral suite a une surcharge volumique, aucun de nos animaux n’a
développé de I'IMF. Parallélement a la dilatation des cavités gauches, la
longueur des feuillets a I'échocardiographie a augmenté ; ces trouvailles sont

donc similaires a ce qui est vu chez les humains souffrants d’lA.

Notre deuxiéme objectif visait a démontrer que la valve mitrale présente un
agrandissement actif en insuffisance aortique, par prolifération cellulaire et
augmentation de la matrice extracellulaire, par opposition a un étirement passif.
Nous avons observé par microscopie une importante augmentation de
I'épaisseur des feuillets mitraux chez les rats une semaine aprés la création d’lA.
Nos résultats démontrent une élévation de I'expression génique de quelques
facteurs associés au développement valvulaire dans 'embryon tels que le

TGFB1, col 1, a-SMA et MMP-2. La surexpression de ces facteurs est
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probablement le reflet d’'une réactivation des voies de croissance embryonnaire.

Un signal plus important pour ces facteurs a été observé par immunohistochimie.

Notre troisieme objectif visait a identifier le timing du processus de remodelage et
d’adaptation valvulaire. De fagon surprenante, nous avons observé des
changements biologiques rapides qui surviennent au cours de la premiére
semaine suite a I'induction de I'lA, et qui se stabilisent a 3 mois. Ces trouvailles
fournissent une explication des changements morphologiques observés tét aprés
la création d’'lA, et qui sont probablement responsables de I'absence d’'IMF

malgré des VG trés dilatés.

Ces résultats sont compatibles avec d’autres études réalisées qui ont démontré
une réactivation des voies de croissance embryonnaire dans le tissu valvulaire
chez un modéle animal de stress mécanique ©2). Cependant, ces modéles
expérimentaux ne représentaient pas une entité pathologique en soit, et il n’a

pas été démontré a quel moment les changements biologiques surviennent.

Bien que nous commengons a identifier les mécanismes de croissance
valvulaire, les facteurs limitants I'adaptation valvulaire dans les cardiopathies
ischémiques et non ischémiques (et a la limite dans les stades avancés de I'lA)
sont encore inconnus. Des études suggérent que des changements fibrotiques
survenant dans le tissu valvulaire peuvent mener a I'lMF (193), Une prochaine
étape de ce travail sera de comparer le remodelage valvulaire mitral en IMF

(cardiopathie ischémique par exemple) a celui vu en IA.

Limitations de I’étude

Notre projet comporte quelques limitations. La taille de I'échantillon est réduite,

les valves mitrales de rats sont trop petites, nous avons di les combiner (3
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valves par tube) pour effectuer la RT-PCR. Chaque spécimen de valve permet
un nombre limité d’expériences.

Certaines expériences auraient pu étre intéressantes a réaliser comme le
western blot qui aurait permis de quantifier les protéines. Egalement, nous
n’avons pas pu évaluer certains facteurs associés a la croissance valvulaire dans
'embryon, tels que les BMP, NOTCH1, etc. La physiologie des rats est
légérement différente des humains et le temps de remodelage valvulaire observé
chez le rat ne reflete pas la réalité clinique. Plusieurs paramétres
géomeétriques 3D sont importants dans ['IMF; cependant, ils ne sont pas

évaluables dans un modéle de petits animaux.
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Conclusion et perspectives

Le tissu valvulaire mitral présente des changements dés les premiers jours aprés

la création d’'une insuffisance aortique. Ceci suggére que la valve mitrale

s’adapte activement en I|A, par prolifération et augmentation de la matrice

extracellulaire (par opposition a un étirement passif), une croissance qui pourrait

étre expliquée par la réactivation des voies de croissance embryonnaire suite a

une lA.

Perspectives pour des études futures

Selon les résultats obtenus dans cette étude, un protocole de plus longue
période (6-12 mois) peut étre réalisé pour vérifier si la croissance

valvulaire observée persiste apres une longue durée de la maladie.

Un plus gros modele animal (modéle mouton) ayant une physiologie plus
proche de I'humain est utile pour I'étude de plusieurs autres modeles
expérimentaux comme linfarctus de myocarde et traitements
pharmacologiques ciblant des voies importantes qui peuvent étre impliqué

dans I'adaptation valvulaire.

Des expérimentations additionnelles doivent étre réalisées dans le but
comprendre pourquoi la valve mitrale est capable de s’adapter en IA et
non pas suite a un infarctus de myocarde. Pour cela, nous proposons la
création d’'un modeéle d’Infarctus de myocarde chez le mouton et nous

allons comparer les changements moléculaires dans les deux cas.

60



« Ultimement, nous allons cibler pharmacologiquement des voies de
signalisation afin de prévenir ou stimuler la croissance valvulaire et

favoriser une meilleure adaptation valvulaire.
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