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Contexte :

Les cceurs univentriculaires représentent 2 a 3% des cardiopathies congénitales.
L’histoire naturelle de cette entité nosologique n’est pas compatible avec la vie de 1’enfant
sans traitement chirurgical. Malgré les progrés médicaux de ces 3 dernieres décennies, 20 a
40 % des nouveau-nés décederont dans les 3 premiers mois de vie, et seulement environ 50%
atteindront 1’dge de 30 ans. Afin de préserver la vie de ’enfant et de le conduire a 1’age
adulte, plusieurs interventions chirurgicales dites palliatives, devront étre assurées. La
premiére d’entre elles aura lieu le plus souvent dés la période néonatale, visant a équilibrer les
débits systémique et pulmonaire s’il y a lieu. La deuxiéme étape visera a séparer la circulation
veineuse de la circulation systémique, étape qui se réalisera en deux temps chirurgicaux a
différents ages de la vie. Ainsi ces patients survivront sur le principe d’une circulation de
Fontan, rétablissant une circulation en série, avec un seul ventricule systémique et une
circulation pulmonaire dite passive. Le pronostic et la qualité de vie de ces patients seront
directement liés au nombre de procédures chirurgicales, mais surtout par la survenue tardive
des complications inhérentes a la circulation de Fontan.

Actuellement, seule I’élaboration d’une circulation de Fontan a permis d’améliorer la
survie de ces patients. Néanmoins, nous savons que cette circulation n’est que palliative,
avant la transplantation cardiaque ou le décés, survenant dans la majorité des cas entre la
30" et 40°™ année de vie. C’est dans ce contexte que certaines équipes ont tenté une autre
stratégie de palliation avec le maintien d’une circulation pulmonaire antérograde, via le
ventricule unique couplé a une dérivation cavo-pulmonaire partielle, visant a surseoir a la
totalisation de Fontan, ou a la repousser le plus tardivement possible.

Comme nous 1’avons souligné, 1’¢laboration de cette circulation nécessite par ailleurs
plusieurs interventions chirurgicales, chacune ayant ses risques et ses désagréments. A ce
jour, quelques équipes a travers le monde ont réalisé des procédures de totalisation de Fontan
par voie percutanée dans le but de diminuer la morbidité chirurgicale et d’améliorer le confort
des patients. Néanmoins les résultats restent médiocres, peu reproductibles et non
standardisés. En effet, aucun modéle animal permettant de simuler un cceur univentriculaire
n’a pu étre congu jusqu’alors afin d’élaborer une procédure dite hybride « alliant chirurgie et
cathétérisme cardiaque » viable, reproductible et sécurisée.

Enfin, toujours dans le but d’améliorer le pronostic de ces patients une
cardiomyoplastie atriale visant a générer un flux pulsé pulmonaire avait été réalisé¢ chez

I’animal, sans pour autant franchir la phase aigué de I’expérimentation.
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La problématique reste ouverte : comment 40 ans apres la description de la procédure

de Fontan, pouvons-nous améliorer le pronostic des coeurs univentriculaires ?

Objectifs :

Notre objectif est d’améliorer le pronostic et la qualité de vie des patients ayant une

cardiopathie univentriculaire.

Pour ce faire :

Nous avons déterminé s’il existe une alternative a la circulation de Fontan.

Et ¢élaboré une procédure de totalisation de Fontan par voie percutanée viable,
reproductible et transposable chez I’homme.

Réalisé une approche énergétique musculaire du cceur sain soumis a un stress
et en décharge.

Essayer de concevoir un tube pulsatile.

En perspective, optimiser la fonction musculaire d’un cceur univentriculaire,
en augmentant son rendement énergétique, et évaluer 'intérét d’un tube
pulsatile travaillant en paralléle ou en potentialisant le rendement énergétique

du cceur.

Quatre approches complémentaires ont été utilisées :

1- Etude clinique analysant une alternative a la circulation de Fontan.

Revue de 70 patients avec un ventricule unique pallié par une dérivation cavo-

pulmonaire partielle avec conservation d’un flux pulmonaire antérograde (1).

2- Etude expérimentale animale, développant et évaluant la sécurité, I’efficacité et la

reproductibilit¢ d’une procédure hybride de totalisation de Fontan adaptée a la

croissance.

Développement d’un modele animal permettant de mimer une totalisation de
Fontan par voie percutanée (2).

Etude animale chronique de faisabilit¢ et d’efficacit¢ d’une totalisation de
Fontan par voie percutanée extra et intracardiaque (3).

Etude animale préclinique (en croissance) d’une totalisation de Fontan par voie

percutanée extracardiaque (4).
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3- Etude énergétique animale des capacités oxydatives et de la production des

radicaux libres d’un cceur sain (5*) , soumis a une augmentation de travail (5) et

décharge.

4- Etude de faisabilité d’un tube pulsatile.

Etude animale de faisabilit¢ du muscle grand dorsal comme pompe musculaire
d’un tube extracardiaque — Prérogative.
Etude de faisabilit¢ hémodynamique ex-vivo des flux générés par un tube

extracardiaque.

Résultats

1-

\

La dérivation cavo-pulmonaire partielle associée a un flux pulmonaire
antérograde n’est pas une palliation définitive en présence d’un ventricule

unique et la totalisation de Fontan doit étre réalisée chez ’homme (1).

La réalisation d’un mode¢le animal ovin par dérivation cavo-atriale supérieure
et occlusion de la jonction cavo-atriale native, permet 1’étude d’une totalisation
de Fontan par voie percutanée (2).

La totalisation de Fontan par voie percutanée chez 1’animal, intra ou
extracardiaque peut étre réalisée de maniére sire, reproductible et sans
complication a court terme (3).

Le modele de pré-conditionnement chirurgical extracardiaque, adapté a la
croissance peut étre réalis€ chez I’homme de manicre slre, reproductible et

sans complication a court terme (4).

Il existe dans un cceur sain un gradient transmural énergétique « inversement
proportionnel » aux contraintes mécaniques, lié probablement au rapport
gazeux tissulaire entre le NO et Ioxygeéne modifiant 1’équilibre Nitroso-
Redox. Les contraintes « environnementales » agissent négativement sur le
métabolisme énergétique et induisent un remodelage ventriculaire réactionnel a

la production d’espéce radicalaire (5%).
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b. L’étude énergétique d’un ceeur sain et soumis a des conditions de charges en
pression a montré une diminution des capacités oxydatives mitochondriales,
une augmentation de la production de radicaux libres et une activation de la

biogénese mitochondriale (5).

4-

a. Le muscle grand dorsal chez 1’ovin peut étre utilisé pour générer un flux
pulsatile au dépend d’un protocole de pré-conditionnement a I’effort dans le
but d’orienter le profil énergétique musculaire vers des fibres lentes.

b. Un tube extracardiaque, comme utilis¢ dans la circulation de Fontan, ne peut
pas générer un débit pulmonaire pulsé physiologique, aux dépens d’une
fréquence supra-physiologique.

Conclusion

La procédure de totalisation de Fontan est, a ce jour, la seule palliation qui garantisse
la meilleure chance de survie d’un enfant en présence d’un cceur univentriculaire.
L’approche hybride, alliant I’expertise chirurgicale et la cardiologie interventionnelle,
peut aujourd’hui optimiser la prise en charge de ces patients en termes de confort sans
que nous ayons la garantie d’un bénéfice a long terme d’une telle procédure.
L’approche énergétique nous permet d’entrevoir qu’il existe des mécanismes
adaptatifs a la diminution de la fonction mitochondriale, soumis a une surcharge en
travail. Cet équilibre est en partie perturbé par la production d’espéce radicalaire.
Différentes approches thérapeutiques pourraient stabiliser ou régénérer les capacités
oxydatives cellulaires en augmentant le rendement énergétique, tout en contrdlant les
effets déléteres de la production d’espéce radicalaire. Ce champ d’investigation est
encore vierge et pourrait faire 1’objet ces prochaines années d’avancées dans
I’optimisation de la fonction d’un coeur univentriculaire.

L’utilisation du muscle grand dorsal pour réaliser un tube extracardiaque pulsatile est
réalisable, néanmoins les propriétés oxydatives et mécaniques de ce muscle ne
permettent pas de concevoir un modele viable a moyen ou long terme. Un tube
extracardiaque valvé ne sera sirement pas suffisante pour assurer un débit pulmonaire

efficace sans une fréquence supra-cardiaque. Ainsi la conception d’un tube pulsatile
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afin d’optimiser la fonction d’un cceur univentriculaire, nécessitera d’une part

d’augmenter son rendement énergétique, et d’autre part de repenser sa géométrie.

Perspectives

Nous poursuivons nos travaux sur :

L’effet de la photo-bio-modulation (PBM) sur la régénération cellulaire et musculaire,

par optimisation du métabolisme énergétique que ce soit pour un cceur univentriculaire ou

dans I’insuffisance cardiaque.

La conception d’un tube pulsatile :

Modé¢lisation d’un tube garantissant un débit pulmonaire physiologique basé sur le

cycle respiratoire.

Elaboration d’un protocole de pré-conditionnement musculaire visant a augmenter les

capacités oxydatives du muscle grand dorsal.

Analyse de la fonction d’un muscle pédiculé adhérant a une structure décellularisée.
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1 Préambule

1.1 Le cceur univentriculaire

1.1.1 Principes généraux

Le cceur univentriculaire désigne le concept dans lequel un seul ventricule est
fonctionnel. 11 représente 2 a 3% des cardiopathies congénitales. L’histoire naturelle de cette
entité nosologique n’est pas compatible avec la vie de 1’enfant sans traitement chirurgical.
Malgré les progres médicaux de ces 3 derniéres décennies, 20 a 40 % des nouveau-nés
décedent dans les 3 premiers mois de vie, et seulement environ 50% atteignent I’age de 30
ans.

Le cceur univentriculaire a tout d’abord été classé comme composant toutes les
anomalies ventriculaires qui ont une chambre unique dans leur masse ventriculaire, ainsi que
toutes les anomalies ventriculaires qui possédent une chambre rudimentaire, par Anderson et
al. en 1979 [1]. Plus récemment, il a été défini comme une entité morphologique caractérisée
par la présence d'une seule chambre répondant aux critéres d'un ventricule (la chambre
principale), avec ou sans chambre de sortie rudimentaire coexistant ou poche trabéculaire [2].
Au final, sous le terme de coeur univentriculaire, aujourd’hui nous englobons non seulement,
les cceurs connus comme ventricule unique ou ceeur univentriculaire (définition anatomique),
ou une chambre dominante et une hypoplasique sont présentes, et dans lequel une composante
d’entrée (double entrée ou une connexion atrio-ventriculaire absente ) est présente, mais aussi
les cceurs dans lesquels les deux ventricules possédent toutes les composantes
morphologiques, mais ou un ventricule est trop petit ou incapable de maintenir la circulation
(définition fonctionnelle) [3-5].

Le ventricule unique, ou ventricule a double entrée, se définit comme un ventricule
(ou une cavité ventriculaire principale) d'anatomie droite ou gauche, dans lequel s'ouvrent les
deux valves atrio-ventriculaires ou une valve atrio-ventriculaire commune [6].

Le but d’une chirurgie palliative en présence d’un cceur univentriculaire, est donc de
prendre en compte les facettes physiologique et anatomique, afin de rendre possible la survie

de ’enfant.

21



Le ventricule unique doit assurer a la fois la circulation pulmonaire et la circulation
systémique [7] dans un circuit en paralléle. La répartition entre les débits pulmonaire (QP) et
systémique (QS), dépend des résistances et pressions que I’on trouve dans chaque systéme. Le
ventricule unique admettant I’ensemble de ces deux circulations, il est donc soumis a une
surcharge de volume et de travail. Les circulations cave et pulmonaire étant mélangées, on
observe inéluctablement une désaturation du flux sanguin systémique. La saturation en
oxygeéne de ce dernier dépend du débit pulmonaire effectif ainsi que du rapport entre débit
pulmonaire et débit systémique (QP/QS).

Ainsi, en la présence d’une malformation congénitale, telle que la présence d’un coeur
univentriculaire, la chirurgie visant a établir une circulation de Fontan s’avere étre la seule
solution pour rétablir une circulation en série. Toutefois, plusieurs interventions chirurgicales

dites palliatives, sont nécessaires pour assurer une physiologie compatible avec la vie [8].

1.1.2 Conditions d’une circulation univentriculaire optimale

Diverses conditions sont nécessaires pour que les circulations pulmonaire et
systémique, en présence d’un cceur univentriculaire, soient optimales :
* Maintien d’un débit pulmonaire satisfaisant, permettant une saturation artérielle en oxygene
(Sa0,) suffisante.
* Eviter I’hyperdébit pulmonaire, engendrant une surcharge volumique du ventricule unique
ainsi qu’une ¢élévation des pressions pulmonaires. En effet, cette surcharge volumique cause
une augmentation du travail myocardique, dilate le ventricule, et finit par altérer la fonction
systolique. Bien sir, elle peut également étre responsable d’une insuffisance fonctionnelle de
I’une ou des deux valves atrio-ventriculaires, causant une augmentation des pressions de
remplissage et une diminution du gradient de pression transpulmonaire.
* Eviter un quelconque obstacle au niveau de la voie d’éjection systémique, qui provoquerait
un hyperdébit pulmonaire.
Il est important de noter que chez les personnes porteuses d’un cceur univentriculaire, le
rapport QP/QS doit étre compris entre 1 et 1,5 [7, 9]. Cela permet d’obtenir une SaO, se
situant entre 75 % et 85 %.

Nous pouvons donc dire que la présence d’un ventricule unique n’est pas compatible
avec la vie sans que soit assurer un équilibre physiologique entre les circulation pulmonaire et

systémique. Ainsi, lorsque la réparation bi-ventriculaire n’est pas possible, il convient de créer
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une circulation de type Fontan, permettant de séparer les flux pulmonaire et systémique et

donc de rétablir une circulation en série.

1.2 La circulation de Fontan

Dans une circulation de Fontan le retour veineux systémique est relié aux artéres
pulmonaires sans l’intervention d’un ventricule, et suppose un flux entierement passif en
direction de la circulation pulmonaire, dont le débit n’est assuré que par la pression veineuse
centrale ; celle-ci doit donc rester élevée (> 15 mmHg) [10]. En outre, les résistances

pulmonaires doivent étre basses, tout comme la pression auriculaire gauche.

Ainsi, le débit cardiaque ne dépend plus seulement de la fonction cardiaque mais

¢galement du flux transpulmonaire conditionné par les résistances pulmonaires [10].

La circulation de Fontan permet 1’obtention d’une normalisation de la saturation

artérielle et impacte positivement la surcharge volumique du ventricule.

1.3 La chirurgie de Fontan

En 1971, Fontan et Baudet [11] sont les premiers a publier un article décrivant la
correction palliative d’une atrésie tricuspide. Cette opération consistait en une anastomose
directe entre 1’oreillette droite et I’artére pulmonaire, ou en utilisant la cavité accessoire
ventriculaire droite.

Depuis cette premicre description, I’intervention de Fontan a subi de multiples
modifications. Toutefois, elle reste encore aujourd’hui, le fondement des différentes
techniques utilisées dans la prise en charge des coeurs univentriculaires.

La chirurgie de Fontan nécessite plusieurs temps chirurgicaux, fonction des résistances
pulmonaires et laissant au ventricule le temps de maintenir un débit cardiaque compatible
avec la vie ; ’objectif est de trouver 1’équilibre entre le débit pulmonaire et systémique qui
pénalisera le moins longtemps possible le travail myocardique du ventricule unique et la
compliance du lit pulmonaire [11, 12].

La premiére d’entre elle a le plus souvent lieu dés la période néonatale, visant a
équilibrer les débits systémique et pulmonaire s’il y a lieu, que ce soit par la réalisation d’une
anastomose systémico-pulmonaire ou d’un cerclage pulmonaire.

La deuxieéme étape vise a séparer la circulation veineuse de la circulation systémique. Cela se

réalise en deux temps chirurgicaux a différents ages de la vie.
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1.3.1 Premier temps chirurgical dans la conception d’une circulation de Fontan

Le premier temps chirurgical consiste en une anastomose entre la veine cave
supérieure et I’artére pulmonaire, ce que I’on nomme dérivation cavo-pulmonaire partielle
(DCPP) ou Glenn bidirectionnel. Celui-ci a généralement lieu entre le 4™ et 6" mois de vie.
Cette intervention permet de dériver environ la moitié du flux sanguin désaturé vers les
poumons. Ainsi, cela permet d’augmenter la saturation pour atteindre environ 85-90 % et de

diminuer la précharge ventriculaire et donc le travail myocardique.

1.3.2 Second temps chirurgical

Ce second temps chirurgical est généralement réalisé entre 2 et 4 ans, ou alors plus
tard, suivant les équipes en présence d’une voie pulmonaire antérograde par exemple. Elle
permet la totalisation de la dérivation cavopulmonaire, dérivation cavopulmonaire totale
(DCPT). La veine cave inférieure est alors reliée a 1’artére pulmonaire. La saturation en

oxygene s’en trouve normalisée.

Au cours des trois décennies écoulées, depuis la description de I'opération de Fontan,
la mortalité opératoire a diminué d'environ 20% a approximativement 5%. Cette amélioration
des résultats vaut aussi bien pour les techniques de tunnellisation intracardiaque [13, 14] que
de conduit extracardiaque [13, 15]. Les facteurs qui ont contribué a l'amélioration des
résultats sont la conception de circuits plus économes en énergie avec l'utilisation d'une
tunnellisation latérale [16] ou d’un conduit extracardiaque [17], la réduction des temps de
clampage et de la circulation extracorporelle, ces deux derniers pouvant parfois étre évités
avec la technique extracardiaque [18].

Sur le long terme, 1’étude réalisée par Fontan et al. [19], montre une survie a 1 mois, 1
an, 5, 10 et 15 ans, qui était respectivement de 90%, 87%, 86%, 84% et 74%. Plus
récemment, grace a I’introduction de la tunnellisation latérale, la survie a 5 et 10 ans était
respectivement de 93% et 91% [14]. Khairy et al. [20] ont méme observé un taux survie de
83% et 70%, a respectivement 20 et 25 ans.

Actuellement, il est bien établi que la tunnellisation extracardiaque posséde de
nombreux avantages par rapport & une procédure intracardiaque, et ce pour de multiples
raisons. En effet, une totalisation par voie intracardiaque engendre une mortalité opératoire
plus élevée, nécessite une circulation extracorporelle et un clampage aortique. Par ailleurs,

inhérent a la technique chirurgicale, 1i¢ aux lignes de suture atriale et a sa dilatation ultérieure,
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il se produit d’avantage d’arythmies postopératoires précoces et tardives. Le risque d’accident
vasculaire cérébral, ainsi que la formation de thrombus au niveau de la cloison veineuse, sont
¢galement supérieurs [21]. Actuellement, de nombreux patients doivent subir une conversion
de Fontan, c’est a dire passer d’une circulation intra- a extracardiaque en présence d’une
dilatation des cloisons atriales (ou d’anomalie rythmique, thrombotique), occasionnant des

pertes d’énergie manifestes et provocant une dysfonction de la circulation de Fontan [22-24].

La réalisation d’une circulation de Fontan, nécessite obligatoirement des interventions
chirurgicales répétées, augmentant la morbidité, ainsi que la mortalité, et impactant
significativement la qualité de vie des patients, avec une faible réserve cardiorespiratoire [25,
26]. Qui plus est, se pose toujours la question du temps le plus optimal de cette totalisation, de
la nécessité d’une fenestration entre les deux circulations. Cette intervention pourrait donc
étre améliorée dans sa conception, par une approche hybride, alliant chirurgie et cathétérisme
interventionnel. Elle permettrait également de gérer plus simplement 1’adaptation
physiologique entre les flux systémique et pulmonaire, afin de réaliser une transition

progressive d’une circulation en paralléle vers une circulation en série.

La dysfonction de la circulation de Fontan est généralement divisée en 3 catégories
distinctes : la dysfonction myocardique du ventricule unique, les complications systémiques
liées a la physiologie propre d’une telle circulation et I’insuffisance chronique d’une
circulation de Fontan [8].

e Dans une analyse réalisée aupres de 546 enfants ayant subi une chirurgie de Fontan,
27% avaient des fractions d’éjection ventriculaire anormales et 72% avaient un
dysfonctionnement diastolique [27]. La prévalence du dysfonctionnement
ventriculaire systolique et diastolique continue d’augmenter lors de la vie adulte [28,
29]. L’hypoxémie chronique et la charge volumique ventriculaire précoces dans la vie
pourraient é&tre responsable du dysfonctionnement plus ou moins précoce du
myocarde.

e Les complications systémiques liées a la physiologie propre d’une circulation de
Fontan sont nombreuses et variées. Nous retrouvons : une difficulté a prendre du poids
au cours de I’enfance, pouvant étre I’indicateur d’un débit cardiaque non optimal ; une
cyanose liée a une potentielle fenestration ; une dysfonction hépatique due a une
pression veineuse hépatique 3 a 4 fois supérieure a la normale; des anomalies de

coagulation ; une entéropathie exsudative ; une bronchectasie, qui est toutefois rare, se
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retrouvant chez moins de 1% a 2% des patients opérés [30] ; des ascites dues a une
pression atriale droite €levée; des arythmies notamment dues a une dysfonction du
nceud sinusal, avec une prévalence de 40% [20, 31].

e La physiologie d’une circulation de Fontan est notamment caractérisée par une
diminution progressive du débit cardiaque, et une augmentation de la pression
veineuse centrale au fil du temps, I’ensemble conduisant a une diminution du pic de
consommation en oxygene, au fur et & mesure des années, amenant les patients vers

une défaillance circulatoire.

Il semble également nécessaire de se pencher sur la qualité de vie de ces patients. Divers
auteurs rapportent une qualité de vie générale altérée [32-36], et plus précisément une
diminution des capacités physiques, évaluées par questionnaire ou test d’effort incrémental
[33-36], cognitives (vitesse de cognition) et mentales (telles que pergues par les patients),
¢galement évaluées par un test ou un questionnaire [32, 36], un fonctionnement social
(également autoévalué par questionnaire) [35], et des capacités scolaires [35] altérés. Il est
aussi observé une augmentation des états dépressifs [34] et des douleurs corporelles ressenties
[33]. Nous pouvons donc dire, malgré le fait que la conception d’une circulation de Fontan
soit indispensable a la survie, que sa réalisation engendre de multiples troubles physiques et

mentaux, altérant de fait la qualité de vie des patients.

Ainsi, "optimisation de la prise en charge des coeurs univentriculaires, passera par une
amélioration de la technique de conception d’une circulation de Fontan, qui se devra moins
invasive, adaptée au régime de pression ; mais également par une approche énergétique,
visant a préserver les capacités myocardiques du ventricule unique dans le temps ou en

restaurant un débit pulmonaire pulsé.

1.4 La chirurgie Hybride

Nous avons vu que la réalisation d’une circulation de Fontan nécessite plusieurs
interventions chirurgicales avec leurs taux de morbi-mortalités, inhérent a toutes procédures.
Par ailleurs, il existe deux techniques pour la réalisation d’une circulation de Fontan, la
tunnellisation latérale et la circulation extracardiaque, chacune possédant des avantages et des

inconvénients.
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Les avantages de la tunnellisation latérale sont le potentiel de croissance du montage, et
sa facilit¢ de réalisation. Les inconvénients sont la survenue de possibles arythmies,
secondaires a des pressions atriales accrues, la dilatation du circuit avec une perte de
1'écoulement laminaire au fil du temps, et la nécessité d’un clampage aortique avec les risques

que cela représente pour le myocarde [37].

Les avantages de la circulation extracardiaque sont I'établissement d’un écoulement
laminaire stable, I’absence des lignes de suture atriale arythmogenes, ainsi que la possibilité
de créer le circuit sans clampage aortique. Les inconvénients sont la nécessité d'utiliser un
tube de taille adulte chez I’enfant avec une distorsion potentielle des artéres pulmonaires et un

risque thromboembolique [37].

De fait, il s’est avéré nécessaire de travailler sur de nouvelles solutions pour faire face a
ces désagréments. Cela a été rendu possible grace a ’amélioration des techniques d’imagerie

interventionnelle et de la chirurgie.

Ainsi, a été avancé le concept de chirurgie hybride pouvant se définir comme une
procédure combinant des éléments de la chirurgie conventionnelle et de cathétérisme
interventionnel [38]. Cette derniére se révélant beaucoup moins invasive que les procédures
classiques, la morbidit¢ s’en trouve donc diminuée. Par ailleurs, le développement de
techniques moins invasives nous permet de repenser la stratégie de totalisation afin de mieux
contrdler la gestion des flux pulmonaire et systémique, au profit du travail myocardique du

ventricule unique.

A ce jour, quelques équipes a travers le monde, dont les pionniers furent Konertz et al.
[39], ont réalisé des procédures de totalisation de Fontan par voie percutanée dans le but de

diminuer la morbidité chirurgicale et d’améliorer le confort des patients.

Hausdorf et al. [40] ont décrit la totalisation par voie percutanée d’un hémi-Fontan ou
DCPP, en utilisant une dilatation par ballonnet de la jonction cavo-atriale « baguée » et la
fermeture de la fenestration cavo-atriale, en utilisant, soit un stent couvert, soit un obturateur
de canal artériel. Ensuite, Klima et al. [41] ont développé une nouvelle approche en
¢tablissant une circulation de Glenn bidirectionnelle et un cerclage partiel a la jonction cavo-

atriale supérieure, en plagant une manchette en polytétrafluoroéthyléne (PTFE).
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Figure 1 — Procédure interventionnelle de Klima et al.

Pour faciliter le placement du stent a la jonction veine cave supérieure (VCS)-atrium
droit (AD), et pour éviter une obstruction résiduelle autour du cerclage partiel de la VCS,
Galantowicz et Cheatham [37, 42] ont fermé la jonction VCS-AD en utilisant un patch

péricardique, et insérer un stent intracardiaque.
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Figure 2 — Procédure interventionnelle de Galantowicz et al.

Konstantinov et al. [43, 44] ont amélioré cette technique en plagant des stents au
niveau des jonctions cavo-atriales. La VCS atriale était ensuite connectée a la face inférieure
de l’artére pulmonaire (AP) qui n’était pas ouverte. Le stent a la jonction VCS-AP pouvait
couvrir en partie la lumicre de I’AP, et ainsi réduire le flux sanguin pulmonaire. L’énergie
cinétique ¢étant la seule force entrainant le sang dans un circuit pulmonaire a faible résistance,
une quelconque perte d’énergie a ce niveau compromet la précharge ventriculaire et le débit

systémique.
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Figure 3 — Procédure interventionnelle de Konstantinov et al.

Etape 1 : Pré-conditionnement chirurgicale. La veine cave supérieure (SVC) est mobilisée et
sectionnée au-dessus du nceud sinusal (SA node) (A). La VCS est anastomosée a 1’artére
pulmonaire droite (RPA). Avec l’atrium droit (RA) clampée sous le nceud sinusal, la
terminaison proximale de la VCS est ¢élargie (B) et anastomosée a I’artére pulmonaire droite
(C). Aprés la réalisation d’une DCPP, 2 stents sont placés autour des jonctions atrio-caves
(C). Ao, Aorte ; LPA, Artére pulmonaire gauche ; RV, Ventricule droit ; IVC, Veine cave
inférieure.
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Figure 4 - Procédure interventionnelle de Konstantinov et al.

Etape 2: Totalisation par cathétérisme interventionnelle. Le cathéter est introduit dans
I’atrium droit (RA), et I’artére pulmonaire droite (RPA) est perforée (A). Un stent couvert est
placé contre les stents supérieur et inférieur (B). Le flux sanguin de la veine cave inférieure
(IVC) est détourné vers la circulation pulmonaire, au moyen des stents couverts (C). Ao,
Aorte ; LPA, Artere pulmonaire gauche ; RV, Ventricule droit ; SVC, Veine cave supérieure.
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Les résultats actuels chez I’homme restent médiocres, peu reproductibles et non
standardisés. Aucun modele animal permettant de simuler un cceur univentriculaire n’a pu étre
congu jusqu’alors, afin d’élaborer une procédure dite hybride, «alliant chirurgie et

cathétérisme cardiaque », viable, reproductible et sécurisé.

Toutefois, il semblerait que I’apport des progrés de 1’imagerie et des techniques de
cathétérisme interventionnel dans la réalisation d’une circulation de Fontan puissent
contribuer a améliorer le pronostic et la qualit¢ de vie des patients porteur d’un cceur

univentriculaire.

1.5 Approche énergétique

(Rappel commun EA 3072)

1.5.1 Energétique musculaire : fonction mitochondriale et stress oxydant

La mitochondrie est un organite riche en composants biochimiques dont le role majeur
est la production d’énergie [45-47]. En plus d’assurer I’approvisionnement cellulaire en
énergie, les mitochondries ont d’autres roles vitaux pour le bon fonctionnement de la cellule.
Elles participent a I’homéostasie calcique, a la régulation du pH intracellulaire, a la synthese
d’hormones stéroides, ainsi qu’a la régulation de la thermogenese. De plus, elles constituent
un des principaux sites de production des radicaux libres jouant un réle clé¢ dans plusieurs
voies de signalisation intracellulaire.

Les mitochondries occupent environ 30 a 40% du volume de la cellule cardiaque. Les
muscles squelettiques ont par contre un contenu variable en mitochondries. Elles peuvent
occuper 1% du volume cellulaire dans les muscles glycolytiques, et jusqu’a 6 - 30% du

volume cellulaire dans les muscles oxydatifs.

1.5.1.1 Structure des mitochondries

La mitochondrie est un organite hautement spécialisé dans la transformation d’énergie,
elle est de forme longitudinale, et contient deux membranes : la membrane externe et la
membrane interne, délimitant un espace inter-membranaire et une matrice. Les replis

caractéristiques de la membrane interne sont appelés crétes mitochondriales (Figure 5).
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Figure 5 — Structure d’une mitochondrie

1.5.1.1.1 La membrane externe

C’est une membrane rigide dans laquelle un nombre important de protéines sont
enchassées. Ces protéines permettent les €échanges entre le cytosol et I’espace inter-
membranaire de la mitochondrie en formant des pores qui autorisent d’une part la
translocation de protéines, et permettent d’autre part les échanges de métabolites de petits
poids moléculaires via des porines. La porine, également appelée voltage dépendant anion
channel, est la principale voie par laquelle transitent les métabolites régulant la respiration

mitochondriale.

1.5.1.1.2 L’espace inter-membranaire

L’espace inter-membranaire se situe entre les deux membranes et contient des
protéines qui jouent un réle majeur dans 1’énergétique mitochondriale et la mort cellulaire

[48, 49].

1.5.1.1.3 La membrane interne

La membrane interne présente une perméabilité réduite et sélective, elle forme la
barriere la plus distincte entre le cytosol et la matrice mitochondriale. Cette perméabilité
sélective permet de maintenir un gradient de concentration pour les protéines, les ions et les

métabolites.
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Des transporteurs permettent les échanges entre les compartiments et participent au
bon fonctionnement de la mitochondrie. Ces transporteurs sont représentés par les complexes
de la chaine respiratoire mitochondriale, I’ Adenine Nucleotide Translocator (ANT), et par les

protéines découplantes :

- Les complexes de la chaine respiratoire sont ancrés dans la membrane interne. Ils
assurent le maintien du gradient de protons et la formation d’ATP.

- L’ANT est constitué¢ de deux sous-unités de 32 kDa et d’un site unique de liaison a
I’ATP ou I’ADP. Selon sa conformation, I’ANT fait face, alternativement, a la matrice
ou a l’espace inter-membranaire. L’ATP mitochondriale est échangée par I’ADP
cytosolique dans un rapport 1:1. L’ANT est exprimé par trois isoformes : ANTI,
ANT2 et ANT3. Chez ’'Homme, I’ANT1 est ’isoforme exprimée de manicre
prédominante dans le muscle cardiaque et squelettique, ’ANT2 est ubiquitaire,
exprimée dans tous les tissus en quantité variable en fonction de I’activité respiratoire
du tissu. L’ANT3 a un faible niveau d’expression dans le cerveau, le foie, le rein, le
cceur et les muscles squelettiques.

- Les protéines découplantes sont enchassées dans la membrane interne et permettent le
passage de protons de la matrice a I’espace inter-membranaire. Ce phénomeéne de fuite
induit un couplage incomplet entre les phosphorylations et les oxydations, appelé
respiration mitochondriale découplée. Une partie de 1’énergie est ainsi perdue sous
forme de chaleur. Concernant le role physiologique de ce découplage, il se pourrait
que cette fuite des protons permette de diminuer la production des radicaux libres par
une augmentation de 1’oxydation de 1’'ubiquinone, et donc minimise le stress oxydant
et les dégats inhérents au niveau de I’ADN. Les protéines découplantes joueraient

donc un role de protection contre le stress oxydant [50].

1.5.1.1.4 La matrice mitochondriale

La matrice est le compartiment interne de la mitochondrie délimité par la membrane
interne, et contient des centaines d’enzymes nécessaires au cycle de Krebs et a la f-oxydation
des acides gras, ainsi que I’ADN mitochondrial codant pour des protéines composant
certaines sous-unités des complexes I, III, IV et V de la chaine respiratoire, des ribosomes

mitochondriaux, des tRNA, des rRNA et des enzymes nécessaires a 1’expression de I’ADN.
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1.5.1.2 Fonctionnement de la mitochondrie

Les voies de dégradation des lipides et des hydrates de carbone se rejoignent au niveau
de la mitochondrie avec ’acétyl CoA qui est métabolisé au cours du cycle de I’acide citrique
ou cycle de Krebs (Figure 6). A la fin du cycle, une molécule d’acétyl CoA fournira 2
molécules de CO,, 3 molécules de NADH, 1 molécule de FADH, et une molécule d'ATP. Les
transporteurs d'hydrogeéne et d’électrons NADH et FADH,, réagissent ensuite avec les
enzymes de la chaine respiratoire pour réduire I’oxygene en eau et synthétiser de I’ATP : c’est
la phosphorylation oxydative, le processus majeur de fourniture d’énergie pour les fibres des

muscles squelettiques et cardiaque.
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L Pyruvate
déshydrogénage
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Déshydrogénase \_ " s déshydrogénase
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respiratoire) Succinyl-CoA
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Figure 6 — Le cycle de Krebs
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La chaine de transport des é€lectrons, encore appelée chaine respiratoire mitochondriale est
composée de 5 complexes :

- le complexe I ou NADH déshydrogénase

- le complexe II ou Succinate déshydrogénase

- le complexe IIT ou Ubiquinol-cytochrome c réductase

- le complexe IV ou Cytochrome ¢ oxydase

- le complexe V ou ATP synthase.

Les ¢électrons sont ainsi transportés par le NADH et le FADH,, respectivement aux complexes
I et IT qui transfeérent les électrons a 1’ubisemiquinone, cette derni¢re les acheminant au
complexe III. L’arrivée des électrons au complexe IV constitue la fin de la chaine
d’oxydoréduction et entraine la réduction de I’oxygéne moléculaire en eau. Les réactions
associées au passage d’un électron au niveau des complexes I, Il et [V entrainent le passage
d’un proton vers I’espace inter-membranaire a travers les complexes. Ce passage établit un
gradient électrochimique de protons qui crée une force proton-motrice utilisée par le
complexe V pour phosphoryler des molécules d’ADP en ATP, assurant le couplage de la

chaine des oxydoréductions avec la production d’ATP [51].
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Figure 7 — Chaine de transport des électrons
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1.5.1.2.1 Complexe I : NADH déshydrogénase

C’est la premiére enzyme de la chalne respiratoire. Elle catalyse le transfert de 2
¢lectrons du NADH a I'ubiquinone (ou coenzyme Q10), ce transfert étant couplé a la
translocation de 4 protons au travers de la membrane, ce qui participe a la force proton-
motrice. Cette enzyme est constituée d’environ 45 sous-unités, dont 38 sont codées par le
génome nucléaire, tandis que 7 autres sont codées par le génome mitochondrial. Avec son
poids moléculaire de 980 kDa environ, elle constitue 1’un des plus gros complexes protéiques
membranaires. Le domaine hydrophile de ce complexe contient le site de liaison du NADH, la
flavine mononucléotide qui est le premier accepteur d’électrons, et neuf centres Fer/Soufre
constituant le centre catalytique de I’enzyme. Le systéme de pompage des protons est quant a

lui localisé dans la partie membranaire du complexe [52, 53].

1.5.1.2.2 Complexe II : Succinate déshydrogénase

Le complexe II joue un rdle important au niveau mitochondrial puisqu’il fait a la fois
partie de la chaine respiratoire et du cycle de Krebs. Il est composé de quatre sous-unités (A a
D). Les sous-unités A et B constituent le domaine hydrophile de I’enzyme dépassant dans la
matrice tandis que les sous-unités C et D constituent le domaine d’ancrage du complexe dans
la membrane interne mitochondriale. Les quatre génes codant pour ces quatre sous-unités font
partie du génome nucléaire. Ce complexe qui oxyde le succinate en fumarate peut cependant,
dans certaines conditions, fonctionner dans le sens inverse. De plus, dans certains tissus tels
que le rein, la quantit¢ de complexes II est particulierement élevée par rapport a certaines
autres enzymes matricielles (comme la citrate synthase). Dans ce cas, la succinate
déshydrogénase délivre aux ubiquinones une quantité d’électrons supérieure a ce que le
cytochrome c peut transporter, ce qui favorise une suroxydation des ubiquinones. Ce
phénomeéne peut entrainer un flux réverse d’électrons au travers du complexe I, entrainant une
réduction plus importante de ce complexe, ce qui favorise la production de radicaux libres

[54].

1.5.1.2.3 Complexe III : Ubiquinol-cytochrome c réductase

Il contient 4 groupes prosthétiques redox actifs : 2 cytochromes b (bL et bH), le
cytochrome cl et un centre Fer/Soufre. Ce complexe est composé de 11 sous-unités
protéiques parmi lesquelles les sous-unités III, IV et V constituent les groupes redox, les 8
autres sous-unités ne comportant pas de groupement prosthétique. La majorité de ces sous-

unités est codée par le génome nucléaire, seule la sous-unité comprenant les cytochromes b
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est codée par le génome mitochondrial. Cette enzyme catalyse le transfert de 2 électrons de
I’ubiquinol au cytochrome c. Cette étape est associée au transfert de 4 protons de la matrice
vers I’espace inter-membranaire. Ainsi, des électrons dérivant de 1’oxydation de 1’ubiquinol
sont recyclés par le site ubiquinol réductase de cette enzyme ce qui permet le pompage des

protons [55].

1.5.1.2.4 Complexe IV : Cytochrome ¢ oxydase

I1 appartient a la superfamille des oxydases a héme-cuivre. Son isoforme humaine est
composée de 13 sous-unités dont 3 (Cox I, Cox II et Cox III) sont codées par le génome
mitochondrial. Les électrons cédés par le cytochrome c entrent dans ce complexe protéique
par le centre cuivre CuA puis sont transférés successivement a 1’héme puis au site actif
binucléaire ou s’effectue la liaison de I’oxygene et sa réduction en eau. Durant cette étape, 4
protons sont consommés et 4 autres sont transloqués de la matrice vers 1’espace inter-

membranaire [55].

1.5.1.2.5 Complexe V : ATP synthase

Elle est composée de 2 sous-complexes (Figure 8). La partie Fy est insérée dans la
membrane interne mitochondriale et conduit les protons depuis 1’espace inter-membranaire
vers la matrice. Cette partie, chez les mammiferes, est composée de 5 sous-unités (A6, b, c, d
et Oligomycin Sensitivity Conferral Protein). Le segment F; est matriciel, au contact de la
membrane interne et utilise le gradient de protons pour convertir I’ADP en ATP et vice versa.
Il est composé de 5 sous-unités (o, B, v, 0, € dans un ratio 3, 3, 1, 1, 1). Des protéines
accessoires (e, f, g et F6) sont également associées a ce complexe. Le fonctionnement de ce
dernier repose sur les sous-unités ¢ (au nombre de 10) de la partie Fy qui, connectées a la
sous-unité y de F;, agissent comme un rotor qui utilise le passage des protons a travers le
stator (sous-unités A6, b, d et OSCP) pour fonctionner. La sous-unité y cause, quant a elle, un
changement conformationnel dans le trimére circulaire de sous-unités a et  de la partie F; et
permet ainsi successivement la liaison de I’ADP puis la réaction avec le phosphate

inorganique pour générer I’ATP et enfin le relargage de I’ATP [56].
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Figure 8 — Structure de I’ATP synthase

1.5.1.3 Régulation transcriptionnelle mitochondriale

La mitochondrie posséde son propre génome, mais celui-ci ne code que pour une
partie des protéines de la chaine respiratoire mitochondriale. Les autres protéines
mitochondriales sont codées par le génome nucléaire. Cette double origine des protéines
mitochondriales nécessite une régulation fine et coordonnée de leur expression. Par
conséquent, il existe des facteurs régulateurs clés codés par le génome nucléaire qui vont
permettre d’une part la transcription du génome mitochondrial et d’autre part 1I’expression des
genes nucléaires codant pour des protéines mitochondriales. Ces facteurs régulateurs sont
représentés par le peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-activator 1 a et f3, les

nuclear respiratory factors, et le facteur de transcription mitochondriale A.

1.5.1.3.1 Peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-activator 1

Le peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-activator a (PGCl-a) est
considéré comme un des cofacteurs centraux de la régulation de la biogeneése mitochondriale
[57]. La compréhension de la fonction de PGC1- a dans la biogeneése mitochondriale a été
améliorée par I’utilisation de modéles animaux présentant un gain ou une perte de fonction de
ce facteur. Ainsi, des souris déficientes pour PGCI1- a présentent une diminution du nombre
de mitochondries et une diminution des capacités oxydatives dans les muscles lents [58]. A
I’inverse, la surexpression de PGCI1- a résulte en une conversion des fibres rapides du muscle
squelettique en fibres lentes [59].

Le peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-activator B (PGCI1-B) est un co-
activateur transcriptionnel présentant une forte homologie de structure avec celle de PGCl1-a.

Le PGC1- coactive en partie les mémes facteurs de transcription que le PGC1-a pour induire
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I’expression de geénes cibles communs tels que les génes impliqués dans la régulation du

métabolisme énergétique mitochondrial [60].

1.5.1.3.2 Nuclear respiratory factors

Les nuclear respiratory factors (NRFs) sont représentés par le NRF1 et le NRF2. Ce
sont des ¢léments majeurs des processus de biogenése mitochondriale. Ils régulent en aval la
réplication et la transcription mitochondriale permettant ainsi une expression coordonnée des
genes nucléaires et mitochondriaux afin d’assurer un fonctionnement mitochondrial correct

[61].

1.5.1.3.3 Facteur de transcription mitochondriale A

Le facteur de transcription mitochondriale A (TFAm) assure un role de facteur de
transcription, mais est également indispensable au maintien et a la réplication du génome
mitochondrial. Ainsi, les facteurs NRF1, NRF2 et le TDAm sont requis pour la réplication de
1’ ADN mitochondrial [61-63].

En résumé,

La production d’énergie aérobie dans le muscle est dépendante de la capacité a produire de
P’ATP lors du processus de phosphorylation oxydative qui se déroule a l’intérieur de la
mitochondrie. Au cours de la phosphorylation oxydative, des électrons sont transférés de
molécules réductrices vers des oxydants tels que l’oxygéne au cours de réactions
d’oxydoréduction. Ce sont ces réactions redox qui libérent de 1’énergie, utilisée pour former
des molécules d’ATP. Ces réactions sont réalisées par une série de complexes protéiques
situés dans la membrane interne des mitochondries, formant la chaine respiratoire.
L’énergie libérée par la circulation des électrons le long de la chaine respiratoire sert a
pomper des protons a travers la membrane mitochondriale et générer un gradient
électrochimique et un gradient de pH a travers cette membrane. Les protons, en
s’accumulant, accroissent la pression chimiosmotique par rapport a celle qui régne a
Uintérieur de la mitochondrie. En retournant a l’intérieur de la mitochondrie, ils passent a
travers le canal ionique de I’ATP synthase, enzyme complexe qui utilise l’énergie

chimiosmotique de ces protons pour permettre la phosphorylation d’une molécule d’ADP

en ATP.

39



La biogenése mitochondriale est régulée par de nombreux co-activateurs, tels que les
PGCla et f, les NRFs, et le TFAm. Ces co-facteurs sont au centre d’un systéme complexe
de régulation du métabolisme énergétique, en régulant ’expression de genes liés a de
nombreuses fonctions métaboliques impliquées dans la réponse aux besoins énergétiques

cellulaires.
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1.5.2 Le stress oxydant

Les organismes multicellulaires possédent des réseaux complexes de signalisation intra-
et extra-cellulaire qui contrdlent et harmonisent les fonctions cellulaires dans les différents
processus physiologiques tels que 1’organogeneése, 1’intégrité et ’homéostasie tissulaire, ainsi
que la réponse aux événements pathologiques.

Les radicaux libres de D'oxygéne (ROS) produits par les cellules ont été
traditionnellement considérés comme des produits toxiques du métabolisme. Le stress
oxydant intracellulaire peut étre défini comme un déséquilibre de la balance entre la
production des ROS d’un c6té et son élimination de I’autre. La capacité a éliminer les ROS

est appelée capacité antioxydante de la cellule, et permet d’empécher les 1ésions oxydatives.

1.5.2.1 Diftérentes formes de radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un électron
non apparié. Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les molécules les plus stables
pour apparier son électron. Il peut soit arracher un électron (se comportant comme un
oxydant), soit en céder un (agissant alors comme un réducteur). Cette premicére réaction
conduit généralement a la formation en chaine de nouveaux radicaux ; ceci explique que la
production d'un premier radical libre puisse causer d'importantes 1ésions dans une cellule.

L'O; est une molécule biradicalaire formée de deux atomes présentant sur leurs orbites
externes deux électrons non appariés. Il est donc susceptible de capter facilement 1 puis 2
¢lectrons pour étre partiellement réduit en anion superoxyde: Oje-, puis en peroxyde
d’hydrogene : H,O,. Il est ainsi a l'origine de la formation des ROS.

L’appellation ROS inclut les radicaux libres dérivés de I’oxygeéne : anion superoxyde
(Oze-), radical hydroxyle (OH¢) mais aussi certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la
toxicité est importante tel que le peroxyde d’hydrogene (H>O3).

L'anion superoxyde (Oze-) est un radical chargé négativement provenant de la
réduction monovalente de 1'oxygéne moléculaire qui capte un électron. La dismutation de cet
O,e-entraine la formation d'oxygéne fondamental et de peroxyde d'hydrogéne (H,O;). L'H,O;
n'est pas un radical libre au sens propre mais il est extrémement réactif et posséde un fort
pouvoir oxydant. De plus, sa capacité a traverser les membranes biologiques fait qu’il peut se
retrouver a une grande distance de son lieu de production. Selon la réaction de Fenton, I'H,O,
se décompose, en présence d'ions ferreux (Fe®), en un ion OH- et un radical hydroxyle

(OHe) :
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H,0, + Fe** — OHe + OH- + Fe**

Cette réaction s'interrompt rapidement par épuisement du fer ferreux, excepté en
r . . rr.x 3+ 2 r .
présence d'anion superoxyde (Oe-) qui régénére le Fe’  en Fe™" selon la réaction d'Haber-

Weiss :

02‘- + Fe3+ — 02 + Fe2+

Ainsi, la présence simultanée de peroxyde d'hydrogéne (H»O,), d'anion superoxyde
(Oze-) et de fer permet la production de radical hydroxyle (OHe). L'OHe, avec une demi-vie
de I'ordre de la nanoseconde, est la plus instable et la plus réactive de toutes les especes
dérivées de l’oxygene. La diffusion limitée de ce radical lui permet de réagir avec de
nombreuses espeéces moléculaires se trouvant a proximité (protéines, lipides, ADN) entrainant
ainsi de multiples dommages cellulaires. L'OHe apparait comme 1’espéce radicalaire ayant un

réle majeur dans la cytotoxicité des ROS.

1.5.2.2 Source cellulaire de radicaux libres

Dans l'organisme, il existe de nombreuses sources de ROS parmi lesquelles la
xanthine oxydase et la NADPH oxydase, le réticulum endoplasmique, les peroxysomes et les

mitochondries.

1.5.2.2.1 La xanthine oxydase

La xanthine oxydase catalyse la dégradation de I'hypoxanthine en acide urique en
condition de forte demande d'ATP et de déficit en oxygene. Mais elle peut également
catalyser 1'oxydation de la xanthine en acide urique, notamment lors d'ischémie-reperfusion
ou d'hypoxie. Dans cette réaction, I'oxygeéne moléculaire agit comme un accepteur d'électron

produisant ainsi I’Oe- [64].

1.5.2.2.2 La NADPH oxydase

La NADPH oxydase joue un role fondamental dans la réponse immunitaire et plus
précisément dans la lutte contre les micro-organismes [65]. En effet, lors de la phagocytose,
cette enzyme présente dans la membrane plasmique des phagocytes, catalyse la formation
d'Oze- au niveau des vaisseaux. Il existe aussi une NADPH oxydase dans des cellules non

phagocytaires dont le role serait de réguler la croissance cellulaire [66].
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1.5.2.2.3 Le réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique lisse contient des enzymes qui catalysent une série de
réactions pour détoxifier les molécules liposolubles et d'autres produits métaboliques toxiques
[67]. La plus connue de ces enzymes est le cytochrome P450 qui oxyde les acides gras
insaturés et les xénobiotiques, produisant ainsi des ROS [68]. Il semble que cette production

radicalaire régule certaines fonctions du réticulum.

1.5.2.2.4 Les peroxysomes

Les peroxysomes sont une importante source de production d'H,O, cellulaire [69].
Toutefois, 1'H,O, est utilis€ comme substrat de la catalase peroxysomale (enzyme
antioxydante) afin de réaliser des réactions de peroxydation d'autres substrats. Ces réactions
sont importantes dans le processus de détoxification présent dans le foie et le rein. Seule une

faible quantité d'H,O, produit au niveau du peroxysome pourrait échapper a la catalase.

1.5.2.2.5 La mitochondrie

La principale source de ROS est la mitochondrie et plus précisément au niveau de sa
chaine respiratoire. Elle produirait en effet 90% des ROS cellulaires [70].
La chaine respiratoire est une source permanente de ROS, et prés de 3% de 1'oxygéne utilisé
par la mitochondrie est incomplétement réduit et produit des ROS [71]. Mais ces estimations
sont réalisées a partir de mesure in vitro sur des mitochondries isolées en présence d'une
pression partielle en oxygene non physiologique et de concentration saturante en substrats. I1

est vraisemblable que la production mitochondriale de ROS in vivo soit beaucoup plus faible

(0,4 2 0,8%) [72].

1.5.2.3 Systémes antioxydants

Les radicaux libres sont produits spontanément et de maniére continue au sein de notre
organisme. Le maintien d’un niveau non cytotoxique de ROS est assuré par des systémes
antioxydants. Un déficit ou un dysfonctionnement de ces systémes engendre une
augmentation des dommages tissulaires. Les antioxydants sont des systémes enzymatiques ou

non-enzymatiques [73].

1.5.2.3.1 Systémes antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la premiére ligne de défense
contre les ROS. Ces antioxydants enzymatiques sont représentés par la superoxyde dismutase,

la glutathion peroxydase, la glutathion réductase, et la catalase (Figure 9).
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Figure 9 — Radicaux libres et antioxydants enzymatiques

La superoxyde dismutase (SOD) catalyse la dismutation de 1’O,e- en H,O,. La SOD
existe sous trois isoformes qui se différencient par leur localisation cellulaire et par leur
cofacteur métallique : une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc
(Cu/Zn-SOD ou SODI), une forme mitochondriale associée au manganeése (Mn-SOD ou
SOD2) et une forme extracellulaire (EC-SOD ou SOD3). Il a ét¢ montré que la Cu/Zn-SOD
était également présente dans 1’espace inter-membranaire. La distribution de ces différentes
1soformes varie selon le tissu. Dans le muscle, environ 65 a 85% de 1'activité de la SOD se
trouve dans le cytosol tandis que les 15 a 35% restants sont localisés dans les mitochondries.
La glutathion peroxydase (GPX) agit en synergie avec la SOD puisque son rdle est
d’accélérer la dismutation du H>O, en H,O et O,. Lors de cette réaction deux molécules de
glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG). 1 existe également une
glutathion peroxydase associée a la membrane mitochondriale, la phospholipide-
hydroperoxyde glutathion peroxydase (PHGPx) qui est spécifiquement impliquée dans la
diminution de la peroxydation lipidique [73].

La glutathion réductase (GR), quant a elle, a pour role de régénérer le GSH a partir du
GSSG grace au NADPH qui est utilisé comme donneur d’électrons. En effet, la concentration
cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de la réduire constamment pour que la
GPX maintienne sa fonction. La GPX et la GR sont présentes dans le cytosol et dans les

mitochondries.
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La catalase est également responsable de 1'élimination d'H,O, par une transformation
en H,O et O,. Contrairement a la GPX, l'affinité de la catalase pour I'H,O, est élevée
seulement lorsque les teneurs en peroxyde d'hydrogeéne sont accrues [73]. Cette enzyme est
abondante dans le foie et les globules rouges. Elle se retrouve préférentiellement dans les

peroxysomes et en plus faible quantité dans le cytosol.

1.5.2.3.2 Systémes antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart des systémes antioxydants non
enzymatiques ne sont pas synthétisés par 1’organisme et sont apportés par 1’alimentation : il
s’agit des oligoéléments, du glutathion réduit (GSH), de 1’'ubiquinone, du cytochrome c et des
vitamines E et C.

Les oligoéléments antioxydants sont le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn),
le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des métaux essentiels dans la défense contre le stress
oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes requierent un cofacteur pour maintenir leur
activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de manganése, la SOD
cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPX de sélénium. Cependant, certains
oligoéléments, notamment le fer, lorsqu'ils sont en excés dans l'organisme et sous leur forme
réduite, peuvent avoir une action pro-oxydante.

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d'hydrogeéne grace a la réaction
catalysée par la glutathion peroxydase (GPX). Il peut aussi réduire les radicaux formés par
'oxydation des vitamines E et C, baissant ainsi les niveaux de peroxydation lipidique [73].

Il a été décrit précédemment que les ubiquinones, sous leur forme semi-radicalaire,
jouaient un réle fondamental dans la production de ROS. Inversement, il a pu étre défini que
la forme "ubiquinol" agissait comme antioxydant. L’ubiquinol protége les membranes de la
peroxydation lipidique par une diminution de la formation et de la propagation de radicaux
peroxyls. L ubiquinone est également impliquée dans la régénération de la vitamine E ce qui
amplifie son rdle protecteur contre les ROS [74].

Le cytochrome ¢ présent dans I'espace inter-membranaire a un role de détoxification
en captant 1'¢lectron libre de 1’O,¢- produit au niveau de la chaine respiratoire. Ainsi réduit, il
cede cet électron au complexe IV formant du cytochrome ¢ oxydé et de 1'H,0.

Les vitamines E (a-tocophérol) et C (acide ascorbique) semblent étre des plus
importantes dans la lutte contre le stress oxydant. La vitamine E étant liposoluble, elle se fixe
aux membranes et peut ainsi séquestrer les radicaux libres empéchant la propagation des

réactions de peroxydation lipidique. La vitamine C, hydrosoluble, se trouve dans le cytosol et
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dans le fluide extracellulaire ; elle peut capter directement 1’O,e- et I’OHe. Elle peut aussi
réduire le radical a-tocophérol et ainsi permettre une meilleure efficacité de la vitamine E

[74].

1.5.2.4 Dommages cellulaires

Les dommages induits par le stress oxydant correspondent a la peroxydation lipidique,
I’oxydation des protéines, et des mutations de I’ADN. Ces altérations peuvent conduire a des
pertes de fonction et d’intégrité de la cellule, voire a 1I’apoptose, en activant I’ouverture du

pore de transition de perméabilité (PTPm).

1.5.2.4.1 Peroxydation lipidique

Les premicéres cibles des ROS sont les lipides, notamment ceux présents dans les
membranes cellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés sont trés sensibles
a l'oxydation en raison de leur degré élevé d'insaturation. L'oxydation des lipides génére des
peroxydes lipidiques qui sont eux-mémes tres réactifs. La peroxydation de lipides induit une
modification de la fluidité, de la perméabilité et de I'excitabilit¢ des membranes. Elle fournit

¢galement une grande variété de produits qui peuvent réagir avec les protéines [75].

1.5.2.4.2 Oxydation des protéines

De fagcon comparable a I’oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles
d’étre oxydées par les ROS. Ces réactions d’oxydation peuvent étre classées en deux
catégories : celles qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaine protéique d’une
part, et celles qui modifient les peptides par I’addition de produits issus de la peroxydation
lipidique d’autre part. Ces changements sont tels qu'ils conduisent & une modification
structurale des protéines dont les conséquences sont majeures : perte de fonction catalytique,

augmentation de la sensibilité aux protéases [76].

1.5.2.4.3 Dommages de I’ADN

Le stress oxydant étant principalement d’origine mitochondriale, les mitochondries sont
ainsi les premicres cibles des ROS. En effet, le génome mitochondrial présente une
susceptibilité au stress oxydant qui est 10 fois supérieure a celle du génome nucléaire.
Plusieurs é1éments peuvent expliquer cette situation :

- I’absence d’histones protectrices autour de I’ADN mitochondrial

- lalocalisation de I’ADN mitochondrial proche de la membrane interne

- des mécanismes de réparation frustres
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- une structure circulaire sans intron, ce qui augmente le risque de mutations

pathogenes.

L’idée d’un « cercle vicieux » est avancée pour expliquer les altérations mitochondriales
dans certaines pathologies : des dysfonctionnements de la chaine respiratoire pourraient
augmenter la production de ROS et induire ainsi une augmentation progressive des mutations
du génome mitochondrial et des protéines synthétisées. Comme le génome mitochondrial
code pour quelques sous-unités de protéines impliquées dans la phosphorylation oxydative (7
sous-unités du complexe I, 1 du complexe III, 3 du complexe IV et 2 de I’ATP synthase), leur
défaut d’expression pourrait exacerber la fuite d’électrons de la chaine respiratoire au profit
de la production de ROS. Ainsi, plus la fuite d’électrons est importante, plus la formation de

ROS provoquant de nombreuses mutations mitochondriales aggraverait ce phénoméne [77].

1.5.2.4.4 Apoptose par ouverture du pore de transition de perméabilité

Les fonctions de la mitochondrie sont donc particulierement exposées aux dommages
oxydatifs provoquant principalement une diminution de la synthése d'ATP mais engageant
¢galement la cellule dans un programme de mort cellulaire par apoptose avec l'induction de
I’ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale (PTPm).

Succinctement, I’ouverture du PTPm provoque un gonflement mitochondrial résultant
de l'entrée dans la matrice de composés osmotiquement actifs. Suite a ce gonflement, la
membrane externe peut se rompre et entrainer la sortie de molécules pro-apoptotiques comme
la cytochrome c, et I’AIF (Apoptose Inducting Factor).

L'ouverture du PTPm est trés finement régulée. Le calcium matriciel apparait comme
étant son inducteur le plus puissant, nécessaire et suffisant [78]. Les ROS agissent également

directement sur I’ouverture du PTPm (Figure 10).
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Figure 10 — Production de ROS, ouverture du PTPm et apoptose

(1) L’augmentation de la production de ROS entraine I’ouverture du PTPm.
(2) Un déséquilibre osmotique entre la matrice et I’espace intermembranaire se crée, avec
gonflement de la matrice et la fragmentation de la membrane externe.
(3) La mitochondrie est dégradée.
(4) Les protéines pro-apoptotiques séquestrées dans I’espace intermembranaire sont
libérées dans le cytosol initiant une cascade de réactions aboutissant a I’apoptose.
On distingue 2 grandes voies de signalisation aboutissant a la mort cellulaire :

- une voie dite extrinseéque, impliquant des récepteurs membranaires appartenant a la
superfamille des récepteurs au TNF

- une voie dite intrinséque, mettant particuliérement en jeu la mitochondrie, impliquant
des protéines appartenant a la superfamille de Bcl-2.

Quel que soit le mode d’induction (intrinséque ou extrinseéque), les caractéristiques
morphologiques de I’apoptose sont similaires, a savoir une réduction de la taille de la cellule,
une condensation de la chromatine, un clivage des chromosomes, une rupture de la membrane
plasmique et une transformation des organites cellulaires en vésicules appelées corps
apoptotiques.

La voie extrinséque fait intervenir des récepteurs membranaires, notamment le récepteur
Fas. La signalisation par Fas recrute un complexe composé d'une molécule adaptatrice FADD
(Fas Associated Death Domain) et de la procaspase-8. La formation de ce complexe entraine
le clivage de la caspase-8 qui est alors produite sous sa forme dimérique active, puis la
cascade d'activation séquentielle des différentes caspases parmi lesquelles la caspase-3. Ces
différentes protéases effectuent le clivage de plusieurs molécules, parmi lesquelles des
protéines de structure et des protéines impliquées dans les systémes de réparation cellulaire. 11

existe 2 voies de transduction du signal de la voie Fas, dépendant du type cellulaire. Dans les
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cellules de type 1 comme les thymocytes, la caspase 8 active directement la caspase 3. Dans
les cellules de type 2 comme les hépatocytes, la caspase 8 active Bid, provoquant la libération

du cytochrome c, ce qui provoque alors I’activation de la caspase 3 (Figure 11).
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Figure 11 — Voies de I’apoptose

L’activation intrinséque de 1’apoptose conduit a I’insertion de protéines pro-
apoptotiques telles que Bcl-2 associated X protein (BAX) et Bcl-2 antagonist killer (BAK1)
dans la membrane des mitochondries ou elles s’oligomérisent. Ces complexes multimériques
provoquent la rupture des membranes mitochondriales et I’ouverture du PTPm. La
conséquence est d’une part la perte du gradient €électrochimique entre la membrane interne et
la matrice, et la libération de protéines pro-apoptotiques dans le cytoplasme d’autre part. Ces
protéines pro-apoptotiques libérées sont 1I’AIF (Apoptosis-Inducing Factor), Smac/DIABLO
(Second Mitochondria-Derived Activator of Caspase, Direct Inhibitor of Apoptosis protein
Binding protein with Low pl) et le cytochrome c. Le cytochrome c ainsi libéré dans le

cytoplasme clive et active la caspase 9.
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1.5.2.5 Mitohormesis

L’hormesis est défini comme 1’activation des propriétés cellulaires protectrices et
réparatrices induites par un stress physiologique modéré. Depuis quelques décennies, il était
admis que I’augmentation des radicaux libres était le principal responsable du processus du
vieillissement et de la diminution de la durée de vie des organismes. Durant ces années, un
certain nombre d’études se sont efforcées de diminuer le stress oxydant a 1’aide de molécules
antioxydantes. Cependant, les résultats de ces études furent surprenants. En effet, elles ont
démontré que les molécules antioxydantes avaient peu ou pas d’effets mais surtout que les
ROS étaient essentiels a 1’activation de voies de signalisation aboutissant a une augmentation
de la durée de vie des organismes. Ces différentes études ont permis de mettre a jour un
nouveau concept nommé « mitohormesis ». Ainsi, la génération de ROS mitochondriaux peut

activer la biogenése mitochondriale et la défense contre ces radicaux libres [79, 80].

En résumée,

Le stress oxydant peut étre défini comme un déséquilibre de la balance entre la production
des ROS d’un coté et son élimination de I’autre. La production de ROS est normale pour
tous les organismes vivant en aérobie, et ne constitue pas en soi une situation de stress
oxydant. En effet, la cellule dispose d’un systéme complexe de détoxification contre les
ROS comprenant des enzymes (SOD, GPX, GR, catalase), ainsi que d’autres molécules non
engymatiques apportées par [’alimentation (oligoéléments, vitamines, cytochromes). Les
dommages induits par le stress oxydant correspondent a la peroxydation lipidique,
Poxydation des protéines, des mutations de I’ADN, voire I’apoptose. Toutefois, le stress
oxydant peut avoir un effet bénéfique, en activant la biogenése mitochondriale, c’est le

mitohormesis.

1.5.3 Cardiomyoplastie et pulsatilité

La conception d’une circulation en série avec un tube extracardiaque ou intracardiaque

n’est pas sans amener de nouvelles problématiques dans la chirurgie du coeur univentriculaire.

50



Depuis la fin des années 80, la cardiomyoplastie a apporté de nouvelles solutions pour
les patients atteints d’insuffisance cardiaque sévere. Le principe est qu’un muscle squelettique
(en I’occurrence le grand dorsal) électrostimulé devient a long terme résistant a la fatigue.
Cela est rendu possible par une transformation de ses caractéristiques métaboliques et
¢lectrophysiologiques, apres avoir établi des protocoles de pré-conditionnement musculaire
ayant pour but d’augmenter le nombre de fibres lentes et d’orienter son métabolisme
énergétique vers un profil oxydatif [81]. De plus, la force de contraction est conservée et le

muscle est donc capable de fournir un travail comparable a celui du myocarde [81-83].

1.5.3.1 Technique chirurgicale

Lors de la cardiomyoplastie, la technique utilisée consiste a disséquer la totalit¢ du
muscle grand dorsal (MGD), le pédicule vasculonerveux devant impérativement étre préservé.
Deux ¢lectrodes de stimulation intramusculaires sont implantées au niveau de la division du
nerf du grand dorsal, afin de réaliser une électrostimulation bipolaire spécifique. Le MGD est
ensuite passé a travers une fenétre réalisée dans le “gril costal”, pour étre placé a I’intérieur du
thorax. Dans le cadre d’une intervention de Fontan, le muscle est placé sur I’oreillette. Puis,
deux ¢lectrodes sont implantées dans la paroi ventriculaire [83]. Les é€lectrodes sont ensuite
reliées a un cardiomyostimulateur. La stimulation du muscle commence seulement deux
semaines apres I’intervention, pour laisser le temps au muscle de cicatriser, afin de permettre
le développement d’une circulation collatérale, et également qu’une formation d’adhérences
entre le coeur, le muscle, et le péricarde puisse se faire. La stimulation du muscle commence
par des impulsions uniques, puis au bout de deux semaines, par des trains d’impulsions a 30
Hz. Le MGD est ¢lectrostimulé pendant la systole ventriculaire [83, 84].

Le but d’une cardiomyoplastie sur ’oreillette droite est de restaurer une fonction
ventriculaire droite, aprés avoir réalisé une dérivation atrio-pulmonaire, et ainsi d’augmenter

le débit cardiaque des patients ayant subi cette intervention, suite a une chirurgie de Fontan.

1.5.3.2 Approches nouvelles

Depuis ces travaux préliminaires que ce soit dans le cadre d’une cardiomyoplastie
ventriculaire ou auriculaire, il a été observé que des stimulations continues étaient délétéres
pour le MGD. Chez le mouton, une stimulation continue de 24 heures causait une atrophie des
fibres de plus de 40% et une perte importante de la fonction contractile, alors qu’une
stimulation limitée a 10 heures par jour engendrait seulement de minimes atrophies des fibres,

avec tout de méme une infiltration graisseuse et une fibrose [85]. Chez des chévres, [anuzzo et
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al. [86] ont observé également qu’une stimulation limitée a 12h par jour préservait
I’architecture musculaire avec une plus faible dégénération musculaire, une surface de fibres
plus large et une diminution de la densité de tissu conjonctif. Chez des chiens, Kashem et al.
[87] ont démontré que des stimulations intermittentes lors du protocole de conditionnement,

permettaient une forte augmentation de la pression et du volume d’éjection systolique.

L’ensemble de ces travaux ouvre en perspective, la création d’un tube extracardiaque
contractile capable de générer un flux pulsatile dynamique. Outre les difficultés de pré-
conditionnement du muscle grand dorsal, visant a un remodelage positif vers un métabolisme
oxydatif, il nous incombe de savoir si les capacités anatomiques et morphologiques du muscle
grand dorsal, permettent d’envisager de suppléer la fonction myocardique, en dynamisant un
tube extracardiaque. Nous savons que les propriétés métaboliques, et donc son rendement
énergétique, ne lui permettent pas d’assurer cette fonction au long terme. Il s’agit d’un muscle
squelettique mixte oxydatif et glycolytique. Néanmoins, cette problématique n’est pas
insurmontable, comme 1’a démontré Carraro et al. [88], les protocoles de pré-conditionnement
par stimulation électrique orientent les fibres de ce muscle strié vers un profil oxydatif, moins
fatigable et a plus haut rendement énergétique. Il restera a définir les protocoles de stimulation
pour que les efforts mécaniques répétitifs ne soient pas apparentés a des phénomenes
d’ischémie reperfusion, conduisant a une ischémie, fibrose et nécrose [89]. Un protocole de
pré-conditionnement adapté par stimulation électrique [88], permettra d’augmenter son
rendement énergétique en lui conférant un profil oxydatif. Il restera & comprendre comment
potentialiser cet effet pour qu’il perdure a long terme. Notre approche sur la physiologie du
métabolisme énergétique dans le myocarde nous servira d’élément de référence, pour
appréhender au mieux le profil énergétique du muscle squelettique le plus approprié¢ pour
réaliser ce type de travail. Notre objectif a plus long terme sera de définir le protocole de pré-
conditionnement du muscle grand dorsal, garantissant un remodelage énergétique proche de

celui du ceeur.

A ce stade le véritable probléme est tout d’abord, de s’assurer de la faisabilité
anatomique a dynamiser mécaniquement un tube extracardiaque par un muscle grand dorsal
pédiculé. Ensuite, de s’assurer qu’un tube extracardiaque, tel que celui utilis¢ dans une
totalisation de Fontan, puisse d’une part générer un débit suffisant, et d’autre part d’avoir une

compliance nécessaire et suffisante, ou relaichement de ce tube, sans altération rhéologique.
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Pour étre finaliste, si I’on considére la dysfonction d’une circulation de Fontan
inéluctable a long terme, résultat d’une altération de la fonction myocardique d’un ventricule
unique, que nous faisons un paralléle avec la dysfonction d’un muscle squelettique sensé
suppléer partiellement le travail d’un cceur, la compréhension du métabolisme énergétique

musculaire visant a son optimisation est donc opportune.
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Deuxieéme partie

Travaux de recherche : Problématique et Hypothese
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2 Problématique et hypothese

2.1 Analyse rétrospective

L’objectif de ce travail a été de déterminer s’il pouvait exister une alternative a la
circulation de Fontan, en assurant une circulation mixte entre un débit pulmonaire pulsé issu
du ventricule unique, couplé¢ a une dérivation cavopulmonaire partielle. Nous avons donc
réalisé une étude clinique rétrospective évaluant les résultats a long terme de 70 patients
porteurs d’un cceur univentriculaire et palliés par une dérivation cavo-pulmonaire partielle
(DCPP) associ¢ a un flux pulmonaire additionnel, entre 1990 et 2000. Notre étude
observationnelle nous a permis de conclure : (i) que cette stratégie ne permettait pas d’assurer
une palliation définitive, (ii) que toutefois elle permettait d’obtenir un taux de survie éleve,
(ii1) qu’elle n’excluait pas la réalisation avec succeés d’une circulation de Fontan, (iv) enfin
que cette stratégie pouvait retarder a long terme la survenue des effets déléteres d’une

circulation de Fontan.

L’étude citée a été publié¢ dans « European Journal of Cardio-Thoracic Surgery ». Ci-

apres une version de I’article est donnée.

Cette étude clinique nous a alors conforté dans le choix de la thématique de nos travaux

expérimentaux. Comment optimiser une circulation de Fontan ?

L’approche a consist¢ a diminuer la morbi-mortalité inhérente aux différentes
procédures chirurgicales dans la prise en charge des cceurs univentriculaires d’une part, et

d’autre part, essayer de concevoir une optimisation de la circulation de Fontan.

Notre premiére approche expérimentale permet de répondre a ces deux prérequis, alliant
le coté chirurgie hybride et mini-invasive, supposée au moins diminuer la morbidité des
patients, mais €galement de pouvoir réaliser une circulation de Fontan au moment le plus
opportun dans la vie de I’enfant ou du jeune adulte afin de minimiser les complications a long

terme d’une telle circulation.

La seconde approche est plus ambitiecuse, elle est énergétique. Nous étudions le
métabolisme énergétique du muscle cardiaque. L’objectif étant d’augmenter le rendement

énergétique musculaire afin qu’il s’adapte a sa fonction. Pour suppléer le ventricule unique
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dans sa fonction, deux possibilités existent, 'une basée sur la médecine régénératrice
cherchant & augmenter le rendement énergétique du cceur lui-méme, et 1’autre en suppléant
partiellement sa fonction en créant un tube pulsatile. L’approche est énergétique, cherchant a

comprendre et optimiser le métabolisme énergétique d’un muscle cardiaque ou squelettique.
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Abstract

OBJECTIVES: In patients with single ventricle physiology, Fontan circulation is considered as the optimal surgical approach, although it
entails a growing incidence of late complications. It has been speculated that the association of bidirectional cavopulmonary shunt
(BCPS) and additional pulmonary blood flow (APBF) might provide long-lasting palliation. The present study was undertaken to assess
the long-term outcome of this strategy.

METHODS: A group of 70 patients with single ventride physiology, who underwent BCPS with APBF between 1990 and 2000, were
reviewed retrospectively. Median age at operation was 2 years (range: 0.1-27 years). Unilateral BCPS was performed in 60 patients (36%),
bilateral BCPS in 9 and the Kawashima procedure in 1. APBF was provided through antegrade pulmonary outflow tract in 43 patients (61%)
and by aortopulmonary shunt in 27 (39%). Two patients died early and three were lost to follow-up. Mean follow-up of the 65 remaining
patients was 13.5 = 4 years. End-points were death, need for heart transplantation (HTx) or Fontan completion and functional outcome.

RESULTS: Five patients died (two after HTx, three from ventricular failure); overall actuarial survival was 89 + 4% at 15 years Six patients
underwent HTx (one after Fontan completion) with two early deaths and no late mortality. Fifty-one patients underwent Fontan comple-
tion (11 with additional palliative procedures before completion); there was no early or late mortality following Fontan completion; one
patient underwent HTx. Among the remaining six patients with BCPS and APBF, two were not suitable for Fontan completion and four
remained suitable. Overall, clinical failure (mortality, HTx, unsuitability for Fontan completion) occurred in 13 patients (19%). Risk factors
for clinical failure were older age at BCPS (P =0.01) and postoperative complications after BCPS (P = 0.001). Considering late mortality, HTx
and Fontan completion as strategic failures, the actuarial freedom from these events was 20 £ 5% at 10 years.

CONCLUSIONS: BCPS with APBF approach: (i) fails as a strategy for definitive palliation, (i) provides a high survival rate, (iii) does not
preciude a successful Fontan completion and (iv) may delay the long-term deleterious consequences of Fontan circulation. Palliation by
BCPS with APBF should be achieved early in life.

Keywords: Single ventricle - Surgical management - Palliative surgery - Fontan procedure

outcome [3]. From a theoretical point of view, a bidirectional cavo-
pumonary shunt (BCPS) associated with a wel-calibrated source of
additional pulmonary blood flow (APBF) should yield such a favour-
able haemodynamic status. We proposed, in the late 1980s, the

INTRODUCTION

Patients born with single ventricle physiology have a poor natural
prognosis. Introduced in the early 1970s, the Fontan procedure and

its modifications have changed this unsatisfactory outcome.
However, the Fontan circulation camies in itself the substrates for
late dysfunction of the pulmonary arterial and systemic venous
circulations [1] The very late results of Fontan drculation may be
disappointing [2]. On the other hand, it is well estabiished that
patients who are fortunate enough to have a good balance
between the systemic and pulmonary blood flows (spontaneously
or after palliative surgery) may have a long-lasting satisfactory

‘Presented at the 23th Anmual Meeting of the European Associaton for
Cardio-Thoracic Surgery, Lishon, Portugal, 1-3 October 2011

hypothesis that BCPS with APBF may provide a long-lasting, and po-
tentially, definitve palliation. The early results of this approach have
been reported [4], but the late outcome remains to be determined.

MATERIALS AND METHODS
Study design

Since the early 1990s, most patients with single ventricle physi-
ology have been palliated by the association of a BCPS and one

© The Author 2012. Publshed by Ouxford University Press on behalf of the European Assoctation for Cardio-Thoracie Surgery. All rights reserved.
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(or several) additional sources of pulmonary blood fiow. The
present study was undertaken to evaluate the late results of this
approach in a well-selected group of patients. Permission to
perform a health records review was obtained from the Paris V
University Ethics Committee. The need for individual consent
was waived.

Study population

A group of 70 patients was selected, including all the patients
who met three inclusion criteria (i) uniform medical manage-
ment; all patients were considered, at the time of BCPS as good
candidates for Fontan circulation; nevertheless, they were
managed by the same attending team (D.S. as cardiologist and P.
RV. as surgeon) with the intention of avoiding Fontan comple-
tion as much as possible, (i) palliation by BCPS with APBF
between 1990 and 2000 and (jii) living in France.

The anatomic characteristics of the patients are reported in
Table 1. Forty-one patients (59%) were male. Most patients (77%)
had one palliative procedure or more before BCPS; these proce-
dures are reported in Table 2.

Surgical management

Median age at BCPS was 2 years (range: 0.1-27 years); 35
patients (50%) were <2 years, 14 (20%) were between 2 and 5
years of age and 21 (30%) were 5 years or older. Unilateral BCPS
was performed in 60 patients (right in 58, left in 2) Nine chil-
dren had bilateral BCPS and one patient [with interrupted infer-
ior vena cava (IVC)] had a Kawashima procedure.

APBF was antegrade through the native pulmonary outflow
tract (stenosed or banded) in 43 patients (61%) or retrograde via
aortopulmonary shunts in 27 (39%). Associated procedures
(listed in Table 3) were performed in 35 patients (50%).

Table 2 Surgical procedures before BCPS with APBF

No. of procedures

Initial palliation
shunt 41
Pulmonary banding 13
Associated procedures 12
Pallative arterial switch
TAPVD repair
Atrial septectomny
larg of bulb dar &
Aortic obstruction relief
Interimpalliation (before BCPS)
shunt

L I

-

Ventricle to PA condut

TAPVD: total anomalous pulmenary vencus drainage; PA: pulmonary
atery.

Table 3: Associated procedures (at the time of BCPS
with APBF)

|

o

Pulmonary artery angloplasty
Aortopuimonary shunt
Pulmonary banding

Atrtal septectomy

APVD

Closure of AV valve
Pacermaker implantation
Aortic obstruction rellef

APVD: anomalous pulmonary venous drainage.

Follow-up and data analysis

Follow-up data were obtained during a 3-month closing interval
(April 2011 to June 2011). Information was obtained for 67
patients (96% complete).

Primary end-points included survival, need for heart trans-
plantation (HTx), need for Fontan completion and suitability for
Fontan completion. Functional outcome, including evolution of
ventricular function, was evaluated as well.

Continuous data were tested for normality using the
Kolmogorov-Smirnov test. Data were described as frequencies,
medians with ranges and means with standard dewviations, as ap-
propriate. Comparisons were performed using the z* or Fisher's
exact tests for categorical variables, and the Mann-Whitney
U-test for continuous variables. Estimates of time-related survival
and freedom from adverse events were calculated using the
Kaplan-Meier method. All analyses were performed using SPSS
for Windows version 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). The rela-
tionship between age at BCPS and the probability of clinical
failure (death, HTx or unsuitability for Fontan completion) was
evaluated using a Loess smoother (performed with the ‘Design’
software in the R statistical package—wwaw.r-projectorg). This is a
non-parametric regression estimate of the relationship between
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Figure 1: Overview of the study population. BCPS « APSF: bidwectional cavopulmonary shunt with additicnal puimonary bloed flow; HTx: heart transplantation

AZW: alve and well.

the two variables, using locally weighted polynomial regression.
It allows estimation of the curve of the probability of bad
outcome during follow-up as a function of age at BCPS. Patients
lost to follow-up were not included in the analysis.

RESULTS

Figure 1 provides an overview of the patient population. Overall,
7 patients (10%) died (two early, three late and two after HTx), 3
patients (4.2%) were lost to follow-up, 2 patients (28%) with
BCPS and APBF were unsuitable for Fontan completion and 58
patients (83%) were alive and well (S0 after Fontan completion, 4
after HTx, 4 with BCPS and APBF).

Early results

Two patients (2.8%) died early after BCPS with APBF. A 1-month
old infant died of severe cyanosis because of acute thrombosis
of the cavopulmonary anastomosis. The other death (in a
6-month old child) was due to mediastinitis.

Median duration of mechanical ventilation was 12 h (range: 4-
288 h) and median intensive care unit length of stay was 3 days
(range: 1-30 days). Postoperative complications occurred in 17
patients (24%) and included: superior vena cava (SVC) syndrome
(5), chylothorax (4), prolonged pleural effusions (2) and miscel-
laneous (6).

Late results
Three patients were lost to follow-up. Mean follow-up of the 65

remaining patients was 13.5 4 years (range: 1-20 years). Mean
age of the patients at last follow-up was 18 £ 6 years.

o ‘_\\
00
g @1
=
2
2
@ -
20+ IV Sarvve Fuscten
A Cocend
Patients a risk [n)
0o 181} (58) 1

L - AU S A A S A |
012345867890 NM2BIUISBITBHD

Time after BCPS and APEF (Years)
Figure 2: Actuarial survival after BCPS with APBF (Including early mortaly).

Late mortality. Five patients died during follow-up. Median age
at death was 19 years (range: 2-28 years) and median time
between BCPS and death was 4 years (range: 1-13 years). Two
patients died early after HTx and three patients died from
ventricular failure while on the transplant waiting list The
actuarial survival rate for the overall population was 89 £ 4% at
15 years (Fig. 2).

Incremental risk factors for late mortality were: age at BCPS
with APBF (P=005) (median age at BCPS for the five patients
who died was 12 years—range: 03-27 years), low shortening
fraction of the single ventrice (P=0007) and postoperative
complications after BCPS (P = 0.002).
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Heart transplantation. Five patients underwent HTx after BCPS
with two early deaths and no late mortality. Median age at
transplantation was 19 years (range: 2-28 years) and median
time between BCPS and transplantation was 5 years (range: 2-13
years). Incremental risk factors for HTx were age at BCPS (P=
0.07) and postoperative complications after BCPS (P=0.002).

An additional patient underwent successful transplantation for
ventricular failure after Fontan completion.

Fontan completion. Fifty-one patients underwent Fontan
completion because of worsening cyanosis and/or decreasing
exercise capacity. Median age at Fontan completion was 9 years
(range: 2-23 years) and median time between BCPS and Fontan
completion was 7 years (range: 1-16 years).

In 40 patients, Fontan completion was performed as the first
subsequent step after BCPS with APBF. In the 11 other patients,
additional interventions were performed during the interim
period between BCPS and Fontan completion and included:
additional aortopulmonary shunt (5), aortopulmonary shunt with
enlargement of the bulboventricular foramen (1), surgical pul-
monary artery angioplasty (1), percutaneous pulmonary angio-
plasty (2), common atrioventricular (AV) vaive repair (1) and
mitral valve replacement (1).

Fontan completion was carried out using an extracardiac
conduit in 47 patients (92%) and an intracardiac lateral tunnel in
4. Fenestration was performed in 46 cases (90%). Associated pro-
cedures were required in four patients (pulmonary angioplasty
in three, AV valve replacement in one).

There was no early or late mortality following Fontan comple-
tion. One patient underwent successful HTx 25 years after
Fontan completion because of severe AV valve regurgitation and
ventricular failure. Median follow-up after Fontan completion for
the remaining 50 patients was 7 years (range: 0.4-19 years). At
last follow-up, 46 patients (92%) were in NYHA functional class I/
Il; median oxygen saturation at rest was 95% (range: 84-99%)
dysfunction of the single ventricle (shortening fraction <25%) was
noted in 6 patients (12%) and more than trivial regurgitation of
the AV valve in 7 (14%).

Deterioration of ventricular function occurred in seven
patients following Fontan completion (one had HTx)
Incremental risk factors for ventricular dysfunction after Fontan
completion were older age at BCPS (P=0.02) and the presence
of antegrade pulmonary blood flow in addition to BCPS (P=
0.03).

Patients surviving with BCPS and APBF. At last follow-up, six
patients (9%) were surviving with BCPS and APBF with a median
age of 20 years (range: 13-33 years).

Among these six patients, four had a satisfactory dlinical palli-
ation (in two of them, an additional aortopulmonary shunt had
been performed during the interim period). These patients were
considered as adequate candidates for Fontan completion if
indicated.

The last two patients were deemed unsuitable for Fontan
completion despite progressive clinical deterioration, because of
stable ventricular dysfunction with AV valve regurgitation in one,
and pulmonary artery hypoplasia and increased pulmonary pres-
sure in the second. These two patients, 33 and 19 years old,
were in functional class Il, with a mean oxygen saturation at rest
of 85%. One was leading an active, although limited, professional
life; the other had severe psychiatric disorders.
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Considering mortality (early and late), HTx and unsuitability
for Fontan completion as clinical failures, 13 patients (19%)
failed. Incremental risk factors for clinical failure included age at
BCPS (P=0.01) and postoperative complications after BCPS (P=
0.001). The relationship between age at BCPS and the probability
of clinical failure is illustrated in Fig. 3.

Considering late mortality, HTx and Fontan completion as
strategic failures of the surgical approach, the actuarial freedom
from these events was 71 2 6% at 5 years and 20 ¢ 5% at 10 years
(Fig- 4).

DISCUSSION

In patients with single ventricle physiology, the surgical protocol
adopted in most centres follows a staging approach and includes
BCPS and later Fontan completion. Even if widely accepted, this
protocol is still a matter for discussion and many points remain
controversial.

BCPS has beneficial effects on both the systemic arterial
oxygen saturation (by increasing effective pulmonary blood flow)
and the ventricular function (by volume unloading the ventricle)
[5]. 1t is commonly advocated to perform BCPS early in life, in
order to provide optimal preservation of ventricular function [6]

The potential usefulness or harmfulness of leaving, in associ-
ation with BCPS, other sources of APBF has been the subject of
many discussions. Controversial data have been reported
regarding mortality and morbidity, ventricular loading and func-
tion, systemic venous pressure and SVIC syndrome, pulmonary
artery pressure, growth of the pulmonary arteries, development
of pulmonary arteriovenous malformations or systemic venous
collaterals and suitability for Fontan completion [7-11] From
this information, and even if it is sometimes contradictory, it
can be assumed that BCPS with an ‘appropriate’ APBF provides
adequate oxygen saturation and does not impair ventricular or
AV valve functions. BCPS with APBF may yield long-lasting ad-
equate palliation and may even be considered as a potential
definitive palliation, particularly in high-risk Fontan patients
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[12, 13] On a theoretical background, it is possible to reach a
satisfactory level of arterial oxygen without excessive loading of
the ventricle, by adding to the BCPS an ‘appropriate’ amount of
pulmonary blood flow [14] Although difficult to define, an ‘ap-
propriate’ APBF is probably reached when the pulmonary to
systemic blood flow ratio is close to 1. Excessive pulmonary
blood flow, which may overload the ventricle and damage the
pulmonary vascular bed, must be avoided One of the main
practical difficulties of this approach is to maintain an ‘appropri-
ate’ level of APBF as the child grows.

The Fontan procedure (particularly its last modification using
an extracardiac conduit) can be carried out with a low early risk
and yields satsfactory mid-term results. However, there &
growing evidence that the very late results of Fontan circulation
may be disappointing. By definition, in a Fontan circulation, the
pressure s equivalent in the systemic venous system and in the
pulmonary arterial bed whereas, in a normal biventricular circu-
lation, the mean systemic venous pressure is <10 mmHg and the
mean pulmonary arterial pressure at least 15 mmHg to keep the
pulmonary vasculature patent. Therefore, Fontan circulation
imposes caval hypertersion (particularly in the IVC system), as
well as relative pulmonary arterial hypotension (in addition to
the absence of pulsatility) [1]. This so-called ‘Fontan paradox’
explains the modes of late failure of Fontan circulation: protein-
losing enteropathy, plastic bronchitis, hepatic and renal failure,
progressive thrombo-embolic deterioration of the pulmonary
vascular bed, chronic underloading of the systemic ventricle with
chronic low output state [2] For all these reasons, it may be rea-
sonable to avoid Fontan circulation or, at least, to delay Fontan
construction as much as possible.

With all these considerations in mind, we decided, in the
early 1990s, to keep the single ventricle patients with BCPS
and APBF as long as possible. This approach was assumed to
provide adequate oxygen saturation without excessive ventricu-
lar volume loading, solve the Fontan paradox by maintaining a
low pressure in the IVC system and improve pulmonary perfu-
sion by providing some pulsatility. Fontan completion was not
planned systematically, but performed only when dinical de-
terioration occurs. The present study reports the long-term
results of this strategy.

As a strategy for definitive palliation, BCPS with
APBF is a failure

Considering that BCPS with APBF failed as a strategy when the
patient died, underwent HTx because of ventricular failure or
underwent Fontan completion because of dlinical deterioration,
the probability of freedom from failure was 71% at 5 years and
only 20% at 10 years. At last follow-up, only four patients (6%)
were doing well with BCPS and APBF. Most patients had to
undergo Fontan completion because of inadequate pulmonary
blood flow. Increasing cyanosis may be due to several factors, in-
cluding decreasing SVC to IVC blood flow ratio with age, devel-
opment of pulmonary arteriovenous malformations or systemic
venous collaterals, and surgical inability to maintain ‘appropriate’
APBF. In some patients, we tried to maintain a satisfactory status
by adding a new or bigger aortopulmonary shunt. This nearly
always failed with time. Therefore, when the clinical situation is
deteriorating (worsening cyanosis, decreasing functional cap-
acity), Fontan completion should be performed as a first option,
if allowed by ventricular and pulmonary vascular status.

As a clinical approach, BCPS with APBF may be a
successful option

Actuarial survival was 89% at 15 years after BCPS with APBF. This
confirms the results noted in other series in which patients were
systematically entered in a staging to Fontan policy [15-17] In
Tanoue's report, among 333 patients who had BCPS, actuarial
survival was 90% at 10 years [15] In the Melbourne experience
which includes 212 patients with BCPS, survival was 89% at 15
years [16] In these two series, the Fontan completion rate was
69 and 66%, respectively, whereas it was 73% in our experience.
Although the information is scarce, these data suggest that
adding some pulmonary blood flow to BCPS may not impair
survival and the rate of suitability for Fontan [12,13].
Considering death, HTx and unsuitability for Fontan as clinical
failures, there was a 19% failure rate. Nearly all failures were
related to progressive deterioration in ventricular function,
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usually associated with AV valve regurgitation (only one patient
could not undergo Fontan completion because of anatomic
factors). The question then arises to know whether excessive pul-
monary blood flow (due to APBF) with ventricular volume over-
loading may, in part, explain this incidence of ventricular
dysfunction. There are some preliminary answers to this ques-
tion. On one hand, ventricular failure may occur in single ven-
tricle patients, whatever the surgical approach is [18] This is one
of the most frequent modes of late failure, even after the Fontan
procedure in which optimal volume unloading & provided [2]
On the other hand, and even if the results should be taken with
caution because of the small number of patients, older age at
the time of BCPS with APBF was associated with an increased
risk of adverse events (including postoperative complications,
late mortality, need for transplantation and ventricular dysfunc-
tion after Fontan completion). These data strongly suggest that
BCPS should be performed early in life in order to provide early
volume unloading [6] However, there is ako some evidence to
support that BCPS should not be achieved too early (before 3
months of age) [19].

Median time between BCPS and Fontan completion was 7
years. Results following Fontan completion were satisfactory (no
mortality and no major complication after a median follow-up of
7 years). This suggests that delaying Fontan completion as long
as possible may not impair the results of this procedure. This
conclusion is supported by other recent reports [20] It is usually
accepted that the Fontan circulation per se creates a situation
with potential deleterious consequences. Delaying Fontan com-
pletion just mechanically delays the establishment of a potential-
ly dangerous situation. However, there is no evidence to suggest
that delaying Fontan completion may influence the incidence,
delay of outset or severity of Fontan complications.

Study limitations

The retrospective nature of the study is a limitation. The study
population was deliberately limited to a selected group of
patients (i) living in France (to limit the number of patients who
are lost to follow-up), (i) operated upon before 2000 (to obtain
a minimal follow-up of 10 years) and (jii) treated by the same
attending medico-surgical team with the firm intention of delay-
ing Fontan completion as far as possible, despite the fact that
the patients were, at the time of BCPS, good candidates for a
Fontan pathway. This resulted in the inclusion of ~40% of
patients having BCPS in our institution during the study period.
The study group is therefore small and the adverse events rare;
statistical results must be interpreted with caution and potential
bias may have been introduced. Although this issue is out of the
scope of the present study, the analysis of the results in the
patients who were excluded, could provide valuable information.

BCPS with APBF provides a satisfactory palliation in the
mid-term, but not in the long run; it cannot serve, except in very
rare cases, as a definitive palliation. This approach does not
impair the suitability for Fontan completion and the early and
late results of the Fontan procedure. The dlinical need for Fontan
completion is delayed (by a median time of 7 years) and the po-
tential deleterious consequences of Fontan circulation are

therefore postponed. Early BCPS with its related wentricular
volume unloading may improve the results regarding ventricular
function.
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APPENDIX. CONFERENCE DISCUSSION

Dr F. Hanley (Stanford, CA, USA} | have a couple of questions. This cohort of
70 patients that recesved the Glenn and the extra source of flow during that
time period, was $hat all of your patients, or 2 selected group? Were there
other patients who only got a bidirectional Glenn during that time period?
Dr Gerelli: This is a selected group by Professor Sid and Professor Vouhe.
Dr Hanley. So how were they selected would be the next q

Dr Vouhé Yes.
Dr Hanley. All right. 1 do not know If $hese ase other questions. | mean, |
have a couple of other thoughts having had the to read the
manuscript. lflhennw!rpeqle 1 'will defer, but 1 do have 2 couple of

Dr P. Vouhé (Paris, France): This 1s obwiously one of the weak of this
study. Thes Is a very selected group: 1) operated before 2000 1o get 2 long
follow-up, 2) operated upon by myself, and 3) lving In France.  This repre-
sents only 30 % 40% of the patients who underwent BCPS during thes period.

Or Hanley. 5o the next Important question Is why did you put an edra
mlumm:ﬂmmm that & very Imp f
we try 0 generalize these b we now have 2 very selected
mdm

Dr Vouhé: This was actually In the hope of getting definitive pallation. This
“aukmdmdmnmpodmﬁmw‘:m

didates for 2 Fontan. The idea was to delay as
m@apmﬂehmdhmxdwwmdmm
pletedy. This, obvicusly, was not the caxse.

Dr Hanley. So f you were faced with a patient back In that decade and you
were going in to do the Glenn, you decided to put an extra source of
ary biood flow in the most favourable subgroup, s that what you are saying?

Dr Vouhé Yes. We stil do it the same way.

Dr Hanley. And in the other ones that were less favourable, you did an
tsolated Glenn with no extra source of pulmonary blood flow?

Dr Vouhé Bxacty.

Dr Hanley: So that Is iInteresting In and of Itself. | guess my next question
relates to If the goal here was to go as far as you could wethout a Fontan, 1t Is
Inevitable that ¥ you do 2 Glenn and a shunt, for example (which was 2 big
subgroup) In 2 two-year-old, within a very short period of time, a year or
two, three at the outside, that shunt & esther going to be gone or completely
Inggnificant. in the 31 Fontans, you did do addtional shunting In 11 of the
51, but in 40 you did not. So what was your thinking there? ¥ the goal was
to prolong things as far as possible, why did you not do an extra shunt in the
other 40 to prolong things even further?

Drvdit ltﬂmalhenmdedm-«dqpam“mmh

Ob ‘,cnedh blems with this app nbmdq-
nificant overl of the je.  When dar was very
pod“!mtdlommshlt When ventricular function was bor-
derline, the first option was to go immediately towasds Fontan g

Mhmaur!sd”pammnvﬂudlmleﬁadm
blocd flow together with the bid al Glenn, and the effect of that is
cumlyodyﬂuwhenudomeromn we can fit In a larger

So f you accept that the size of the prosthests Is Impartant for the Fontan,
Mmlmbemmdepudi'mhmhphmv‘

Dr Hanley: So that was the thinking behand It. There was specific thinking
among those 31 patients whether or not to go with ancther shunt?

Dr Vouhé Yes.

Dr Hanley: So i the horse was running fast, you continued with ancther
shunt. If things were siowing down, you went to the Fontan?

as you well know, somebody that will remain small might
not need as large 2 prosthesis as a glant. So | think it s all about the antic-
pated size of the patient.

S0 there &5 some adh in the addtional puimonary blood flow, In
hnm@lmlubmﬂ!mm-ﬂﬁlaw
prosthesis.
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2.2 Méthodes alternatives

2.2.1 La Totalisation de Fontan par chirurgie hybride

L’objectif de ce travail a été tout d’abord de définir un modele nous permettant de
simuler un protocole chirurgical de pré-conditionnement viable avec la vie de I’animal, et
permettant de simuler la procédure de totalisation de Fontan par voie percutanée. Cette
derniére procédure devait retranscrire les difficultés techniques d’une part, et surtout les
contraintes anatomiques d’autre part, telles que la gestion des risques de sténose cavo-
pulmonaire, la migration du stent, la survenue de thrombose. Enfin, nous devions valider que

notre protocole de pré-conditionnement chirurgical serait compatible avec la croissance.

2.2.1.1 Matériel et méthode

Etude expérimentale animale, développant et évaluant la sécurité, 1’efficacité et la
reproductibilité d’une procédure hybride de totalisation de Fontan adaptée a la croissance.
e Développement d’un modele animal permettant de mimer une totalisation de
Fontan par voie percutanée (article 2).
e FEtude animale chronique de faisabilité et d’efficacité d’une totalisation de
Fontan par voie percutanée extra- et intracardiaque (article 3).
e Etude animale préclinique (en croissance) d’une totalisation de Fontan par voie

percutanée extracardiaque (article 4).

2.2.2 Approche énergétique et du stress oxydant dans le cceur

L’objectif de ce travail est de comprendre le métabolisme énergétique myocardique,
afin d’analyser les phénoménes mal adaptifs conduisant a une défaillance myocardique. Cette
approche énergétique musculaire du coeur sain soumis & un stress et en décharge, s’inscrit
dans la perspective d’optimiser la fonction musculaire d’un cceur univentriculaire, en
augmentant son rendement énergétique. Par cette méme approche, plus large néanmoins, pour
soulager la dépense énergétique du coeur univentriculaire, nous envisageons la conception

d’un tube pulsatile travaillant en parallele et produisant un débit pulmonaire pulsé.

2.2.2.1 Matériel et méthode

a. L’¢tude énergétique d’un cceur sain, soumis a des conditions de charges

variables:
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i. Cceur sain: Analyse de la fonction mitochondriale des couches
musculaires épicardiques et endocardiques (article sous presse)
ii. Cceur soumis a une augmentation de travail en pression (article 5)
iii. Cceur en décharge ventriculaire.
c. Etude préliminaire de faisabilit¢ pour la conception d’un tube pulsatile
extracardiaque avec le muscle grand dorsal chez I’ovin.
i.  Conception d’un tube pulsatile modele In-vivo

ii.  Conception d’un tube pulsatile modele Ex-vivo
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3 Résultats

3.1 Elaboration expérimentale d’une totalisation de Fontan par une

approche hybride

3.2 Conception d’un modele animal

Dans cette partie nous allons nous attarder sur la description d’un modéle animal fiable,
reproductible et la conception d’une technique hybride modifiée. Ceci représente la base
nécessaire afin de mettre en place une totalisation de Fontan percutanée, donnant des résultats

pertinents.

3.2.1 Travaux expérimentaux d’approche

3.2.1.1 Problématique

L’étude de Metton et al. [90] représente une des bases de notre travail et nous tenons
donc a DI’exposer ici. Elle a consisté en la création d’une technique chirurgicale de pré-
conditionnement modifiée, permettant de préparer les patients pour une totalisation de Fontan

par cathétérisme interventionnel.

3.2.1.2 Préparation technique

La premicre étape a consisté a développer un stent couvert dilatable, occlus dans sa
lumiére par une membrane en PTFE.
Des anneaux en nitinol ont également été créés.
Il a été ensuite fabriqué des stents couverts, en plagant manuellement une fine membrane en

PTFE a I’intérieur, ainsi qu’a I’extérieur de ce dernier.
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Figure 12 — Anneaux et stents couverts

A et B : anneaux seuls et autour d’un tube en verre. C et E : le stent occlusif est présenté en
vus frontale et longitudinale. Une membrane en PTFE est présente au centre du stent (C). (D)

Le stent apres I’ouverture de la membrane. E : vue longitudinale du stent

3.2.1.3 Préparation chirurgicale

Une anastomose termino-latérale est effectuée entre la VCS et I’AP chez seize
moutons. Un stent occlus par une membrane de PTFE, est interposée et anastomosée entre la
jonction cavo-atriale et I’artére pulmonaire.

Deux anneaux en nitinol ont été fixés au pied la veine cave inférieure (VCI), juste sous la

jonction cavo-atriale inférieure. Ces anneaux étaient distants d’environ 1 centimetre.

¥

Figure 13 — Vues schématiques de chaque étape de la procédure

A et B : étapes de pré-conditionnement. La VCS sectionnée en évitant le nceud sinusal. La
VCS est anastomosée a 1’artére pulmonaire droite. C : Un stent occlus par une membrane de

PTFE, est interposé et anastomosé entre la jonction cavo-atriale et I’artére pulmonaire. D et
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E : deux anneaux sont placés autour de la VCI, entre la jonction cavo-atriale inférieure et les

veines hépatiques.

3.2.1.4 Intervention

Suite a cette préparation chirurgicale par cathétérisme, il a été réalisé par voie veineuse
fémorale droite et jugulaire interne, immédiatement apreés la procédure chirurgicale, un
controle angiographique pour s’assurer du bon positionnement du stent et des anneaux.
Ensuite, la membrane occluant le stent, située au niveau supérieur, était perforée, puis le stent
¢tait dilaté. Enfin des stents couverts étaient déployés entre le stent préalablement perforé et la

VCI, au niveau des anneaux en nitinol, en vue de réaliser une totalisation de Fontan.

Figure 14 — Différentes étapes de I’intervention

Figures du haut : vues schématiques ; Figures du bas : vues angiographiques.
A : La membrane du stent occlus est perforée (I a II). B : Le stent est dilaté (IIT). C: Des
stents couverts sont placés, pour dériver le flux sanguin vers la circulation pulmonaire (IV et

V).

3.2.1.5 Résultats et discussion

De nombreuses équipes avaient déja travaillé sur ce concept de totalisation de Fontan
par cathétérisme interventionnel [37, 40, 41, 43], mais il subsistait encore trop
d’inconvénients, rendant la procédure peu viable et risquée chez ’homme.

En premier lieu, I’ouverture de la connexion entre la jonction cavo-atriale et 1’artere

pulmonaire requérait I’insertion d’un stent qui se déployait en partie dans la lumicre de
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I’artére pulmonaire, pouvant amener a une perte d’énergie considérable. Pour contourner ce
probléme, les auteurs eurent 1’idée de placer un stent occlusif au niveau méme de la jonction
anastomotique, se confrontant au probléme de sténose résiduelle, au prix de devoir dilater et
stenter, en encombrant une fois de plus la lumiére de I’artére pulmonaire. Le fait que la
membrane en PTFE soit positionnée au milieu du stent, sous 1’anastomose permet de pallier a
cette contrainte.

Par ailleurs, le stent utilisé par nos prédécesseurs n’était pas compatible avec de grands
diametres, au risque d’une migration de ce dernier. Le stent utilisé dans notre protocole peut
lui se dilater jusqu'a un diametre de 22mm.

Deuxiémement, il a été décrit des exclusions des veines sus hépatiques, ainsi que des
fuites a I’extrémité inférieure du chenal, au pied de la VCI. Les stents en nitinol fournissant
un marqueur précis, et servant de point d’ancrage, ont permis un déploiement et une assise du
stent couvert au pied de la VCI, sans pour autant recouvrir les veines sus hépatiques.

Pour finir, la derniére modification de cette technique est liée au stent couvert.
Actuellement, ces derniers ont un revétement extérieur collé¢ uniquement aux extrémités. Dans
une totalisation de Fontan par voie percutanée, le PTFE n’est pas supporté par la paroi
vasculaire. Il a donc été ajouté une membrane tout autour des parties interne et externe du

stent, pour réaliser un vrai conduit.

3.2.1.6 Conclusion

Il a été réussi une technique de totalisation de Fontan par voie percutanée chez
I’animal en phase aigiie, résolvant de nombreux points techniques essentiels a cette procédure.
Cependant, malgré ces résultats préliminaires encourageants, il s’aveére nécessaire de
tester cette procédure dans le temps, afin d’évaluer la fiabilité de ces innovations techniques.
Or, la réalisation d’une telle procédure de dérivation cavo-pulmonaire chez I’animal n’est pas

compatible avec sa survie.

3.2.2 Conception d’un mode¢le animal fiable et reproductible

3.2.2.1 Introduction

Si le développement de la chirurgie de Fontan a amélioré de manicre significative la
survie des patients, les multiples temps chirurgicaux affectent négativement la qualité de vie

des patients. La complexité et les vastes possibilités d'améliorations chirurgicales dans la prise
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en charge du cceur univentriculaire, ont inspiré certaines techniques trés créatives, afin de

préparer le cceur pour une palliation ultérieure par voie percutanée [37-44, 90].

Malgré plusieurs études expérimentales ou cliniques publiées sur le développement de
la préparation chirurgicale et de la chirurgie de Fontan par voie percutanée, il n’y a pas de
modele animal viable reproduisant les contraintes techniques d’une totalisation de Fontan par
voie percutanée. Les modéles non viables rapportés par le passé ont échoug, ne permettant pas
I’évaluation a long terme de la dérivation cavo-pulmonaire totale et de ces anastomoses lors
d’une procédure par voie percutanée [44, 90]. Ainsi les complications a distance, migration de
stent, sténose anastomotique, endofuite, thrombose, rupture de dispositif, etc. demeurent non
¢tudiées. Les études cliniques ont permis de relever uniquement les problématiques
techniques, survenant a court et moyen terme, permettant essentiellement d’affirmer que la
totalisation de Fontan par voie percutanée était possible sans pour autant garantir la viabilité
de la technique a long terme. Il est donc resté difficile de faire évoluer la technique

positivement chez I’homme, sans soulever des problémes éthiques.

Ainsi, nous avons étudié la faisabilit¢ de création d'un modé¢le ovin viable,
reproduisant les contraintes techniques d’une totalisation de Fontan par voie endovasculaire.
Notre étude avait pour but de créer un modéele chirurgical d’une circulation cavo-pulmonaire
partielle, permettant de reproduire la phase de pré-conditionnement chirurgical d’une
totalisation de Fontan par voie percutanée, en vue d’évaluer a long terme cette technique et de

I’améliorer au besoin.

3.2.2.2 Méthodes

Dix moutons ont subi une interruption totale au niveau de la jonction entre la VCS et
’AD grace & une membrane en PTFE. Un tube en Gore-Tex” ou l’auricule droit est
directement anastomosé, juste en amont de la membrane en PTFE permettant de dériver le
flux cave supérieur dans 1I’AD, pour contourner 1’occlusion causée par la membrane en PTFE,
et ainsi permettre un drainage veineux normal. Cet artifice permet de simuler la contrainte
technique que représente 1’anastomose cavo-atriale pulmonaire lors d’une dérivation cavo-
pulmonaire totale. Deux anneaux en nitinol ont été posés autour de la VCI, en amont de
I’ostium des veines sus-hépatiques, et proche de son abouchement dans ’AD. Ces anneaux
servent de marqueurs radio-opaques, pour permettre un placement précis ainsi que de point

d’ancrage pour le stent couvert, lors de la totalisation ultérieure par voie percutanée.
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La totalisation de Fontan par voie percutanée a été réalisée a 1, 3, 6 et 9 mois selon la
technique décrite précédemment [90]. Un animal a servi de sujet controle. Ce dernier n’a donc

pas subi de totalisation.

Pour le protocole d’étude, les animaux ont été euthanasiés et autopsiés a 1, 3, 6 et 9
mois apres I’intervention. L’animal ayant servi de contrdle, a toutefois été lui euthanasié 12

mois apres la phase de pré-conditionnement chirurgical.

3.2.2.3 Résultats et discussion

Les trois premicres procédures ont été un échec, essentiellement li¢ aux contraintes
techniques dans la conception de la dérivation cavo-atriale supérieure. Le reste des procédures
a été un succes. L’euthanasie en fin de suivi n’a révélé aucune sténose anastomotique ou

thrombus.

L’équipe de Konertz et Hausdorf [39, 40], fut la premiere a tenter de décrire la
réalisation d’un Fontan par voie percutanée. S’en est suivi diverses équipes [37, 41-44], qui
ont a chaque fois essay¢ d’améliorer I’intervention. Malgré les résultats prometteurs qu’ils ont
obtenu, des questions a propos de la technique chirurgicale idéale pour préparer le cceur
univentriculaire, ou phase dite de pré-conditionnement chirurgical a la totalisation percutanée,
n’ont pas pu étre résolues. Le modele réalisé nous permet de simuler les contraintes
techniques cavo-pulmonaire supérieure et cavo-atriale inférieure lors d’une procédure de
totalisation endovasculaire sans pour autant modifier I’anatomie et la physiologie de I’animal,

garantissant sa survie et la possibilité d’évaluer a long terme cette procédure.

3.2.2.4 Implications cliniques

Nos résultats nous laissent donc croire que notre modele animal imite 1’étape
préparatoire d’une chirurgie de Fontan en vue d’une totalisation de Fontan par voie
percutanée. En effet, aprés un court apprentissage, la technique s’avere efficace et
reproductible. Ce modéle pourrait donc permettre de tester divers protocoles de dérivation
cavo-pulmonaire totale hybride, en analysant les résultats a long terme, avant de se projeter

chez I’homme [38, 91].

3.2.2.5 Conclusion

Nous avons donc pu décrire une nouvelle technique chirurgicale dans le cadre d’une

procédure chirurgicale de pré-conditionnement dans un modele ovin, afin de réaliser une
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chirurgie de Fontan par voie percutanée. Cette technique chirurgicale est reproductible, apres
un court apprentissage, et sans limite majeure. Cela marque donc une nouvelle étape
importante dans de futures évaluations de techniques endovasculaire, en vue d’une chirurgie

hybride dans la palliation des cceurs univentriculaires.

Le modéle animal que nous avons créé nous ouvre de grandes perspectives, mais il s’agit
donc maintenant d’évaluer expérimentalement, de fagon longitudinale, une totalisation de

Fontan par voie percutanée.

Ce travail a été publié dans « The Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery ». Ci-apres

une version de I’article est donnée.
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Evolving Technology/Basic Science Gerelli et al

Feasibility of creating a novel animal heart model to test transcatheter
techniques for a cavocaval connection that mimics a Fontan
completion

Schastien Gerelli, MD,* Mathicu Van Steenberghe, MD.* Mchul Patel, MD.* Isabelle Van Aerschot, MD,” and
Younes Boudjemline, MD, PhD*"

Objective: The objective of this study was to create a novel animal model to foster the future development of
interventional techniques for a cavocaval connection that mimics a Fontan completion.

Methods: Ten sheep were studied. All had the superior vena cava-right atrium junction closed using a polyte-
trafluorocthylene membrane. A valveless Gore-Tex conduit connecting the terminal portion of the superior vena
cava to the right atrium was used to bypass the polytetrafluorocthylene occlusion and to allow normal venous
drainage through the right atrium. Radio-opaque nitinol rings were placed around the inferior vena cava near
its entry in the right atrium to allow better fluoroscopic visualization and to enhance stent stability during trans-
catheter cavocaval connection.

Results: The first 3 animals died during the leaming curve as a result of technical issues. The subsequent 7 sur-
viving sheep showed good flow dynamics on cardiac catheterization. Transcatheter cavocaval connection was
performed successfully performed in 6 sheep at 0 to 9 months after the initial surgery. Sacrifice was done clec-
tively in all animals at 1 to 9 months per protocol. One animal was cuthanized carly because of an untreatable
infection. One sheep was observed as a control without a transcatheter cavocaval connection and was sacrificed
at 12 months.

Conclusions: A novel, chronic ovine model to foster development of transcatheter techniques for cavocaval
connection to mimic a Fontan completion was created. The successful model is easily reproducible after a short

lcarning curve and shows good survival. (J Thorac Cardiovasc Surg 2013:146:408-12)

Children with functional univentricular hearts face
remarkable challenges during their lifetime. The develop-
ment of the Fontan operation has improved survival
significantly beyond the fourth decade: however, multiple,
staged surgerics affect postoperative quality of life nega-
tively in such patients. The complexity and the broad scope
of improvement of the univentricular heart have inspired
some highly creative surgical techniques to prepare the
heart for subsequent transcatheter repair.' " The interest
to perform transcatheter completion of Fontan stems
from the need to reduce the number of surgerics in these
paticnts. The interventional armamentarium with the
advent of stents has revolutionized the ficld of
pediatric cardiology drastically. The use of stents
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has cvolved from simple a bailout of a stenosis
or obstruction to an alteration of flow dynamics to
achieve optimal physiology. Despite several experimental
studies published on the development of surgical
preparation and transcatheter Fontan completion, there is
conspicuous lack of data on the creation of a viable,
chronic animal model for testing transcatheter techniques
for cavocaval connection in Fontan completion. The
nonviable models reported in the past failed to show
long-term assessment of the surgical pathway.”" Delayed
and long-term complications such as thrombus
formation, device fracture, failure, and so forth, remain
unstudied.

We report the feasibility for creating a chronic, viable
ovine heart model. Our study was intended to simulate a sur-
gical substrate of partial cavopulmonary circulation and to
describe the challenges faced during the evolution and cre-
ation of the surgical model that may allow development and
long-term assessments of newer techniques for transcath-
cter cavocaval connection.

METHODS

Our study was performed in accordance with the Guidelines for the Care
and Use of Laboratory Animals and was approved by the Subcommittee on
Research Animal Care and the Jocal institational ethics committee (INRA,
Pasis, France).'" All animals received humane care in compliance with the
European Coavention on Amimal Care.

408 The Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery * August 2013
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Abbreviations and Acronyms
IVC = inferior vena cava
PA = pulmonary artery
PTFE = polytetrafluorocthylenc
RA = right atrium
SVC = superior vena cava

Surgical Technique

Ten consecative sheep were s-dld nhﬂ lmpmvu.mm of s'pcal tech-
mique from an earlier experi ation, in-
duction, mdouxhal intubaticn, and ventilation were achieved in all
sheep. A was maintamed with 2% halothane. The heart was ex-
posed thromgh ac iomal right th v and no poreal cir-

culation was wsed. All sheep underwent total interruption of the superior
vena cava (SVC)-right atrium (RA) junction by a polytetrafiuorocthylene
(PTFE) membrane. A mitinol wire was preshaped to an open ring and sized
with approximation to fit the inferior vena cava (IVC) snuggly. Two open
mitimol rings were placed around the IVC distal to the opening of the hepatic
veims and mear #s entry to the RA. The nings served as radio-opaque
markers for precise placement as well as an anchor of a covered stent for
subsequent transcatheter completion. All sheep underwent placement of
a valveless Gore-Tex conduit that commected the terminal portion of the
SVC to the RA 10 divert and bypass the PTFE occlusion and allow normal
venows draimage (Figure |, D).

Transcatheter Completion

We planned to perform transcatheter completion at 1, 3, 6, and 9 months
after the initial surgery. One animal was planned as a control with no trans-
catheter completion. The techmique of completion has been reported previ-
ously." Briefly, cardiac catheterization was perfi d using both the right
femoral and intermal jugular veins. A catheter was placed in contact with
the membeane separating the SVC and the RA. The stiff end of a geidewire
was pushed through the b Afier perforation of the b
a bhalloon catheter was inflated at the level of the membrane. Several cov-
ered stent grafts mounted om a 22-mm ballooa catheter were deployed to
hﬂgﬂkgq)bﬁw«nﬂ:opemdS\’Cmdlhndﬁo-wrmlmdnnp
at the IVC-RA junction. Selecti AEIOgrap were p d to con-
firm the absence of flow fmﬂuSVCm!htR.-\.mermsubhshng
the pathway between the SVC and the RA, and after transcatheter cavo-
caval commection.

Sacrifice
Per study protocol, cathanasia was planned at |, 3, 6, and 9 months after
completion, or at |2 moaths after surgical preparation in the animal withost

transcatheter completion.

RESULTS

Ten sheep were used in the study. The first 3 died carly as
a result of technical issues. Two died from hypovolemic
shock secondary to uncontrolled hemorrhage (accidental
rupture of anastomosis) before transcatheter completion
and 1 died from SVC syndrome as a result of occlusion of
the SVC-RA connection after transcatheter completion.
The remaining 7 sheep survived the operative procedure
and recovered uneventfully. All animals except one under-
went transcatheter cavocaval completion at 0 to 9 months
after surgery. All animals except one survived transcatheter

completion and were followed 1 to 9 months after the com-
pletion (median, 5 months). One animal experienced fever,
weight loss and poor feeding after completion secondary to
a fulminating infection. The animal was cuthanized after 1
week of ineffective treatment with antibiotics. The uncom-
pleted animal was left alive and cuthanized | year after the
initial surgery. Early and late catheterization was done in all
surviving sheep and all demonstrated good flow dynamics,
with a mean gradient across the SVC pathway between
0 mm Hg and 2 mm Hg.

Cardiac catheterization during the completion steps with
assessment of patency of the SVC-RA connection, PTFE
membrane perforation, and thus reestablishment of the na-
tive SVC-RA connection is highlighted in Figure 2. Subse-
quent angiographic views after completion showing the
covered stents connecting the SVC and the IVC, with redi-
rection of IVC flow, are presented in Figure 3.

All sheep (except the one described previously) cutha-
nized per protocol demonstrated good health at the time
of sacrifice. At macroscopic examination, no thrombus
was found at the SVC-RA junction, which remained widely
open. In completed animals, all stents were patent with no
leakage or thrombus formation (Figure 4). No thrombus
was noted in the lungs.

DISCUSSION

Hausdorf and collcagues'~ were the first to attempt and
describe transcatheter completion of a hemi-Fontan using
balloon dilatation of the banded cavoatrial junction and fen-
estration closure using cither a covered stent or patent
ductus arteriosus occluders. Subsequently, Klima and col-
leauges® developed a new approach by establishing bidirec-
tional Glenn circulation and subtotal banding of the SVC at
the cavoatrial junction, along with PTFE cuff placcment
around the IVC—all performed in the absence of cardiopul-
monary bypass. To facilitate placement of the graft stent in
the SVC-RA junction, and to avoid residual obstruction
around the SVC band site, Galantowicz and Cheatham*~
closed the SVC-RA junction by using a pericardial patch
for a subscquent intracardiac stent. Konstantinov and
others”” modified this further by placing stents at the
level of both atriocaval junctions. The atrial SVC was
then connected to the inferior face of the unopened right
pulmonary artery (PA). The stent at the SVC-PA junction
may cover a part of the PA lumen and thus reduce the
forward flow. With kinetic energy as the only force to
drive the blood in a circuit with resistance in serics, and
absent a driving pump, any degree of loss of energy
reduces cardiac output and vital organ perfusion.

Despite such promising preliminary results of transcath-
cter completion of Fontan, there are some unanswered ques-
tions about the ideal surgical technique to prepare
a univentricular heart for subscquent transcatheter tech-
niques. The insertion of forcign material inside the heart,
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FIGURE 1. Schematic drawings showing all technigues used for the creation of a simulated cavopulmonary sheep heart model. This study presents only the
resulkts from view D. Technigues depicted in views A through C resulted in 100%, mortality.

along with the iatrogenic dead space, may favor thrombus
formation. Given the fact that univentricular hearts have
open connection between the right and left circulation,
any thrombus formation in any chamber can be cata-
strophic. There is a growing need to have a chronic animal
heart model to assess such potential complications and the
long-term outcomes of transcatheter techniques. In our
prior experience we tested various surgical models to simu-
late Fontan physiology (data not shown). The surgical tech-
niques used included placement of a valveless conduit
between the SVC and the main PA: side-to-side bicaval
branch PA anastomosis, with the right upper PA branch
anastomosed to the SVC and the right lower lobar branch
anastomosed to the IVC; and total cavopulmonary bypass
with a valveless synthetic Y tube between the 2 vena cava
and the main pulmonary artery.

Creation of such surgical models with physiologic simu-
lation of cavopulmonary circulation was highly eventful
with no survival beyond 2 hours of surgery (Figure 1. A,
B, and C). It was realized that animals would not tolerate
bypassing the right ventricle even for a couple hours. To cir-
cumvent the problems noted with our carly experience, we
modified our surgical approach significantly and developed
an anatomic model as a platform to test the technical feasi-
bility and the long-term outcomes of transcatheter cavo-
caval connection for Fontan completion (Figure 1. D).

The model from the current study was therefore designed
to redirect flow without altering the cardiac architecture
or physiology. The results were spectacular and allowed
us to test the completion of the cavocaval connection chron-
ically in all animals per protocol.

Clinical Implications

We believe our surviving animal anatomic model closely
mimics the pre-Fontan preparatory stage of a univentricular
heart from an interventional standpoint. The uniform sur-
vival with only planned deaths after a short leaming curve
makes this a good and a reproducible technique. This work-
ing model should be suitable to test various transcatheter
therapics, including the possibility of hybrid therapics in
the future.”'” With greater experience it may be possible
to create a hybrid strategy with the current model to
accomplish intraoperative completion of Fontan in the
same setting with significant reduction of crossclamp time
and perioperative mortality. We believe this is the only
pathway that works well and has good long-term survival.
All attempts to create a real-life anatomic and physiologic
cavopulmonary connection failed with 100%, mortality.
The current model proved to be ideal in testing various
transcatheter therapices for completion. Each step of the sur-
gical preparation and the subsequent transcatheter comple-
tion can be tested with reliable accuracy, including surgical

FIGURE 2. Angiographic views showing the perforation steps of the Fontan completion. A, Preliminary dye injection shows the surgical pathway in the
amimal. The superior vena cava has been connected to the right atrium. The normal superior vena cava-right atrium connection is occladed by a polytetra-
flwcroethylene membrane. Two rings have been placed around the supenior vema cava at the level of the membrane and 2 around the inferior vena cava (oaly |
is shown here). B, Perforation of the membeane with a needle. C, Dye injection in the sheath after perforation shows the reestablished commection between the

supenior vena cava and the right atrium.
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FIGURE 3. Angiographic views afier completion. A, Covered stents have been placed between the superior vena cava and the inferior vema cava. Dye
injection m the saperior vena cava shows the connection to the right atrram. B, Dye injection in the inferior vena cava shows the coatrast going into the

covered stemts in the supenior vena cava connection.

creation of superior connection, placement of markers
around the IVC, pliability of the SVC-RA PTFE membrane
for various perforation techniques and transcatheter open-
ing of the occluded SVC, and covered stent placement.
Morcover, because it is a viable model without significant
physiologic alterations, long-term complications can also
be assessed and may include thrombus formation secondary
to a forcign body and dead space: complications of stent
fracture, migration, and dislodgment; damage to the IVC
and neighboring structures; impact of the tendinous inser-
tion of the diaphragm at the caval opening with its dynamic
motion on the stent: and paraprosthetic leak.

Study Limitations
The model we created is not a physiologic model of Fon-
tan circulation because all animals had structurally normal

hearts with a well-developed right ventricle pumping the
right circulation. However, it is a good simulated platform
to test various transcatheter and hybrid techniques. The po-
tential of thrombus formation in the long run still cannot be
ruled out completely; however, none of the surviving sheep
had any thrombus formation as of the last follow-up. More-
over, for future clinical applications, a definitive anticoagu-
lation strategy may be required that was not used in any of
our animals.

CONCLUSIONS

We describe new surgical technique for the preparation
for an anatomic ovine heart model for transcatheter comple-
tion of Fontan circulation. This surgical technique was cas-
ily reproducible after a short leaning curve with no major
limitations. The novel and successful creation of a viable

FIGURE 4. Gross examination of the heart afier sacrificing the amimal. A, The covered stent running from the supenior vena cava (SVC) to the inferior vena
cava (JVC). B, The commection between the SVC and the right atrium afier retrieval of the IVC stent (***).
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ovine heart model marks a new milestone in allowing fur-
ther evaluation of transcatheter and hybrid techniques in
univentricular hearts. Additional long-term studies with
this model may be required before it may be implemented
clinically.

We thank the Fondation de 1" Avenir for its financial support.
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3.3 Evaluation longitudinale expérimentale d’une totalisation de

Fontan par voie percutanée

3.3.1 Introduction

Nous avons déja mis en lumicre les enjeux d’une amélioration de I’intervention de
Fontan. Dans notre précédente étude, nous avons pu décrire une de ces améliorations, avec
I’introduction d’un stent occlus, proche de la jonction VCS-AD, pour accroitre la stabilité et
¢viter le recouvrement accidentel de 1’artére pulmonaire droite avec une partie du stent
couvert [90, 92]. La présente étude décrit des préparations chirurgicales nouvelles et
simplifiées, avec I’intention de réaliser une anastomose cavo-cave par voie percutanée chez

des modeles de coeurs ovins viables.

3.3.2 Méthodes

Seize moutons ont subi des techniques chirurgicales que nous allons décrire ci-apres.

3.3.2.1 Modele chirurgical

Un mode¢le animal viable a été créé, comme décrit précédemment. Les animaux sont
placés en décubitus latéral gauche et le coeur est exposé via une thoracotomie axillaire droite.
Un tube en Gore-Tex” de 20 mm a été anastomosé entre la VCS et I’AD, aprés ligature de la
veine azygos. Ici nous évaluons la faisabilit¢ d’une totalisation de Fontan intra- et

extracardiaque par voie percutanée.

3.3.2.2 Préparation chirurgicale intracardiaque (groupe 1)

Dix moutons ont subi une préparation chirurgicale, pour simuler une dérivation cavo-
cave par voie intracardiaque percutanée. La VCS est occluse par une membrane en PTFE a
environ deux centimétre de son ostium entre le site d’anastomose du tube en Gore-Tex" et la
jonction de I’AD. Deux anneaux en nitinol, espacés de 1 cm, ont été fixés autour de la VCS,
de part et d’autre de la membrane en PTFE juste sous 1’anastomose avec le tube. Enfin, deux

autres anneaux en nitinol ont été fixés autour de la VCI, proche de son entrée dans I’AD.

3.3.2.3 Préparation chirurgicale extracardiaque (groupe 2)

Six moutons ont subi une préparation chirurgicale, pour simuler une dérivation cavo-
cave extracardiaque par voie percutanée. Un tube en Gore-Tex® de 20 mm a été anastomosé

entre la VCS et la VCI. L’anastomose de la VCI a été effectuée de fagon termino-latérale, et
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termino-terminale au niveau de la VCS. Les deux extrémités du tube en Gore-Tex” ont été
obturées, grace a 'utilisation d’une membrane en PTFE et le tube purgé par une solution
saline. Des anneaux en nitinol ont été positionnés de chaque cotés de la ligne anastomotique
de la VCS et de la VCI, et aussi sur le tube en Gore-Tex”, pour identifier son trajet par

rapport aux membranes en PTFE en fluoroscopie.

3.3.2.4 Totalisation cavo-cave par voie percutanée.

Aprés une période d’intérim d’une durée médiane d’un mois, les animaux ont été
repris pour réaliser une totalisation cavo-cave par voie percutanée.

Dans le groupe 1, des stents couverts ont été placés entre les anneaux en nitinol de la
VCS ala VCI afin de réaliser la dérivation totale cavo-cave.

Dans le groupe 2, les deux membranes en PTFE ont été perforées. Ensuite, des stents
couverts sont placés entre les anneaux en nitinol, en occluant complétement 1’ostium natif de
la VCI et en redirigeant le flux dans le tube en Gore-Tex”, comme dans la procédure de

Fontan extracardiaque.

3.3.2.5 Suivi apres D’intervention par voie percutanée

Les animaux ont été sacrifiés apres la phase de totalisation entre 0 et 8 mois. Avant le
sacrifice, des angiographies sélectives ont été effectuées pour confirmer : I’absence de fuites
paraprothétiques, des shunts résiduels et une analyse hémodynamique. L’analyse anatomique

était réalisée pour vérifier I’absence de thrombus, ou de migration des stents.

3.3.3 Résultats et discussion

Quatre animaux sont morts dans les suites de la phase de pré-conditionnement du
Groupe 1, 3 précocement et 1 tardivement. L’ensemble des procédures de totalisation a été un
succes dans le groupe 1 et 2. Le suivi médian était de 4 mois, il n’a pas été constaté de fuite
paraprothétique, thrombus, sténose anastomotique ou migration de stent. Un seul animal du

groupe 1 présentait un gradient trans-cave de 3 mmHg.

Dans le groupe 1, suite a la phase de pré-conditionnement chirurgical, trois animaux
sont morts a la phase précoce, dont deux liés a des vices techniques lors de la création de la

dérivation cavo- atriale avec le tube de Gore-Tex®.
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Dans le groupe 2, un animal est mort quatre mois apres la préparation chirurgicale. De
fait, six moutons ont survécu a la procédure et ont bien récupéré, cependant, I’un d’eux a subi

une totalisation prématurée, compte tenu de la survenue d’un pneumothorax récurrent.

Enfin, dans les deux groupes il a été retrouvé I’absence de gradient de pression cavo-
cave. Seul un animal du groupe 1 a montré un gradient modéré (3 mmHg) mais 1ié¢ non pas a
la connexion cavo-cave, mais a une sténose résiduelle de 1’anastomose entre le Gore-Tex® et
I’AD, du fait des bandelettes pectinées de 1’auricule droit qui n’avaient pas suffisamment été
réséquées. Lors du suivi, avant le sacrifice, aucune anomalie n’était a noter dans les deux

groupes.

Le modele extracardiaque développé lors de la phase de pré-conditionnement
chirurgical était simple et reproductible ; reproduisant a 1’identique la procédure chirurgicale

actuelle qui reste la référence.

3.3.4 Limitations

Aucune des contraintes physiologiques inhérentes a une circulation de Fontan n’est
représentée par notre modele, telles que 1’augmentation de I’hématocrite et du risque pro-
thrombogene, ou encore une oreillette droite fonctionnelle sans anomalie de la valve atrio-
ventriculaire droite, sans le risque de voir la survenue d’une embolie paradoxale. Les résultats
sur notre modele intracardiaque doivent donc étre interprétés avec prudence. Notre modele
extracardiaque ne présente pas ce type de biais, et outre la difficulté, la critique essentielle
reste la solution saline stagnante, durant la période d’intérim, dans un tube en Gore-Tex®

occlus de part et d’autre.

3.3.5 Conclusion

Ces deux techniques de totalisation par voie percutanée, sont sires, réalisables, avec
un taux de complication a moyen terme, nul. De telles techniques devraient pouvoir étre
reproductibles chez I’homme, marquant un nouveau tournant dans la prise en charge des
patients avec un cceur univentriculaire. Si 1’approche extracardiaque est séduisante, il n’en
reste pas moins que la gestion de I’implantation chez un enfant d’un tube de Gore-Tex®
permettant la réception du flux cave inférieur a 1’age adulte sera le défi essentiel de cette

technique, outre le probléme de laisser stagner un sérum salin dans un conduit inerte.
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Il convient donc d’évaluer la faisabilit¢ d’un pré-conditionnement chirurgical

extracardiaque sur un mode¢le en croissance.

Ce travail a été publi¢ dans « European Journal of Cardio-Thoracic Surgery ». Ci-aprés une

version de P’article est donnée.
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Abstract

OBJECTIVES: We report the safety and feasibility of various transcatheter techniques of cavocaval connection in principle for the com-
pletion of Fontan circulation in viable, chronic and ovine heart modeks. Surgically smulated preparations of both intracardiac and extra-
cardiac cavocaval connections were studied.

METHODS: Sixteen sheep were divided into two groups per the type of surgical preparation. All animals underwent standard right
thoracotomy with interposition of a 20-mm Gore-tex” conduit between the superior vena cava (SVIC) and the right atrium (RA). Nitinol
rings were placed around the SVC and the inferior vena cava (IVC). In Group | (intracardiac, n=10), the SVC-RA junction was closed
using a polytetrafiuoroethylene (PTFE) membrane 1 cm below the SVC-Gore-tex” anastomosis. In Group Il (extracardiac, n=6), a
20-mm Gore-tex conduit de-aired and filled with heparinized saline was anastomosed to connect the SVC and the IVC. The IVC end
was anastomosed in a termino-lateral fashion and the SVC end in a termino-terminal fashion; both the ends were occluded with a
PTFE membrane. Animaks were scheduled for transcatheter cavocaval connection after a variable healing period.

RESULTS: Four animals in Group | died; three early and one late after surgical preparation. After a median interim period of 1 month
(0-9 months), five sheep from Group | and six from Group Il underwent successful transcatheter cavocaval connection. Perforation of
the PTFE membrane was successful in all animak. Covered stents were deployed precisely and with good stability ensured by the
nitinol rings. All animals survived transcatheter completion and were sacrificed after a median follow-up of 4 months (0-8 months) per
protocol. No stent migration, thromboembolic events, residual shunts or paraprosthetic leak was noticed on angiographic evaluation or
at autopsy in any animal.

CONCLUSIONS: Transcatheter techniques for completion of cavocaval connection in surgically simulated, chronic animal models is safe
and feasible. Both techniques were equally successful with no failures or short-term complications. Such techniques should work in
principle for completion of intracardiac and extracardiac Fontan circulation.

Keywords: Fontan circulation - Transcatheter completion « Hybrid approach - Congenital heart diseases

Significant improvements in the management of children with
various single ventricle morphologies have led to better long-
term survival over the last couple of decades [1-5] In the
absence of septation or biventricular repair the goal of surgery is
to separate pulmonary and systemic circulations; at first by con-
necting the superior vena cava (SVC) and the pulmonary artery
and finally by connecting the inferior vena cava (IVC) to the pul-
monary artery commonly known as the Fontan pathway [6]
However, repeated surgeries increase cost, morbidity, mortality
and significantly impact the quality of life of these patients with

poor cardiopulmonary reserve [7, 8] The need to reduce the
number of surgeries prompted various groups to try some cre-
ative and indigenous transcatheter techniques [9]. However some
concerns on the long-term effectiveness have been highlighted
[10] Our prior study described an improvement with the intro-
duction of an occluded stent near the SVC-right atrium (RA)
junction to enhance the stability and avoid accidental covering
of the right pulmonary artery (RPA) with the strands of the
covered stent placed during subsequent transcatheter comple-
tion [11, 12] The present study describes newer, simplified surgi-
cal preparations, with the intention of transcatheter completion
of cavocaval connection in viable, chronic ovine heart models.

© The Author 2012. Published by Oxford University Press on behalf of the European Association for Cardio-Tharack: Surgery. All rights reserved.
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METHODS

All animals received humane care in compliance with the
European convention on animal care. After approval by the local
institutional ethics committee (INRA, Paris, France), 16 sheep
underwent surgical techniques as described below.

Surgical model

A viable, chronic model was created as descried in our previous
article [11] Standard premedication, anaesthesia induction,
endotracheal intubation and ventilation were achieved in 16
sheep weighing 55 ¢ 7 kg Anaesthesia was maintained using halo-
thane (1.5-2.5%) with continuous monitoring of arterial pressure,
oxygen saturation and cardiac rhythm. The animal was placed in
left lateral decubitus and the heart exposed via right axillary
thoracotomy. A Gore-tex” conduit of 20 mm was anastomosed
between the SVC and the RA after dosing the azygos vein. Further
madification of the surgical technique was based on study design
and the type of pathway proposed: intracardiac or extracardiac for
cavocaval connection. After the surgical preparation, animals from
both groups were extubated and allowed to heal at the sheepfold
for a variable interim period median of 1 month (range 0-9
months), without any anticoagulation.

Intracardiac surgical preparation (Group 1)
Ten sheep underwent further surgical preparation to simulate a

cavocaval connection of an intracardiac Fontan on completion
using transcatheter totalization. The proximal 2cm of SVC

A
\~

VCrings

between the Gore-tex” anastomotic site and the junction of RA
was transection in its middle, occluded by a polytetrafluoroethyl-
ene (PTFE) membrane and re-sutured. Two nitinol rings spaced
1 cm apart were fixed around the proximal SVC stump on either
side of the interrupted zone, just below the Gore-tex” anasto-
mosis. Finally, two nitinol rings were fixed around the IVC near
its entry into the RA (Fig. 1A)

Extracardiac surgical preparation (Group I1)

Six sheep underwent further surgical preparation to simulate
cavocaval connection of an extracardiac Fontan on completion
using transcatheter totalization. A 20-mm Gore-tex” conduit,
de-aired and filled with heparinized saline was anastomosed
between SVC and the IVC (Figs 18 and 2). The IVC anastomosis
was done in a termino-lateral fashion and the SVC end in a
termino-terminal fashion. The SVC and the IVC end of the
Gore-tex” conduit was occluded using a PTFE membrane. Nitinol
rings were streteched and positioned on either sides of the SVC
and IVC anastomotic line and also on the Gore-tex® conduit
to identify its course with respect to the PTFE membrane on
fluoroscopy.

Interventional catheter completion

All cardiac interventions were performed under general anaes-
thesia with right femoral and internal jugular vein (IJV) accesses
(7Fr) obtained in all. All animals underwent an initial angiogram
to confirm flow across the SVC to RA conduit and create a road

Figure 1: (A) Schematic view showsng the final surgical preparation for intracardiac cavocaval connection. (B) Schematic view showing the final surgical preparation

for extracardiac cavecaval conmection

Figure 2 Extracardiac condut is shown before (left) and after (right) filling with saline. Note the connections weth the SVC and IVC a5 well as the metalic ring

around the SVC and IVC anastomosks.
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map for the precise placement of covered stents. In Group |, a
5-Fr right Judkins catheter was placed under fluoroscopy from
the right IJV, in contact with the PTFE membrane separating the
SVC and RA The stiff end of a 0,035 guide wire was advanced
through its lumen to perforate the membrane. The use of a radio-
frequency wire for perforation was kept as a backup; however, it
was never required. The catheter was advanced in the RA over
the wire and the soft end of the guide wire was advanced into the
IVC. A 16-Fr Mullins sheath was advanced over the guide wire
into the IVC. Using this as the delivery sheath, a mean of three
covered stents grafts (CP, Numed Inc. or Atrium V12) were placed
between the SVC and IVC nitinol rings; precise placement was
ensured to avoid litthe margin for error in accidentally covering
the anastomosis between SVC and Gore-tex” conduit above and
the hepatic vein drainage below.

In Group II, a 5-Fr right Judkins catheter was placed from the
right |V access under fluoroscopy, in contact with the PTFE
membrane separating the SVC from the saline filled cavocaval
Gore-tex” conduit. Through its lumen, the stiff end of a 0.035
guide wire was advanced to perforate the membrane. The cath-
eter was advanced in the Gore-tex” conduit and the PTFE mem-
brane at the IVC end perforated as well. The catheter was
advanced over the wire and the wire was then reversed to
advance the soft end further into the IVC. The occluding
membranes were dilated with a balloon catheter to facilitate
stent placement Thereafter, a 16-Fr Mullins sheath was
advanced over the guide wire into the IVC. Through this long
sheath, covered stents grafts were placed between the nitinol
rings completely occluding the native IVC ostium and redirecting
flow into the cavocaval Gore-tex” conduit as in the extracardiac
Fontan procedure and also at the superior connection with
the SVC.

Follow-up after transcatheter completion

All animals were sacrificed per study protocol at last follow-up
with a median of 4 months (range 0-8 months). Before the sacri-
fice, selective angiographies were performed to confirm (i) the
absence of native flow from SVC and IVC into RA with no para-
prosthetic leakages, (i) intracardiac or extracardiac leaks from
the neo-conduit, (i) patency of initial SVC-RA Gore-tex
conduit with no overlap by the strands of the covered stent,
(iv) patency of the hepatic venous drainage and (v) analyse
haemodynamic flow into the montage.

RESULTS

Early results after surgical preparation

In Group |, three animals died in the early postoperative period
after the initial surgical preparation. One animal died of haemor-
rhage in the operating room secondary to anastomotic failure
between SVC and the 20 mm Gore-tex” conduit. Technical diffi-
culties of thoracotomy exposure and end-to-side SVC to
Gore-tex” conduit diameter mismatch were some problems
encountered. The second animal died from a SVC syndrome
secondary to haemodynamically significant stenosis at the level
of Gore-tex” conduit to RA anastomosis due to stretched pectin-
ate muscle bands. The third animal died of a large haemothorax

secondary to laceration of an intercostal artery while closing the
thorax. Over time and after a short leaming curve the procedure
was standardized with no further complications noted in this
group. Group Il showed no mortality and the Gore-tex” conduit
was anastomosed easily with the SVC and IVC.

Late results of initial surgery and interim period

In Group |, one animal died 4 months after the surgical prepar-
ation at the sheepfold secondary to pyothorax. Finally, six sheep
survived the operative procedure and recovered uneventfully.
One animal was considered as a control of this step and autop-
sied 12 months later to study the isolated effects of surgery
without transcatheter instrumentation. There was no thrombus in
the distal or prosimal SVC stump; the Gore-tex” conduit between
SVC and RA was widely patent with neo-endothelialization as
expected; there was no displacement of nitinol rings with no evi-
dence of transmural erosion. In Group I, all six animals survived
the initial surgical procedure; however, one underwent early total-
ization in view of recurrent pneumothoraces.

Early results after transcatheter completion
of intracardiac cavocaval connection

Among the remaining five animals in Group |, all underwent
transcatheter completion after a median interim period of 9
months (range 1-9 months). The three to four covered stents
were precisely deployed between the two nitinol rings with no
compromise or covering of the of the SVC-RA conduit ostium, a
surrogate for the RA-PA anastomosis as in a classic Fontan
(Fig- 3).

Figure 3: Angiograms after transcatheter cavocaval connection in Growp 1
(A) Covered stents have been placed between In SVWC and IVC rings. (8) Dye
Injection in the pathway. (C) Stil frame focusing on the IVC junction. The dye
Is diverted withan the intracardiac pathway. (D} Anglogram showing the SVC
connection with the RA.
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Early results after transcatheter completion
of extracardiac cavocaval connection

All six sheep in Group Il underwent perforation of the PTFE
membranes, opening of the Gore-tex” conduit and closing the
native ostium of the IVC to simulate an extracardiac Fontan-like
circulation after a median interim period of 1 month (range 0-1)
(Figs 4 and 5). A single covered stent was required to effectively
occlude the native ostium of the IVC and channelize flow into
the conduit

All animals in both groups demonstrated good flow dynamics
in the SVC-RA conduit, no gradients or shunts were noted
between IVC, SVC and RA. All left the cardiac catheterization la-
boratory alive with no complications. Only one animal in Group
| showed a moderate gradient (3 mmHg) at the level of the
Gore-tex” conduit-RA anastomosis secondary to uncut and
stretched pectinate muscles

Outcomes at last follow-up after transcatheter
completion

In Group |, all animals were followed for a median follow-up of
5 months (range 1-8 months) before sacrifice. No late technical,
haemodynamic or thrombotic complications were noted. The
concluding angiograms did not show any stent migration, in situ
thrombus or leakage across the device. The gross examination
showed proximal and distal stents well anchored by the nitinol
rings with no displacement.

In Group |, four animals were followed for a median follow-up
of 3 months before the sacrfice. No technical, haemodynamic or
thrombotic complication was noted in any animal. The concluding

Figure 4: Anglograms at various steps of the cavocaval connection in an
anvmal from Group 1. (A) Inittal anglogram showing the position of the
nitinol rings and the occhudng SVC membrane. (B) Dye contrast going
through the SVC connection with the RA. (C) Dye injection in the Gore-tex
extracardac condut after puncture of the SWC membeane. (D) Dye injection
In the IVC after opening of the IWC occluding membrane showing the con-
nection of the IVC with the RA

angiograms showed a widely patent extracardiac conduit, without
any gradients at any level. The covered stent was well deployed
with no IVC to RA leakage. The gross examination showed a well
neo-endothelialized extracardiac Gore-tex conduit” and complete
disruption of the PTFE membrane. The PTFE strands were seen
below the stent or against the prosthetic wall. The stents were se-
curely moulded on the nitinol anchoring rings and Gore-tex”
conduit.

DISCUSSION

Transcatheter completion of Fontan circulation marks a new
milestone in the management of patients with univentricular
heart. The distinct advantage of eliminating a second prolonged
surgical procedure and thus avoiding possible surgical morbidity
and mortality is the key impetus for this procedure. The study by
Alsoufi et al [10] appears quite promising due to the short
recovery, low complications and excellent early results.
Nonetheless, there are several potential disadvantages in their
approach or in the other techniques attempted so far [13-16]
The initial surgical procedure must be well planned with the
interventional cardiologist to allow transcatheter completion
with long-term functionality of Fontan circulation. The lack of
such an ideal surgical animal preparation to try and test various
transcatheter techniques prompted us to do this study. In Group
| animaks from the current study, the surgical preparation was
simple and reproducible, with a short leaming curve without
the use of extracorporeal cardiac circulation. Transcatheter com-
pletion of intracardiac cavocaval connection was performed
without complications. The property of foreshortening of the
covered stent on balloon expansion must be kept in mind to
ensure complete freedom of the SVC-PA anastomotic ostium. In

Figure 3: Anglograms at various steps of the cavocaval connection In an
animal from Geoup 1L (A} Angiogram showing balloon dilation of PTFE mem-
brane. (B} Insertion of the CP stent at the leved of the cochuding SVC mem-
brane. (C) wmertion of a covered stent (atrum) cowering both the IVC
membrane and the commection of IVC-RA. (D) Anglogram at final stage
showing redirection of the flow within the extracardac conduit
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view of the cited advantages of an extracardiac Fontan, we
developed a chronic animal model to reproduce an extracardiac
cavocaval connection. This technique may be used as an exten-
sion of the initial cavopulmonary shunt in humans. The surgical
simulation of extracardiac preparation in our ovine model was
simple and successful without the use of cardioplegia. Transcatheter
completion of extracardiac cavocaval connection was smooth,
without complications or revisions. We believe the long-term
results with respect to hemodynamic flow, arthythmia and throm-
bus formation may be similar to the corventional surgical extra-
cardiac Fontan completion abeit the surgical morbidity and
mortality and the prolonged post-surgical convalescence period.
These encouraging results may however need additional refine-
ments before use in humans.

LIMITATIONS

None of the animals had a true univentricular heart; the study
evaluates the adequacy of transcatheter techniques to establish a
cavocaval connection in principle to achieve Fontan completion.
With a fully functional RV, tricuspid and pulmonary valves with
pulsatile flow, thrombus formation was not anticipated. The
absence of atrial septal defect also eliminated the risk of para-
doxical embolization unlike true univentricular hearts where the
risk may be high with instrumentation. A strong and unified ap-
proach with the surgical team for the creation of a pathway to
connect the roof of the RA to the underside of the RPA by a
prosthetic device is of paramount importance. There may be a
leaming curve and thus an anticipated increase in surgical time/
morbidity in the initial phase. Extreme care must be exercised
by the surgeon when working close to the SVC-RA junction; the
sinus node should ideally be located to awoid permanent
damage and thus the need for life-long pacing. The long-term
effects of stasis and stagnation of serum saline in the extracardiac
conduit are unknown. The questionable loss of kinetic energy at
the level of the new channel, possible late leakages at the anas-
tomosis line and in-situ thrombus formation in view of the large
area of foreign material in the RA are some additional concerns.

Transcatheter techniques for completion of cavocaval connec-
tion in surgically simulated, chronic animal models are safe and
feasible. Both techniques were equally successful with no failures
or short-term complications. Such techniques should work in
principle for the completion of intracardiac and extracardiac
Fontan circulation and mark a new milestone in the manage-
ment of patients with univentricular hearts. In view of better
long-term outcomes reported with extracardiac Fontan,
transcatheter completion of extracardiac cavocaval connection
deserves special attention. With growing experience it may be
possible to create a hybrid strategy and concomitant intraopera-
tive completion of Fontan in the same setting with significant

Joumnal of Cardio-Thoracic Surgery

reduction of cross-clamp time and perioperative mortality.
Further long-term follow-ups may be required before the clinical
application of such techniques.
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3.4 Evaluation longitudinale expérimentale d’une totalisation de

Fontan sur un modeéle en croissance

3.4.1 Introduction

Dans I’article précédent [93], nous avons mis en avant le fait que la réalisation par
voie percutanée d’une totalisation de Fontan extracardiaque percutanée, est fiable et
reproductible. Le but de la présente étude, est d’analyser la faisabilité d’une totalisation de
Fontan extracardiaque par voie percutanée sur des animaux en croissance afin de déterminer

si nous pourrions 1’envisager chez ’homme.

3.4.2 Méthodes

3.4.2.1 Animaux

Vingt agneaux, d’un poids médian de 20 £ 2.5 kg, ont été inclus dans 1’étude et divisés
en 2 groupes : 9 dans le groupe 1 (voie extracardiaque non circulante) et 11 dans le groupe 2
(voie extracardiaque circulante). Les expérimentations sur les animaux du groupe 1 ont toutes

été effectuées avant celles sur le groupe 2.

3.4.2.2 Préparation chirurgicale

La préparation chirurgicale a été effectuée sans circulation extracorporelle. Le cceur a
été exposé grice a une thoracotomie droite. Un tube en Gore-Tex™ a été interposé entre la

VCS et la VCI. Aucun anticoagulant n’a ét¢ donné durant 1’étude.

3.4.2.2.1 Groupe 1

Les animaux du groupe 1 ont subi la pose d’une voie extracardiaque non circulante
comme nous 1’avons déja décrit [93]. Briévement, un tube en Gore-Tex” de 20 mm a été
anastomos¢, pour connecter la VCS et la VCI. L’extrémité de la VCI a été anastomosée de
facon termino-latérale et I’extrémité de la VCS de fagon termino-terminale. Les deux
extrémités ont ét€¢ occluses avec une membrane en PTFE. Des anneaux en nitinol ont été

placés autour des connections supérieure et inférieure, au niveau des membranes en PTFE.

3.4.2.2.2 Groupe 2

Chez les animaux du groupe 2, les connexions ont été modifiées pour créer une voie

circulante. A T’extrémité de la VCI, une anastomose termino-terminale a été réalisée,
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redirigeant tout le sang de la VCI dans le conduit. Un anneau en nitinol de 16 mm a été placé
autour du conduit extracardiaque et de la VCI, juste au-dessous du niveau de I’anastomose.
Dans la partie centrale, une large connexion entre le tube et ’AD (plus grande qu’une
fenestration « classique ») est créée, au niveau du segment supérieur du conduit
extracardiaque permettant de drainer le sang de la VCI. La VCS a été coupée et connectée a
I’auricule de I’AD, de fagon latéro-latérale. L’extrémité supérieure du conduit en Gore-Tex” a
été occluse avec une membrane en PTFE puis connectée a la partie proximale de la VCS en
interposant un conduit de Contegra d’environ 3 cm de long, monté sur un stent permettant de

corriger la discongruence entre la VCS et le tube de Gore-Tex de 20 mm.

3.4.2.3 Dérivation totale cavo-cave.

Entre 1 et 3 mois apres la réalisation de la phase de pré conditionnement chirurgical
(Poids médian 40 = 5 Kg), la procédure de totalisation a été réalisée en utilisant les deux

arteres fémorales et les veines jugulaires internes.

Dans le groupe 2, le stent utilisé a la jonction entre la VCS et le tube de Gore-Tex"
servait de point de repere radiologique et permettait de réaliser une angioplastie efficace sur la
zone anastomotique, au moment de la phase de totalisation. Un stent couvert était placé en
regard de la zone de dérivation cavo-atriale. Des stents en métal nu additionnels étaient placés

aux zones anastomotiques de la VCI ou supérieur, si besoin.

3.4.2.4 Suivi

Dans le groupe 2, le premier animal n’a pas été converti, mais a été sacrifi¢ aprés 2 mois,
afin d’évaluer macroscopiquement 1’intégrit¢ du montage de pré-conditionnement chirurgical.
Tous les animaux, excepté deux, ont été sacrifiés juste aprés la totalisation. Les 2 autres ont

été sacrifiés, 3 mois apres la totalisation.

3.4.3 Résultats et discussion

Tous les agneaux ont été pré-conditionnés avec succes. Seul un déces postopératoire

est survenu dans le groupe 2.

Aucune totalisation n’a été réalisée dans le groupe 1 du fait d’une occlusion et

compression des tubes de Gore-Tex.
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Dans le groupe 2, l'autopsie avant totalisation de I’animal, a montré un chenal
parfaitement perméable sans sténose ou thrombose. Les 9 autres animaux ont été totalisés par

voie percutanée avec succes.

Nous avons initialement rapporté et testé une voie non circulante, en connectant un tube
de Gore-Tex® occlus & la VCS et & la VCI chez des animaux adultes, chez lesquels la
totalisation a été possible. Dans cette étude, nous voulions tester cette voie dans une
population en croissance. Cependant, cela a échoué (groupe 1), par thrombose et compression
du tube lors du processus de croissance. Nous avons par conséquent modifié¢ notre approche
(groupe 2), pour créer une voie circulante. Le conditionnement des animaux du groupe 2 était
congu pour mimer 1’actuelle technique chirurgicale considérée comme gold standard, d’une
dérivation cavo-pulmonaire extracardiaque totale. La technique utilisée était assez similaire a
ce qui est fait dans la plupart des centres réalisant des connexions cavo-pulmonaires
extracardiaques totales, aprés une connexion cavo-pulmonaire partielle. Des modifications
mineures a la technique existante, ont été effectuées, pour permettre une totalisation par voie
percutanée. Premi¢rement, nous avons interposé un conduit de Contegra de 14 mm monté sur
un stent pour corriger la discongruence entre le tube Gore-Tex et la VCS. La large
fenestration au segment supérieure, trés proche de la membrane en PTFE, permettait un flux
libre de la VCI vers I’AD, et le lavage complet du conduit par le sang de la VCI, sans risque
de stase ni de thrombose. En utilisant cette nouvelle voie, les animaux étaient plus facilement

convertis dans la plupart des cas.

3.4.4 Implications cliniques

Nous pensons que notre modéle mime minutieusement 1’étape nécessaire de pré-
conditionnement chirurgical, pour étre réalisable chez I’homme en intégrant les contraintes
techniques et la problématique de croissance (nos animaux avaient en moyenne doublé leur
poids). Le faible taux de complications et I’absence de déceés spontané, lors de la période
périopératoire et au cours du suivi, favorise la standardisation de cette technique. La survie
uniforme en fait une technique bonne et reproductible, et offre également une plate-forme
stable pour une totalisation percutanée ultérieure. Nous croyons que notre méthode de
préparation chirurgicale, marque un nouveau virage pour le développement d’une approche
hybride dans la prise en charge des cceur univentriculaires, tant en diminuant la morbi-
mortalité, que la gestion méme du passage d’une circulation en paralléle vers une circulation

en série.
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3.4.5 Limitations

Le manque de données sur les résultats a plus long terme, est une des limitations de
cette étude. Cependant, la plateforme créée, avec la connexion de la VCS a I’AD ne modifie
pas ’anatomie de I’animal et permet une survie a long terme. Bien sir, ce modéle ne mime
pas une circulation de Fontan, mais aucun mode¢le viable de circulation univentriculaire n’est
actuellement disponible, pour tester chroniquement une circulation de Fontan. Toutefois, cela
permet de tester toutes les étapes de création d’une totalisation de Fontan. De plus, les
complications chroniques d’un tel procéd¢, peuvent étre évaluées, du fait qu’il s’agit d’un
modele viable.

Les propriétés et diamétres des matériaux utilisés lors du pré-conditionnement
chirurgical ont montré une bonne adaptabilité au phénomene de croissance. Cependant, nous
n’avons pas attendu le poids adulte définitif des animaux, néanmoins nous avons testé les
propriétés d’expansion du Contegra, in vivo et ex vivo, et il montre de bonnes propriétés
d’accroissement (données non fournies) [94]. De plus, nous avons placé de larges conduits en
Gore-Tex" (20 mm) et de larges stents (22mm), pour éviter le besoin de ré-expansion.

Malgré les trés bons résultats expérimentaux, des questions demeurent avant de futures
applications cliniques, comme quelle stratégie d’anticoagulation serait nécessaire, devrions-
nous réaliser progressivement le passage d’une circulation en parall¢le vers une circulation en

série ?

3.4.6 Conclusion

Une fagon innovante de pré-conditionnement chirurgical extracardiaque, sans
circulation extracorporelle, sans anticoagulant, permettant une totalisation de Fontan par voie
percutanée, a ¢ét¢ décrite. Les résultats sont encourageants, une étude chronique avec
recherche de microthrombi pulmonaires devrait étre requise, avant d’envisager un passage en

phase clinique.
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Summary

Background. — The alliance between surgeons and interventionists has inspired creative tech-
niques to surgically precondition the heart for subsequent transcatheter repair. The interest
stems from the need to avoid repeated surgeries. Transcatheter Fontan completion of intrac-
ardiac pathway has been reported.

Aim. — To report a new surgical preparation for transcatheter completion of extracardiac
Fontan circulation.

Methods. — The inferior vena cava (IVC) was cut and anastomosed end-to-end with the inferior
end of a Gore-Tex conduit in 20 lambs. A ring was placed around the IVC near the anastomosis.
The superior vena cava was cut and connected with the right atrium (RA) auricle. In group 1

Abbreviations: IVC, Inferior vena cava; PTFE, polytetrafivoroethylene; RA, right atrium; RAA, right atrial appendage; SVC,
superior vena cava.
* Corresponding author at: Hopital Necker Enfants Malades, Cardiologie Pédiatrique, 149, rue de Sevres, 73013 Parts Cedex, France.
E-mafl address: younes.boud jemiine@nck.aphp.fr (Y. Boudjemiine ).

http://dx.dol.org/10.1016/).acvd. 2014.03.003
1873-2136/© 2014 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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(n=9), the Gore-Tex conduit was occluded at both ends by a polytetrafluorcethylene membrane.
In group 2 (n=11), the upper segment of the Gore-Tex tube was opened and connected to the
RA to allow free flow of IVC blood. Fontan completion was attempted 1-3 months following
surgery. Animals were sacrificed just after or 3 months after completion.

Results. — All lambs were successfully preconditioned. We failed to complete the pathway in
all animals from group 1 — autopsy showed occlusion of the pathway. In group 2, there was one
postoperative death, one elective sacrifice after 2 months to assess pathway integrity, and nine
successful completions. Autopsies showed widely patent pathway and well-deployed covered
stents completely occluding the fenestrations.

Conclusions. — Circulating extracardiac conduit offers the best option to prepare for extracar-
diac Fontan completion. This surgical preparation opens new frontiers for transcatheter and
hybrid techniques for extracardiac Fontan completion.

© 2014 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Résumé

Contexte. — La realisation de Fontan percutanée a éte decrite dans la littérature.

Objectif. — Rapporter la création d'un modele pour la realisation d’une circulation extracar-
diaque de Fontan par voie percutanée.

Méthodes. — La veine cave inferieure de 20animaux a été anastomosée avec |'extrémiteé
inférieure d'un conduit de Gore-Tex. La veine cave superieure a ete coupée et reliee al"auricule
droite. Chez neuf agneaux (groupe 1), le conduit de Gore-Tex a été occlus aux deux extrémites.
Dans le groupe 2, le tube de Gore-Tex a éte largement fenétré pour permettre la circulation
du sang cave inférieur sans contrainte. L'extrémite supérieure était fermée. La totalisation du
Fontan a éte realisée un a trois mois apres la chirurgie. Les animaux ont éte sacrifiés juste apres
et 3mais apres la totalisation.

Résultats. — Tous les agneaux ont été pre-conditionnés avec succes avec un déces postopera-
toire (groupe 2). Aucune totalisation n'a été possible dans le groupe 1. L'autopsie a montre une
occlusion compléte des conduits extracardiaques. Dans le groupe 2, un animal a été sacrifie élec-
tivement aprés 2 mois pou'évaluer l"intégrité du conduit extracardiaque. Les 9autres ont eu
leur totalisation percutanee avec succes. A l'autopsie, les conduits etaient largement ouverts;

les stents couverts étaient parfaitement déployes, occluant le passage conduit-oreillette droit.

Conclusions. — Le conduit extracardiaque circulant offre la meilleure option pour préparer a
une totalisation percutanée d’un Fontan extracardiaque. Cette préparation chirurgicale ouvre
de nouvelles perspectives pour des techniques percutaneées et hybrides de totalisation de cir-
culation de Fontan.

© 2014 Elsevier Masson SAS. Tous droits réserves.

The alliance between surgeons and interventional car-

Background

Children with functionally univentricular hearts face
remarkable struggles throughout their lives. The devel-
opment of the classic Fontan operation has sngmﬁcantly
improved their long-term survival, but repeated surgeries
impact on survival and quality of life. The incidence of
atrial arrhythmias secondary to atrial scarring after clas-
sic Fontan ranges from 4% to 35X at 5-year follow-up, and
up to 40% at 10-year follow-up [1]. Atrial arrhythmia may
lead to reduced cardiac output and left ventricular dys-
function, both of which may detrimentally affect Fontan
physiology. Extracardiac Fontan surgery deserves special
attention as it reduces atrial scarring and thereby, the inci-
dence of atrial arrhythmia. Furthermore, the incidences
of obstruction of the cavopulmonary pathway, reopera-
tion, thromboembolism and late death i reported low with
extracardiac Fontan circulation [2].

diologists during hybrid procedures has inspired some highly

creative techniques to surgically precondition the heart for

subsequent transcatheter repair. The interest for such pro-

cedures stems from the need to avoid repeated surgeries

and accomplish Fontan completion with minimal invasion.

The attributes of ideal surgical preparation for transcatheter

completion of Fontan circulation include:

« achievement of a safe and viable preparation without the
use of extracorporeal circulation and cardiac arrest;

« aminimal quantity of foreign material left in the systemic
atrium;

« no interference with sinus rhythm;

* limited atrial scarring;

* the use of conduits of sufficient diameter to accommodate
future cardiac growth and thus avoid surgical redo;

* most importantly, safe completion of Fontan circulation
using transcatheter techniques.
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Keeping these attributes in mind, we have developed new
techniques of surgical preparation for further transcathe-
ter completion. We have previously reported the creation
of a model that mimics a Fontan circulation, thus allow-
ing surgical conditioning and transcatheter completion to
be tested [3]. Both intracardiac and extracardiac pathways
were tested in ewes [3 4]. The extracardiac pathway ini-
tially consisted of a non-circulant pathway —an occluted
Gore-Tex filled with saline was connected to create the
Fontan-like circulation in a model of fully grown ewes. The
aim was to test the non-circulant extracardiac pathway and
a new circulating pathway in growing animals. In order to try
to improve the pathway and see if the good results were sus-
tained in a growing animal model of Fontan, we report here
the evolution of a previously published extracardiac path-
way in a population (growing animals) more closely related
to clinical practice.

Methods
Animals

Twenty lambs weighing 20+2.5kg were included and
divided into two groups: nine in group 1 (non-circulant
extracardiac pathway) and 11 in group 2 (circulant extrac-
ardiac pathway). Experiments on all animals in group 1
were completed prior to those on animals in group 2. All
animals received humane care in compliance with the stan-
dards of European Convention on Animal Care. The study
was approved by the local institutional ethics committee
(INRA, Paris, France). Qualified personnel supervised the
procedures and adequate anaesthesia using inhaled isoflu-
rane (1-5%) was used to minimize unnecessary pain.

Surgical preparation

Animals underwent endotracheal intubation and mechanical
ventilation under sedation. Surgical preparation was per-
formed without extracorporeal circulation using temporary
vascular clamping. The heart was exposed through a right
thoracotomy. A Gore-Tex conduit was interposed between
the superior vena cava (SVC) and the inferior vena cava
(IVC). No anticoagulation was given to animals during the

Group 1 (non-circulant)

Animals in group 1 underwent the non-circulant extracardiac
pathway surgical technique (Fig. 1) as has been previously
reported [4]. Briefly, a 20-mm Gore-tex conduit — de-aired
and filled with heparinized saline —was anastomosed to
connect the SVC and the IVC. The IVC end was anasto-
mosed in a termino-lateral fashion and the SVC end in a
termino-terminal fashion; both ends were occluded with
a polytetrafluoroethylene (PTFE) membrane. Due to the
latero-terminal connection of the IVC, the blood from the
IVC could flow freely to the right atrium (RA) as normal.
Metallic rings were placed around the superior and infe-
rior connections at the level of the occluding membranes
(Fig. 1B).

Group 2 (circulant)

In animals in group 2, the connections were modified to cre-
ate a circulant pathway (Figs. 2 and 3). At the IVC end,
an end-to-end anastomosis was performed that directed all
blood from the IVC into the conduit. A nitinol wire was
used to create an open ring of diameter 16 mm. Using the
property of memory alloy, after straightening and release of
constraint, the wire regained its ring configuration. This ring
was straightened, placed and fixed around the extracardiac
conduit and the IVC just below the level of the anastomo-
sis. In the middle section, a large connection (larger than
""classical"” fenestration) was created at the upper segment
of the extracardiac Gore-Tex conduit. This was connected
laterally to a similarly large opening in the RA to allow free
flow and washout of the conduit by IVC blood. The SVC was
cut and connected to the RA auricle in an end-to-end fash-
ion. The upper end of the Gore-Tex conduit was occluded
with a PTFE membrane. A venous segment harvested from
a small Contegra conduit (Medtronic Inc., MN, USA) was
connected between the Gore-Tex conduit and the SVC to
reduce the diameter and allow a smooth connection with the
SVC. An end-to-side anastomosis was performed between
the venous segment and the SVC. A short stent (CP, Numed,
NY, USA; 2 rows) was placed around or inside the venous
segment as reported previously [4]. The stent was secured
with single stitches before suturing to the SVC. The chest
was then closed and lambs were sent to the farm to recover
and heal for subsequent transcatheter Fontan completion.

Interventional catheter completion

At 1-3 months after surgical preparation, cardiac catheter-
ization was performed using both right femoral and internal
jugular veins (8Fr). Using fluoroscopic guidance, a 7Fr long
Mullins sheath (Cook, IN, USA) was placed from the right
common femoral vein in the conduit. A paediatric trans-
septal needle was advanced into the Mullins sheath and
positioned in contact with the membrane separating the
conduit and the SVC by tilting the needle clockwise. The
position was verified in two planes.

In group 1, we expected to advance a wire in the
non-circulant conduit to get contact with the inferior IVC
membrane after puncturing the superior SVC membrane.
The second membrane would then be perforated and vas-
cular stents would be placed as reported previously [4].

In group 2, the stent used in the interposed venous
segment served as an important radiological landmark to
position the needle. When in position, the needle was
pushed through the membrane. A 0.014"" wire was then
passed through the lumen of the needle and snared from
the neck. Following the perforation of the membrane, bal-
loons of increasing diameters were inflated at the level of
the stent until complete disappearance of the waist. A 14-Fr
sheath was advanced over a stiff guide wire into the IVC. A
covered stent graft (CP covered, Numed Inc.) mounted on
22-mm BIB catheter (Numed Inc.) was placed to cover and
exclude the opening of the conduit with the RA (i.e. large
fenestration). Additional bare metal stents (uncovered CP
stent, Numed Inc.) were placed at the SVC and IVC connec-

tions when required.
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Figure 1. Non-circulant extracardiac pathway (group 1) surgical technique. (A) Internal and (B) external views showing the Gore-Tex
anastomosts between the IVC and SVC ends; both ends were occluded with a PTFE membrane; rings were placed around the two connections
at the level of the occluding membranes. (C) internal and (D) external views after transcatheter completion; stents were inserted after
perforation of the membrane; the inferior stent ran from the inferior membrane to the native IVC to redirect the blood In the Gore-Tex
condust. IVC: Inferfor vena cava; PTFE: polytetrafluoroethylene; SVIC: superior vena cava.

Selective angiographies (Figs. 4 and 5) were performed

at subsequent steps:

e initially, to confirm the competence of the occluding
membrane;

o the patency of the SVC—RA connection;

o the patency of the fenestration;

o after re-establishment of the pathway between the SVC
and the extracardiac conduit to confirm opening of the
membrane;

* after placement of covered stents to confirm sealing of

the covered stents.

Sacrifice

As per the study protocol, animals were planned to be
converted 3 months after surgical preparation. However,
following the results from group 1, the plan was modified.
In group 2, the first animal was not converted, but was

sacrificed after 2 months in order to macroscopically assess
the integrity of the pathway. All animals except two were
sacrificed just after the completion. The other two animals
were planned to be electively sacrificed 3 months after
completion.

Results
Group 1 (non-circulant)

Group 1 results are summarized in Table 1. All nine ani-
mals were successfully preconditioned; and no animals died
in the interstage period separating surgical preparation
and completion. Nine animals were brought to the cardiac
catheterization laboratory for completion of their pathway
1 to 3 months following surgery (mean 2.5 months). Perfo-
ration of the SVC membrane was successfully achieved in
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Figure 2.  Circulant extracardiac pathway (group 2) surgical techmigue. (A) and (8) views 1g the IVC with an RA rim
connected to the Gore-Tex conduit in an end-to-end anastomosis fashion. (C) Internal and (D) external views after transcatheter completion;
the superior membrane was perforated and a stent placed to cover the large fenestration. The IVC blood then flowed through the pathway.
IVC: inferior vena cava; RA: right atrium.
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IVC connection with ring

Figure 3

SVC connection with stented Contegra

Large fenestration

Operative views of the circulant extracardiac pathway (group 2). (A) The inferior connection showing the IVC connected to

a Gore-Tex conduit with end-to-end anastomosts. (B) The extracardiac condust connected to the lateral side of the RA via a very large
fenestration that allowed complete washout of the condult by the IVC. (C) Superforly, a stented venous segment has been interposed

between the condust and the target ves
diameter from conduit stze to vessel size. IVC:

all animals, but we failed to create the expected pathway
because the non-circulant Gore-Tex conduit was completely
occluded from one end to the other. At autopsy, the conduit
was filled with a compact fibrous tissue, which explained
why the pathway could not be completed (Fig. 6).

Group 2 (circulant)

Group 2 results are summarized in Table 1.

{ (SVC in our modet and pulmonary artery in humans) to allow for a smooth reduction of the
inferior vena cava; SVC: superior vena cava; RA: right atrium

onditioning

All 11 animals were successfully preconditioned. One ani-
mal died postoperatively secondary to an occlusion of
the SVC—RA connection. At autopsy, the anastomosis was
occluded by pectinate muscles with a large amount of blood
exsanguinated in the thoracic cavity. The remaining animals
showed uneventful recovery. As planned, the first surviving
animal was sacrificed 2 months after surgery without under-
going completion to look for the integrity of the created
pathway.

Occhuded stery
“ T

«—
Extracardisc

retex

Lalﬂenn!-.«n.—m

Figure 4. Anglographic views showing the pathway prior to transcatheter completion. (A) Superior injection showing the stented venous
segment and the connection of the SVC with the right auricie. (B) Dye Injection In the IVC showing the ring around the IVC, the direct
connection with the extracardiac conduit and the large opening Into the RA. The occluding membrane located at the interface between
the conduit and the stented venous segment explains the absence of contrast at this leved (group 2). IVC: Inferior vena cava; SVC: superior

vena cava; RA: right atrium
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Figure 3. Anglographic views showing the steps to perform the
completion and the final pathway created after compietion In
animals In group 2. (A) Still frame showing a trans-septal nee-
die perforating the occluding membrane. (B) Balloon dsatation of
the stented venous segment. (C) Placement of a covered stent to
exclude the fenestration. (D) Final result after completion.

Cardiac catheterization prior to sacrifice showed patent
extracardiac pathway, patent conduit—RA opening, com-
plete occlusion of the conduit—SVC connection and a
patent SVC-RA connection. Haemodynamics showed no
gradient between the conduit and the RA but a mean
gradient of 2mmHg between the SVC and the RA. At ex
vivo examination, the IVC anastomosis was widely patent
and the PTFE membrane was covered by fibrous tissue. The

SVC-RA anastomosis was patent but partially occluded by
uncut pectinate muscles.

Assessment before completion

The remaining nine animals were brought to the cardiac
catheterization laboratory for completion of their pathway
at 1-3 months following surgery (mean 2.2 months; median
3 months). Angiographies showed free patent pathways in all
animals except one. One animal had a stenosis at the level
of the IVC anastomosis with a mean gradient of 2 mmHg. The
fenestration was widely patent in all. The SVC—-RA anasto-
mosis was patent but partially stenosed in 3/9 animals with
minimal gradient (0-2mmHg; mean 1mmHg). The PTFE
membrane was still occlusive and pliable. In one animal,
the gap between the SVC and the conduit was particularly
long with an occluded segment of around 1cm.

Completion

Perforation of the membrane was easily performed using
a trans-septal needle placed from below in 8/9 animals.
In the remaining animal (the one with the long occluded
segment), it required multiple attempts before successful
perforation. A mean of two balloon dilatations was required
in all animals to completely open the conduit—SVC segment.
In the animal with the long occlusion, a stent was required.
Closure of fenestration was easily performed using covered
stents. The animal with the stenosis of the IVC—conduit
anastomosis required the placement of a stent in this region.
This stent was easily placed and perfectly anchored par-
tially within the conduit and maintained partially by the
ring placed around the IVC during the previous surgery.
There was no stent dislodgement or embolization noted in
any animal. Haemodynamic assessment showed no gradient
between the IVC, the conduit and the SVC. However, a signif-
icant SVC—right atrial appendage (RAA) gradient was noted
in most animals (2—-6 mmHg; mean 4mmHg). This gradient
increased after Fontan completion as the entire cardiac out-

Figure 6.

fibrous tissue.

Autopsic picture of non-circulant pathway (group 1) showing complete occlusion of the Gore-Tex condust by dense, compact
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put except for the coronary sinus blood was now passing
through this relatively small SVC—RAA connection.

According to the protocol, two animals were sacrificed
3 months after Fontan completion. Haemodynamics were
unchanged in these animals showing a mean gradient of
2 mmHg at the level of the SVC—RAA connection. At autopsy,
the IVC was largely patent. The connection of the SVC with
the RAA was partially occluded by uncut pectinate muscles.
Covered stents were well-deployed with good apposition and
complete occlusion of fenestration (Fig. 7).

Discussion

Despite its advent in the late 1990s, transcatheter tech-
nigues for Fontan completion are still considered largely
experimental and are performed in selected few centres
around the world. Moreover, the surgical technique to
prepare the heart for transcatheter Fontan completion has
seen multiple revisions since its introduction. New chal-
lenges surface at each change and the quest for an ideal
surgical technique continues. Hausdorf et al. [5] were the
first to attempt transcatheter completion of a hemi-Fontan
with balloon dilatation of the banded cavo-atrial junction
and fenestration closure using either a covered stent or
occluders [6]. Subseguently, Klima et al. [7] developed a
new approach by establishing bidirectional Glenn circulation
and subtotal banding of the SVC at the cavo-atrial junc-
tion, along with PTFE cuff placement around the IVC; all
performed in the absence of cardiopulmonary bypass. To
facilitate placement of the graft stent in the SVC—RA junc-
tion, and to avoid residual obstruction around the SVC band
site, Galantowicz et al. [E] and Cheatham et al. [9] closed
the SVC—RA junction by a pericardial patch for a subsequent
intracardiac stent. Konstantinov et al. modified this further
by placing stents at the level of both atrio-caval junctions
[10,11]. The atrial SVC was then connected to the inferior
face of the unopened right pulmonary artery. We further
modified this model by using a specially designed covered
stent occluded in the centre by a PTFE membrane with
excellent outcomes of transcatheter completion [12].

The use of extracorporeal circulation, cardiac arrest
and the insertion of foreign material inside the heart with
such technigues lead to significant atrial scarring and atrial
arrhythmia in the long term. Atrial arrhythmia can reduce
cardiac output and cause left ventricular dysfunction; both
of which can prove highly detrimental for Fontan physiology.
Extracardiac Fontan has minimal atrial scarring in contrast
to the classic Fontan surgery. In lieu of such concerns and
in the quest to create an ideal heart model, there s a com-
pelling need to focus on new methods of surgical preparation
with the creation of a unique pathway that would answer
these guestions.

We initially reported and tested a non-circulant pathway
connecting an occluded Gore-Tex conduit to the SVC and IVC
in adult animals, in which completion was passible. In this
study, we wanted to test this pathway in a growing popula-
tion but failed to complete the pathway as expected (group
1), showing the need for conduit washout. We therefore
modified our approach (group 2) to create a circulating path-
way (an evolution of the previous non-circulant pathway).
The conditioning of animals from group 2 was designed to

mimic the actual surgical gold standard technique of extrac-
ardiac total cavopulmonary connection. The technique we
used is quite similar to what is done in most centres perform-
ing surgical extracardiac total cavopulmonary connections
after partial cavopulmonary connection. Minor modifications
to the existing technique were made to allow transcatheter
completion. Firstly, we integrated a rim of RA tissue to allow
the use of a 16—-22-mm conduit that is sufficient in size even
for an adult. The insertion of a 16-mm conduit would have
been easier in our model. Large fenestration at the upper
segment very close to the occlusive PTFE membrane allowed
free flow from the IVC to the RA and complete washout of
the conduit by IVC blood with no stasis or stagnation and
thus less chance of thrombus formation. A short, stented
segment harvested from a Contegra conduit was used in our
study to interpose between the Gore-Tex conduit and the
small native SVC (pulmonary artery in humans) diameter
to allow smooth transition. This could probably be tailored
from the neighbouring native tissue in humans. Using this
new pathway, animals were easily converted in most cases.

One should understand what modifications were made
for the creation of the Fontan model and what repre-
sents the surgical preparation of the transcatheter Fontan
completion. The superior connection of the SVC to the
RA auricle is only done to allow chronic survival in the
animal model. This step s, of course, unnecessary in
humans and should be replaced by connection to the right
pulmonary artery as is usually performed in extracardiac
total cavopulmonary connection (Fig. E). The experimental
results after transcatheter completion appear very promis-
ing. Complications theoretically possible with intracardiac
transcatheter Fontan —such as sinus node lesion, conduc-
tion disturbances or thrombus formation in the systemic
atrium — are unlikely to occur in the presented extracardiac
pathway.

Clinical implications

We believe that our surgical preparation closely mimics the
pre-Fontan preparatory stage of a univentricular heart from
an interventional standpoint. The low rate of complications
and no spontaneous deaths in the perioperative period and
during follow-up favours the standardization of this tech-
nigue for the creation of a chronic model for transcatheter
completion of extracardiac Fontan completion. The uniform
survival makes this a good, reproducible technique and also
offers a stable platform for subsequent transcatheter com-
pletion. We believe that our method of surgical preparation
marks a milestone for the further development of trans-
catheter and hybrid strategies to accomplish transcatheter
completion of extracardiac Fontan in the same setting with
a significant reduction in atrial scarring and intracardiac for-
eign material and, possibly, a reduced risk of stent failure
[13,14].

Limitations

The lack of long-term outcome data is one limitation of
this study. However, the platform created with the connec-
tion of the SVC to the RA does not modify the anatomy
of the animal and allows long-term survival. Of course,
this model does not mimic a Fontan circulation, but no
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Figure 7. The fenestration is shown after sacrifice in (A) acute and (B) 3-month evaluations (group 2).

viable model of univentricular circulation is presently avail-
able to chronically test a Fontan circulation. However, it
does allow testing of all the steps for a Fontan-like circula-
tion from surgical preparation to transcatheter completion.
Moreover, chronic complications (e.g. thrombus formation,
stent fractures) of such procedures can be assessed as
it is a viable model. The haemodynamics represent a

Fontan circulation and can reveal and describe — along with
angiographies — complications such as stenosis of the anas-
tomosis/stent or small and restrictive fenestration.

The properties of the interposed materials (Gore-Tex,
stent, Contegra segment) may pose challenges in the future
with regard to cardiac growth. However, we tested the
expansion properties of Contegra material, in vivo and in

Figure 8. The circulant pathway as 1t would be done in humans. (A) internal and (B) external views of the surgical preparation. (C) Internal

and (D) external views after Fontan compietion. PTFE: polytetrafiuoroethylene.
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vitro, and it showed good expansion properties (data not
shown) [15]. Moreover, we i large Gore-Tex con-
dtmsandstmtsmavmdthemedforre-exparmm
Despite very good experimental results, questions remain
for future clinical applications, e.g. what anticoagulation
strategy would be required? Moreover, like any innovative
technique, clinical studies will be necessary to compare the
present surgical staged strategy and a hybrid approach.

Conclusions

An innovative way of surgical preparation using an off-pump
surgical technique for subsequent transcatheter completion
of extracardiac Fontan circulation is described. The surgi-
cal preparation opens new frontiers for transcatheter and
hybrid techniques for completion of extracardiac Fontan cir-
culation. Further long-term studies with a similar chronic
heart model may be required before such techniques may
be implemented clinically.
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3.5 Evaluation de la fonction mitochondriale et du stress oxydant au

niveau de I’endocarde et de I’épicarde dans un cceur sain

3.5.1 Introduction

Une meilleure compréhension du métabolisme énergétique myocardique est
indispensable, si I’on veut pouvoir interagir a ce niveau dans le but d’augmenter le rendement
énergétique cellulaire du cceur [95, 96]. Le myocarde soumis a un stress répété, volumique, de
pression ou ischémique va toujours dans un premier temps essayer de s’adapter avant de
défaillir. Ce mécanisme adaptatif ou « mal adaptatif» si ’on est finaliste, passe
obligatoirement par une adéquation énergétique qui incombe aux mitochondries. La capacité
des mitochondries a s’adapter pour finalement étre prises de cours face a un stress

myocardique répété est encore mal compris.

Le coeur des mammiféres présente des hétérogénéités structurelles inhérentes a sa
fonction et ’embryogénése. Le flux sanguin coronarien, sa matrice, le métabolisme, les
propriétés électrophysiologiques et contractiles différent entre les couches musculaires sous-
endocardique (Endo) et sous-épicardique (Epi), justifié par 1’augmentation du stress

mécanique, et la prédisposition a I’ischémie des couches musculaires Endo [97-99].

Les mitochondries jouent un réle majeur dans les dommages liés a I’ischémie-
reperfusion, et sont impliquées a la fois dans la production et les dommages oxydatifs [100].
Ces organites cellulaires produisent 95% de 1’énergie requise par les cardiomyocytes, pour
maintenir les cycles permanents de contraction/relachement, participent a la signalisation
cellulaire redox et a 1’apoptose/nécrose cellulaire impliquée dans les maladies cardio-

vasculaires [96].

Compte tenu de ce décalage fonctionnel entre les couches musculaires Epi et Endo, il
¢tait fondamental d’analyser comment la fonction mitochondriale s’adaptait a cette

transmuralité myocardique avant d’envisager son adaptabilité face a un stress.

Les facteurs clés méritant d’étre étudiés en parallele des capacités oxydatives du
muscle cardiaque, sont les productions d’espece radicalaire ou « Reactive Oxygen Species »
(ROS) et de Monoxyde d’Azote (NO). Nous savons effectivement qu’un des reflets de
I’activité mitochondriale, pouvant avoir des implications majeures sur le remodelage tissulaire

ou la mort cellulaire, est la production de stress oxydant, fruit inhérent de tout métabolisme

103



oxydatif, que ce soit dans le muscle squelettique ou cardiaque [95, 100, 101]. Le NO module
I’activité de la chaine respiratoire mitochondriale (CRM) et le fonctionnement du pore de
transition de perméabilit¢é mitochondriale (PTPm), son ouverture menant a la cascade
apoptotique [45, 102, 103]. Le NO est produit par I’enzyme Oxyde Nitrique Synthase (NOS),
qui catalyse la conversion de la L-arginine en L-citrulline et en NO [102]. La voie de
signalisation du NO joue un roéle crucial dans la physiopathologie des phénomeénes
d’ischémie-reperfusion [104]. 11 a été montré que la NOS est compartimentée dans les

cardiomyocytes et est potentiellement partout dans la paroi du ventricule gauche [105, 106].

Les objectifs de cette étude étaient, pour la premiére fois, 1) de comparer les activités
des complexes de la chalne respiratoire mitochondriale de I’Endo et de I’Epi, et du pore de
transition de perméabilité, 2) de déterminer si les productions de ROS et de NO sont

spécifiquement augmentées dans 1’Endo.

3.5.2 Méthodes

3.5.2.1 Prélévement du cceur de rat

Les rats ont été anesthésiés puis une sternotomie a été réalisée. Le coeur encore battant
a été préleve, rincé, et le cceur, les ventricules ont été pesés. La paroi libre du ventricule
gauche (VQG) a été disséquée, et les échantillons myocardiques Endo et Epi ont été extraits.
Les échantillons ont été immédiatement utilisés pour la mesure des fonctions mitochondriales

et de la production d’H,0..

3.5.2.2 Activité de la chaine respiratoire mitochondriale et couplage

L’activité de la CRM a été étudié dans des fibres disséquées puis perméabilisées par un
processus de saponification permettant 1'évaluation de la fonction mitochondriale globale dans
des mitochondries intactes en position intracellulaire normale, préservant les interactions
essentielles avec les autres organites [107]. Les complexes I, III et IV de la chaine
respiratoire, ont été analysés plus spécifiquement en utilisant des substrats et des inhibiteurs
spécifiques. Le couplage de la respiration mitochondriale entre 1’oxydation et la
phosphorylation (production d’ATP) a été estimé en déterminant le ratio entre la vitesse

maximale de consommation d’oxygene par la chaine respiratoire et sa respiration basale.
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3.5.2.3 Effet du NO sur la chaine de respiration mitochondriale :

Pour évaluer I’effet du NO sur la CRM, la vitesse de respiration mitochondriale était
analysée en présence du donneur de NO, MAHMA NONOate a des concentrations croissantes

et une saturation en ADP.

3.5.2.4 Mesure de la production de NO

La préparation des tissus du VG a été réalisée comme décrit précédemment par Fink et
al. [108]. Le tissu était congelé dans une seringue contenant 1 mL. de KHB dans du nitrogéne
liquide, immédiatement aprés I’incubation, les échantillons étaient stockés a -80°C. La
quantification de la concentration de nytrosyle Fe (DETC)> dans le tissu a été effectuée par
EPR a -180°C (Noxygen Science Transfer and Diagnostics, Elsach, Germany). La
concentration de NO dans le VG est calculée a partir d’une courbe standard rapportant la

concentration de NO a I’amplitude du signal de I’EPR.

3.5.2.5 Mesure de la production de peroxyde d’hydrogéne dans des fibres perméabilisées

La production d’H,O, a été mesurée dans des fibres perméabilisées (Endo et Epi) in
vivo en réponse a I’addition séquentielle des substrats et de ses inhibiteurs selon la technique

de Anderson et al. [109].

3.5.2.6 Mesure de la production anion superoxyde par le Dihydroethidium (DHE)

Une évaluation de la production in situ d’anion superoxyde dans 1I’Endo et I’Epi est
effectuée. Le DHE produit une fluorescence rouge quand il est oxydé par I’anion superoxyde.
L’émission de cette fluorescence est donc enregistrée, permettant de mesurer la production

d’anion superoxyde.

3.5.2.7 Mesure quantitative de mitochondrie, reflété par I’activité de la citrate synthase

Nous avons évalué le contenu mitochondrial global dans les couches Endo et Epi, en

mesurant 1’activité de la citrate synthase [107].

3.5.2.8 Mesure de la sensibilit¢ d’ouverture du pore de transition de perméabilité

mitochondriale

Les fibres perméabilisées sans myosine ont été préparées comme décrit précédemment
[45]. La mesure de la sensibilit¢ d’ouverture du pore de transition de perméabilité
mitochondriale est effectuée selon la technique de Picard et al. [110]. Nous avons mesuré la

. 2+ . . N .. . y e . +
consommation de Ca®" mitochondriale, aprés 1’addition d’une unique émission de Ca®" (20
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nM). Nous controlons ensuite la diminution de la concentration de calcium extra-
mitochondriale. La consommation progressive de calcium par la mitochondrie a été controlée
jusqu’a ce que la libération du Ca®" mitochondrial causé par 1’ouverture du PTPm soit
observée. La capacité de rétention de calcium mitochondriale, qui est un indice fiable de la
sensibilit¢ du PTPm, a été calculée comme la quantité totale de Ca®" absorbée par la

mitochondrie, avant la libération de Ca®".

3.5.3 Résultats et discussion

Les principaux résultats de cette étude sont d’avoir démontré une capacité oxydative
diminuée de I’Endo par rapport a I’Epi, dans le ventricule gauche sain, avec une augmentation
de la production de ROS, et de la production de NO dans 1’endocarde. Fait notable, le
couplage mitochondrial et I’ouverture du pore de transition de perméabilité sont similaires

dans les deux couches du VG.

3.5.3.1 Réduction des activités des complexes de la chaines respiratoire mitochondriale dans

le sous-endocarde

Malgré 1’accumulation d’évidences quant a I’hétérogénéité myocardique du cceur sain,
par rapport au flux sanguin, a la structure, au métabolisme, aux propriétés
¢lectrophysiologiques et contractiles, il existe peu de données examinant le gradient

énergétique potentiel de la paroi du VG.

Il existe seulement deux études utilisant des fibres saponifiées, qui permettent
I’évaluation de la fonction mitochondriale globale dans des mitochondries intactes.
MacDonald et al. n’ont récemment observé aucune différence respiratoire transmurale dans le

VG chez des rats sains [111].

Dans la présente étude, la capacité oxydative de I’Endo était significativement plus
faible que la capacit¢ de I’Epi quand on utilisait le glutamate/malate ou la succinate,
supportant le fait que les activités des complexes I, II et III de la chaine respiratoire
mitochondriale étaient diminuées. Ces résultats démontrent 1’existence d’un gradient
énergétique transmural dans la paroi du VG indépendamment de I’activité de la citrate
synthase qui est similaire dans ces couches musculaires. L’étude en parallele de la production
de ROS et de NO, permet de nous orienter sur la pertinence de ses résultats et d’établir les
premicres hypothéses mécanistiques qui pourraient expliquer les phénoménes adaptatifs du

muscle cardiaque soumis a un stress.

106



3.5.3.2 Augmentation de la production d’oxyde nitrique dans le sous-endocarde

Le NO est un radical libre avec une vie trés courte dans les tissus. En condition
physiologique, la détection de NO et sa quantification dans le tissu biologique sont difficiles
[112]. Grace, a ’EPR NO spin-trapping, il est possible d’évaluer la concentration de NO dans

le tissu en conditions physiologiques, avec une haute spécificité et sensibilité [112].

Nous avons ainsi pu observer un niveau significativement supérieur de NO dans I’Endo
par rapport a I’Epi. Nos données mettent pour la premicre fois en lumiére, a notre
connaissance, qu’un gradient de NO transmural existe a travers la paroi du VG a I’état basal.
Brahmajothi et al. [106] ont montré une hétérogénéité dans I’expression des gradients de NOS
dans la paroi du VG, avec NOSI1 principalement localisé dans I’Endo et NOS3 dans I’Epi.
Ainsi, ces résultats suggérent que la compartimentalisation de I’expression de NOS, est

associée avec un gradient transmural de NO a travers la paroi du VG.

La signification physiologique d’un tel gradient transmural de NO est encore mal
connue, mais I’augmentation de la concentration de NO dans I’Endo pourrait participer a une
contractilité et un flux sanguin plus élevés dans I’Endo par rapport a I’Epi, comme il I’a déja
¢été observé dans des cceurs de mammiferes [106, 113]. En effet, il existe la preuve que la
NOSI1 posséde un effet inotrope positif sur le cceur, et le NO pourrait augmenter le flux

sanguin, aidant au maintien d’une concentration adéquate en oxygene dans I’Endo [103].

Une des hypothéses émises, serait que 1’augmentation de NO dans 1’Endo pourrait étre
en lien avec la diminution des activités des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale
dans I’Endo. Ainsi, malgré un contenu mitochondrial global similaire a travers la paroi du
VG, le gradient de NO observé pourrait étre responsable de la diminution des activités de la
chaine respiratoire mitochondriale dans I’Endo par rapport a I’Epi. En effet, comme nous
I’avons mis en évidence et d’autres avant nous, I’augmentation de dose de donneur de NO sur
la capacité oxydative maximale des couches Endo et Epi diminuent la vitesse maximale
respiratoire mitochondriale, par une inhibition directe réversible de la cytochrome ¢ oxydase
et par la production réactive d’espéces nitrates, menant a une S-nitrosation des complexes

respiratoires [102, 114].

3.5.3.3 Augmentation de la production de ROS sous-endocardique

Les ROS incluent les radicaux libres comme 1’anion superoxyde, I’hydroxyle et le

composé hautement réactif le peroxyde d’hydrogéne (H,0,). Le H,O, résulte de I’action de la
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superoxyde dismutase (SOD) sur I’anion superoxyde, pouvant donner naissance a des
radicaux hydroxyles, et pouvant diminuer les vitesses de respiration mitochondriale [115].
Une augmentation du stress oxydatif a ét¢é mis en relation avec une dysfonction

mitochondriale lors de 1’ischémie-reperfusion [101].

Dans la présente étude, une surproduction de H,O, associée a I’augmentation de I’anion
superoxyde par son marquage a la DHE ont été observées dans I’Endo, témoignant d’une
augmentation du stress oxydatif a ce niveau. Une telle augmentation de stress oxydatif
pourrait étre impliquée dans la diminution de la fonction mitochondriale. Cependant, la
dysfonction mitochondriale elle-méme, est également une source de production de ROS, et la
diminution de la respiration mitochondriale pourrait étre a 1’origine de la surproduction de
H,0, et de augmentation de la production d’anion superoxyde. Ainsi, la relation entre la
production de ROS et la capacité oxydative mitochondriale demande a étre étudiée afin de

déterminer si elle est la conséquence ou la cause de gradient énergétique myocardique.

3.5.3.4 Sensibilité du pore de transition de perméabilité mitochondriale similaire dans les

couches Endo et Epi

Nous avons déterminé pour la premicre fois la sensibilit¢ du pore de transition de
perméabilité mitochondriale dans les couches Endo et Epi afin d’évaluer si la diminution de la
fonction respiratoire des couches musculaires sous endocardiques pouvait étre liées a une
surproduction de ROS. En effet, le PTPm est un large canal ionique, majeur dans la
membrane mitochondriale interne, ce qui induit une apoptose lors de 'ouverture [45]. En la
présence d’une augmentation de la concentration de Ca®" mitochondriale, d’une augmentation
de la concentration de ROS et d’une diminution de la concentration d’ATP, 1’ouverture du
PTPm se produit et méne a des dommages cellulaires précoces [45].0r, lors de notre étude
dans le myocarde sain de rat, I’ouverture du PTPm était constant a travers la paroi du
ventricule gauche comme si la surproduction de ROS a ce niveau endocardique n’avait pas de
conséquence sur la fonction respiratoire. Debkova et al. ont démontré que la production de
NO, via une NOS mitochondriale (NOSmt) inhibe 1’ouverture du PTPm [116]. Cependant, les
mécanismes qui sous-tendent 1’effet du NO sur le PTPm demeurent incertains. Il a été suggéré
que le NO agit directement sur le pore et impacte la production de ROS ou la S-nitrosylation
de la membrane protéique, il devient de plus en plus clair que le NO est un médiateur
important de la régulation nitroso-redox influent probablement sur le mitohormesis [45, 116].

[117]. Le NO interagit avec plusieurs sources importantes d’O” dans les cardiomyocytes,
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incluant la xanthine oxydoréductase et la NADPH oxydase [117, 118]. De récentes études ont
démontré que la NOSI inhibe la xanthine oxydoréductase dans le réticulum sarcoplasmique,
et la NOS3 inhibe la NADPH oxydase dans la membrane cellulaire des myocytes [117, 118].
En outre, il existe de plus en plus de preuves que la NOS1 peut étre une NOSmt qui est

associée et couplée fonctionnellement avec le complexe I [116].

Ainsi, une production de NO plus élevée dans I’Endo pourrait finalement avoir un effet
protecteur sur la fonction mitochondriale, permettant a la sensibilit¢ du PTPm d’étre constant
a travers la paroi du VG. Des données récentes ont démontré que I’astragaloside IV prévenait
I’ouverture du PTPm, en inactivant la GSK-3 a travers la voie de signalisation
NO/GMPc/PKG, et réduisait la mort cellulaire causée par 1’ischémie-reperfusion en

augmentant la production de NO [119].

Pour résumer, nos données donnent un apercu de la physiologie de la paroi du
ventricule gauche sain. Le gradient transmural de NO, présent dans le ventricule gauche de
rats sains, pourrait potentiellement participer a la contractilité et au flux sanguin plus élevés
de I’endocarde. Cependant, devant I’augmentation de la concentration de NO de I’Endo, il a
¢t¢ montré une diminution de [Dactivit¢é des complexes de la chaine respiratoire

mitochondriale et une augmentation de la production de ROS mitochondriale.

Ces effets n’apparaissent pas déléteres car les interactions du NO avec les
mitochondries au niveau de I’Endo pourraient dans le méme temps annihiler I’ouverture du
PTPm. Davantage d’études seront nécessaires afin de démontrer si un défaut d’expression
transmurale du NO peut déstabiliser 1’équilibre énergétique myocardique, et étre responsable

des pathologies, telles I’insuffisance cardiaque ou 1’ischémie myocardique.
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Objective: Laft ventricle (LV) transmural gradient in mitochondrial respiration has been
recently reported. However, to date, the physiological mechanisms involved in the lower
endocardium mitochondrial respiration chain capacity stil remain to be determined.
Since, nitric oxide (NO) synthase expression in the heart has spatial heterogeneity and
might impair mitochondrnial function, we investigated a potential association between LV
transmural NO and mitochondrial function gradient.

Methods: Maximal oxidative capacity (Vyu,) and relative contributions of the respiratory
chain complexas Il, ll, V (Vg,.) and IV (Viyep). mitochondrial content (citrate synthase
activity), coupling, NO (electron paramagnetic resonance), and reactive oxygen species
(ROS) production (H,O; and dihydroethidium (DHE) staining) were determined in rat
sub-endocardium (Endo) and sub-epicardium (Epi). Further, the effect of a direct NO
donor (MAHMA NONOQOate) on maxamal mitochondrial respiratory rates (V.. was
determined.

Results: Mitochondrial respiratory chain activities were reduced in the Endo compared
with the Epi(—16.92%; P = 0.04 for Vmax and -18.73%; P = 0.02, for Vaucc, respectively).
NO production was two-fold higher in the Endo compared with the Epi (P = 0.002)
and interestingly, increasing NO concentration reduced Vi, Mitochondrial H;0, and LV
ROS productions were significantly increased in Endo compared to Epi, citrate synthase
activity and mitochondrial coupling being similar in the two layers.

Conclusions: LV mitochondrial respiration transmural gradient is kely related to NO
and possibly ROS increased production in the sub-endocardium.

nitric oxide, stress, heart
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INTRODUCTION

The mammalian heart presents both structural and functional
heterogeneities across the left v:nlncuhr (LV) wall. Blood
flow, structure, bolism, elec sological, and contractile
properties differ between the LV sub-endocardmm (Endo)
and sub-epicardium (Epi), generally supporting increased

hanical stress, ctility, and ptibility to ischemia in
Endo (Van der Vusse et al., 1990; Cazorla et al., 2005; Buckberg
et al., 2008; Lou et al,, 2011; Haynes et al., 2014).

Mitochondria play a critical role in ischemia/reperfusion
injury and are involved both as target and source of
oxidative damage (Gustafsson and Gottlieb, 2008; Lejay
et al, 2014). These cell organelles produce 95% of the energy
that is required by cardiomyocytes to maintain permanent
cunlnctlhlyltthulmn cycles, participate in  redox cell

g g and cell apoptosi rosis and are largely involved in
cardwvaxuhr diseases (Murphy et al.. 2016). It is well-known
that some differences exist between Endo and Epi r:glrdmg
cellular properties and theref: itochondrial functi
heterogeneities across the LV mxght also be expectcd. These
data support the need to doc the an i of
myocardial samples (Endo or Epi) when performing studies
(Haynes and Campbell. 2014). Accordingly, we recently reported
that Endo mitochondrial respiratory chain complex activities
were reduced compared to Epi in normal rat left ventricle.
Further, LV hypertrophy has been shown to modulate such
gradient which might be a new marker of transition between

plicated and plicated LV hypertrophy (Kindo et al.,
2012).

Homv:r. to date, the mechanisms involved in the transmural

dient of the 1 LV still remain to be determined.

Kcylmo;thndmtobesmdxduemumspeau
(ROS) and nitric oxide (NO) productions. Indeed, high oxidati

investigate whether NO and ROS productions are specifically
increased in Endo, supporting their participation in LV
: 3

L YBF

METHODS

Animal Care

This study conformed to the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals published by the US National Institutes of
Health (NTH Publication No. 85-23, revised 1996). The protocol
was approved by the University of Strasbourg Institutional
Animal Care and Use Committee. Twenty-three male Wistar
rats (370-470 g) were used for the experiments. The rats were
provided with standard food and water ad libitum.

Rat Heart Harvesting

Anesthesia was first induced by 4% isoflurane gas and then
maintained by rcduang !hc isoflurane concentration to 2%.
Heparin was ad i lly (10,000 UI/L) to
prevent any thrombi fornuhon in the llti.l'l and coronary
arteries.

A sternotomy was performed. The still-beating heart was
rapidly harvested and rinsed in ice-cold 0.9% NaCl solution,
and the heart and the LV were weighed. The LV-free wall
was dissected. and Endo and Epi myocardial samples were
extracted under binocular microscopy (Endo and Epi were the
innermost and outermost layers of the LV-free wall mpechvdy)
Tissue samples were used § diately for the

itochondrial fi and H;0; production

Mitochondrial Respiratory Chain Activity

and Coupling
The MRC activity was studied in in-skinned fibers
to that the global function was assessed in intact

stress has been related to mitochondrial dysfi both in
skeletal and in cardiac muscles (Thaveau et al, 2007; Gustafsson
and Gottlicb, 2008; Charles et al, 2011; Murphy et al, 2016;
Paradis et al.. 2016). However, unlike during cardiac hypertrophy,
our previous report did not show a t I ROS gradient in

mitochondria, in their normal intracellular milieu, preserving
essential interactions with other organelles (Kindo et al,, 2012).
Briefly, the fibers were sep d and p bilized in soluti

S containing saponin (50pg/mL) for 30min at 4°C with

normal LV (Kindo et al_, 2012).
Interestingly, NO also modulates mitochondrial respiratory
chain (MRC) activity and mitochondrial permeability transition

king. The permeabilized fibers were subsequently washed
for 10min with shaking to the saponin. The fibers
were then placed in a bath with the respiratory solution
for 5min twice to any phosph Finally, oxygen

pore (mPTP) function which opening leads to the apop

cascade (Brown and Borutaite, 2007; Ziolo et al, 2008;
Halestrap, 2009). NO is produced by the enzyme nitric
oxide synthase (NOS), which catalyzes the cor i of

F was pduogtqﬂuallymlhaaarktype
eectrode in a 3ml oxygraphic cell (Strathkelvi
Glngow Scotland). The basal oxygen consumption (Vg) and

fiber respiration (V_,,) rates were measured at

L-arginine to L-citrulline and NO (Brown and Borutaite, 2007).
Further, NO signaling pathway plays a crucial role in the
pathophysiology of ischemia/reperfusion injury (Schulz et al.,
2004) and studies have shown that NOS is compartmentalized
within the cardiomyocytes and potentially throughout the left
ventricular wall (Brahmajothi and Campbell, 1999; Barouch et al.,

22.1°C with continuous stirring in the presence of a saturating
concentration of adenosine diphosphate (ADP) as a phosphate

The relative contribution of respiratory chain complexes 1,
I, and IV to the global mitochondrial respiratory rate was
also determined using different mitochondrial sub and

2002). Increased NOS and potentially ROS production in the
Endo -as compared to the Epi- might therefore participate in
a reduced mitochondrial respiratory chain activity in the LV
endocardium.

'ﬂ\e objectives of this study were to determine mitochondrial
respi y chain ! activities in the 1 LV and to

i3

inhibitors (Thaveau et al, 2007). When V,,,,, was recorded, the
electron flow through complexes 1, 111, and IV, because both
glutamate (5mM) and malate (2 mM) were present. Complex
I was inhibited with amytal (0.02mM), and complex II was
stimulated with succinate (25 mM). Mitochondrial respiration
under these conditions allowed us to & the activity
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of complexes I, Il and IV (V). Subsequently, N, N, N,
N’-tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (TMPD,
0.5mM), and ascorbate (0.5 mM) were added as artificial electron
donors for cytochrome ¢. Under these conditions, cytochrome ¢
oxidase (complex IV) activity was maximal, and this was defined

H:0; in a reaction catalyzed by HRP (horseradish peroxidase;
Fluka Biochemika) to yield the fluorescent compound resorufin
and a molar equivalent O;. Resorufin has excitation/emission
wzvekngths of 563/587 nm and is highly stable once formed.

was d Iy [ch in fluorescence

as an isolated step in the respiratory chain (Vippa). After the
experiments, fibers were harvested and dried for 15 min at 130°C
and respiration rates were expressed as pmol O2/min/g dry
weight.

Mitochondrial coupling is inferred from the acceptor control
ratio (V,/V,) which indicates the degree of coupling
between oxidation and phosphorylation. Ve and Vi represent
the maximal and the basal mitochondrial respiratory rates,

respectively.

Nitric Oxide (NO) Production

Small LV tissue samples (3.0-5.0mg dry fiber weight) were
minced and placed into separate wells of a 24-well plate with 2
mL KHB (99 mM NaCl, 4.69mM KCl, 25mM CaCl,, 1.2 mM
MgSOy, 25mM NaHCOs, 1.03mM KH:POy, 56 mM D-(+)-
glucose, and 20 mM Na-HEPES, pH 7.4) that contained 200 jx M
FeSO, and 415 uM DETC, which were previously degassed with
N,. The tissue picces were then incubated at 37°C with 20 mmHg
O; for | h and then placed on ice.

LV tissue preparation was performed as previously described
(Fink et al. 2006). The tissue pieces were frozen in a syringe
containing Iml KHB in liquid nitrogen immediately after
incubation, and the samples were stored at —80°C prior to
EPR analysis. Quantification of the Fe (DETC)*~ nytrosyl
concentration in the EPR tissue was performed at —180°C in a
frozen dewar (Noxygen Sci Transfer and Diagnostics, Elsach,
Germany). The EPR settings were as follows: center field g = 2.03,
field sweep = 80 G, microwave power = 43.60 mW, modulation
amplitude = 8.80 G, conversion time = 2048 ms and time
constant = 81.92 ms. NO production is expressed as mg dry
fiber weight/mi The NO in the LV tissue was
calculated from a standard curve relating the NO concentration
to the EPR signal amplitude.

Effect of NO on Mitochondrial Respiratory
Chain Activity

To investigate the effect of NO on MRC activity, the maximal
ﬁbef ttspxnuon (V ey ) rate was also measured in the presence of

ng conc ions of the NO donor MAHMA NONOate
(10, 40, 60 and 80 pM) with a saturating amount of ADP
as a phosphate acceptor. MAHMA NONOate is spontancously

(F)/sl with a Fluoromax 4 (Jobin Yvon) spectrofluorometer
equipped with temperature control and magnetic stirring.

After the bascline in the p of F (reactants only)
was established, the reaction was initiasted by addition of a
permeabilized fiber bundle to 600 jul of buffer Z with glutamate
(5mM) and malate (2.5 mM) as substrates for complex 1 and
succinate (5mM) as a substrate for complex II. The addition
of ADP (2mM) to the reaction buffer led to a reduction in
H;0; release, as expected when the electron flow through the
respiratory chain is stimulated. Finally, lddmon of the compkx I
inhibitor amytal (2mM) and the complex I11 i i ycin
(8 uM) led to interruption of the normal electron flow and
induced an increase in the H2O; release. At the conclusion of
cach experiment, fibers were harvested and dried for 15 min at
150°C. H202 production was exp d as pmol/min/mg dry
weight.

Dihydroethidium Staining

To evaluate in situ production of superoxide in the Endo
and the Epi, serial sections (10 pm thick) were cut with a
cryostat microtome and mounted onto glass slides. The slides
were air-dried and incubated for 30 min at 37°C with 2.5 uM
dihydrocthidium (DHE) in phosphate-buffered saline (PBS).

DHE prod: a red fl ence when oxidized to ethidi
bromide by the sup ide anion. After staining, the sections
were washed, air-dried, d in a Vectashicld®™ (Vector

Laboratories Inc., Burlingame, CA) and covered with a cover slip.
The slides were examined with an epifluorescence microscope
(Nikon Eclipse ES00) and a 20X epifluorescence objective; the
emission signal was recorded with a Zeiss 573—637 nm filter.

Citrate Synthase Activity
We evaluated the global mitochondrial content in Endo and Epi
layers by measuring the activity of citrate synthase (Kindo et al.,
2012). Citrate synthase activity was expressed as units of activity

per gram of tissue wet weight (IU.gww).

Mitochondrial Permeability Transition Pore
(mPTP) Opening

Permeabilized fibers without myosin were prepared as described
previously (H.llcs!rap 2009). Briefly, ghost fibers were prepared

dissociated with a half-life of 3min at 22—25°C and liberates 2
moles of NO per mole of parent compound.
The fibers were then harvested and dried for 15 min at 150°C.

The resp rates are exp d as pumol O2/min/g dry weight.

Hydrogen Peroxide Production in

Permeabilized Fibers

The H,0, production in resp to the ial addition of
b and inhibitors was dinp bilized Endo and

Epi fibers (15). H,O, production was d with Amplex Red

reagent (Invitrogen); this reagent reacts in 1:1 stoichiometry with

by incubating sap permeabilized bundles for 30 min with
agitation at 4°C in a high-KCl buffer, which allows myosin to be
extracted. Ca®* accumulation in the mitochondrial matrix is the
most important trigger for mPTP opening. mPTP opening was
assessed as described previously (Picard et al., 2008).

Briefly, we measured the mitochondrial Ca®* uptake after the
addition of a single Ca®* pulse (20 nM). After the pulse was
applied, we monitored the decrease in the extramitochondrial
calcium concentration with the fluorescent probe Calcium
Green-5N (Invitrogen). The progressive uptake of Ca®t by the
mitochondria was monitored until mitochondrial Ca®* release
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caused by mPTP opening was observed. The mitochondrial
calcium retention capacity (CRC), which is a reliable index of
mPTP sensitivity, was calculated as the total amount of Ca®*
taken up by mitochondria before Ca®* release. The CRC values
are expressed as mg dry fiber weight (Pottecher et al., 2016).

Statistical Analysis

The values are expressed as the mean = standard error of mean
(SEM). Differences in the group means were statistically analyzed
by the Mann Whitney test or a one-way analysis of variance
(ANOVA) with the Newman-Keuls post-test analysis. A P < 0.05
was considered to be statistically significant. Statistical analysis
was performed with the Prism software (GraphPad Prism 5,
Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, USA).

RESULTS

Mitochondrial Content and Coupling, and
Transmural Differences in Mitochondrial
Respiration across the Normal Left
Ventricle: Reduced Subendocardial
Mitochondrial Respiratory Chain Complex
Activities

No difference through the LV wall was found regarding the
global mitochondrial content by measuring the activity of citrate
synthase (Figure 1A; 1510 £ 803 vs. 1430 = 103.5 mUl/min/g
dry weight, Endo vs. Epi respectively, P not significant).

Similarly, the acceptor control ratio (V.. /V,) indicating the
degree of coupling between oxidation and phosphorylation, was
similar in the two myocardial layers (Figure 1B; 5.43 = 0.44 vs.
5.94 % 0.47 for the Endo and Epi, respectively; P =0.05).

However, maximal mitochondrial respiratory rates (V..
complexes I, 111, and 1V) were significantly reduced in the Endo
compared with the Epi (Figure 1C; 26.07 £ 1.54 vs. 31.38 + 2.20
pumol O2/min/g dry weight, respectively; —16.92%; P=0.040,
n=13).

Likewise, there was a consistent decrease in complex 11, 111,
and IV activity in the presence of succinate substrate (V)
in the Endo (Figure 1B; 1839 + 0.94 vs. 2263 + 1.39 pmol
02/min/g dry weight, respectively; —18.73%; P = 0.025).

No difference between the Endo and Epi respiratory activity
was observed with TMPD-ascorbate substrates (complex IV)
(Table 1).

Thus, normal LV is characterized by transmural differences in
mitochondrial respiratory chain complexes I, I1, and I1I activities.

Transmural Differences in Nitric Oxide
Production across the Normal Left
Ventricle and Effects of NO on
Mitochondrial Respiratory Chain Complex

Activities

Increased Subendocardial NO Production

NO production was assessed using EPR (n = 10 rats), which
indicated that the NO level was increased approximately two-fold
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in the Endo compared with the Epi (Figure 2A; 1.00 £ 0.23 vs.
2.07 £ 0.37 relative NO-production, respectively; P = 0.002).

NO Impairs Subendocardial and Subepicardial
Mitochondrial Respiratory Chain Complex Activities
With increasing concentrations of MAHMA NONOate, which
is a NO donor, the maximal respiratory rates were significantly
decreased in the Endo and the Epi (Figure 2B; n = 10 rats). There
was a dose-dependent response of V.. to the NO donor. At a
concentration of 40 M MAHMA NONOate, the subendocardial
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Vimsx was decreased 65.6% and the subepicardial V. was
decreased 61.0% compared with the basal V.., (Figure 2B).

Transmural Differences in Reactive Oxygen
Species Production across the Normal Left
Ventricle: Increased Subendocardial H202
Production and DHE Staining

Mitochondrial H;0; production was significantly increased in
the Endo compared with the Epi (n = 12 rats; Figures 3A).
In the presence of complex 1 glutamate-malate donors, H20;
release was significantly increased in the Endo compared with
the Epi (7754 £ 14.20 vs. 31.40 % 6.59 pmol/min/mg dry
weight, respectively; +59.50%; P = 0.025). When the complex 11
donor succinate was added. no statistical difference was observed
between the 2 myocardial layers. In the presence of the ADP
substrate, HyO; release was increased in the Endo compared
with the Epi (96.59 £ 23.19 vs. 38.75 £ 6.22 pmol/min/mg dry
weight, respectively; +59.88%; P = 0.030). These results suggest
that complexes [ and III of the MRC are responsible for H:0;
production.

Moreover, superoxide anion production, which was measured
with DHE fluorescence intensity, was significantly increased in
the Endo (Figures 3B,C; n = 10).

Mitochondrial Permeability Transition Pore
Opening is Similar in Endo and Epi Layers

The sensitivity of mPTP opening was assessed fluorometrically
using Calcium Green (13 rats). There was no statistical difference
between the mitochondrial Ca®* retention capacity for the Endo
and the Epi (Figure 4).

DISCUSSION

The main results of this study are to confirm a lower oxidative
capacity of the sub-endocardium as compared to the sub-
epicardium across the normal left ventricle, together with
an increased nitric oxide concentration in the endocardium.
Reactive oxygen species production was also enhanced in LV
endocardium. Mitochondrial content and coupling are similar in
both LV layers.
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coliod. () Vires Wih Increasing concentrations of the NO donor M-HMA
NONOaie In permeabiized ENDO and EF! fbers. The cata are presented as
the mean = SEM. *“P < 0.001

Reduced Subendocardial Mitochondrial
Respiratory Chain Complex Activities

Despite  accumulating  evidences regarding  myocardial
heterogencity of the normal heart, upon blood flow, structure,
metabolism, clectrophysiological, and contractile properties,
there are few data investigating potential energetic gradient
across the LV wall.

Particularly, there are only two reports using saponin-skinned
fibers that ensure global mitochondrial functionnal assessment in
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Lem Verfricular Mitochondrial Function

Further, some new informations might be inferred from
our results. Indeed, NO increase in the Endo might have
been linked with the reduced subendocardial mitochondrial
respi y chain complex activities. Thus, despite a similar
global mitochondrial content through the LV wall, the NO
gradient observed in this study was associated with reduced
complexes 1, 11, and III activities in the Endo « d with

sub endocudnl NO production might be considered as
we d ined for the first time the mitochondrial
permeability transition pore sensitivity in both Endo and Epi
layers. Although mitochondrial brane p bilization can
occur independent of mPTP formation, mPTP is a major large
ion channel in the inner mitochondrial b that ind

the Epi. To further analyze a potential relationship between

apoptosis upon opening (Halestrap, 2009). mPTP sensitivity to
Ca** was constant throughout the left ventricular wall further

increased NO and decreased mitochondrial r y chain
functi d d the effect of increasing dose of NO
donor on lhe maximal oxidative capacity of both Endo and Epi
LV layers. Vs activities decreased when the NO donor was

pporting the physiological context of our study, performed in
a normal heart.

In summary, our data give an overview of left ventricular
wall physiology at the basal state. A transmural NO gradient,

added. This is consistent with previous data d ting that
NO can inhibit mitochondrial respiration by reversible direct
inhibition of cytochrome ¢ oxidase and by reactive nitrate qnau
production leading to respiratory compl S rl.
(Brown and Borutaite, 2007; Lima et al., 2010). Further, e.urtis:-
induced cardioprotection might prevent excessive NO synthesis
and therefore peroxynitrite formation (Farah et al, 2013).

Increased Subendocardial ROS Production

present in normal left ventricle might potentially participate
in the endocardium higher contractility and blood flow.
However, increased subendocardial NO concentration is
associated with a decrease in the mitochondrial respiratory chain
complex activity and with an i in mitochondrial ROS
production.

Such associations should probably not be viewed as
impairments since they are observed in normal hearts and

since the sensitivity of mPTP opening, involved in apop is

ROS include free radicals like sup & anian.‘,‘ yl and
Ihehiﬂllyrucﬁu- pound hydrogen p de (H20;). H:0;,
r 1g from ide di action on superoxide anion,
can give rise to hydmxyls radicals and may impair mitochondrial
respiration rates (Veal et al, 2007). Accordingly, high oxidative
stress has been related to mitochondrial dysfunction during
ischemia-reperfusion and therapies that decreased DHE stauu.ng
were associated with mitochondrial function nor
(Charles et al., 2011).

In the present study, H:O; overproduction and increased
DHE staining were observed in Endo, mpvponmg an increased
oxidative stress in the sub-end di d to the sub-
epicardium. Such increased oxidative stress, specifically Iocaud
in the Endo, might have been involved in sub-end
reduced mitochondrial function. However. alternatively,
mitochondrial dysfunction is also a source of ROS production
and mitochondrial reduced respiration might have been the
origin of H,0, overproduction and increased DHE staining
(reflecting ROS production including superoxide anion,
Pottecher et al, 2013) in this study.

Interestingly, however a reduced Endo mitochondrial
function was observed despite similar relative H,0,production
in both Endo and Epi layers (Kindo et al., 2012). Thus, taken
together, although the relationship between ROS production and
mitochondrial oxidative capacity in Endo remains to be further

died, ROS app not yin LVt al energetic
gradient genesis.

Similar Mitochondrial Permeability

Transition Pore Sensitivity in Both Endo
and Epi Layers

To uwenlgalc whether reduced sub-endocardial mitochondrial
P y chain complex activities and/or whether increased

ilar in left ventricular wall layers.

Further studies will be useful to demonstrate if a
defect in this transmural heterogencity in NO expression
modulates mitochondrial function and participate in the

3 of cardiovascular diseases. Indeed, we
previously observed that the level of the transmural gradient
in mitochondrial rﬂplnbon mlghl be used as potential

biomarker for ition from licated to complicated LV
hypertrophy.
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3.6 Evaluation de la fonction mitochondriale et du stress oxydant au
niveau de I’endocarde et de 1’épicarde, dans un cceur sain et en

surcharge

3.6.1 Introduction

La surcharge en pression (SP) ou en volume est une manifestation clinique fréquente, qui
mene a des phénomenes de remodelage myocardique considérés comme adaptatifs au travail
myocardique. L’hypertrophie ventriculaire gauche (HVG) est a ce sujet un trées bon modele.
L’HVG était considérée effectivement comme un mécanisme de compensation, permettant
une adaptation au stress mécanique [120]. Or nous savons aujourd’hui que les phénomenes
considérés comme adaptatifs a une surcharge en pression, ou en volume, conduisent

inéluctablement a terme a I’insuffisance cardiaque [121].

L’HVG résulte d’une augmentation de la taille des cardiomyocytes, induite par une
¢lévation du nombre d’organites intracellulaires, incluant les mitochondries. Ces dernicres
sont les principaux organites intracellulaires permettant la production d’énergie. Elles
convertissent les nutriments en ¢énergie par la respiration cellulaire. La dysfonction
mitochondriale et 1’augmentation du stress oxydant sont les principaux facteurs de la
pathogénese de 'HVG [122-125]. La flexibilit¢ du métabolisme cardiaque est cruciale, lors
d’une hypertrophie cardiaque due a une SP, le coeur passe d’une consommation d’acides gras
au glucose, comme principal substrat énergétique. Ensuite, dans l'insuffisance cardiaque au
stade terminal, la dysfonction mitochondriale réduirait la vitesse d’oxydation des substrats,
diminuant la production d’énergie et augmentant la formation de ROS [123-127]. Lors de la
présence d’un grand stress oxydant, il se produit une dysfonction cellulaire, une nécrose et/ou

une apoptose [123, 124].

Le stress oxydant est lié a un exceés de production de ROS originaires de plusieurs
sources dans le cceur, les mitochondries, la xanthine oxydase, 1’oxyde nitrique synthase
découplé, les cellules inflammatoires, et les NADPH oxydases. Ils sont grandement impliqués
dans le remodelage myocardique faisant face a une surcharge en pression ou en volume [128,
129]. L’H,0; est considéré comme la plus pertinente des molécules cellulaires augmentant les

radicaux hydroxyles, détériorant la capacité de la respiration mitochondriale [115].
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Dans notre étude nous avons donc étudié 1’adaptation énergétique et la production de
ROS des couches musculaires Epi et Endo lors d’une SP débutante dans le but d’analyser la

réponse myocardique soumise a un stress [122, 130-132].

Comme nous l’avons vu précédemment, en accord avec leurs différentes origines
embryonnaires et contraintes, I’Endo et I’Epi du ventricule gauche présentent des
caractéristiques distinctes, en terme de flux sanguin, de structure, de métabolisme, de

propriétés électrophysiologiques, contractiles [133-137] et maintenant énergétiques.

Le but de notre étude était d’évaluer si conformément aux propriétés non-uniformes de la
paroi du ventricule gauche, 1’augmentation du stress mécanique sur la paroi myocardique
pourrait détériorer le gradient respiratoire transmural. Afin d’avoir un aper¢u des mécanismes
impliqués, nous avons examiné la fonction respiratoire mitochondriale et la production de

ROS dans les couches Endo et Epi, dans un cceur sain et aprés une SP.

3.6.2 Méthodes

Des rats males Wistar adultes (poids compris entre 250-300g), ont été utilisés pour les

expérimentations.

3.6.2.1 Design expérimental

Vingt animaux ont été aléatoirement assignés a 2 groupes, chacun comportant 10
individus. Les rats opérés de maniére fictive, ont subi une procédure similaire a ce qui a été
appliqué pour le groupe HVG, excepté que nous ne réalisions pas de cerclage aortique. Dans

le groupe HVG, I’aorte abdominale était cerclée au-dessus des artéres rénales.

Dans le Groupe SP, suite au cerclage aortique nous avons induit progressivement une
HVG, sans altération de la fonction systolique ventriculaire, 1’objectif recherché n’étant pas la
dysfonction mais de déterminer comment le myocarde s’adaptait d’un point vue énergétique a

un stress répéte.

3.6.2.2 Echocardiographie et remodelage cardiaque

Deux jours avant le sacrifice des animaux, une échocardiographie a été réalisée. Les
paramétres suivants ont €ét€¢ mesurés : pourcentage de fraction de raccourcissement du
ventricule gauche, fraction d’¢jection du VG, masse du VG, fréquence cardiaque, diameétre

télé diastolique du VG, diamétre télé systolique, épaisseur de la paroi du septum lors de la
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diastole, épaisseur de la paroi postérieure lors de la diastole, et temps de relaxation

isovolumétrique.

3.6.2.3 Mesures hémodynamiques et échantillonnage cardiaque

A la fin de I’étude, les rats ont été anesthésiés, 1’artére carotide droite a été cathétérisée,
pour enregistrer les pressions artérielles systolique, diastolique et moyenne. Le cathéter a

ensuite été avancé, pour mesurer la pression télédiastolique du VG (PTDVG).

Par la suite, une sternotomie a été effectué¢e. Le coeur encore battant a été¢ rapidement
prélevé, rincé, le cceur et le VG pesés. La paroi du VG a été disséquée, et des échantillons de
I’Endo et de I’Epi ont été extrait. Ces échantillons ont été immédiatement utilisés pour

mesurer la fonction mitochondriale et la production de H,O,.

3.6.2.4 Respiration et couplage mitochondrial myocardique

La respiration mitochondriale dans des fibres saponifiés a ét¢ étudiée comme
précédemment rapporté, assurant la détermination de la fonction mitochondriale globale, dans

I’environnement architectural de la fibre musculaire [138-140].

Les contributions relatives des complexes I, III et IV de la chaine respiratoire, et la
vitesse respiratoire mitochondriale globale sont mesurées. Concernant le couplage

mitochondrial la méme technique que précédemment décrite a été utilisée [141].

3.6.2.5 Production de H,O; dans des fibres perméabilisées

La production de H,O; en réponse a 1’addition séquentielle des substrats et inhibiteurs,

¢tait évaluée dans les fibres Endo et Epi perméabilisées [109].

3.6.2.6 Fuite de radical libre mitochondrial

La fuite de radical libre correspond a 1’émission de H,O, par flux d’O, [142]. La
production de H,O, et la consommation d’O, étaient mesurées en parallele, sur le méme
¢chantillon, avec les mémes conditions expérimentales. Cela permet le calcul de la fraction
d’électrons hors de la séquence, engendrant la réduction de I’O, en ROS dans la chaine
respiratoire [143]. Le pourcentage de fuite de radical libre était calculé comme la vitesse de

production d’H,O, [144].
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3.6.2.7 Activité de la citrate synthase

Nous avons évalué le contenu mitochondrial global, dans les couches Endo et Epi, en

mesurant 1’activité de la citrate synthase [145].

3.6.3 Résultats et discussion

La présente étude a démontré que lorsque le muscle cardiaque était soumis a une
surcharge en pression, les capacités oxydatives mitochondriales diminuaient et la production
de peroxyde d’hydrogéne augmentait, avec une diminution du gradient transmural de

I’activité du complexe IV de la chaine respiratoire mitochondriale.

3.6.3.1 L’hypertrophie cardiaque débutante détériore les activités de la chaine respiratoire

mitochondriale du sous-endocarde et du sous-épicarde.

Dans ce travail, nous avons observé que les activités des complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale sont significativement réduites dans les couches Endo et Epi du
VG lors d’'une HVG compensatrice. Donc, lors d’une surcharge en pression, la capacité de
production énergétique mitochondriale myocardique est altérée, alors méme que nous avons

une augmentation moyenne de 31,7% de la masse ventriculaire gauche.

3.6.3.2 L’hypertrophie cardiaque débutante est associée a une augmentation de la production

de peroxyde d’hydrogéne mitochondriale et de la fuite de radical libre

Les mitochondries peuvent a la fois étre la cause et la cible des espéces radicalaires. Nos
résultats évaluant des fibres musculaires perméabilisées a la saponine, nous ont permis
d’étudier la production d’H,O, par les mitochondries. Les données ainsi obtenues supportent
I’idée que les mitochondries participent significativement a la production d’espece radicalaire
lors d’une augmentation constante du travail myocardique. En effet, la production de H,O;
Endo et Epi était significativement augmentée dans ’HVG par rapport aux cceurs normaux.
Par conséquent en présence d’une SP, il se produit une fuite de radical libre, issue des
électrons de la chaine respiratoire mitochondriale conduisant a une réduction partielle de 1’O,
formant des anions superoxydes puis de I’H,O; via la SOD [143, 144]. Cela a été observé
dans I’Endo et I’Epi, ce qui signifie que les mitochondries localisées dans les deux couches du
VG participaient a la surproduction de ROS et que la surcharge en pression a un
retentissement sur I’ensemble des couches musculaires myocardiques. Ainsi, outre les autres
sources potentielles de production de ROS dans ’'HVG, notre étude permet d’affirmer que les

mitochondries sont d’importantes sources productrices de ROS en présence d’une SP. Or,
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comme nous le savons ces derniers activent les voies de transduction du signal pouvant
induire un remodelage myocardique tel que 'HVG, mais sont aussi sont une source de

dommage cellulaire [146].

3.6.3.3 L’hypertrophie cardiaque débutante est associée a une diminution du gradient

transmural de 1’activité du complexe IV de la chaine respiratoire.

Fait intéressant, ’activité transmurale du complexe IV, ou Cytochrome C oxydase, était
significativement réduite dans I’HVG, par rapport aux animaux opérés de maniere fictive.
L’hypertrophie cardiaque réduit donc le gradient transmural énergétique du VG,
principalement par une diminution de la respiration mitochondriale au niveau des couches

musculaires de 1’épicarde en affectant le Complexe IV.

3.6.3.4 Augmentation du contenu mitochondrial Endo et Epi dans I’hypertrophie cardiaque

Dans notre étude, le contenu mitochondrial global dans les tissus augmentait, mais les
capacités oxydatives mitochondriales diminuaient de fagon concomitante. Ainsi, devant un
stress il semblerait que le myocarde réponde dans un premier temps, pour assurer sa
production énergétique, sur le plan quantitatif en activant la biogénése mitochondriale, afin de
palier a la dysfonction des chaines respiratoire. Il avait été rapporté une diminution de la
biogeneése mitochondriale en cas d’HVG, mais lors d’une hypertrophie pathologique
décompensée. Abel & Doenst [147] avait récemment proposé que la biogenese
mitochondriale pouvait étre maintenue dans I’hypertrophie pathologique ou augmenté dans
I’hypertrophie physiologique. Dans notre étude, le contenu mitochondrial global dans les
tissus augmentait, mais les capacités oxydatives mitochondriales diminuaient de facon

concomitante.

3.6.4 Limitations de 1’étude

Du fait que le poids de nos animaux était a la limite supérieure de la plage normale, il
est possible que les effets de la SP puissent avoir été surestimés, en comparaison a des
animaux avec un poids plus faible. En effet, en cas d’obésité, une augmentation de la pression
artérielle a été observée avec un retentissement sur la croissance du VG. Ce phénoméne est
soit imputable a I’augmentation de stress, soit secondaire a ’activation de voie métabolique

[148-150].
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3.6.5 Conclusion

L’augmentation du travail myocardique li¢ a une surcharge en pression était caractérisée
par une diminution des activités des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale,
associée a une augmentation de la production de peroxyde d’hydrogeéne. L’adaptation
énergétique myocardique face a un stress, se fait par l’activation de la biogénése

mitochondriale.

Une diminution du gradient transmural énergétique de I’activité du complexe IV de la chaine
respiratoire mitochondriale, était également observée, laissant supposer une plus grande

sensibilité au stress des couches Epi.

Ce travail a été publi¢ dans « Frontiers in physiology ». Ci-aprés une version de 1’article est

donnée.
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INTRODUCTION

Objective: Increased mechanical stress and contractility characterizes normal left
ventricular (LV) subendocardium (Endo) but whether Endo mitochondrial respiratory chain
complex activities is reduced as compared to subepicardium (Epi) and whether pressure
overload-induced LV hypertrophy (LVH) might modulate transmural gradients through
increased reactive oxygen species (ROS) production is unknown. Methods: LVH was
induced by 6 weeks abdominal aortic banding and cardiac structure and function were
determined with echocardiography and catheterization in sham-operated and LVH rats
(n=10 for each group). Mitochondrial respiration rates, coupling, content and ROS
production were measured in LV Endo and Epi, using saponin-permeabilized fibers,
Amplex Red fluorescence and citrate synthase activity. Results: In sham, a transmural
respiratory gradient was observed with decreases in endo maximal oxidative capacity
(—36.7%. P < 0.01) and complex [V activity (-574%, P < 0.05). Mitochondrial hydrogen
peroxide (Hz0;) production was similar in both LV layers. Aortic banding induced
mild LVH (+31.7% LV mass), associated with normal LV fractional shortening and
end diastolic pressure. LVH reduced maximal oxidative capacity (—-23.6 and —33.3%),
increased mitochondrial H;0; production (+86.9 and +73.1%), free radical leak (+272%
and +36.3%) and citrate synthase activity (+272% and +36.3%) in Endo and Epi,
respectively. Transmural mitochondrial respiratory chain complex [V activity was reduced
in LVH (=574 vs. —12.2%; P = 0.02). Conclusions: Endo mitochondrial respiratory chain
complexes activities are reduced compared to LV Epi. Mild LVH impairs mitochondrial
oxidative capacity, increases oxidative stress and reduces transmural complex [V activity.
Further studies will be helpful to determine whether reduced LV transmural gradient in
mitochondrial respiration might be a new marker of a transition from uncomplicated toward
complicated LVH.

Keywords: aortic bandi rload, heart, hypertrophy, mitochondria, oxydative stress, transmural

induced IVH can b ladaptive and precede the

Chronic pressure overload (PO) is a frequent clinical occurrence
that leads to left ventricular hypertrophy (LVH). Initially, IVH
was considered to be a comp y mechanism that allows the
normalization of wall mechanical stress and generation of the
required cardiac output (Opie et al., 2006). However, LVH is also
a risk factor for the development of heart failure and sudden

death from arrhythmias. Thus, systemic hypertension and aortic

Abbreviations: rndo, swubendocardium: Epi, wobs diaemy; LV, loft ul

e, ket cular & dy; PO, erload;: OS, reactive oxygen

speciex M0, hy&uﬂl.pa\-l'dn )

onset of heart failure (Drazner, 2011). Accordingly, recent data
support that enhanced post-operative LV mass regression after
aortic valve replacement for aortic stenosis is associated with
improved long-term survival (Ali et al., 2011).

IVH results from increased cardiomyocyte size induced by
an increase in the number of intracellular organelles, including
mitochondria. Mitochondria are the main energy powerhouses
of cells, and they convert nutrients into energy through cellu-
lar respiration. Although no unique pattern of cardiac adaptation
occurs in response to physiological or pathological hypertrophic
stimuli, mitochondrial dysfunction and increased oxidative stress
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are the primary factors in LVH pathogenesis (Ventura-Clapier
et al, 2001; Seddon et al, 2007; Takimoto and Kass, 2007;
Rimbaud et al., 2009). Cardiac metabolic flexibility is crucial and
during PO-induced cardiac hypertrophy, the heart shifts from
fatty acids to glucose as the primary substrate for energy produc-
tion. Later, in end-stage heart failure, mitochondrial dysfunction
may reduce the rate of substrate oxidation, decreasing energy pro-
duction and increasing the formation of reactive oxygen species
(ROS) (Ventura-Clapier et al, 2001; Zoll et al, 2005; Seddon
et al., 2007; Takimoto and Kass, 2007; Ingwall, 2009). Under con-
ditions of high oxidative stress, cell dysfunction, necrosis and/;

Mm - . A, i‘l L A s (3]
normal heart and after PO mduc:d LVH.

both in

METHODS

Adult male Wistar rats (weight range 250-300 g) were used in the
experiments. Animals were kept in a temperature- and humidity-
controlled room with a 12:12h photoperiod and were provided
with food and water ad libitum. The study conformed to the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by
the US N.‘monll lnm!u!u of Hﬁ.llh and was approved by the

apoptosis are induced (Seddon et al., 2007; Takimoto and Kass,
2007).

Oxidative stress is related to an excess production of ROS orig-
inating lmm wvcnl sources in the heart. Besides mitochondria,

I care ¢

ANAESTHESIA AND EXPERIMENTAL DESIGN
Twenty animals were domly igned to two groups of ten
mhshamvpcmadrmmdcmmapmadmsmlublhal

thi uncoupled nitric oxide synth infl,

tory cells, and NADPH onidases are largdly involved in cardiac
remodeling, including during cardiac PO (Murdoch et al., 2006;
Nabeebaccus et al,, 2011). ROS include several free radicals like
superoxide anion, hydroxyl and the highly reactive compound
hydrogen peroxide (H,0, ). H,0,, resulting from superoxide dis-
mutase action on superoxide anion, is considered as the most
relevant ROS signaling molecule in cells whuh can pvr rise
to hydroxyls radicals and may impair mi drial r

pplied to the IVH group except that the aorta was not banded
in sham-operated animals. In the LVH group, the abdominal
aorta was banded above the renal arteries. During the proce-
dure, anacsthesia was induced with 3% isoflurane and oxygen
(1 Vmin) in an induction chamber (Minerve, Esternay, France).
After the pentmeum vru opencd 5 mgll:g of mmpcmone:l tra-
madol was ad An was ined with 1.5%
isoflurane and 1 Umin oxygen at under spontancous ventilation.
The I's core body temperature was maintained at 37°C

rates (Veal et al., 2007). We therefore umuyted an even-
tual relationship between increased H,0, production and LV

using a controlled heating pad (Homeothermic blanket control
unit, Harvard Apparatus®). The suprarenal abdominal aorta was
d after a lap y was performed. A 4-0 silk suture was

subendocardium (Endo) and subepicardium (Epi) mitochondrial
function.
Indeed, d its fr y, relatively few data are available

and whether u'npam:d mitochondrial cmd.ltm capacity occurs
in mild cardiac hypertrophy is still discussed (Jameel and Zhang,
2009; Rimbaud et al., 2009; Van Bilsen et al., 2009; Griffiths et al.,
2010).

Interestingly, in line with their different origins during embry-
ologic development, the LV Endo and Epi present distinct
characteristics in terms of blood flow, structure, bolism, elec-

uxd to tie off the supnraul abdominal aorta using a blunted 22
gauge needle, wluch was lhen pulled out. Following the surgery,
the ani i were kept constant during a
6-week period.

In animal models of PO secondary to aortic banding, ventricu-
lar remodeling and function depend upon several factors includ-
ing localization of the aortic banding, degree of aortic coarctation
and age of the animal at the time of the surgery. Our experi-

1<' b

trophysiological, and contractile properties (Whitty et al., 1976;
Cazorla et al., 2005; Sengupta et al., 2006; Duncker and Bache,
2008; Van der Velden et al,, 2011). Such transmural differences
are well known but, whether they are associated with transmural
differences in mitochondrial complex activities deserves further
analysis. Indeed, differences in subendo- and Epi mitochondria
or their regulation were expected but. previous reports showed
no or minor diffe when adering bolic enzymes or
clectron transport system (Geshi et al., 1988; Gallego-Delgado
et al. -000] However, there are few data comparing endo- and

layers mitochondrial function in the normal LV, espe-
cxally using saponin-skinned fibers that ensure global mitochon-
drial function ent in intact mitochondria (MacDonald
etal., 2011).

The aim of this study was to challenge the hypothesis that,
accordingly to the non-uniform properties of the LV wall, (1)
mitochondrial respiratory chain complex activities of LV Endo
are reduced as compared to Epi and (2) that increased mechani-
cal wall stress that occurs in LVH might impair such a transmural
respiratory gradient. To get insight in the mechanisms involved,
we also investigated ROS production in the Endo and Epi layers

| design was expected to induce a progressive LVH with no
alteration of the systolic ventricular function. These parameters
were chosen in order to mimic common clinical settings such as

systemic hypertension or aortic stenosis.

Two days before the Is sacrifice, echox graphy was per-
formed. The foll g P s were d in isofl
sthetized rats by two-d | and Doppler echocardiog-

raphy (Sonos 5500, Philips Ultrasound) with a 12-MHz phased-
array ducer (§12): percentage of LV fractional shortening, LV
cjection fraction, LV mass, heart rate, LV end-diastolic, and end-
systolic diameter, septum wall thickness in diastole, posterior wall
thickness in diastole and isovolumic relaxation time. The LV mass
was derived from the cubic eq at end diastole as foll
LV mass = 0.8 (1.4) [(interventricular septal dimension at dias-
tole + LV end-diastolic dimension + posterior wall thickness at
diastole)” — (LV end-diastolic di )*] + 0.6 (Seddon et al.,
2007). The isovolumic relaxation time, marker of the diastolic
dysfunction in correlation with the filling pressure, was mea-
sured with Doppler imaging using the apical four-chamber view
(Cantor et al., 2005).
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HEMODYNAMIC MEASUREMENTS AND CARDIAC SAMPLING

At the end of the experiments, the rats were anaesthetized as pre-
viously described, and the right carotid artery was catheterized
(arterial catheter, 3Fr, Vycon) for the recording of systolic, dias-
tolic and mean arterial pressures (PowerLab, AD Instruments).

is called the acceptor control ratio (ACR) and is viewed as an
approach of mitochondrial coupling (Duteil et al., 2010).

H,0, PRODUCTION IN PERMEABILIZED ABERS
Thc H,0, production in to the ial addition of

L

The catheter was then pushed, and the LV end-diastolic p
(LVEDP) was measured.
Thereafter, a sternotomy was performed. The still-beating

and inhibitors was d in permeabilized Endo and
Epi fibers (Anderson and Neufer, 2006). H,O, production was

heart was rapidly harvested and rinsed in ice-cold 0.9% NaCl
solution, and the heart and the LV were weighed. The LV-free
wall was dissected, and Endo and Epi myocardial samples were
extracted under binocular microscopy (Endo and Epi were the
innermost and outermost layers of the LV-free wall, respec-
tively). Samples were used i diately for the of

d with Amplex Red reagent (Invitrogen); this reagent
reacts in 1:1 stoichiometry with H:0; in a reaction catalyzed
by HRP (horseradish p id, Fluka Biochemika) to yield
the fluorescent compound ruoruﬁn and a molar equivalent O;.

mitochondrial function and HO: production.

MYOCARDIAL MITOCHONDRIAL RESPIRATION AND COUPLING

Mitochondrial respiration in in-skinned fibers was studied
as previously reported and mm.ly reviewed, ensuring deter-
mination of global mitochondrial function within the archi-
tectural environment of the muscle fiber (Veksler et al, 1987;
Zoll et al., 2006; Kuznetsov et al., 2008). Briefly, fibers were
separated and permeabilized in a bath of solution S contain-
ing saponin (50 ug/mlL) for 30 min at 4°C with shaking. The
permeabilized fibers were then washed for 10 min with shak-
ing to remove saponin and rinsed twice with the respiratory

Resorufin has excitati lengths of 563/587 nm and
is hnd:ly stable once formed. Fl ence was d con-
y [change in fluorescence (AF)I!«] with a Fluoromax

4 (Jobin Yvon) spectr fl quipp d with

control and magnetic stirring. After the baseline in the pmscnct
of AF (reactants only) was established, the reaction was initi-
ated by addition of a permeabilized fiber bundle to 600 pL of
buffer Z with glutamate (5mM) and malate (2.5 mM) as sub-
strates for complex 1 and succinate (5mM) as a substrate for
complex II. The addition of ADP (2mM) to the reaction buffer
led to a reduction in H,O; tduu,uexpeﬂcdwhmthed«
tron flow through the resp y chain is stimulated. Finally,
addition of the complex 1 inhibitor amytal (2mM) and the

plex I inhibi ¥ (8uM) led to interruption of
the normal electron flow and induced an increase in the H:O:

1,

solution for 5 min to any phosph ygen con-
sumption of the fibers was measured polarographically using
a Clark-type electrode in a 3-mL oxygraphic cell (Strathkelvin
Instri Glasgow, Scotland ). Basal oxygen consumption (V)
and imal fiber resp (Ve ) rates were measured at
22.1°C under continuous stirring in the presence of a saturat-
ing amount of adenosine diphosphate (ADP) as a phosphate
acceptor.

The relative ¢ ibutions of resp y chain ph I,
I and IV to global mitochondrial respiratory rates were also
determined. When Vig,x was recorded, the electron flow occurred
in complexes 1, 111, and IV because of the presence of gluta-
mate (SmM) and malate (2mM). Complex I was blocked with
amytal (0.02 mM), and complex IT was lated with succinate

MITOCHONDRIAL FREE RADICAL LEAK

The free radical leak correspond to the H,0, emission per O-
flux (Picard et al., 2011). H:0; p tion and O3

were measured in parallel in the same sample under similar cxper
imental conditions. This allowed the cakulation of the fraction of
clectrons out of sequence which reduce O, to ROS in the respi-
ratory chain (the percent of free radical leak) instead of reaching
cytochrome oxidase to reduce O to water (Anderson et al., 2009).
Because two electrons are needed to reduce 1 mole of O; to H2 03,
whereas four electrons are transferred in the reduction of 1 mole
of O, to water, the percent free radical leak was calculated as the
rate of H:0O; production divided by two times the rate of O; con-

(25mM). The meuumne.nt of :mnodmmlnal i under P and the result was multiplied by 100 (Bouitbir et al.,
these conditions per the of complex I1, 111, 2012).

and IV activities (Viue ). After this was completed,

N, N, N} N'-tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride

(TMPD, 0.5mM) and ascorbate (0.5mM) were added as arti-  CITRATE SYNTHASE ACTIVITY

ficial el 1 to cy . Under these diti We evaluated the global mitochondrial content in Endo and Epi

the activity of cytochrome ¢ oxidase (complex IV) was increased
to its maximum and could be determined as an isolated step in
the respiratory chain (Vimgd ). Following the completion of these
measurements, the fibers were harvested and dried for 15 min
at 150°C. Respiration rates are expressed as yumol Oz/min/g dry
weight.

Concerning mitochondrial pling, when permeabilized
fibers are used instead of isolated mitochondria, endogenous
ATPases prevent the establishment of state 4. The “state 2" is then
used. This state is the basal oxygen consumption under gluta-
mate and malate substrates. The ratio (state 3 rate)/(state 2 rate)

layers by measuring the activity of citrate synthase (Srere, 1969).
Citrate synthase activity was expressed as units of activity per
gram of tissue wet weight (IU.g ww).

STATISTICAL ANALYSIS

Values are expressed as the mean £ standard error of the mean
(SEM). Comparisons of the group means were analyzed by the
Mann-Whitney test or by a Student t-test. P < 0.05 was con-
sidered to be statistically significant. Statistical analysis was per-
formed using the Prism database (GraphPad Prism 5, Graph Pad
Software Inc., San Diego, CA, USA).
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RESULTS

CUINICAL, ANATOMICAL, AND ECHOCARDIOGRAPHIC
CHARACTERISTICS OF THE SHAM-OPERATED AND THE

LEFT VENTRICULAR HYPERTROPHY GROUPS

PO induced LV remodding with significant cardiac hypertrophy,
as inferred from the 31.7% increase in LV mass (Tables 1 and 2).
The LV remodeling was concentric and involved similar thicken-
ing of the septal and the posterior walls (Table 2). None of the
animals developed clinical evidence of heart failure or impaired
systolic or diastolic cardiac functions, as inferred from the normal
echocardiographic values of LV fractional shortening, ejection
fraction and isovolumic relaxation time and of LV end diastolic
pressures in the LVH rats.

REDUCED MITOCHONDRIAL RESPIRATORY CHAIN COMPLEX
ACTIVITIES IN CARDIAC HYPERTROPHY

Mitochondrial respiration measured in situ allows character-
ization of functional mitochondria in their normal intracel-
lular assembly and position, preserving essential interactions
with other organelles. Further, using different mitochondrial

Table 1| Clinical and ical ch istics in shamv d and
LV hypertrophy groups.
Sham-operated  LVH P
(n=10) (n=10)
Heart rate (cycles/mn) 39668 +1043 35121243 NS
SAP Immbg) 1M9.09+3M 14246 +£8.14 0.0%
DAP (mmHg 485=532 10450+ 934 NS
MAP immHg) W5.3+388 1N654+ 0564 NS
LVEDP (mmHgl 681110 7772106 NS
Body weight igl 50030 = 1.3 47780+£2413 NS
Heart weight g} 0.930 = 0.02 1.140+£022 002
Left ventncle weight ig) 0.760+ 0. 0.957 = 0.07 0015

SAP systolc arterial prasswe; DAP dastolc srtanal pressure; MAR masn arte-
nal pressurs; LVEDP [aft vantnoulsr and-diastolic pressure, LVH, laft vantnoulsr
hypertrophy; NS: not significant. Vakues sre means + SEM.

Table 2 | Ech di hic ch. ristics in sham-operated and LV
hypertrophy groups.
Sham-operated VH P
(n=10) (n=10)
LVFS (%) 41.96+1.30 4347+£1903 NS
LVEF (%) 77.37+£1.50 7M95+728 NS
LVEDD (mm) 7.4 +017 844+027 NS
LVESD (mm) 461+012 479+030 NS
Sd mml 1.27+003 1.42+006 005
PWd (mm) 116003 1.40+0.06 0.007
W gl 1.07 £ 0.06 1.41+010 002
IVRT ims) 2368012 2383+093 NS

LVFS, left ventncufar fractions! shortening: LVEE left ventncular eyaction frac-
non: LVEDD, left ventricwlar endidiastolic dametar; LVESD, jeft ventnoulsr
end-systobc demeter; Sd, saptum wall thickness in destole; PWd, postevior wal
thickness in diastole; LVM, left ventricular mass; VAT, sovolumic relsxstion time.

LVH, left vantriculsr bypertrophy: NS: not significant. Values are mesns + SEM

b and inhibi the relative contributions of respiratory
chain complexes I, 111, and IV to global mitochondrial respiratory
rates can be determined.

Concerning  the endocardium, imal oxidative capac-
ity (Viuxi complexes I, I, and IV activities) was signifi-
cantly decreased in the LVH group (n= 10) compared with
the sham-operated group (n=10) (201 1.1 ws. 263 %
1.6 pmol Oz/min/g dry weight, respectively; —23.6 %, P < 0.01;
Figure 1A ).

In the LVH group, V., (complexes II, I11, and IV activities)
tended to be decreased (18.9 £ 1.8 vs. 23.9 £ 2.1 jumol O, /min/g
dry weight, respectively; —20.9%, P not significant).

Viepa (complex IV activity) was significantly decreased
(34.1 £28 vs. 432+ 2.7 pmol Oz/min/g dry weight, respec-
tively; —20.8%, P = 0.04).

Concerning the epicardium, similarly, Vi was significantly
decreased in the LVH group compared with the sham-operated
group (23.9409 vs. 35.9+ 2.2 umol Ou/min/g dry weight,
respectively; —33.3%, P < 0.001; FigurelB). V., tended
to be lower (223 £ 1.6 vs. 298+ 36pumol O:/min/g dry
weight, respectively; —25.1%, P = 0.07). Vi y was significantly
decreased (38.3 £ 2.4 vs. 68.0 = 4.4 pmol Oz/min/g dry weight,
respectively, —43.6%, P < 0.001).

TRANSMURAL DIFFERENCES IN MITOCHONDRIAL RESPIRATORY
CHAIN COMPLEX ACTIVITIES ACROSS THE NORMAL LEFT

VENTRICLE AND IN LVH

To compare both LV layers, wel considered Epi mitochondrial
complex activities normalized to their respective Endo values
(Figure 1C).

In normal hearts, V_,, was 36.5% lower (P < 0.01), V,
was 24.6% lower (P not significant, 0.147) and Vimpa was 57.4%
lower (P < 0.05) in the Endo than in the Epi layers. Thus, normal
LV is characterized by transmural differences in mitochondrial
respiratory chain complexes I, I1I, and IV activities.

In the LVH group, Ve was 19.1% lower in Endo compared
with Epi (p = 0.028), but V,,, and V_‘,d decrease (—18.0 and
—12.2%, respectively) failed to reached statistical significance.

The ACR (Via/Vo), representing the degree of coupling
between oxidation and phosphorylation, was not different when
comparing Epi and Endo LV layers both in sham and LVH rats
(Figure 1D).

To determine wheth rload modify the trans-
mural differences in mllodrondnal respiratory chain complex
activities observed across the normal left ventricle, we compared
such transmural gradient using thc three main substrates. In the
LVH group, the al resp Y& t was significantly
lower -as compared to normal LV- for Vi, assessing com-
plex IV activity (—57.4 vs —12.2% for; P = 0.02, Figure 2). Vi
and V., transmural energetic gradient were not significantly
reduced in the LVH group (P = 0.18 and P = 0.95, respectively).

ENHANCED PRODUCTION OF REACTIVE OXYGEN SPECIES IN
SUBENDOCARDIUM AND SUBEPICARDIUM LAYERS DURING

CARDIAC HYPERTROPHY

H:0; production rate was calculated from the slope of AF/min,
after subtracting background, from a dard curve established
with the appropriate reaction conditions. At the conclusion of
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cach experiment, fiber bundles were dried at 150°C, 15 min.
H,0, production is expressed as picomoles per minute per mil-
ligram of dry weight.

The relative contributions of respiratory chain complexes to
global mitochondrial H:O: production rate were determined
using different substrates and inhibitors as depicted in the Figure
legend.

The subendocardial mitochondrial H:O; production in the
presence of the complex 1 substrates glutamate and malate
(Figure 2A) was significantly increased in the IVH group
(n = 10) compared with the sham-operated animals (n = 10)
(47.3 £ 8.7 vs. 25.4 £ 3.7 pmol/min/mg dry weight, respectively;
+86.9%, P = 0.03).

In the presence of the complex 11 substrate succinate, H:0:
production was also higher in the IVH group than in the sham-
operated group (59.4 £ 10.9 vs. 31.5  4.24 pmol/min/mg dry
weight, respectively; +89.4%, P = 0.04). In the presence of ADP,
the H:O: release was greater in the LVH group than in the sham-
operated group (29.0 £55 wvs. 13.1 = 2.4 pmol/min/mg dry
weight, respectively; +126.0%, P = 0.01). In the presence of amy-
tal, a complex I inhibitor, the H, 0, release was higher in the IVH
group than in the sham-operated group (61.1 £ 8.1 ws. 36.1 =
5.7 pmol/min/mg dry weight, respectivdy; +70.7%, P = 0.02).
Finally, in the presence of the complex I inhibitor antimycin A,
the HzO; release tended to be greater in the IVH group.

The subepicardial H,0, mitochondrial production in the pres-
ence of glutamate and malate (Figure 2B) was significantly
increased in the LVH group compared with the sham-operated
group (39.0£56 wvs. 230+ 3.2 pmol/min/mg dry weight,
respectively; +73.1%, P = 0.02). With succinate as the substrate,
H:O: production was also higher in the IVH group than in the
sham-operated group (53.9 £ 8.0 vs. 32.7 £ 5.4 pmol/min/mg
dry weight, respectively; +66.1%, P = 0.02). The H:0; relcase
in the presence of ADP was also greater in the LVH group
(33.3 £ 7.0 vs. 13.0 £ 3.1 pmol/min/mg dry weight, respectively;
+163.0%, P = 0.01). In the presence of amytal and antimycin
A, the H,0, rdease did not differ significantly between the two
groups.

The endocardial and epicardial LV production of H,0, were
similar in normal and in hypertrophied hearts, and no trans-
mural gradient was observed with any substrate in cther group
(Figure 2C).

Figure 2D shows a representative trace of H,0, production in
Endo sham-operated and Endo LV hypertrophy groups.

Mitochondrial substrates were sequentially added. G/M, gluta-
mate (5 mM) and malate (2mM) are complex [ substrates; Succi,
succinate (5 mM) is complex 11 substrate; ADP, adenosine diphos-
phate (2mM) is ATP synthase substrate; Amyt, amytal (2 mM)
is a complex 1 inhibitor and Anti, antimycin A (8 microM) is a
complex 111 inhibitor.

ENHANCED FREE RADICAL LEAK IN SUBENDOCARDIUM AND
SUBEPICARDIUM LAYERS DURING CARDIAC HYPERTROPHY

To further analyze the production of ROS in Endo and Epi layers,
we determined the mitochondrial H,0, emission per O, flux
corresponding to the mitochondrial free radical leak (Picard et al.,
2011).

A [ Shamoperated B

404 W LVH 40, [ Sham-operated

W LVH

10 104

Subendocardial free radical leak (%)
=
Subepicardial free radical leak (%)
=

Succi  ADP Succi  ADP

200,

Redative from radics leak (%)

77
Z%
"
r

Sham-operated UI_N

RGURE 3 | Free radical leak in sham dand LV v h
groups. (A) Free radical lesk n subendocardum. (B) Free adical lesk
subepicardum. (C) Relative free radical leak in subendocardium and
subepicardum, with the subendocardium layer considered as the reference
100%). The free radical lask represents the fraction of electrons which
reduce O; to ROS in the resperatory chan (H;0; emisson per O

fhax, expressed n %). Values are means = SEM. *, P < 0.06; **

P00

The Endo mitochondrial free radical leak in the presence of
succinate (Figure 3A) was significantly increased in the LVH
group compared with the sham-operated animals (28.0 £ 155
vs. 11.2 = 4.2 %, respectively; +150.0%, P = 0.03). In the pres-
ence of ADP, free radical leak was also higher in the LVH group
than in the sham-operated group (13.4 = 2.8 ws. 5.1 £ 2.6 %,
respectively; +162.7%, P = 0.01).

The Epi free radical leak in the presence of succinate
(Figure 3B) was not significantly different in the LVH group com-
pared with the sham-operated group (26.9 = 9.8 vs. 14.3 8.2
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%, respectively; +88.1%, P = 0.07). The free radical leak in the
presence of ADP was also greater in the IVH group (16.7 £ 6.3
vs. 6.1 = 4.4 %, respectively; +173.7%, P = 0.004).

The endocardial and epicardial LV free radical leak were sim-
ilar in normal and in hypertrophied hearts, and no transmu-
ral gradient was observed with any substrate in cither group

(Figure 3C).

INCREASED SUBENDOCARDIAL AND SUBEPICARDIAL
MITOCHONDRIAL CONTENT IN CARDIAC HYPERTROPHY

We evaluated the global mitochondrial content in tissues by mea-
suring the citrate synthase activity. During mild cardiac hypertro-
phy, mitochondrial content increased by 27.2 and 36.3% in Endo
and Epi, respectively (Figure 4). No differences in citrate synthase
activity through the different layers of the LV wall were observed
cither in the sham-operated or the IVH group.

When normalizing the data on CS activity, differences were
amplified for respiration and reduced for H:O: (Figures5
and 6).

Thus, Endo and Epi mitochondrial respiratory chain com-
plexes activities were globally decreased in IVH as compared to
sham hearts (—40.0 %, p = 0.0006; —37.5 %, p = 0.0093; and
—37.7 %, p = 0.0012 for Vi, Visci and Vimpd in Endo and
—=51.7 %, p=0.0041; =454 %, p = 0.073 and —584 %, p=
0.0006 for Vinas, Viucei, and Vimgpa in Epi, respectively).

The relative mitochondrial respiration was increased in Epi,
as compared to Endo, for Vi and \"...,pg in sham (+78.9 %,
p = 0.026 and +102.6 %, p = 0.0006, respectively and for Viy,q
in IVH (+35.1 %, p=0.0093) but statistical significance of
complex 4 transmural gradient decrease in IVH was lost after

[ Sham-operated

1.5, LVH
— "

. BN —
g-
-]
a2
2
£ 05
o

" Subendocardium  Subepicardium

FIGURE 4 | Subendocardium and subepicardium citrate synth
activity in sham-operated and LVH groups. Citrate synthase actvty =
used to spproach global metochondnal content in tissues and is expressed
2= units of activity per gram of tissue wet weight 0U.g wwi

normalization. Finally, ACR decrease was significant in LVH Epi
(—44.49 %, p = 0.011).

Concerning H:0: production, after normalizing on citrate
synthase activity, IVH Endo and Epi still demonstrated signif-
icant increases as compared to sham hearts when using ADP
as substrate (+79.4 %, p = 0.022 and +109.1 %, p = 0.027) in
Endo and Epi, respectively. Again, endo and Epi relative H:0;
production did not differ in sham and in IVH groups.

DISCUSSION

The present study demonstrates (1) transmural differences in
mitochondrial respiratory chain complex activities across the
normal left ventride, with a lower oxidative capacity of the
Endo as compared to the Epi; (2) that aortic-banding-induced
mild cardiac hypertrophy decreased mitochondrial oxidative
capacities and enhanced hydrogen peroxide production; and
(3) that cardiac hypertrophy was associated with a decreased
transmural gradient in mitochondrial respiratory chain complex
IV activity.

TRANSMURAL DIFFERENCES IN MITOCHONDRIAL RESPIRATORY
CHAIN COMPLEX ACTIVITIES ACROSS THE NORMAL LEFT VENTRICLE
A considerable body of evidence has been accumulated regarding
myocardial heterogeneity of the normal heart, incduding dif-
ferent blood flow, structure, metabolism, electrophysiological,
and contractile properties and generally supporting increased
mechanical stress and contractility in Endo (Whitty et al., 1976;
Smith et al, 1990; Sonntag et al, 1996; Cazorla et al,, 2005;
Sengupta et al., 2006; Buckberg et al., 2008; Duncker and Bache,
2008; Lou et al., 201 1; Van der Velden et al., 2011).

However, few data exist concerning the existence of an
energetic gradient across the LV wall. Previous studies using
isolated mitochondria showed cither similar oxidative capac-
ity in Endo and Epi (Whitty et al, 1976) or increased capac-
ity in Endo (Camici et al, 1984). Respiration studies using
isolated mitochondria might results in conflicting results, par-
ticularly in the case of small differences, because of non-
homogencity and fragility of mitochondria submitted to isolation
procedures (Sharov et al., 1998). Such limitation might poten-
tially be overcome by using saponin-skinned fibers that ensure
global mitochondrial function assessment in intact mitochon-
dria. MacDonald et al. recently investigated transmural differ-
ences in respiratory capacity across LV and no transmural res-
pirational difference was observed in healthy rats (MacDonald
et al, 2011). These data are in opposition with our results.
Similar techniques and animals were used in both studies and
further investigations will be useful to clearly explain such a
discrepancy.

Indeed, we clearly observed that subendocardial oxidative
capacity was significantly lower than subepicardial capacity. These
differences hold true for complexes I, IT1, and IV of the mitochon-
drial respiratory chain. A key factor that might have been involved
in our results is increased ROS production in Endo. Indeed, high
oxidative stress has been related to mitochondrial dysfunction in
several setting including ischemia-reperfusion and PO (Ingwall,
2009; Charles et al., 2011). Nevertheless, H:0: overproduction
in Endo was not observed, the relative H,0, production being
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similar in both LV layers. Similar data were observed in IVH,
further supporting that hydrogen peroxide did not explain the
transmural gradient seen in mitochondrial respiration.

MILD CARDIAC HYPERTROPHY IMPAIRS SUBENDOCARDIAL

AND SUBEPICARDIAL MITOCHONDRIAL RESPIRATORY CHAIN
COMPLEX ACTIVITIES

Surprisingly, increased maximal oxidative capacity was tran-
siently observed using isolated mitochondria in a thoracic aor-
tic banding model. In this study, maximal respiratory capacty
was greater than control in the first 6 weeks, normal after 10
weeks and significantly reduced after 20 weeks (Doenst et al,
2010). This might correspond to a first compensated phase,

mitochondrial dysfunction occurring thereafter when ejection
fraction was decreasing. Accordingly, it is generally accepted
that mitochondrial dysfunction is observed at the stage of heart
failure (Ventura-Clapier et al, 2001). In particular, energetic
impairment has been reported when LVH is associated with
cardiac dysfunction (Ventura-Clapier et al., 2001; Ali et al,
2011). A decreased rate of substrate oxidation predicts the onset
of contractile dysfunction and heart failure in rats with PO
(Neubauer, 2007; Jameel and Zhang, 2009; Doenst et al, 2010).
However, whether mitochondrial dysfunction might be differ-
ently involved in endocardium as compared to epicardium dur-
ing PO-induced mild cardiac hypertrophy development deserve
further studies.

Frontiers in Physiology | Cardiac Muscle Prysology

August 2012 | Volume 3 | Artcle 332 | 10

133



Kndoetal

Aortic banding and heart energetcs

In the present work, for the first time, we observed that mito-
chondrial respi y chain complex activities are significantly
reduced in both the subendocardial and subepicardial LV layers
in compensated LVH. This might be clinically relevant since our
modd of 6 weeks abd I aortic banding induced an increase
in LV mass of 31.7% with no clinical signs of heart failure and
no changes in LVEDP, LV diameter, LV ejection fraction, LV
fractional shortening, or IVRT. Furthermore, we used saponin-
permeabilized fibers, which allow the determination of global
mitochondrial function with respect to the mitochondrial archi-
tectural environment (Zoll et al., 2002). Similarly, MacDonald
ot aL also recently rrpotud an urly impairment in mitochondrial
ion in duced diab (MacDonald et al.,

¥

¥

2011).

Alth b rvitachand 1 N

ial pling Id not always be seen
nddcu'nous (Duteil et al., 2010; Tran et al., 2012), besides mito-
chondrial respiratory chain activities impairment, PO might be
associated with mitochondrial uncoupling particularly in case
of heart failure. Accordingly, Faerber's et al. observed not only
reduced respiratory rates but also reduced mitochondrial cou-
pling in mice hearts after aortic banding performed between
the brachiocephalic trunk and the left carotid artery (Faerber
et al., 2011). Thus, a loss of efficiency in ATP production was
observed both in the failing hearts and in cardiac hypertrophy
without heart failure. In our study, at a global muscle level, we

pressure-overloaded hearts. This was observed in Endo and
Epi and thus mitochondria located in both LV layers par-
ticipated in the ROS overproduction of the hypertrophied
hearts.

MILD CARDIAC HYPERTROPHY IS ASSOCIATED WITH A
DECREASED TRANSMURAL GRADIENT IN MITOCHONDRIAL
mmm"m

gly, plex IV activity was significantly
reduced in LIVH as compared to slum animals. Cardiac hyper-

trophy reduced such LV tr dient mainly through a
decrease in subepicardial mnod:oudrnl rcpnnuon.
A similar result has been reported duri induced

d d ischemia. Indeed, ‘ctal.obmwdinasmmk
perfused coronary bed during dobutamine-induced high car-
diac work state, that the Epi showed gr bolic chang;
than the Endo layer (Jameel et al., 2008). Although both set-
tings were different, these two results might suggest that the
scnnlmty of the LV Epi layer n-ughl be increased in case of pre-

g P logy as pared to normal LV submitted to recent
injury.

Whether mitochondrial dysfunction is not a major causative
factor in the eventual failure of the LV cannot be inferred from
our data since our model was not characterized by heart failure.
Nevertheless, one might propose that the relatively light degree
that only complex IV activity of the mitochon-
drial respi y chain was significantly reduced as compared

did not observe mitochondrial uncoupling. The smaller degree of  of IVH explai
LVH in our rats likely explains their maintained mitochondrial
coupling.

MILD CARDIAC HYPERTROPHY IS ASSOCIATED WITH

INCREASED MITOCHONDRIAL HYDROGEN PEROXIDE
PRODUCTION AND FREE RADICAL LEAK

Excessive ROS generation likely participates in  cardiac
hypertrophy-associated  mitochondrial damage (Pimentel
et al., 2001; Seddon et al., 2007; Takimoto and Kass, 2007),
and the sources of ROS prudunmn during cardiac hyper-

trophy deserve furth Ui pled nitric oxide
synthetase, xanthine ou:dureduam. and NADPH oxidase might
be important di of PO-i d LVH. , a role
of mitochondria in g ing ROS in the sdling of cardiac

hypertrophy is also likely (Seddon et al., 2007). Indeed, the role
of mitochondria extends far beyond energy production because
mitochondria are important yneratou of ROS that can act as
a source of cellular damage depending on the of ROS
produced (Bouitbir et al,, 2011).

Mitochondria are both causes and targets of ROS, and
mitochondrial production of H;O: might be increased as a
result of IVH-associated mitochondrial dysfunction. The use
of saponin-permeabilized fibers allowed us to study H:0:
production by mitochondria. The data thus obtained sup-
port the idea that mitochondria participate significantly in
hypertrophy-related oxidative stress. Indeed, subendocardial and
subepicardial H,0, production was significantly enhanced in
IVH compared to normal hearts. Accordingly, the free rad-
ical beak increased in LVH, supporting that the fraction of
electrons which reduce O; to ROS in the respiratory chain
(Anderson et al., 2009; Bouitbir et al, 2012) was greater in

to sham heart. Further studies would be useful to determine
whether greater LVH with beginning cardiac failure will be asso-
ciated with a reduced LV transmural differences in all mito-
chondrial resp y chain ph activities. In this case,
such a reduced transmural mitochondrial respiratory gradient
might be a new marker of the transition from plicated to
complicated LVH.

INCREASED SUBENDOCARDIAL AND SUBEPICARDIAL
MITOCHONDRIAL CONTENT IN CARDIAC HYPERTROPHY

It has been generally reported a reduced mitochondrial biogenesis
in case of LVH, but mainly in case of decompensated pathologi-
cal hypertrophy. Accordingly, Abel and Doenst recently proposed
that mitochondrial biogenesis might be enhanced or maintained
during physiological or compensated pathological hypertrophy,
respectively (Abel and Doenst, 2011). In our study, the global
mitochondrial content in tissues increased but mitochondrial
oxidative capacity decreased concomitantly. Thus, as expected,
our model likely allowed to explore LVH | d just before a
decompensated state.

Data can be normalized on CS in an attempt to view the
results not as a whole but as data per unit of mitochondria.
However, in this study, we performed citrate synthase anal-
ysis as additional measurements. Fibers were not the same
than those used for mitochondrial respiration or H;O; pro-
duction, possibly d ing the perti of such analysis.
Accordingly, study normalizing respiration on citrate synthase
used frozen myofibers bundles from respi y assays (Picard
et al., 2011). Despite this technical limitation, to discuss
normalized data on CS activity appears interesting.
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Considering both normal heart and LVH, the data obtained
without normalization are globally confirmed. Thus, differences
were amplified for respiration and reduced for H:0;. To over-
come the limitation related to the use of different fibers for H,O,

ventricle was decreased in LVH. Since the statistical significance
was lost when normalizing on citrate synthase activity, it might
be viewed as no physiologically important. We believe that this is
likely to be due to the relatively small degree of LVH in our exper-

duction and CS we determined the free radical u'nenhl model and that even a small transmural difference might
Iaklllomu;ddcrmmc itochondrial ROS production onsame  be p Indeed, keeping on mitochondrial function, for
fibers, matching respiration values with mnched b Such tance, very slight mitochondrial pling ofabout lz%ha
analysis confirmed that ROS originating from mitochondria were  been shown to be beneficial ing mice d

increased in LVH.

G ning a p in ROS produc-
tion in normal beln. all analysis demonnutcd no difference
between Endo and Epi layers. This held true in LVH and supports
that hydrogen peroxide does not explain the normal transmural

dient seen in respirati CmcmunglbecnmplaIVanmty

| gradient diffe normal heart and LVH,
the statistical significance was lost when normalizing it on CS
activity. This suggest caution in the interpretation of the data, as
presented below.

LIMITATIONS OF THE STUDY
In case of obesity, an increased effect of blood pressure has
been observed on LV growth resulting in a steeper slope of the
blood ptusun LV mass index relation (Norton et al, 2009).
y lling cellular growth and proliferation
appeimd lo be related to increased oxidative stress (Mandavia
et al., 2012) and dietary-induced obesity has been shown to has-
ten the progr from ¢ ic IV hypertrophy to pump
dysfunction in SHR rats (but not in WKY control rats), inde-

1 1 4

&f

pendently of blood p ch (Majane et al., 2009). Since
our animal weights were located at the upper limit of the nor-
mal range, uupoulblcﬁmwumu-ovuioadcﬁedsnughl
have been enhanced as compared to animals with lower body
weight.

Only part of the transmural difference in mitochondrial res-
piratory chain complex activities seen across the normal left

Abel, £ D, and Doemt, T (20010

beart. | Am Coll. Candiel 54,
Inol-lnos.

muscle oxidative capacities mdumd by udcmannm. develop-
ment of type 2 diabetes and against high-caloric diet induced
obesity (Duteil et al., 2010).

In y.ourdah pport a | difference in mito-
chondrial resp y chain plex activities across the normal
left ventricle, with a lower oxidative capacity of the Endo as
compared to the Epi.

PO-induced mild cardiac hypertrophy was characterized by
reduced mitochondrial respiratory chain complex activities asso-
ciated with increased hydrogen peroxide production.

Additionally, urduc hypertrophy might be associated with a
decreased dient in mitochondrial resp y chain
complex IV activity. Tu da:nnme whether these changes may be a
hallmark in LVH time course needs further work aiming to inves-
tigate whether mahdaptm hypenmphy is associated with a loss
of LV al
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3.7 Evaluation de la Fonction mitochondriale dans un cceur en

décharge ventriculaire

3.7.1 Design expérimental — introduction

Dans le but d’évaluer I’adaptation du métabolisme énergétique myocardique face au
travail, nous avons placé des cceurs de rats « Wistar », agés de 12 semaines en décharge
ventriculaire. L’objectif était de déterminer la réponse de la fonction mitochondriale et la

production de stress oxydant sur un cceur sans contrainte pariétale.

3.7.2 Matériel et méthode

Pour ce faire 28 rats « Wistar » non-isogéniques ont été utilisés pour réaliser 14
transplantations cardiaque. Le protocole de transplantation cardiaque hétérotopique était le
suivant. Un premier animal était anesthési¢ dans une cage d’induction sous isoflurane. Son
cceur €tait prélevé apres une cardioplégie au Celsior® a 4°C par voie rétrograde aprés avoir
lié les veines caves et déchargé les cavités gauches. Ensuite, les veines pulmonaires étaient
¢galement lies. Le coeur prélevé était préservé dans le soluté de conservation, le temps
d’anesthésier et de préparer le rat suivant. Une laparotomie transverse €tait pratiquée, avec un
controle de I’aorte et de la veine cave sous rénale. Le coeur du donneur était anastomosé au
Proléne 9/0 par une anastomose termino-latérale, entre 1’aorte du donneur et du receveur ainsi

qu’entre 1’artére pulmonaire du donneur et la veine cave du receveur. Le protocole de

transplantation correspond a la technique décrite par Hasegawa et al. [151].

Abdominal
aorta
Donor aorta

Donor pulmonary

Leftatrium i HRFischer 06

gauche) et technique schématique selon Hasegawa et al (schéma de droite).

Les 14 rats qui ont bénéfici¢ de la transplantation cardiaque hétérotopique ont été

maintenus en vie durant 3 semaines. Il y a eu 7 cceurs transplantés pour lesquels un
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mécanisme de rejet est apparu, avec fibrose et thrombose du cceur greffé. Les 7 cceurs en
décharge restant ont été controlés par une échographie cardiaque, retrouvant pour certains une
insuffisance aortique avec un flux systolo-diastolique, et pour d’autre un foramen ovale
perméable. Ainsi, nous ne pouvons pas considérer que les cceurs transplantés étaient en
décharge compléte, entre le retour par le sinus veineux coronaire (via le foramen ovale) et
I’insuffisance aortique. Néanmoins, les pressions télé-diastolique de remplissage restaient
basses (<10mmHg). A la 3°™ semaine les coeurs et le VG ont été prélevés, pesés et analysés.
Seul I’analyse de la fonction de la respiration mitochondriale des cceurs greffés a pu étre

réalisée.

Afin d’éviter tout biais, nous n’avons pas pu comparer les résultats du métabolisme
oxydatif des cceurs en décharge par rapport au cceur sain en charge, n’ayant pas prélevé le
cceur des rats receveurs. Par ailleurs, la mesure de I’H,O, produite n’a pas été réalisée, seule
I’analyse de la chaine de respiration mitochondriale entre I’Endo et Epi a été pratiquée selon

la technique des fibres musculaires perméabilisées par la saponine [111].

3.7.3 Résultats et Discussion

Les données de la respiration mitochondriale n’ont été exploitées que sur 6 cceurs,
apres 3 semaines de décharge ventriculaire partielle, I’'un d’entre eux n’ayant pas respiré sans
que nous ayons d’explication. Il n’a pas été observé de différence significative, que ce soit
pour le complexe I, II III ou IV de la chaine respiratoire mitochondriale, entre les couches
musculaires Endocardique et Epicardique sur le myocarde. Ces résultats suggerent que sans
contrainte mécanique sous- endocardique il n’y a plus de gradient énergétique.
L’interprétation de ces données suggere que sans stress pariétal sous- endocardique, il n’y a
plus d’altération de la chaine respiratoire mitochondriale. Ainsi, nous pourrions considérer
que la fonction respiratoire mitochondriale est inversement proportionnelle au stress
mécanique. Il faut toutefois rester prudent sur cette analyse, face a I’absence de décharge
compléte du ventricule gauche. Par ailleurs, sachant qu’il ne s’agissait pas de rat isogénique il
est probable qu’un début de réponse immunologique puisse avoir lieu et interfere avec nos

résultats.
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Figure 16 - Données de la respiration mitochondriale par unit¢ de poids, des différents
complexes de la chaine respiratoire sur un coeur de rat en décharge ventriculaire. Les
histogrammes hachurés représentent les mitochondries des cardiomyocytes endocardiques et

les histogrammes noirs celles des cardiomyocytes épicardiques.

3.8 Les prémices de la conception d’un tube pulsatile

Apres notre étude sur le métabolisme énergétique du muscle cardiaque au repos, soumis
a un stress et en décharge, comme nous le verrons dans notre discussion, des mécanismes et
des cibles thérapeutiques se dessinent afin d’optimiser le rendement énergétique d’un cceur
univentriculaire. Notre derniére approche €énergétique musculaire pour suppléer d’une part et
optimiser d’autre part, la fonction d’un ventricule unique, est de créer un tube pulsatile visant
a restituer une pompe pulmonaire. L’objectif est d’obtenir un débit cardiaque de repos,
d’assurer une tolérance a I’effort, et bien stir de limiter les complications d’une circulation de
Fontan a long terme.

Ces ¢études pilotes sont essentiellement un travail préliminaire destiné¢ a déterminer la
faisabilité de ce programme ambitieux. La premiére étude in-vivo a consisté a déterminer la

faisabilité technique de la conception d’un tube pulsatile extracardiaque avec le muscle grand
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dorsal chez I’ovin. La seconde étude ex-vivo, a consisté a déterminer la capacité d’un tube

valvé a générer un débit pulsé.
3.8.1 Conception d’un tube pulsatile : Mode¢le In vivo

3.8.1.1 M¢éthodologie :

Pour réaliser cette procédure nous avons utilisé un tube valvé Contegra® de 22 mm de
diametre. Afin de lui donner des propriétés mécaniques avec une compliance, il a été fixé un

stent 2 mémoire de forme au proléne, sur la paroi extérieure du tube en amont de la valve.

Chez un ovin nous avons prélevé le lambeau pédiculé du muscle grand dorsal droit

que nous avons ensuite tunnélis¢ dans le troisiéme espace inter-costale droit.

Nous avons évalué ex-vivo la fraction de raccourcissement du tube avec le stent en
stimulant le muscle grand dorsal. Le degré de raccourcissement du tube était calibré sur une

bougie de Hegar.

Il a été réalisé, comme décrit ci-dessus, chez un ovin une dérivation cavo atriale
supérieure au dépend de I’auricule droit. Cet artifice technique nous a permis ensuite de
procéder a une dérivation cavo-cave en anastomosant la veine cave inférieure au tube de
Contegra® préalablement préparé, lui-méme anastomosé a la veine cave supérieur en termino-

terminale, tout en garantissant le survie de I’animal.

Le lambeau du muscle grand-dorsal droit a été placé sur le pourtour du stent a

mémoire de forme et fixé par des points séparés sur le tube valvé.

Des ¢lectrodes de stimulation externe ont été placées sur le lambeau musculaire puis
stimulé a diverses fréquences avec un ampérage maximal de 10 mA par un stimulateur

externe.
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Figure 17 - Prélévement du muscle grand dorsal droit en lambeau pédiculé

Figure 18 -Evaluation in-vivo la fraction de raccourcissements du tube monté sur un stent a

mémoire de forme.
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Figure 19 - Anastomose cavo-cave avec interposition du tube Contegra® de 22 mm, incorporé
dans un stent a mémoire de forme, sur lequel est disposé circulairement le muscle grand

dorsal.

3.8.1.2 Résultats — Discussion

La fraction de raccourcissement du tube a été évaluée approximativement a 20%.

En position In-vivo, nous avons observé pendant 5 minutes une bonne contractilité
macroscopique du muscle grand dorsal, sans pour autant évaluer un débit sanguin. Au-dela, le

muscle s’est épuisé.

Ce résultat ne préjuge en rien de la capacité fonctionnelle de cet artifice chirurgical a
assurer un débit pulmonaire, ni de la possibilit¢ d’assurer a long terme sa fonction.
Néanmoins, nous validons pour la premicre fois la possibilité technique de concevoir un tube

pulsatile biologique via le muscle grand dorsal pédiculé.

Cette étude de faisabilité, nous a permis de définir ’ensemble des problématiques que
nous devrons résoudre avant de continuer. Elaborer un protocole de pré-conditionnement
musculaire efficient, définir la disposition des fibres musculaires sur le tube afin d’obtenir la
contractilité la plus efficace possible, trouver le meilleur support au muscle pour assurer d’une
part, son adhérence, et d’autre part garantir un relachement musculaire sans contrainte, et

enfin la nécessité d’élaborer une valvulation d’amont et d’aval.

Avant de répondre a toutes ces interrogations, nous avons cherché a déterminer si un
tel dispositif permettrait d’assurer un débit cardiaque dans des conditions physiologiques.

Nous avons donc conceptualisé un model ex-vivo.

3.8.2 Conception d’un tube pulsatile Mod¢le Ex vivo

En effet, une des problématiques fondamentales d’un tel dispositif, est sa capacité a
générer un débit pulmonaire d’environ 4 a 5L/min. Si ’on fait abstraction des propriétés
inotropes du muscle grand dorsal, de sa fréquence de contraction, le seul paramétre qui

permettra d’assurer le débit est le volume d’éjection systolique (VES).
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Partant des prémices suivantes, un tube de Gore-Tex® de 16 cm de long et d’un
diametre de 20 mm, son volume est d’environ 50 ml. Ainsi, en supposant une relaxation
parfaite du tube assuré par le stent 8 mémoire de forme (définissant ses propriétés lusitropes),
a une fréquence a 70 contractions par minute, le débit théorique, si la contraction est de 100%

sur toute la hauteur du tube, est de 3,5L/min maximum.

Nous avons donc élaboré un modéle ex-vivo pour déterminer si les propriétés
lusitropes de notre stent a mémoire de forme étaient adaptées d’une part, et d’autre part de la
nécessité¢ de réaliser une double valvulation du tube, eu égard au régime de pressions

modérées de la circulation pulmonaire.

Compte tenu de la loi de Poiseuille définissant le débit, comme le rapport des
différences de pression entre la sortie et I’entrée, rapporté sur les résistances vasculaires, nous
avons ¢laboré un modéle empirique depuis un circuit de circulation extracorporelle (CEC).
Considérant que notre écoulement dans un tubing de CEC de 3/8°™ est laminaire et que la
viscosité de notre soluté est équivalente a celle du sang (Dilution a 1’eau d’une solution hydro-
alcoolique), seule la hauteur de notre cardiotome, placé a 15 cm du sol, reproduit le gradient

de pression transpulmonaire et donc les résistances du circuit.

Ainsi, le débit généré par notre tube stenté dépendra essentiellement du VES défini par
la précharge, le fonctionnement de la pompe, et la post-charge. L’action mécanique de la
pompe sera assurée manuellement a 70 contractions par minute et la post-charge par la
hauteur du cardiotome et de la viscosité sanguine. Ainsi, sur ce modele seul ’effet de la
précharge sera pris en compte. La précharge étant définie par I’ensemble des facteurs qui
contribuent a créer la contrainte s’exercant sur la paroi, le débit obtenu par notre modele
fermé, dépendra de la volémie, et de la compliance du tube stenté, représentant les contraintes

pariétales ou tension pariétale définie par la loi de la Place.

Une premicre expérience a été faite uniquement avec un tube valvé et stenté a son
orifice d’entrée, et une deuxiéme expérience avec une double valvulation entrée et sortie. Les
valves utilisées étaient des valves mécaniques St Jude N° 19. Le circuit était clos et le débit

mesuré en continu.

3.8.2.1 Résultats — Discussion

Le débit généré avec une seule valve ne dépassait pas 1,5 L/min.
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Le débit généré par un montage avec une double valvulation entrée et sortie était de

2L/min.

Ainsi nous pouvons conclure qu’un tube extracardiaque de Fontan n’a pas la
possibilité d’assurer un débit pulmonaire physiologique. Notre stent & mémoire de forme
couplé sur un tube de Gore-Tex® n’a pas 1’effet lusitrope requis pour garantir une compliance
optimale. Ainsi, nous ne pourrons obtenir un débit physiologique qu’au prix d’une double
valvulation et de trouver un substitut biologique ou synthétique capable d’améliorer notre

courbe pression — volume dans les conditions anatomiques que I’on connait.

A I’heure actuelle qu’elle que soit la fonction de la pompe, mécanique (C Pulse Assist)
ou biologique (grand-dorsal) agissant sur un tube extracardiaque de Fontan, elle ne peut
produire qu'un débit pulsé infra-physiologique, au prix d’une double valvulation, et au risque

de créer une perte de charge énergétique a 1I’écoulement des fluides.

Figure 20 - C-Pulse Heart Assist : dispositif d’assistance pneumatique aortique.

Photo d’une assistance pneumatique mécanique.
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Quatrieme partie
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4 Discussion et Perspectives

4.1 La chirurgie hybride

Les résultats cliniques actuels des dérivations cavo-pulmonaires totales (DCPT) par
voie percutanée n’ont pas fait la preuve de leur supériorité par rapport au gold standard qui
reste la chirurgie [37, 40-44]. De nombreuses complications & court et moyen terme sont

survenues, secondaires aux problémes techniques présents dans cette stratégie :

- Gestion de ’anastomose cavo-pulmonaire, avec le risque de sténose, ou du stent débordant

dans la lumiére de I’AP.

- Présence d’endofuite entre la tunnellisation cavo-cave et I’atrium.

- Migration du stent couvert au niveau de I’ostium des veines sus-hépatiques.
- Résultats a long terme en suspens.

L’ensemble de ces problématiques techniques ne peuvent étre résolues facilement,
devant I’'impossibilité de faire progresser la technique, autre que chez ’homme, difficilement
acceptable sur le plan éthique eu égard aux résultats de la chirurgie conventionnelle.
Néanmoins, I’approche hybride, visant a diminuer la morbi-mortalité de ces enfants est
séduisante et prometteuse. L’absence de modéles animaux survivants, capables de simuler une
circulation de Fontan, en vue de faire évoluer cette technique est donc primordiale. Nos
travaux présentés ci-dessus n’ont pas permis de simuler une circulation de Fontan in vivo,
toutefois notre modele animal a permis de reproduire I’ensemble des contraintes anatomiques
présentes lors d’une totalisation de Fontan par voie percutanée. La réalisation d’une dérivation
cavo-atriale supérieure nous permet de mimer parfaitement la complexité de la connexion du
chenal cavo-pulmonaire inférieur présent chez ’homme, lieu des conflits anastomotiques
(artére pulmonaire-stent), de la discongruence (ente le future chenal et I’artére pulmonaire) et

le tout, sous I’'influence de la croissance.
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Nos travaux nous ont conduit vers la conception d’un mod¢le extracardiaque circulant,
s’adaptant a la croissance, s’affranchissant des conflits anastomotiques marqués par la
discongruence de la jonction cavo-pulmonaire et de la perte énergétique potentielle qui

pourrait en résulter.

Ce modele animal in vivo en croissance, nous a donc permis de résoudre les
problématiques actuelles rencontrées chez ’homme lors d’une procédure de Fontan par voie
percutanée. Il restera a définir le type de protocole d’anticoagulation devant la survenue de
microthrombi potentiel, en présence du tube en Gore-Tex”™ associé a une poche borgne. Avant
cela, nous devrons évaluer I’impact que représente la chirurgie de pré-conditionnement chez

I’enfant.

En effet lors d’une telle procédure, la premicre intervention doit étre réalisée au temps
de la dérivation cavo-pulmonaire partielle. Ce temps opératoire est dénommé chirurgie de pré-
conditionnement. Evidemment, il vient compliquer le geste d’une simple DCPP et n’est
slirement pas sans conséquence, méme si les études cliniques actuelles ne rapportent pas un
taux de morbi-mortalité ¢levé. Les auteurs de cette technique ne rapportent aucun déces et
n’ont pas rapporté de complications a court ou moyen terme lors de la chirurgie de pré-
conditionnement couplé¢ a la DCPP [37, 40, 41, 92]. Notre modele de dérivation
extracardiaque ne nécessite pas de CEC, néanmoins il vient compliquer la dérivation cavo-
pulmonaire partielle. Il imposera un clampage partiel de I’AP droite. Dans cette stratégie, il
faudra réaliser d’une part, la chirurgie de pré conditionnement avant de s’affranchir d’une
¢ventuelle anastomose systémico-pulmonaire ou voie antérograde. Il est évident que les
résultats de ce temps opératoire seront impactés par une morbi-mortalité plus lourde que ceux

que nous connaissons actuellement.

Par ailleurs, si, sur le plan théorique ’approche hybride dans la prise en charge des
cceurs univentriculaires, se révele de par sa nature moins invasive, le plus intéressant dans son
développement, est surtout qu’elle nous permet de repenser la stratégie de totalisation de
Fontan. La procédure de totalisation percutanée, peut étre guidée par un monitoring
pressionnel, nous permettant d’adapter au mieux les flux pulmonaire et systémique au profit
du ventricule unique lors d’un passage d’une circulation en paralléle vers une circulation en

série.
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En effet, méme si les progres de ces derniéres années ont permis de diminuer le risque
de mortalité et de morbidité d’une totalisation de Fontan extracardiaque, cette chirurgie n’en
demeure pas moins invasive et risquée. Il existe une mortalit¢ précoce non négligeable
rapportée entre 1 et 5%, suivant les séries, les techniques et les équipes chirurgicales [21, 152-
154]. Les difficultés rencontrées durant la période postopératoire sont liées essentiellement a
la circulation de Fontan elle-méme, caractérisée par le fait de passer d’une circulation en
parallele vers une circulation en série. Il n’y a pas réellement de phase transitionnelle, autre
que le temps de la DCPP, nous sommes sur un mode « On — Off ». La durée de séjour en
réanimation sera donc déterminée par I’obtention d’un équilibre hémodynamique entre la
circulation pulmonaire et systémique jusqu'a ce que le débit cardiaque soit optimisé. Ainsi, en
fonction des résistances pulmonaires, de la fonction du ventricule unique, de la volémie,
surviendront des temps de réanimation plus ou moins longs, avec des conséquences liées a la
sédation, l’analgésie et la ventilation mécanique. Des effusions pleurales, des troubles
rythmiques, inhérents aux modifications de charge vasculaire, ventriculaire et métabolique,
viennent alors compliquer la procédure chirurgicale, caractérisant la morbidité du processus
de totalisation de Fontan [21, 152-154]. Une des clés, permettant 1’équilibre physiologique
d’une telle circulation réside dans 1’équilibre des débits pulmonaire et systémique. La
mécanique ventilatoire a un véritable impact sur le flux pulmonaire passif et il est donc capital
de lever la sédation le plus rapidement possible, afin que le retour veineux ne soit pas impacté
par une ventilation mécanique [155]. Dans le méme esprit, afin d’assurer au plus vite un débit
cardiaque dans des conditions de pression veineuse acceptable, outre de recruter les muscles
respiratoires, il est possible de créer une fenestration, assurant un shunt droit / gauche
garantissant une pré-charge ventriculaire au prix d’une diminution de la pression partielle

systémique en oxygene.

Sur ces deux derniers points cruciaux, que sont I’intérét de maintenir une mécanique
respiratoire sans pression pulmonaire d’exsufflation positive et la nécessité ou pas d’une

fenestration, I’approche hybride permet sans aucune mesure un bénéfice certain.

Les données actuelles de la littérature sur les résultats d’une telle procédure en termes
de morbi-mortalité sont rares et doivent &tre interprétés avec prudence. Ce qui est mis en
avant, dans la grande majorité des séries lors d’une totalisation de Fontan percutanée, est
I’absence de conversion chirurgicale, 1’absence de mortalit¢ hospitaliere et une gestion
postopératoire simple. Les patients sont sevrés de leur respirateur dans les suites de la

procédure, avec une surveillance en soins intensifs @ minima [37, 40, 156]. Dans la série la
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plus importante actuellement publiée par Alsoufi et al, il ne rapporte aucun décés précoce
durant la procédure de totalisation et seulement 30 % des patients bénéficiaient d’une
ventilation mécanique prolongée, associée a un support inotrope [157]. La durée de séjour
médian en soins intensifs était de 1 jour et de 6 jours en hospitalisation. Un patient était

décédé quelque mois apres la procédure sans que la cause en soit connue.

Il est difficile, voire impossible a ce jour, de juger de la pertinence d’une approche
hybride sur les résultats a court ou a long terme. Nous pouvons juste concevoir aisément, que
I’adaptation hémodynamique vers une circulation de Fontan est moins déstabilisante que lors
d’une chirurgie conventionnelle. Cette procédure permet de s’affranchir des risques
hémorragiques, des probleémes d’hémodilution, de la douleur, des effets d’une sédation
profonde, d’une intubation mécanique prolongée. Par ailleurs, nous avons la possibilité
d’adapter au mieux la précharge du ventricule unique eu égard au gradient de pression
transpulmonaire que nous pouvons mesurer en temps réel, au cours de la procédure de
totalisation. Lors de la chirurgie conventionnelle, nous n’avons aucun moyen de calibrer cette
fenestration d’une part et d’autre part d’en juger la réelle pertinence. La fenestration
comprend divers avantages durant la période postopératoire, tels que : le maintien du débit
cardiaque, la prévention de 1’élévation de la pression veineuse centrale, la réduction des
effusions pleurales, et une diminution de la prise en charge en soins intensifs [158, 159].
Cependant, il est toujours difficile hormis en présence d’une totalisation de Fontan chez des
patients a haut risque (résistances pulmonaires élevées, ventricule unique défaillant, fuite de la
valve atrio-ventriculaire) de garantir le réel intérét d’un tel shunt. A terme, la fenestration peut
devenir un handicap, source d’une désaturation chronique et/ou d’embolies paradoxales.
Ainsi, la fermeture par un stent couvert est généralement de mise [160] sans toutefois, que les
bénéfices en soit encore certains [161, 162]. L’avantage de réaliser une totalisation de Fontan
par voie percutanée est la possibilité de s’adapter au régime de pression quel que soit le
patient, en modulant progressivement dans le temps le volume de précharge du ventricule
unique. La phase de totalisation devient « adaptative » a la fonction systolo-diastolique du
ventricule unique et au gradient de pression transpulmonaire, elle peut étre faite « sur
mesure ». Ainsi, nous pouvons facilement imaginer que la prise en charge de ces patients
porteurs d’un cceur univentriculaire peut étre considérée comme plus stre et simplifiée. Cette
possibilité peut nous faire revoir totalement la stratégie de totalisation des cceurs

univentriculaires, en fonction de la présence ou non d’une voie antérograde, du type de
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ventricule unique, de la présence d’une fuite AV, ou d’un gradient transpulmonaire

défavorable.

On comprend deés lors, lorsque cette technique sera validée, que la stratégie de
totalisation ne sera peut-étre plus la méme. Les questions quand Totaliser ? Devenons-nous
Fenestrer ? ne seront plus dépendantes de la technique chirurgicale, de ses risques et de la
croissance, mais fonction du niveau de la VOanmax du patient et des capacités de son ventricule
unique. En nous affranchissant des problémes de croissance et de la taille du tube, nous avons

la possibilité de faire des procédures itératives adaptées au régime de pression.

Enfin, si nous voulons aller encore plus loin, cette procédure permet dans le méme
temps de réaliser aisément une valvulation du chenal cavo-cave. Méme si Malekzadeh-Milani
et al. n’ont pas observé de réels bénéfices cliniques chez I’homme et que la valvulation
devrait probablement étre limitée aux patients atteints de reflux du systéme veineux
abdominal [163], nous savons que la mise en place d’une valve augmente le débit antérograde
de la circulation systémique en améliorant la capacité a I’effort, et diminue également les
signes d’entéropathie exsudative [164, 165]. La possibilit¢ de valver trés précocement le
chenal cavo-pulmonaire pourrait, peut-étre, diminuer les complications a long terme d’une

circulation de Fontan.

Dans tous les cas, nous pensons que si nous pouvions valider un pré-conditionnement
extracardiaque chirurgical chez I’homme, tel que nous I’avons imaginé, une totalisation de
Fontan percutanée, nous aiderait a adapter les flux pulmonaire et systémique en vue d’établir
une circulation de Fontan dans des conditions optimales en s’affranchissant des complications

actuellement décrites lors d’une totalisation par voie percutanée.

Ainsi, ’approche hybride dans la conception d’une circulation de Fontan, devrait a
terme permettre de diminuer la morbi-mortalit¢ inhérente a la procédure de DCPT
chirurgicale de par son approche moins invasive et surtout, par les possibilités offertes d’une
adaptation du passage d’une circulation en paralléle vers une circulation en série. In fine, si
nous sommes capables d’adapter la précharge ventriculaire nécessaire et suffisante pour
assurer un débit cardiaque optimal, nous préserverons au mieux notre ventricule unique et
diminuerons les complications a long-terme d’une circulation de Fontan ; le pronostic de nos

patients devrait s’en voir amélioré.
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4.2 Optimisation du métabolisme énergétique myocardique

Pour étre simple et finaliste, I’'usine énergétique myocardique peut étre assimilée a la
mitochondrie [166]. Dans notre approche énergétique visant a optimiser 1’énergétique
cardiaque il est donc naturel que nous ayons cherché a réaliser des études observationnelles de
la fonction mitochondriale et de la production de ROS qui en découle dans un cceur sain,
soumis a un stress et lorsque ce dernier est en décharge.

L’objectif était de quantifier la capacité de production énergétique de la mitochondrie
au sein du myocarde en fonction de la variation de la charge de travail, afin d’étayer des
hypothéses mécanistiques sur les capacités d’adaptation de la chaine respiratoire

mitochondriale, sur lesquelles nous pourrions influer.

Partant du constat qu’il existe une variabilité intrinséque entre les couches musculaires
sous endocardique myocardique et épicardique, liée essentiellement a leurs dispositions
anatomiques et aux contraintes mécaniques [97, 98, 133-137, 167, 168], il était pertinent de
dissocier Dl’activité énergétique entre ces deux strates musculaires mesurée par 1’activité

mitochondriale.

Le cceur sain représentant la charge hémodynamique de travail de base, 1’analyse de la
fonction mitochondriale entre ses couches musculaires, couplé a la quantification de la
production de ROS, de NO et de I’activité du PTPm nous permettra d’élaborer les hypothéses
de régulation de la production énergétique de la chaine respiratoire en fonction de contraintes

mécaniques différentes.

En augmentant les contraintes mécaniques d’un cceur, en réalisant un modele de
surcharge en pression, cela nous permettra d’évaluer la capacité d’adaptabilit¢ de la
production énergétique des mitochondries. A contrario, I’étude de la capacité de production
énergétique mitochondriale, mais cette fois ci, sans contrainte hémodynamique devrait
infirmer si effectivement ’activité de la chaine respiratoire mitochondriale dépend réellement

des conditions de charge hémodynamique.
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4.2.1 Différences transmurales des activités des complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale dans un coeur sain

Un ensemble de preuves considérable a ¢t€é accumulé quant a 1’hétérogénéité
myocardique du cceur sain, incluant un flux sanguin, une structure, un métabolisme, des
propriétés électrophysiologique et contractile différentes, et supportant généralement une
augmentation du stress mécanique et de la contractilité dans I’Endo. Nos résultats contre toute
attente ont retrouvé une diminution de la capacité oxydative des couches musculaires sous-
endocardiques soumises pourtant & des contraintes supérieures. Peu de données existent
concernant ’existence d’un gradient énergétique a travers la paroi du VG. De précédentes
¢tudes, utilisant des mitochondries isolées, ont montré soit une capacité oxydative similaire
dans I’Endo et I’Epi [137], soit une capacité augmentée dans I’Endo [169]. Ces études sur la
respiration mitochondriale, en utilisant des mitochondries isolées, semblent moins
intéressantes que I’utilisation ou I’observation de fibres musculaires saponifiées a cause d’une
part de la non-homogénéité et de la fragilit¢é des mitochondries soumises aux procédures
d’isolation, et d’autre part a 1’absence de son environnement global architectural
mitochondrial [170] [171]. MacDonald et al. [111] ont récemment investigué les différences
transmurales de la capacité respiratoire du VG, et aucune différence n’a été observée chez des
rats sains. Ces données sont en opposition avec nos résultats, alors que des animaux et

techniques similaires ont été utilisés dans les deux études.

Dans notre étude nous avons clairement observé que la capacité oxydative sous-
endocardique était significativement plus faible que la capacité sous-épicardique. Ces
différences se vérifient pour les complexes I, III, et IV de la chalne respiratoire
mitochondriale. Paralléelement a ces résultats nous avons retrouvé une augmentation
significative de la production d’H,O, ou d’anion superoxyde dans les couches sous
endocardique, une augmentation de la production de NO, le maintien de 1’ouverture du PTPm
entre les différentes couches musculaires, et enfin une capacit¢ d’ouverture du PTPm
provoquée par une charge calcique, similaire. Au vu de ces résultats, il est plausible que
I’activit¢ de la chaine respiratoire mitochondriale soit diminuée dans les couches sous-

endocardiques.

Le gradient de NO observé pourrait étre responsable de la diminution des activités des
complexes de la chaine respiratoire dans 1I’Endo par rapport a I’Epi diminuant la vitesse

maximale respiratoire mitochondriale, par une inhibition directe réversible de la cytochrome ¢
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oxydase et par la production d’espéces radicalaires nitrées (RNS), menant a une S-

nitrosylation des complexes respiratoires [102, 114, 172].

Il est également connu que I’augmentation de radicaux libres, est une source de
dysfonction mitochondriale [101, 126]. Néanmoins, la dysfonction mitochondriale elle-méme,
est également une source de production de ROS, et la diminution de la respiration
mitochondriale pourrait étre a 1’origine de la surproduction de H,O; et de I’augmentation de la

production d’anion superoxyde.

Ainsi, le fait qu’il existe un véritable gradient transmural énergétique entre les
différentes couches musculaires ne serait pas surprenant. Il nous est cependant impossible
d’affirmer que la surproduction de NO en soit directement responsable et que 1’augmentation
de la production de ROS des couches sous- endocardiques en soit la conséquence. Seule la
stabilit¢ de ’ouverture du PTPm tend a démontrer que la surproduction de ROS ne favorise
pas I’apoptose PTPm dépendante. Par ailleurs, 1’augmentation de la concentration de NO
pourrait étre responsable de I’inhibition de I’ouverture du PTPm [45, 116]. Actuellement, il
devient de plus en plus clair que le NO agirait comme un véritable régulateur de la balance
Nitroso-Redox, transducteur du signal des phénoménes physiques externe régulant

I’expression génique approprié¢ au stimuli [117].

Il existerait un paradoxe biologique, avec la nécessité d’une surproduction de NO dans
les couches sous- endocardiques pour assurer le maintien du flux sanguin (sous-entendu la
pression partielle tissulaire en oxygene), et de la contractilité (réponse sarcomérique), au prix
d’une diminution de 1’activité des chaines respiratoires mitochondriales, entrainant une
surproduction d’espéce radicalaire ; le NO Iui-méme protégeant la mitochondrie devant

I’augmentation des radicaux libres en inhibant 1’ouverture du PTPm.

Davantage d’études seront nécessaires afin de démontrer si un défaut d’expression
transmural des NOS, en I’occurrence la NOS1 (neuronale) et NOS3 (endothéliale) présentes
dans les cardiomyocytes, peuvent déstabiliser 1’équilibre énergétique myocardique et étre
responsable d’une dette énergétique. Ainsi, une des pistes a explorer pour I’optimisation de
I’énergétique cardiaque serait de diminuer ’affinité du NO pour le cytochrome C oxydase au

profit de I’O,.
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4.2.2 Surcharge en pression — adaptation énergétique et production de ROS

Dans notre étude, nous avons observé un fait surprenant, mais finalement cohérent avec
ce qu’il se passe dans les couches sous- endocardiques d’un cceur sain. L’augmentation du
travail myocardique li¢ a une surcharge en pression se caractérise par une diminution des
activités des complexes de la chalne respiratoire mitochondriale. Ce phénoméne est associé a
une augmentation de la production de peroxyde d’hydrogene, corroborant 1I’hypothése que
face a un stress myocardique, ou a une augmentation de la production de travail, I’adaptation
énergétique ne se fait pas par une augmentation de la phosphorylation oxydative ; pire encore,
ses capacités s’en voient réduites. Ainsi, pour assurer les besoins énergétiques du myocarde
face a une augmentation de travail, le cceur ne peut que compenser en augmentant ses unités
de production via I’activation de la biogénése mitochondriale comme en atteste
I’augmentation de 1’activité de la citrate synthase dans notre étude. A contrario, il est rapporté
une diminution de la biogénese mitochondriale en présence d’HVG mais principalement en
présence d’une dysfonction myocardique [147]. En somme, ces résultats suggeérent que la
mitohormése module ’activité énergétique cellulaire myocardique face au stress. En d’autres
termes, [’augmentation des espéces radicalaires dans des proportions « raisonnables » en
activant la biogénése mitochondriale [79, 80], permettrait 1’augmentation de la production
énergétique face a la demande. Le passage vers I’insuffisance cardiaque se ferait lorsque le
processus de biogénése mitochondrial ne serait plus en mesure de contre- balancer la

diminution des capacités respiratoires de la chaine mitochondriale.

Sur des mitochondries isolées, prélevées le plus souvent sur le septum musculaire, apres
une surcharge en pression, il était rapporté une augmentation de la capacité oxydative
mitochondriale maximale durant les 6 premiéres semaines, puis normale aprés 10 semaines, et
enfin significativement réduite aprés 20 semaines dans un mode¢le de surcharge en pression
[173]. Par conséquent, il est généralement accepté que la fonction mitochondriale est altérée
lorsque que surviennent cliniquement les signes de 1’insuffisance cardiaque. Nous assistons a
une incapacité du myocarde a assurer une production énergétique face au besoin [125, 131,
166, 173]. 1l semblerait, au vu de nos résultats sur des fibres musculaires saponifiées,
prélevées de fagon pertinente (Endo — Epi), (non prélevées du septum musculaire), dans un
cceur soumis a une augmentation de travail durant 6 semaines, avec une augmentation de la
masse de 31,7% attestant d’une HVG, et sans aucun signe clinique d’insuffisance cardiaque,
qu’il existe en fait, dés ce stade, une dysfonction de la chaine respiratoire mitochondriale. Nos

résultats vont dans le sens d’études également observationnelles ot I’on constate dés la phase
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précoce d’un diabéte induit par la streptozotocine, une altération de la respiration

mitochondriale, via une diminution de 1’activité des complexes [ et IV [111].

Actuellement, il semble admis, méme si un découplage mitochondrial ne doit pas
toujours étre considéré comme délétére [141, 174], que ’augmentation de travail liée a la
post-charge est associée a un découplage mitochondrial lorsque que nous sommes au stade de
I’insuffisance cardiaque. Ainsi, Faerber et al. [175] ont observé non seulement des vitesses
respiratoires diminuées, mais aussi un couplage mitochondrial émoussé, dans des cceurs de
souris soumis a une augmentation de post-charge en présence d’une insuffisance cardiaque,
certes, mais aussi deés le stade précoce de 'HVG sans la présence d’une dysfonction
myocardique. Ces résultats sont en adéquation avec les notres, méme si a notre stade nous
n’avons pas mis en ¢vidence de découplage mitochondrial, nous enregistrons une véritable
diminution de I’activité des chaines respiratoires mitochondriales. Cela peut étre expliqué par
le faible degré d’HVG d’une part et la courte durée d’exposition au stress d’autre part dans

notre étude.

Comme nous ’avons rapporté a I’instant, parallélement a cette diminution de ’activité
des chaines respiratoires mitochondriales, dés la phase précoce de ’HVG, nous observons une
augmentation de radicaux libres mesurés indirectement par la concentration d’H»O, produite.
Cette production de radicaux libres est donc directement imputable a cette dysfonction
mitochondriale. Or, ce qui est admis actuellement, c’est que I’exceés de production de ROS
lors d’une augmentation de la post-charge participerait a la transduction du signal assurant le
remodelage myocardique vers [’hypertrophie ventriculaire gauche [123]. Une des
interrogations restées en exergue était de connaitre la source initiale de production de ces
ROS et de déterminer si la mitochondrie en est la cause ou la conséquence [123, 124, 176].
Les sources de production des especes radicalaires connues en présence d’une SP sont I’oxyde
nitrique synthase découplée, la xanthine oxydoréductase, et le NADPH oxydase [123]. Or,
nous savons que les mitochondries sont les plus grandes productrices de ROS, surtout en
présence d’une dysfonction de la chaine respiratoire mitochondriale [177]. Nos données
confirment donc que la mitochondrie participe activement a la production de ROS en présence
d’une surcharge en pression et que probablement elle en est une des causes princeps [143,
146]. Cela conforterait I’hypothese que 'HVG est bien un phénomene mal adaptatif du
départ. La chaine respiratoire mitochondriale est incapable d’augmenter la phosphorylation

oxydative, il existerait une perte de 1’équilibre Nitroso-redox induisant une production de
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radicaux libres, qui orienterait le myocarde vers un remodelage tissulaire activant en parallele

la biogénese mitochondriale.

4.2.3 Influence du gradient transmural myocardique mécanique dans la
régulation du métabolisme énergétique.

Si nous nous intéressons maintenant au gradient transmural entre les couches Endo et
Epi du myocarde dans le cceur sain, en présence d’une surcharge en pression et dans un coeur
sans contrainte hémodynamique, il est intéressant de constater que ce gradient transmural est
préservé en présence de contrainte pariétale et disparait dans un cceur sans travail a fournir ou

stress pariétal.

Nos résultats nous permettent de considérer qu’il existe une altération des capacités
oxydatives mitochondriales, associée a une surproduction d’H,O;, que ce soit au niveau des
couches musculaires les plus exposées aux contraintes dans un cceur sain, ou en présence
d’une surcharge en pression, excepté pour le complexe IV au niveau de 1’épicarde lors de

I’HVG.

Ainsi, nous pouvons argumenter fortement que le stress pariétal généré au sein de la

paroi myocardique, est a I’origine de ce gradient énergétique.

Si maintenant, nous analysons nos résultats comme un tout, faisant abstraction des
biais méthodologiques (sachant qu’il s’agit de 3 études différentes ou l’ensemble des
paramétres n’ont pu étre évalués), nous pouvons admettre que le stress pariétal myocardique
agit négativement sur la phosphorylation oxydative, le corollaire étant une augmentation de la
production d’espeéces radicalaires. Il apparait que Dactivit¢é des chaines respiratoires
mitochondriales n’a aucune capacité de régulation énergétique positive pour adapter sa
production de phosphorylation face a l’augmentation des contraintes myocardiques. Il
semblerait, au vu de nos résultats sur le NO dans le cceur sain, que les mitochondries subissent
une « pression environnementale » imputable a 1’équilibre gazeux présent spatialement
(Oxygene, Monoxyde d’Azote), produisant inéluctablement une fuite d’électrons au niveau de
la chaine respiratoire mitochondriale. L’affectation de la balance Nitroso-Redox qui en
découlerait, pourrait induire le mitohormésis et 1’hormesis, responsables du remodelage
ventriculaire dans I’HVG par exemple [123, 124, 178]. 1l est intéressant de constater que ce
que nous considérons comme un mécanisme adaptatif (HVG) et physiologique dans un cceur

sain (Gradient transmural), ne puisse au vu de nos résultats, étre caractérisé de la sorte au
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niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. La chaine respiratoire mitochondriale n’a
visiblement pas la possibilit¢ moléculaire ou chimique de s’adapter a son environnement
gazeux. Cette déduction rappelle notre relation symbiotique avec la mitochondrie, définie par
la fusion de deux espéces qui potentialise leurs effets [179]. Devant I’imperfection de notre
relation, nous avons développé des subterfuges, permettant tout de méme d’adapter nos
besoins énergétiques face a la demande en activant la biogénése mitochondriale d’une part, et

d’autre part par la mise en place de systémes antioxydants.

En exploitant un peu plus nos résultats nous pouvons émettre des hypotheses
mécanistiques pour comprendre ce qu’il se passe a 1’échelle mitochondriale et gazeuse. Nous
savons qu’il existe des mécanorécepteurs myocardiques induisant 1’expression de NOS,
permettant de traduire les contraintes pariétales en un signal gazeux, le NO. Comme nous le
savons le NO est un gaz qui joue un role clé dans la régulation de I’homéostasie cellulaire et
mitochondriale [180]. Nos résultats sur le cceur sain de rat mettent en évidence un gradient
transmural de NO, proportionnel aux contraintes myocardiques et inversement proportionnel a
la fonction mitochondriale et & la production d’H»O,, ce qui en fait un candidat idéal dans la

perturbation de la chaine respiratoire mitochondriale et de ce que nous observons.

Corroborant notre hypothése, nous savons que la synthése de eNOS (endothéluim) ou
NOS3, productrice de NO est régulée par des mécanorécepteurs présents au niveau des
cellules endothéliales. La mécano-stimulation, répond au stress pariétal et régule 1’expression
de ’ARNm eNOS et donc I’expression phénotypique de cette protéine [181, 182]. La eNOS
est présente principalement sur I’endothélium ou il existe par ailleurs un gradient d’expression
au profit des couches musculaires Endo [183]. Cette compartimentalisation des NOS au
niveau tissulaire et cellulaire, associée a une capacité de régulation d’expression génique,
donne au NO la possibilit¢ de jouer le role de transducteur du signal pour que le tissu, la
cellule puisse répondre aux facteurs environnementaux. Le NO est le médiateur fondamental,
entre autres, dans la capacit¢é d’adaptation cardiovasculaire aux contraintes physiques
mécaniques. Par ailleurs, le NO agit directement sur le Cytochrome C Oxydase (complexe IV
de la chaine respiratoire) centre réducteur de 1’0, permettant la production de 4 ions H"

garantissant la force proton motrice indispensable a la phosphorylation oxydative [184].

Comme nous I’avons déja développé ci-dessus, le NO interagit avec une affinité
supérieure a I’oxygeéne sur la chaine respiratoire mitochondriale. Le processus de respiration

est caractérisé par la réduction d’une molécule d’O, en H,O, a la suite d’une succession
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d’étapes ordonnées qui apportent 4 électrons au niveau d’une métalloenzyme, qui catalyse
cette réaction redox de 1’0, et permettant également d’¢jecter 4 protons dans I’espace inter-
membranaire. Cette métalloenzyme est le cytochrome C oxydase ou Complexe IV de la
chaine mitochondriale. C’est ce phénomene qui caractérise la respiration mitochondriale
proprement dite, lieu également d’une forte production de ROS et de RNS [179, 184-189].
Afin que la molécule d’oxygene soit captée par le centre bi-métallique (Fer, Cuivre associés
au Phénol) du cytochrome C oxydase, il est nécessaire d’une part qu’il soit insaturé, prét a
recevoir 1’0, et que les 4 ¢électrons soit portés par les ions métalliques prét a réduire
I’oxygene. En présence de 4 électrons, on peut considérer que seulement 2% de ROS se
produisent, alors qu’en présence de 2 électrons, il se produira une réduction partielle de 1’O,
conduisant a la formation de plus de 20% d’espéce radicalaire [190]. Donc pour qu’une
réduction de I’oxygene se fasse dans des proportions steechiométriques, il est nécessaire que 4
¢lectrons soit présents au niveau du complexe IV, afin d’assurer une phosphorylation
oxydative efficiente avec une production minimale d’espéce radicalaire. Dans
I’environnement physiologique mitochondrial, plusieurs ligands gazeux sont susceptibles
d’interagir avec le centre métallique du cytochrome C Oxydase, comme le NO, plus rarement
I’H,S ou le sulfure d’hydrogéne et le CO ou monoxyde de carbone. L’ensemble de ces gaz
agissent avec une affinité supérieure a I’oxygeéne sur le centre métallique du cytochrome C
oxydase. Le NO en présence physiologique, assure son inhibition. Il se produit alors une
augmentation d’anion superoxyde, par défaut de réduction de 1’O,, qui vient alors inhiber
I’effet du NO en formant une espéce nitré radicalaire et libérer dans le méme temps le site du
complexe IV [190, 191]. Le couplage anion superoxyde/NO est reconnu comme une paire
endogéne qui assure la protection du cytochrome C oxydase des ligands exogenes et permet

d’annihiler ’effet du NO lui-méme.

On comprendra que suivant la répartition de la concentration d’oxygene ou du NO au
niveau transmural du muscle cardiaque et des cardiomyocytes, nous aurons une variation du
métabolisme énergétique. Une diminution de la concentration d’O, ou une augmentation de la
concentration de NO se traduira par une diminution de la phosphorylation oxydative et une
augmentation de la production de ROS, ou de RNS. Le degré de production de ces especes
radicalaires oxygénées ou nitrées, couplé a leur degré de répartition spatio-temporelle seront
les catalyseurs autocrine ou paracrine du remodelage myocardique conduisant a terme aux

grandes pathologies cardio-vasculaires [180].
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Cette régulation, ou plutdt, pression environnementale gazeuse, pourrait expliquer la
diminution de l’activit¢ du Complexe IV isolé lors d’'une HVG débutante. En effet nous
savons que la consommation d’O; est augmentée au niveau de 1’épicardique dans ’'HVG
[192]. Par ailleurs, en présence d’une hypoxie tissulaire nous avons une augmentation de la
production de NO via ’hémoglobine réductase et la xanthine oxydoréductase. L’objectif étant
d’assurer la vasodilatation permettant le maintien d’une perfusion vasculaire, le tout afin de
lutter contre I’hypoxie [192, 193]. Ainsi, il se pourrait bien que le ratio O,/NO soit
défavorable dans I’Epi en présence d’HVG au profit du NO. Nous assisterions alors a une
diminution de ’activit¢é du complexe IV dans I’épicarde. Il est tres difficile d’émettre des
hypothéses plausibles pour expliquer pourquoi seule I’activit¢é du complexe IV serait
diminuée en premier lieu en présence d’une surcharge en pression. Ce constat témoigne
essentiellement de 1I’importance probable du cytochrome C oxydase associé a de la répartition
spatiale du gradient gazeux dans les mécanismes régissant le remodelage myocardique. Nous
pouvons mettre en paralleéle a cette diminution d’activité du complexe IV dans les couches
épicardiques en présence d’une HVG, les résultats de Jameel et al. [194] qui retrouvent une
plus grande sensibilité au stress des couches musculaires sous Epi avec un changement de

profil métabolique, en présence d’une pathologie ischémique préexistante.

En somme, nous pouvons ¢étayer comme hypothése mécanistique impliquant la
mitochondrie dans le remodelage myocardique, la présence d’un rapport gazeux O,/NO
inhérent a I’anatomie de 1’organe et de sa vascularisation définissant, ce que nous pouvons
appeler «la pression environnementale » mitochondriale. La chaine respiratoire
mitochondriale ne pourrait que subir l'influence de ces rapports gazeux reflétant les
contraintes physiques, chimiques et toxiques présentes dans un environnement cellulaire qui
lui est propre. Il se produirait en fonction de ’efficience du couplage oxydatif mitochondrial,
une plus ou moins grande concentration d’espéces radicalaires devant la modification de la
balance Nitroso-Redox. Le complexe IV deviendrait alors le lieu de transformation d’un
signal physique (extérieur) induit par le NO, en un signal chimique engendrant la production
d’espéces radicalaires. La capacité du NO, des ROS et des RSN a activer les diverses voies de
signalisation, assurerait ou non I’homéostasie cellulaire, tissulaire, garantissant ou pas les
capacités fonctionnelles de 1’organe a produire I’énergie nécessaire et suffisante pour

s’adapter au stress.

D’un point de vue physiologique, garantir 1’équilibre gazeux O,/NO tissulaire quel que

soit le stress, serait le seul moyen d’assurer une fonction mitochondriale efficiente avec une
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production d’especes radicalaires minimale, assurant le mitohormésis ou I’hormésis.

Nos travaux sur le métabolisme énergétique nous montre que la chaine respiratoire
mitochondriale n’a pas la capacit¢ a s’adapter devant un stress, elle subit; affectant
négativement la phosphorylation oxydative et la balance Nitroso-Redox conduisant a la
formation d’especes radicalaires ; I’ensemble étant suppléé temporairement par 1’activation de
la biogénese mitochondriale, la production d’antioxydant, et 1’activation des grandes voies

signalisations assurant un remodelage ventriculaire, adaptatif ou mal-adaptatif ?

4.3 Optimisation de la prise en charge d’un coeur uni ventriculaire

De I’ensemble de nos travaux nous pouvons affirmer que :

La régulation du métabolisme énergétique myocardique semble nous imposer une
totalisation de Fontan le plus précocement possible afin de limiter la surcharge de
travail des cardiomyocytes qui n’ont pas la capacité énergétique a s’adapter autre qu’en

activant la biogénese mitochondriale.

Nous savons par ailleurs que la prévalence de la dysfonction ventriculaire systolique et
diastolique continue d’augmenter lors de la vie adulte conduisant inéluctablement vers
la dysfonction d’une circulation de Fontan. L’hypoxémie chronique couplée a la
surcharge volumique ventriculaire précoce dans la vie de I’enfant pourrait du départ

conditionner un remodelage ventriculaire « mal-adaptatif » [28, 29].

Il est probable qu’il existe un équilibre positif de la balance Nitroso-redox induisant un
mitohormésis et un remodelage « adaptatif» ou plutdét compensé, permettant au
myocarde de faire face a une augmentation de travail au long cours. Cette théorie nous
permettrait d’envisager qu’une circulation mixte bien calibrée serait une alternative

bénéfique, sous réserve d’une extraction périphérique en oxygene adaptée.

L’approche d’une totalisation de Fontan par voie percutanée avec un pré-
conditionnement chirurgicale précoce, pourrait répondre a cette exigence. La totalisation
partielle pouvant avoir lieu plus précocement dans la vie de 1’enfant. Il resterait a déterminer

la taille du shunt idéale conditionnant un remodelage ventriculaire compensé.
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Au final, nous nous approcherions d’une circulation et d’un cceur reptilien a trois
cavités avec un ventricule. Cette analogie phylogénique nous rappelle qu’au fil de I’évolution
les mammiferes ont évolué vers un cceur a quatre cavités. Le rendement énergétique du cceur
non compacté des reptiles, fonctionnant sur une circulation mixte, présentait des capacités
oxydatives mitochondriales plus faibles que chez les mammiferes (travaux non présentés dans
ce travail). Ainsi, la seule fagon de maintenir un débit cardiaque optimal avec une possibilité
d’adaptabilité a D’effort, est de nous orienter vers une potentialisation de I’énergétique

cardiaque.

La cible thérapeutique que nous avons identifiée au niveau de la chaine respiratoire
mitochondriale est la régulation de la balance Nitroso-redox et son influence sur le complexe
IV. Cette balance Nitroso-redox semble avant tout dépendre des concentrations partielles en
NO et O2. Si la pression partielle en oxygene est censée rester stable dans les tissus, hors
phénoméne pathologique, nous pouvons considérer que seule la concentration en NO, sous
I’impulsion des stimuli extérieurs, influence le couplage de I’Oxygene sur le complexe IV et

induit inexorablement la production d’espéces radicalaires.

Depuis quelques années, |’irradiation lumineuse des tissus biologiques dans le proche
infrarouge (NIR), dit fenétre optique thérapeutique (650-950nm) connue principalement sous
les noms de « low light level therapy » (LLLT) ou « photobiomodulation » (PBM) ont montré
des résultats prometteurs en médecine régénératrice. Il a été montré in vitro, que la PBM
augmente les capacités oxydatives mitochondriales et la synthése de I’ATP, induisant entre
autres une prolifération cellulaire. Méme si ce phénomeéne a du mal a étre observé in-vitro, de
nombreuses études in-vivo (en phase préclinique et clinique) ont confirmé des bénéfices
incontestables de 1’effet de la PBM [195, 196]. 1l est intéressant de constater que 1’irradiation
lumineuse des tissus biologiques dans le proche infrarouge (NIR), module le transfert de
charges ¢lectrochimiques a 1’étage moléculaire. Il influence ainsi les processus biologiques et
ce processus se passerait principalement au sein de la mitochondrie [197]. A ce jour, les
mécanismes ¢électrochimiques conditionnant 1’action de la PBM ne sont pas compris,
néanmoins le Cytochrome C oxydase, complexe IV, contient quatre atomes métalliques, dont

les spectres d’actions sont dans la fenétre du proche infra-rouge [198].

Si nos hypothéses mécanistiques, impliquant la mitochondrie et son environnement
gazeux, comme étant 4 1’origine du remodelage myocardique, répondent aux pressions

environnementales  (Ischémique, Postcharge, Précharge, Toxique, M¢étabolique),
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probablement le cytochrome C oxydase est une des molécules fondamentales dans la
transformation d’un signal physique, en un signal chimique, déstabilisant le métabolisme
énergétique. Au vu des effets précliniques et cliniques de la PBM, suivant le spectre d’action
du Cytochrome ¢ Oxydase, il est probable qu'une des solutions thérapeutiques de demain,
pour optimiser le rendement énergétique cellulaire, se fasse par une irradiation lumineuse

dans le proche infra-rouge.

4.4 Perspectives

4.4.1 Elaboration d’un projet de recherche clinique pour la totalisation de
Fontan par voie percutanée

Au stade actuel de nos travaux de recherche préclinique, nous pouvons admettre que la
totalisation de Fontan par voie percutanée est sire, fiable et reproductible. Il resterait a
¢valuer dans le cadre d’un projet de recherche clinique, d’une part la faisabilit¢ d’une
chirurgie de pré-conditionnement tel que nous 1’avons modélisé chez I’agneau en croissance,
et d’autre part de réaliser un protocole de totalisation de Fontan percutané, définissant la

procédure clinique de confection d’une circulation en série, compléte ou partielle.

4.4.2 Evaluation et Role du NO, NOS, PTPm sur un myocarde en dette

énergétique

Afin de conforter nos hypothéses mécanistiques, issues de notre travail observationnel
entre les couches musculaires endocardique et épicardique, nous allons mesurer les
concentrations de NO, O,, I’expression des NOS et mesurer 1’activité du PTPm dans un cceur
sain et soumis a une surcharge en pression. Cela devrait nous permettre de renforcer nos
suppositions sur le réle déterminant du NO dans la diminution de D’activité¢ des chaines
respiratoires mitochondriales transmurales, et 1’augmentation de la production d’espéce
radicalaire, en présence d’une surcharge en pression. La mesure des concentrations d’O; sera
¢galement essentielle, afin de déterminer 1’impact du NO en fonction de la pression partielle

en O,.

Ainsi, outre nos hypothéses issues de nos observations sur le gradient énergétique

transmural adaptatif aux conditions de charges, nous serions, alors, en capacité de caractériser
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le rendement ¢énergétique des chaines respiratoires mitochondriales en fonction de
I’environnement gazeux myocardique. Ce rapport gazeux représenterait les conditions
environnementales qui modulent D’activit¢ du métabolisme oxydatif mitochondrial. Ces
concentrations gazeuses pourraient étre fortement incriminées comme les seules responsables
de la voie d’activation de transduction du signal dans le processus de remodelage
myocardique face a un stress. Le cytochrome C oxydase deviendrait, sans aucune mesure, la
cible a privilégier dans la régulation du signal Nitroso-Redox et des capacités de production

énergétique mitochondriale.

4.4.3 Approche énergétique myocardique : PBM

4.4.3.1 Déterminer les parametres optiques de la PBM influencant la respiration

mitochondriale.

Notre premicre approche sera de déterminer d’une part, si la PBM a une action sur la
respiration mitochondriale myocardique, et d’autre part de caractériser les parametres
optiques optimaux dans un environnement gazeux physiologique et pathologique. Sur des
modeles in-vitro, il sera alors possible d’¢élaborer des protocoles de PBM dans le but de
maintenir un couplage mitochondrial optimal, quelles que soient les concentrations gazeuses,
simulant des états pathologiques, sur des échantillons de cceur sain. L’objectif sera de définir
les énergies vibrationnelles nécessaires au maintien d’une réduction compléete de 1’0, en H,O

sur le Cytochrome ¢ Oxydase, garantissant un métabolisme €nergétique efficient.

4.4.3.2 Evaluer in-vivo ’effet de la PBM dans la stabilisation de la balance Nitroso-Redox

et son influence sur le remodelage tissulaire.

L’objectif sera donc de reproduire in-vivo le maintien d’une respiration mitochondriale
efficiente en fonction des variations environnementales, surcharge en volume, en pression et a
I’hypoxie. Les paramétres optiques seront fonction du choix de la source de délivrance, des
conditions anatomiques, tissulaires et pathologiques. Si nos travaux aboutissent nous devrions
pouvoir garantir un fonctionnement myocardique optimal quelles que soient les contraintes

environnementales et éviter tout remodelage myocardique « mal adaptatif ».
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4.4.4 Approche énergétique extra-myocardique: La conception d’un tube

pulsatile

4.4.4.1 Pré conditionnement du muscle grand dorsal, Electrophysiologie, PBM, Thérapie

cellulaire.

A ce stade nous avons mis ces travaux en suspens, car nous pensons que le pré-
conditionnement du muscle grand dorsal bénéficiera d’une part de nos travaux issus de la
PBM et d’autre part de nos travaux issus de protocole d’ingénierie tissulaire, développé ci-

dessous.

4.4.4.2 Modélisation d’un tube biologique, biocompatible aux effets lusitropes optimaux.

Nos travaux actuels portent sur la conception d’un tube biocompatible, aux propriétés
lusitropes optimales, qui permettrait une adhérence du muscle grand dorsal sur son support. Il
s’agirait d’un tube aux capacités de croissance, qui, réalisé prématurément dans la vie de
I’enfant, pourrait s’adapter au contenu, a sa fonction. C’est en ce sens que nous développons
des matrices extracellulaires issues de protocoles particuliers de décellularisation-
désantigénisation de tissus et d’organes afin d’obtenir un équilibre entre biocompatibilité et
intégrité mécanique du tissu [199]. Nous envisagerons ensuite la recellularisation de ce
dernier par des cellules autologues (souches et/ou différenciées) au moyen de différentes
techniques d’ingénierie tissulaire (bioréacteurs) afin de proposer un greffon parfaitement
compatible et vivant, prét a recevoir le muscle grand dorsal pré-conditionné, subissant
I’influence de I’effet autocrine et paracrine des cellules autologues [200]. Parallélement, nous
développerons et testerons in vitro des greffons a partir de tissus (matrice et cellules) humains.
De facon plus concréte, nous envisageons de réaliser un tube pulsatile capable de suppléer ou
compléter la fonction cardiaque [201]. Il s’agirait d’une approche alternative, a la greffe

cardiaque, 1’assistance circulatoire ou encore la cardiomyoplastie de « Carpentier ».
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Conclusion

A ce jour, les enfants présentant une cardiopathie congénitale avec un seul ventricule
conservent un pronostic péjoratif. En France, ou dans les pays ayant accés au diagnostic
prénatal, il est proposé aux parents une interruption médicale de grossesse. Méme si Fontan et
Baudet [11] ont transformé le devenir de ces patients, en proposant une chirurgie palliative
permettant de rétablir une circulation, dite passive, en série, un ventricule unique associé a ce

mode de circulation n’est pas viable au long cours.

A travers nos travaux, nous avons eu une approche globale a la fois dans la conceptualisation
d’une circulation dite de Fontan par voie percutanée, et sur les capacités d’adaptation

énergétique d’un ventricule face a une augmentation de travail.

Notre travail clinique analysant le devenir d’une circulation mixte, nous a permis de conclure
que la procédure de totalisation de Fontan est a ce jour, la seule palliation qui garantisse la
meilleure chance de survie a long terme d’un enfant en présence d’un coeur univentriculaire.
Afin de diminuer la morbidité d’une telle procédure, nous avons développé un modéle
préclinique garantissant de maniere sire, viable et reproductible une chirurgie de pré-
conditionnement, pouvant étre réalisée au stade de la DCPP et permettant une totalisation par
voie percutanée a distance. Cette nouvelle approche permettrait par ailleurs, d’adapter a la

demande le débit pulmonaire et la charge de travail du ventricule unique.

Ce dernier point nous parait fondamental dans la gestion des circulations pulmonaire et

systémique, mais également dans 1’orientation du remodelage ventriculaire.

En effet, notre approche énergétique myocardique nous incite a proposer que les
cardiomyocytes n’ont pas les capacités oxydatives pour faire face a une augmentation
constante de travail. L’augmentation des espéces radicalaires qui en résultera, induira un
remodelage ventriculaire qui, inexorablement conduira a la dysfonction myocardique. Ce
constat pronant pour une diminution des contraintes mécaniques myocardiques le plus tot

possible dans la vie de I’enfant.
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L’ensemble résulterait d’un déséquilibre de la balance Nitroso-Redox, déstabilisant les
propriétés oxydatives mitochondriales et induisant un remodelage ventriculaire. Il est
impossible a ce jour de savoir si nous pouvons considérer le remodelage ventriculaire comme
un temps adaptatif ou bien purement réactionnel et mal adaptatif, du départ. Ce que nous
pouvons affirmer c’est que les contraintes doivent étre limitées et modérées dans le temps,
laissant peut-étre la possibilité d’orienter le remodelage ventriculaire vers une situation
d’équilibre, ouvrant la voie d’une circulation mixte adaptée aux propriétés mécaniques du

ventricule.

Ainsi nos travaux, permettrons peut-étre une approche différente dans la procédure de
totalisation de Fontan, adaptative et conditionnant le remodelage ventriculaire. Mais, ils

ouvrent également des nouvelles perspectives thérapeutiques :

— Visant a stabiliser, ou orienter la balance Nitroso-Redox en vue d’augmenter les

propriétés oxydatives du muscle cardiaque.

— Dans la conception d’un tube pulsatile extracardiaque suppléant ou déchargeant les

contraintes d’un ventricule unique.
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J CCEURS UNIVENTRICULAIRES : etde la Sante
APPROCHE CHIRURGICALE ET ENERGETIQUE

e Sébastien Gerelli \(/’ .

Résumé

- Les cceurs univentriculaires sont des cardiopathies congénitales, non compatibles avec la vie.
Fontan a transformé le pronostic de ces patients en restaurant une circulation pulmonaire passive.
Malheureusement, le pronostic a long terme reste péjoratif.

Pour diminuer la morbi-mortalité de ces patients, nous avons développé un protocole chirurgical
de pré-conditionnement, permettant une totalisation de Fontan percutanée adaptative aux
résistances pulmonaires et aux capacités de travail du ventricule.

Nous avons pu observer que les chaines respiratoires mitochondriales n'ont pas la possibilité
d’adapter leur production énergétique face au travail. Le déséquilibre de la balance Nitroso-Redox
engendrera le mitohormésis et I'hormésis, puis inéluctablement surviendra un remodelage
myocardique mal adaptatif.

La seule possibilité pour améliorer le pronostic a long terme de ces patients sera d’augmenter les
capacités oxydatives myocardiques du ventricule unique ou de créer une pompe pulmonaire.

Mots clés : Cceurs univentriculaires, Chirurgie de Fontan, Chirurgie hybride, Métabolisme
énergétique, Mitochondries, Espéces radicalaires, Monoxyde d’azote.

Résumé en anglais

- Univentricular hearts are congenital heart diseases, not compatible with life. Fontan transformed
the prognosis of these patients by restoring a passive pulmonary circulation. Unfortunately, the
long-term prognosis remains pejorative.

To reduce the morbidity and mortality of these patients, we developed a surgical preconditioning
protocol, allowing a percutaneous Fontan totalization, adaptive to pulmonary resistance and to the
working capacity of the ventricle.

We observed that the mitochondrial respiratory chains do not have the ability to adapt their energy
production toward work. The desequilibrium of the Nitroso-redox balance will generate
mitohormesis and hormesis, then will inevitably occur a poorly adaptive myocardial remodeling.

The only way to improve the long-term prognosis of these patients is to increase the myocardial
oxidative capacities of the single ventricle or to create a pulmonary pump.

Keywords : Univentricular hearts, Fontan surgery, Hybrid surgery, Energetic metabolism,
mitochondria, Radical species, Nitric oxide.
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