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Résumé

Ce travail de these s’intéresse principalement aélgulation de la respiration
mitochondrialen situ dans les cellules de muscle cardiaque et squplesti L'oxygraphie, la
spectrophotométrie et la microscopie confocale cmllules isolées ou fibres musculaires
perméabilisées a la saponine ont été utilisées qiresla modélisation mathématique. Dans
les cellules musculaires, les mitochondries sogamisées de maniere tres précise tel un
‘cristal’. Cet arrangement intracellulaire seraitdase d’'une organisation a la fois structurale
et fonctionnelle au sein desquelles les mitoch@sdsiont couplées fonctionnellement par le
cytosquelette aux autres organelles : réticulurocggasmique et myofibrilles: les ICEUs (ou
unités énergeétiques intracellulaires). Au sein dabiles cardiaques, il existe 2 niveaux de
régulation de la respiration mitochondriale par DA exogene : la perméabilité de la
membrane mitochondriale externe (VDAC) et des ia&ins localisées de diffusion de
'ADP au voisinage des mitochondries. L@tubuline participe indirectement a ces
mécanismes de régulation de méme que la protéif@PSTne protéine associée aux
microtubules. Ces données expérimentales sons ytdar expliquer les aspects métaboliques
de la loi de Frank-Starling dans le cceur. Cetteonat'|CEU peut servir de diagnostique lors
de I'étude clinique du métabolisme énergétique dex transplantés pulmonaires avant et
aprés un programme d’entrainement a domicile.

Mots clés mitochondrie, phosphorylation oxydative, ICEU, sole cardiaque et squelettique,
couplage fonctionnel, compartimentation, canalisatimétabolique,-tubuline, protéine
STOP, transplanté pulmonaire, entrainement a dtanici

Abstract

The aim of this work was to study the regulatiommafochondrial respiratiom situin
cardiac and skeletal muscle cells. Oxygraphy, spplbtometry and confocal microscopy on
saponin-permeabilized muscle cells or fibers weseduas well as mathematic modelisation.
In muscle cells, mitochondria are ordered very igedg in ‘a crystal like pattern’. This
intracellular arrangement could be the basis dfuctiral and functional organisation within
which mitochondria are functionally coupled by skeleton to the other organelles:
sarcoplasmic reticulum and myofibrils: ICEUs (irtdular energetic units). In cardiac cells,
there are two levels of regulation of mitochondri@spiration by exogenous ADP:
permeability of the outer mitochondrial membran®AC) and localized restrictions of ADP
diffusion in the neighbourhood of mitochondrfitubulin and STOP protein, a microtubule-
associated protein, participate indirectly to theswchanisms of regulation. These
experimental data are useful for explaining theaielic aspects of the Frank-Starling law of
the heart. The notion of ICEU can be diagnosticaibed in clinical study of energetic
metabolism of lung recipients transplants befor after a home-interval training program.

Keywords: mitochondria, oxidative phosphorylation, ICEU, diac and skeletal muscles,
functional coupling, compartimentation, metabohacnelling 3-tubulin, STOP protein, lung
recipient transplant, home training.
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Préambule

La mitochondrie est I'organite incontournable dpies I'on aborde le theme de
la bioénergétique cellulaire. La connaissance #etuge la synthése d’ATP dans les
mitochondries est basée sur la théorie chimiosmetdp Peter Mitchell (1961), qui a permis
d’éclairer le mécanisme de phosphorylation oxy@atDepuis longtemps, la mitochondrie a
été étudiée sous forme isolée et, les étudestu datent seulement d'une dizaine d'années.
Ces expériences ont été rendues possibles avparitign de nouvelles techniques telles que
les fibres perméabilisées et la microscopie coméoces mitochondriesn vivo et leurs
interactions cellulaires sont impliquées dans divprocessus tels que le phénomeéne de
contraction, le transport des ions, etc. Les céaratiques de la respiration mitochondriale,
comme le Km pour I'ADP, sur mitochondries isolédgpourvues de leur environnement
cytoplasmique, sont trés différentes de cellesral#e dans les fibres ou les cardiomyocytes
isolés. Ainsi, la problématique de la régulation ldefonction mitochondriale est apparue
puisque les paramétres cinétiquesitro ne sont pas identiques a ceux trounéavo.

Le but de ce travail est I'étude dans les celldiesnuscle cardiaque et squelettique
vivo, d’'une part de l'activité respiratoire mitochondei@t d’autre part, de I'arrangement des
mitochondries et du cytosquelette, basé sur debaués récentes d’'imagerie telles que la

microscopie confocale.
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A. Organisation des cellules musculaires striées

A.1l. Production de I'ATP dans la mitochondrie

A.1.1. Description générale de la mitochondrie

La mitochondrie est un organite indispensable demsellules animales. En effet, elle
est le siege de la respiration et le lieu de prodode I'ATP, servant a tout le métabolisme

des étres vivants.

La mitochondrie est un organite semi-autonome g@gspde son propre ADN qui permet de
coder pour certaines sous-unités des protéinesad&rgcture et de son fonctionnement,
cependant elle est obligée d'importer la plus grandhjorité des protéines qui lui sont
nécessaires. Le nombre de mitochondries par celkde relativement constant et
caractéristique d’'un type déterminé de cellulesmieroscopie électronique a révelé que les
mitochondries ont, dans la cellule intacte, lesatigions d’'une bactérie : 1-2 um de long et
moins d’1 um de large. Elles peuvent occuper uaetibn importante du volume cellulaire,

par exemple 30-35% dans la cellule du muscle caquéia
Elle comporte une double membrane : une membraeenex(MME) et une
membrane interne (MMI) séparées par un espaceriatabranaire. La membrane interne
délimite un compartiment soluble appelé matricesdaquelle a lieu le cycle des acides

tricarboxyliques (cycle de Krebs). La membranermegorme des replis également
appelés "crétes".

Les visualisations tridimensionnelles des mitochimsdn situ, grace a la tomographie
électronique ont permis d’établir ce nouveau modeschitecture membranaire (Fig. 1).
Contrairement & I'ancien modele ou l'on pensait gige larges ouvertures connectaient
'espace intracrétes a I'espace intermembranaimea pu observer que d’étroites ouvertures
tubulaires (jonctions intercrétes) connectent @fitééces deux espaces. La plupart des crétes
possédent plus d’'une jonction intercrétes et cellggeuvent se trouver du méme coté de la
périphérie mitochondriale ou sur des cotés oppsidéscréte s’étend completement en travers

de la matrice.

Les enzymes de la chaine respiratoire mitochordsgaht situées dans la membrane

interne de la mitochondrie.
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Fig 1. Modéles des structures membranaires mitochalniales (a) le modéle le plus
communément admis depuis les années 50 (décrRadade et al., 1952-53b) le modele
des jonctions entre crétes (jonctions intercrétesrgsta junction) qui supplante le modeéle de
Palade dans toutes les mitochondries d’animauxrgwps examinées a ce jour.)

(d’aprés Perkins et Frey. 2000)

Baffle Model Crista Junction Model

Intermembrane
space

Outer Cristae
membrane

Matrix

Ribosome ATP fonor
synthase | Membrane

particles

Crista Junctions

Granule

1.2. Chaine respiratoire et formation du potentiemembranaire

Les organismes aérobies synthétisent 'ATP pardtédués : la glycolyse dans le
cytoplasme et la phosphorylation oxydative dansiémbrane interne mitochondriale. Dans
la membrane interne, on rencontre les principauxpiexes enzymatiques de la chaine
respiratoire. Elle est composée de quatre complegesgnt au transport des électrons du
NADH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide) ou du sinate a I'oxygene. Ces complexes (I,
I, 1l et IV) sont intégrés dans la membrane inter d'autres éléments sont attachés de
maniére labile (cytochrome c). Les substrats eptesluits, portés par des coenzymes, sont

des couples d'oxydoréduction.

Le complexe I, oxyde le NADH en NADréduit le coenzyme Q en coenzyme g
pompe des protons de la matrice vers I'espacerietabranaire. Le complexe Il, oxyde le
succinate en fumarate et réduit le coenzyme Q enzymne QH. Le complexe lll, oxyde le
coenzyme Qbl en coenzyme Q, réduit le cytochrome c (cyt c)ide en cytochrome c
ferreux et pompe des protons de la matrice vespd@e intermembranaire. Le complexe IV,
oxyde le cytochrome c ferreux en cytochrome cderj réduit I'oxygéne en eau et pompe des

protons de la matrice vers l'espace intermembranair



Fig. 2. Schéma des enzymes de la membrane mitochaate interne impliquées dans la

phosphorylation oxydative.(modifié d’apres Saraste., 1999).

NADH Succinate

Cm'llplmr Cun;lplw: Culm:la Cuf{lupln

Matrix
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Composants protéigues de la chaine mitochondr&ateadsfert d’électrons :
Complexe MassgkDa) Nb de sous-unités G. prosthétiques
I. NADH UQ réductase 850 >25 FMN, Fe-S
Il. Succinate UQ oxydoréductase 140 4 FAD, Fe-S
lll. Ubiquinone-cyt ¢ oxydoréductase 250 10 HémesS Fe
IV. Cytochrome oxydase 160 6-13 Hemes,, Qs

L'activité de pompage des protons par les compléxdB et IV conduit & une grande
différence de concentration des protons de pattaeitre de la membrane interne : il s'établit
un gradient de concentration de protons (voir Fig €e gradient se manifeste par une

différence de pH entre la matrice et I'espace iméenbranaire, ce dernier étant plus acide que
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la matrice. A la fois, le déplacement des protorisagers la MMI et le mouvement des

électrons dans la chaine respiratoire créent fardiice de potentiel électriqusy.

Les protons ainsi libérés entrainent la créationne’ force proton motrice entre
'espace intermembranaire et la matrice. La théchieniosmotique de Peter Mitchell (1961)

est basée sur la théorie du potentiel électrochiende Gibbs (Nicholls et Fergusson., 2002) :

Dans le cas général du potentiel électrochimiguen, + RT In G + zRV, a la fois les
composants chimiques (concentrations) et électriga¢entiel W) sont concernés et cette

formule est valable pour tous les composgs,icorrespondant aux conditions standards.

Ay, le gradient de potentiel électrochimique la vitoiad’énergie de Gibbs pour un
composé i, définit le changement d’énergie libre &u transfert d'un ion a travers la

membrane.

Le gradient du potentiel électrochimique des pretdxu.., se compose de deux

parties suivantes :
En absence de potentiel membranaire, on a
Api = 2.3 RT log (Gx/Cint)

Par contre, si le transfert d'un ion est dirigé fgapotentiel membranaire en absence

de gradient de concentration, on a
Ay = -zFAW
avec F : la constante de Faraday et z : la charde oholécule.

Selon Mitchell, puisqu’il y a un pompage des pratohexiste une différence de
concentrations entre les deux cotés de la membdane on peut définir le gradient du

potentiel électrochimique de protons et la diff@edu potentiel électriqgue, comme suit :
Apns = 2.3 RT log (G/Cin) + ZFAW
Avec z =1, or- log C = pH, on a donc
Apps= - 2.3 RT log (pHExrpHint) + FAW

On divise par F afin d’obtenir I'expression de daice proton motrice p exprimée en volts, ce

qui donne :

App+/F =Ap= - (2.3 RT/F)ApH +AY
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Ou AV est la force électrique due au déplacement dest Hes électrons a travers la MMI et

ouApH est le potentiel chimique.

La théorie chimiosmotique implique que la membramerne est impermeéable aux
protons, sinon le gradient se dissiperait au fux etesure. Toutefois, il existe une petite fuite

de protons.

1.3. La MgATPsynthase-MgATPase, f-F1, mitochondriale

L’ATP synthase localisée dans la membrane interib@chondriale est responsable de
la phosphorylation de 'ADP en ATP. Elle est comgmsle 2 parties : une partie membranaire
insérée dans la membrane interne de la mitochqrigrigqui est un canal a protons utilisant la
différence de gradient électrochimique des profumg faire passer I'énergie a la partig|&
téte appelée corpuscule de Racker) qui dépassenfent de la membrane vers la matrice
mitochondriale. Fest attachée par quelques sous-unités a la meenimtanne. Cette téte est
formée de plusieurs sous-unités qui synthétis@iir'dans la mitochondrie. Cette structure
se voit trés nettement au microscope électronij@elPase mitochondriale bovine est une
protéine complexe constituée de 16 sous-unitérdiftes atteignant une masse totale
supérieure a 500 kDa (Saraste, 1999).

La structure du domaine B été déterminée par cristallographie.

Les sous-unités a, B, a (3 copies) ef (3 copies) constituent le stator, les sous-urtt§set

€ constituent le rotor dont la rotation transfered¥gie du flux de proton a la synthese de
I'ATP.

Fig. 3. Structure de la MgATP synthase-ATPase ;. (D'apres Wang et Oster., 1998).
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FoF1, I'ATP synthase, utilise I'énergie du gradient ghientiel électrochimique des
protons pour la synthese de I'ATP par un mécanista¢oire, découvert par Boyer et Walker

qui ont été récompensés par le prix Nobel de chani&997.

La rotation de la tigg du rotor déforme les 3 sous-unif@slu stator qui contiennent
les sites actifs de synthese d'ATP. Cette observatiété rapportée par Noji et al (Noji et al.,
1997) qui ont utilisé un ingénieux systeme de féaind’actine fluorescent attaché a la sous-
unitéy par de la biotine et de I'avidine et une fixatidim complexensfsy par des histidines

sur une couverture de nickel (Fig. 4).

Fig. 4. Observation de la rotation de E (A). Systéme utiliséB). Images vidéos d'un filament

d’actine en rotation induite par I'ATP (intervaliémages 133 ms). (D’aprés Kinosita et al., 1998)
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complete du rotor produit 3 ATP. Il s'agit du "bimgl change mecanism" (ou meécanisme
liaison-échange). La sous-unfiépossede, selon sa conformation, une affinité miffie pour
'ATP.

Fig. 5. Schéma du mécanisme liaison-échangb:apres Cross, 2000)
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Contrairement aux enzymes de la chaine respiratoit@chondriale, ftransfert les
protons de l'espace intermembranaire vers la meafN@suda et al., 2001 ; Elston et al.,
1998).

Chaque sous-unité ¢ a un Asp (61) qui ne peutegtreontact avec les lipides que s'il
est protoné. Seules deux positions permettent paottination, chacune en contact avec a et
associée a un demi-canal vers l'une des surfackesrdembrane. Un proton doit faire un tour
presque complet de I'anneau entre son entrée paukeet sa sortie par le bas (Fig. 3). La
protonation de I'Asp-61 par un proton venu du haiupermet de tourner vers la droite, dans
la membrane. Ceci fait passer I'Asp-61 de gaucti®idée et permet a un Asp-61 protoné de
plus loin a gauche de venir sur la position dépralbbe de gauche. Le proton dissocié part
vers le bas. Le résultat de I'entrée par le haut groton et de la sortie par le bas est la

rotation de l'anneau de ¢ d'une unité vers la elrdid sous-unité fait partie du rotor et sa
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rotation peut étre observée lors de I'hydrolys€AIEP. Ainsi, les sous-unitég et € tournent
ensemble dans le méme sens respectivement auxusiés-asB30b,. La synthése et
I'hydrolyse de I'ATP se font elles en sens invéamss, 2000). Ce faisant, I'ATP synthase
récupére I'énergie déuy.. Cette énergie est couplée par la rotation dels-sinitéy a la
réaction de phosphorylation de I'ADP par un phosphaorganique en présence de
magnésium, réaction endergonique qui consomme /8iokJ

La MgATPase kF; est inhibée par 'oligomycine, au niveau de lassanité k.

L’efficacité stoechiométrique de la phosphorylatiexydative est définit par le rapport
P/O, ou la quantité de phosphate inorganique imzérgen ATP par quantité d’atomes
d’'oxygéne consommeés. L'oxydation d’'une molécule dieydro nicotinamide adenine
nucleotide (NADH), de 1,5-dihydro-flavine adeninewtleotide (FADH) et de I'ascorbate
est associée a la synthese de 3, 2 et 1 molécélé® despectivement. Le rapport maximal
de P/O pour les substrats liant le NAD est de 2€5-8e 1.5-2 pour le succinate (Lee et al.,
1996a, Hinkle et al., 1979). Pour une molécule,d’&@luite, 20 protons sont transférés et 6
molécules d’ATP sont synthétisées, donnant le rdpdATP de 3-4.

Le découplage de la phosphorylation oxydative tédmporte quel procédé qui décroit
le Ap (Kadenbach, 2003), donc aboutissant & une pémermgjie et une thermogenese élevée.
Les agents capables de dissiper le gradient denzat ainsi diminuer le rapport P/O sont
appelés les découplants de la phosphorylation dxydéHeytler, 1980, Terada, 1990). lIs
induisent une fuite de protons non spécifique aers la membrane interne mitochondriale
(Terada, 1990). Les agents découplants (dinitrophércarbonylcyanide m-chloro
phenylhydrazone (CCCP), carbonylcyanide-p-triflunedoxy-phenylhydrazone (FCCP) et
les acides gras) abolissent le lien entre la chagsgiratoire et le systeme de phosphorylation

résultant en un flux de protons vers la matricéd€fde protons ou proton leak).

Si la respiration est découplée, il n'y a pas adelignt de protons. Il se produit alors, la
réaction d'hydrolyse de I'ATP. En effet, I'affingéur I'ATP est modifiée gtse met a tourner
dans le sens inverse afin de recréer elle-mémeadiemt de protons.

Cette réaction est de type ordonnée :

MgATP + R ——> MgATPF———> MgADP.F+ B —> MgADP + F+ P
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Ainsi, l'activité de I'ATPase rend compte du déctage existant dans la

mitochondrie.

La phosphorylation oxydative est le mécanisme séatile couplage de la diminution de
I'énergie libre qui accompagne le transfert destédas sur la chaine respiratoire avec la

formation de groupes phosphates riches en énesge [tATP.

La phosphorylation oxydative est primordiale damgstles aspects de la vie cellulaire
aérobie car elle constitue la principale sourcaer'gie utilisable.

1.4. La famille des transporteurs mitochondriaux etle Voltage Dependant Anion

Channel

La membrane interne mitochondriale contient uneilfarde protéines (Mitochondrial
Carrier Family, MCF) dont la fonction est de tramdpr de multiples substrats dans la matrice
mitochondriale et d’exporter les métabolites. Laidé nucléotide translocase (ANT), un
transporteur de phosphate, les « uncoupling peteifUCP) font partie de ces protéines.
Cette famille compte également de multiples trartepos des métabolites du cycle de Krebs
(Aquila et al., 1987, Garlid et al., 2000). La mearie externe contient des canaux anioniques
voltage-dépendents (VDAC ou Voltage-Dependant Ar@rannel) pour la communication

entre la mitochondrie et le cytosol.

1.4.1. L’Adénine Nucléotide Translocase

L’ANT (également appelé transporteur ATP/ADP) estlien énergétique clé dans le
transport d’énergie entre les compartiments deilacmondrie et du cytoplasme. Cet antiport
est responsable de I'échange transmembranairel&ilife généré au sein de la mitochondrie
par la phosphorylation oxydative et 'ADP cytosolkeg L’ANT consiste en 300 acides aminés
environ et, est localisé dans la membrane interitechondriale. Sa quantité peut atteindre
10% des protéines de la membrane interne dans ikeshondries de tissus qui ont des
besoins énergétiques élevés (Klingenberg, 1969mKraet al., 1989, Klingenberg, 1979).
L’ANT est étroitement associé a six molécules déicéipines (Beyer et Klingenberg., 1985)
requises pour la translocation des nucléotidesgipas pour leur liaison) (Hoffmann et al.,
1994).
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Sur la base d’expériences de centrifugation amplgtiet de diffusion de neutrons
réalisées en présence d’inhibiteurs spécifiquédT est considéré comme étant organisé en
homodiméres (Block et al., 1982, Hackenberg et déitberg., 1980). En revanche, des
données biochimiques supportent 'hypothese quertae fonctionnelle de 'ANT serait un
homotétramere, chaque dimére étant impliqué datmansport d’'un nucléotide, ATP ou ADP
(Brandolin et al.,1985, Fioret et al.,1998).

L’échange spécifique de nucléotides entre le cytesta matrice mitochondriale suit
une stoechiométrie stricte de 1:1, c'est-a-direr ppuADP importé un ATP est exporté a
travers la membrane interne mitochondriale (TAMResh pas transporté). L’échange
ATP/ADP suit la cinétiqgue de Michaelis-Menten, avecKm de 1-10 uM pour 'ADP et un
Km de 1-150 pM pour I'ATP pour I'ANT du foie de rafFioret et al., 1998) Durant le
meétabolisme aérobie, ces deux nucléotides sontoepétition pour le transport. Celui-ci
n’est pas neutre au niveau des charges électritipa@®, possédant quatre charges négatives
et 'ADP trois charges négatives. Comme conséqueduae potentiel mitochondrial
membranaire, 'ATP est préférentiellement exporéélal matrice. L'analyse structurale de
ANT en présence d'un inhibiteur de FI'ANT, le carbyatractyloside (CAT), par
cristallographie aux rayons X avec une résolutier2® A a été réalisée (Pebay-Peyroula et
al., 2003). L’ANT seul n'a pu étre cristallisé a ¢mur. Le transport des nucléotides
adényliques pourrait étre associée a différentagdraents conformationnels a I'intérieur de

chaque monomere de I'’ANT.

Fig. 6. Section a travers le transporteurL’ANT possede une cavité conique ou vient se fixer

I'inhibiteur (en haut) (D'aprés Pebay-Peyroulalet2003).
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L’ANT est exprimé par trois isoformes : ANT1, ANTE ANT3. Chez 'Homme, le
bétail et la souris ANT1 est I'isoforme exprimée rdaniere prédominante dans les muscles
cardiaque et squelettiqgues, ANT2 est ubiquitaimprienée dans tous les tissus en quantité
variable en fonction de I'activité respiratoire tifssu. ANT3 a un faible niveau d’expression

dans le cerveau, le foie, le rein, le cceur et lesabes squelettiques.

Pour les études du transport de nucléotides, dgestd’inhibiteurs spécifiqgues de
'ANT sont utilisés (Fig. 7). Le CAT se lie a 'ANTR I'extérieur de la membrane interne
tandis que l'acide bongkrékique (BKA), un autreilmteur, se lie du co6té interne de la

membrane interne.

Fig. 7. L’inhibition de 'ANT par le carboxatractyl oside (CAT) et I'acide bongkrékique
(BKA) et les 5 étapes du mécanisméA). La membrane est perméable BKA qui inhibe le
transporteur dans I'état ouvert du coté matrigielstate), tandis que CAT ne passe pas la membrane
et inhibe le transporteur dans I'état ouvert duécéytosolique (c-state). Les 2 états symbolisent
I'orientation du site de fixation en respectanspace matriciel et le cytosol dans le systeme.r{&{f

(1) diffusion a lintérieur du canal, (2) fixatiode I'ATP, (3) translocation, (4) dissociation e (5

diffusion a I'extérieur du canal (D’apres Gropmaét 1999)
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L’ANT est apparue comme une protéine, qui, mis & @a contribution a la

translocation ADP/ATP, pouvait faire partie du pdeetransition de perméabilité (PTP) non
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seulement au niveau structural des sites de comiaist aussi a un niveau fonctionnel dans la
régulation de la perméabilité de la membrane mdaodhiale durant I'apoptose (Belzacq et
al., 2002). Cette hypothese est aujourd’hui écardééales études sur des souris déficientes en

ANT ont montré que cette protéine ne fait pas patti PTP (Kokoszka et al., 2004).

1.4.2. Les canaux VDAC

Le mécanisme commun pour la translocation de mbtaba travers la membrane
externe mitochondriale est le VDAC (Colombini, 19X@ et al., 1999).

Le terme de porine mitochondriale souvent utilisésnpas approprié. En effet,
I'évolution de VDAC n’est pas claire, des preuvepé&rimentales indiquent fortement que la
structure et les propriétés de VDAC sont assegmdifites des structures et propriétés variées
de la famille des canaux bactériens appelés pof@ebmbini, 2004). Les canaux VDAC
sont présents dans les cellules de la plupart dgmismes dé&scherichia Colia la pomme
de terre et aux primates. Ce canal protéique gsblgine majoritaire de la membrane externe
mitochondriale, comptant pour 60% des protéinesldstde la membrane externe (Thinnes et
al., 1990).

Le pore formé par la protéine est relativementtpetdbn poids moléculaire est
d’environ 30 kD (Mannella et al., 1975, Mannell@82). VDAC forment des canaux a partir
de feuilletsp (Fig. 8).

Fig. 8. Schéma de VDAC dans la membrane mitochondiie externe.Le cylindre qui
traverse la membrane est composé d'une hélieede 13 feuilletf. Les travées sont orientées a 46°
de l'axe du pore. Les boucles entre les régions tsansmembranaires et sont probablement les sites
d’interaction avec les protéines et d’autres fastaolubles. Une boucle (inhabituelle mais consgrvé
du coté cytosolique est un candidat pour un sitéx@tion d’'une protéine. Il y a aussi une boucle
chargée tres positivement dans quelques isoforimelsignt celles des mammiféres) de VDAC. Alors

gue la longueur globale est hautement conservéeaildes extensions N-terminales dans quelques
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VDAC pouvant servir comme fonction de reconnaisesamti de site d’attachement. (d'apres

Colombini, 2004).
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La sélectivité des porines envers les espéces ignesrdépend de la valeur et de la
direction du potentiel membranaire. Comme cela é réontré avec des membranes de
phospholipides reconstituées, les canaux sont tsupeur les composés anioniques comme
CI', Pi et les nucléotides adényliques (Colombini,2,9Zolombini, 1994) pour des voltages
inférieurs a 20-30mV (Vyssokikh et Brdiczka., 200Bpur un voltage inférieur a 30 mV (état
de conductance élevé) le pore a un diamétre de. Anrdela de 30 mV (état de conductance
faible), le diamétre du pore est réduit a 2 nm. \&sations de conductance dépendantes du

voltage sont certainement liées aux modificatidnscturales du VDAC.

La famille de genes de VDAC chez les mammiferessiste en trois isoformes
(VDAC1, VDAC2 et VDAC3), chacune dentre elles @ayeant approximativement 70%
d’homologie de séquence avec les deux autres mendlerda famille. Chez 'Homme, cing
genes codants pour VDAC ont été trouvés mais seuiemnois isoformes sont exprimées
(Decker et Craigen., 2000, Winkelbach et al., 19®hez la souris, la délétion d’'une au
moins de ces 3 isoformes de VDAC a de sérieusesqoences mais la viabilité cellulaire ne
requiert pas une isoforme unique (Wu et al., 1908)délétion en VDAC chez la souris méle
entraine une stérilité due a des spermatozoidesnobiies (Sampson et al., 2001) alors que
la délétion soit en VDAC1 ou VDAC2 produit des sSeuavec une capacité respiratoire

réduite de 30% (Wu et al., 1999). Le manque de VDACpour conséguence une mort
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embryonnaire de quelques souris mais plus fréquerlaanort embryonnaire apparait chez
des souris déficientes en VDAC1 et VDAC3 (Colomp004). L'absence de VDACL1 dans
les muscles squelettiques d'un enfant souffrant nel’'uséveére encéphalomyopathie
mitochondriale suggere que les VDACs jouent un rigiportant dans la régulation du

meétabolisme énergétique (Huizing et al., 1996).

On a longtemps pensé que le role des canaux VDA@Geebmiter la dislocation des
composés de poids moléculaire élevé (>3-10 kDapZB&990). Cette approche a changé
maintenant car il a été montré par plusieurs étugles la régulation des canaux VDAC
jouerait un réle important dans la régulation déolection mitochondriale (Liu et Colombini.,
1992, Hodge et Colombini., 1997, Vander Heiden.e2800).

Une protéine soluble appelée le modulateur de VO&CVDAC modulator) isolé a
partir de mitochondries est capable de moduleetanpabilité de VDAC. Cette protéine a été
tout d’abord découverte ché&reurospora crass&t ensuite dans d’autres espéces telles que
les eucaryotes. Le rbéle de ce modulateur restg@cénconnu (Liu et Colombini., 1992, Liu
et al.,, 1994). Dans certains tissus (foie, cervedDAC agit donc a la périphérie des
mitochondries comme un site de liaison pour degreerz telles que I'hexokinase (Fiek et al.,
1982, Nakashima, 1989) et la glycérol kinase (@stlet al., 1983, Towbin et al., 1989),
indiquant de possibles connections entre la fonctles canaux de porines et la synthése
d’ATP glycolytique.

VDAC est associé avec l'initiation de la phaseoctibndriale de I'apoptose (Bernardi
et al.,, 2001, Vander Heiden et al., 2000). Quelqrescheurs ont rapproché VDAC de la
structure du pore de transition de perméabilitéisméutres ont proposé (Halestrap et al.,
2002) que VDAC pourrait le moduler sans étre stnateément impliqué.

1.5. Le calcium mitochondrial

Les mitochondries importent le calcium du cytosat pn uniport électrophorétique
énergisé par le potentiel membranaire négatif ramint par la chaine respiratoire
mitochondriale. Cet uniport est bloqué de manieoenmétitive par les concentrations
physiologiques de Mg. Dans les conditions normales de la vie cellujdieecalcium est
maintenu dans la mitochondries en état dynamiquiegse continuellement relargué par
I'antiport C&*/Na’". Cet échangeur opére avec une stoechiométrieN&/2 C&*, son Km
pour le N& est de 8-10 mM et sa Vmax de 18 nmof‘@ain/mg protéines dans le coeur
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(Martonosi et Pikula., 2003). Ce cycle du calciwggule trois déshydrogénases de la matrice

nécessaires pour le cycle de Krebs et donc, enavlalproduction d’ATP (Carafoli, 2004).

Fig. 9. Transport du C&"*dans la mitochondrie.Schéma simplifié d’une mitochondrizvec les
principaux éléments de la chaine de transport diéles et les voies proposées pour les influx &t le
efflux de C&". Le AWm fournit la force proton motrice pour la phospHatipn de 'ADP par la FoF1
ATPase. Le captage électrophorétique dé @ 'uniport est dépendant d\Wm, et I'abolition du
potentiel abolit le captage mitochondrial du”Cée C&" ressort par I'antiport G&Na'. Le pore de
transition de perméabilité mitochondrial (MPT) est large canal composé de plusieurs protéines

(d’aprés Jacobson et Duchen., 2004).

Ca” Ca” Cah

A.2. La consommation d’ATP

A.2.1. Appareil contractile - cycle contractile

L'unité fonctionnelle du muscle strié, comme le wklascardiaque et le muscle
squelettique, est le sarcomeére dont les limites fmomées par les disques Z (ou Z lines). Les
sarcomeres sont représentés par un motif de filemiams alignés latéralement avec les

filaments épais.
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2.1.1. Les myofilaments

Les myofilaments de la machinerie contractile a@eéllule sont responsables de la
transduction du signal énergétique chimique erattat en énergie mécanique. lls occupent
45-60% du volume cellulaire dans les ventriculesndenmiféeres (Bossen et al., 1978, Forbes
et Sperelakis., 1995 page 1978).

Les myofilaments sont composés d’épais (myosiheedins (actine) filaments ainsi
que d’éléments contractiles associés et des comyzoda cytosquelette (Fig. 10).

Fig.10.Photographie d’un sarcomere.

Stries Z
Les filaments épais de myosine font environ 1.6 gemlong et 15 nm d’épaisseur.

Chague filament épais est composé d’environ 30@cut¢s de myosine. La myosine est en
forme de 'Y’ constituée d’'une longue queue et purteux tétes flexibles a une extrémité. La
téte flexible posséde un site de liaison a I'acehein site de fixation pour I'ATP, c’est elle

qui est responsable de I'aspect moteur de la pretéa queue ayant une fonction d’ancrage.
Les tétes de myosine (connues comme les myosinPagek) dépassent le long de I'axe tous

hY

les 14.3 nm, avec un angle tournant de 120° a ehpqunt.

2.1.2. La contraction du muscle strié

Les tétes de myosine établissent des ponts uniancfoisés, crossbridges) qui
interagissent avec l'actine pour générer la cotitlmc Lorsque la [CZ] cytoplasmique
s'éléve, les myofilaments sont activés de maniés& @épendante, traduisant de ce fait

I'énergie chimique (ATP) en force mécanique de k@mtion.
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Bien que les modes de régulation soient trés diiessle fonctionnement de tous les
types de myosine est similaire. La fixation d’'unelécule d’ATP entraine le détachement
entre I'actine et la myosine et I'hydrolyse de I'RTprovoque un mouvement au niveau de
l'articulation de la téte de myosine. L’ADP et led@rmettent une faible interaction de la téte
de myosine avec une nouvelle molécule d’actinepiEsence de calcium, la téte de myosine
s’accroche fortement au filament d’actine. La ld&n du Pi entraine la contraction en
changeant la conformation de la téte de myosing@eui alors glisser sur le filament d’actine.
A la fin du mouvement, la molécule de myosine agglile long du filament d’actine. Le sens
d’accrochage du filament d’actine par rapport amgosine est polarisé. Pour que le
mouvement ait lieu, il est indispensable que lesxdéléments actine et myosine soient

orientés de maniére correcte.

Un modele physique de cette transduction est coilnsiagit de la théorie des
filaments glissants. Elle est apparue a partirédades de diffraction aux rayons X (Huxley,
1969) et de perturbation mécanique (Huxley et Simsnol971). Les étapes chimiques
impliquant le cycle de crossbridges ont été int@rmeient caractérisées et corrélées avec les
schémas physico-mécaniques (Goldman, 1987; Bred®&7). Bien que le cycle soit le
méme pour les muscles squelettiques et cardiagaesdnstantes controlant les transitions

intermédiaires des crossbridges sont différentes.

Fig. 11. Le mécanisme du cycle de crossbridge)( Il est composé de 8 étapes. Une liaison
forte est désignée par's" et une faible liaison pat. A, actine; M, myosine; ;P phosphate
inorganique. Le cycle commence en haut, avec wssbriglge attaché fortement & I'actine (Aski f

est la force du crossbridge) et son « cou » epbsition étendue (voB). (B): Le cycle de contraction
et les changements structuraux associés. |l nycarge interaction lorsque l'actine est en grisaet
myosine en verte, un interaction faible quand A estjaune et M en bleue et enfin une forte

interaction est montrée par une A verte et une bfyeo (D’aprés Gordon et al., 2001)
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Les crossbridges s’attachent et exercent une fmostante pendant les étapes 6, 7, 8
et 1 (contraction isométrique) et la force dimifjuequ’a zéro quand les crossbridges se
séparent a I'étape 2. Pendant les contractionsnigptes les filaments glissent les uns sur les
autres, la contrainte sur le crossbridge est rédefit'étape 7 arrive plus rapidement. Le
mécanisme mécano-chimique de la Fig. 13 impligueedyprant la contraction isométrique, un
crossbridge reste fortement attaché a l'actine pamrtemps relativement long (>100

ms/cycle).

Le mouvement de la téte de myosine induit par PATa pas été observé dans les
filaments dont I'activité ATPase des tétes de myps été éliminée. L’addition d’ADP n’'a
pas produit un mouvement appréciable des tétesydsine. Les résultats de Sugi et al. (Sugi
et al., 1997) ont montré que le mouvement de Edétmyosine induit par I'ATP se produit
en absence de filaments fins. L’étape limitantdeestlargage des produits de I'hydrolyse de
I'ATP. L’hydrolyse de 'ATP en ADP et Pi nécessites ions Mg

Depuis longtemps, il est connu que les différeppes de muscles squelettiques ont
des propriétés contractiles variées. Selon la thédassique de Barany (Barany, 1967), la
myosine des muscles rapides possede une activiRagel plus élevée et catalyse donc une
déplétion plus rapide en ATP. En revanche, la rmgsies muscles lents, comme le cceur, a

une activité ATPase plus faible donc une diminutier’ATP plus lente.
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La longueur du sarcomére affecte la force maximuta sensibilité de la force au €alans
les muscles cardiaque et squelettiques. L% Dgacellulaire se fixe sur le site spécifique de
la troponine C (TN-C). Cette fixation modifie la rformation de la molécule de
tropomyosine, libérant ainsi les sites de fixatgpecifiques de la myosine présents sur la
molécule d'actine. Dans le méme temps, la fixatiorC&" sur la TN-C permet la levée de
l'inhibition exercée par la troponine | (TN-I) dlactivité ATPasique de la téte de myosine. La
dépendance de la tension maximum tétanique damsi$ele squelettique, en particulier sa
diminution pour des sarcomeres de grande taillétéautilisé pour appuyer le modele de
crossbridge de la contraction musculaire (Gordoal.etl966), tandis que sa diminution pour
des sarcomeres de courte taille a été moins preergéexpliqué. La relation force-longueur
est d’'une importance capitale dans le muscle oguéiaar le cceur fonctionne normalement
dans la gamme de longueur du sarcomere, donnagit rarssance a la relation de Frank-
Starling.

L’hypothéese fondamentale est que la force maxirasleléterminée, quelle que soit la
longueur du sarcomere, par le degré de superposiés filaments fins et épais (le nombre de
crossbridges). Dans les myofibrilles, composéesplisieurs unités sarcomériques, les
filaments de titine forment un réseau filamenteortigu. Il y a trois a six molécules de titine
associées avec chaque filament épais dans chagtié dion sarcomere dans les muscles de
vertébrés (Squire, 1997). La titine interagit diemsent avec plusieurs protéines associees aux
filaments épais (la protéine C liant la myosineptatéine H liant la myosine, la protéine M,
la myomésine et la tige de la chaine lourde de mgdsLa titine interagit donc directement
avec les filaments d’actine prés des disques ZA/et des composants des disques 4- I’
actinine et la « T-cap » (téléthonine). D’apres r@rar et ses collegues, la titine est dirigée
radialement plutdét gqu’axialement afin d’augmentar force au repos pour de grandes
longueurs qui approcheraient en fait les filamdims et épais plus prés les uns des autres
pour faciliter les ponts union, ou crossbridgegz@&@la et al., 2001). Une autre possibilité est
gue la contrainte de la titine altére I'emballage ld myosine dans les filaments épais ou
I'orientation des tétes de myosine le long de hépilorsale du filament épais. La diminution
de la contrainte de la titine, réduit la sensiéibiu calcium et la dépendance longueur- force

du myocarde.

Fig. 12. Sarcomére et myofilaments myocardiques. §Achéma d'un sarcomére montrant les

relations spatiales des filaments fins et épalesinteractions putatives de la titine avec lesrfents,



tel-00011814, version 1 - 8 Mar 2006

gui donneraient naissance aux forces radialesiaieaxjuand le sarcomeére est eti®). Schéma des
filaments fins et épais illustrant la diminution lkdeséparation latérale pour des grandes longukars.
probabilité d’interaction en pont union (ou crosgbe) augmente pour des grandes longueurs due a la
plus grande proximité vis-a-vis de I'actine (d’aphMoss, 2002).

& Fl._ll'-I|=I'I FHERTETE SvCsl (T Flismen

Sarcomere court Sarcomere long

Par ailleurs, I'élévation de la sensibilit¢ au?Caugmente avec la longueur des
sarcoméres dans le muscle cardiague et squeletiipteeffet est meilleur dans le muscle
cardiaque et contribue a une meilleure activatiépetidante de la longueur du sarcomere,

augmentant la relation de Frank-Starling.

Fig. 13. La relation de Frank-Starling et plus génélement la relation force-longueur.
Relation force-longueur décrite dans le muscle Iedtigue de grenouille par Gordon et al. (1966).
Celle pour le cceur de chat (Allen et al.,, 1974) dsstrée dans la gamme des longueurs

physiologiques des sarcomeres (trace épais). (Esdpers, 2002).
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La diminution de la sensibilit¢ au €aparallélement & la diminution de la
longueur du sarcomeére peut étre plus facilemenlicqeige par 'augmentation de la distance

entre les filaments fins et épais.

Le mécanisme par lequel le Cactive la contraction est bien établi (Solaro atiék.,
1998, Zot et Potter., 1987). Des mesures dire@da [C&"] libre dans les cellules cardiaques
sont nécessaires pour la compréhension de la tégulde la contractilité. Les variations
cycliques des ions Eacytosoliques sont aussi appelées flux dé*CRans le ventricule
quiescent, les mesures de viabilité cellulaire doriné une concentration moyenne efi*Ca
libre de 0.26 puM, pendant les contractions les flexC&" atteignent 10 uM (Marban et al.,
1980). Des améliorations dans les techniques ponmeisure du Gaintracellulaire suggérent
une concentration diastolique aux environs dé M) et un pic systolique jusqu’a av
dépendant de I'état contractile du myocarde (Op®88). En présence d’une [€psuffisante
la myosine peut interagir avec I'actine ce qui aagta la capacité d’hydrolyse de I'ATP par

la myosine ATPase.

A.2.2. Cycle du C&" cytoplasmigue

Les changements dans la fantracellulaire jouent un réle critique dans la
régulation de nombreuses fonctions cellulairesnaltie la contraction musculaire jusqu’au
neurotransmetteur et a la sécrétion hormonale jadguranscription des génes. Il existe un
gradient de la [Cd] libre entre les compartiments cellulaires et slibtaires délimités par

une membrane. On trouve ce gradient a travers labrane sarcolemmale et celle du RS.
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L’ordre de magnitude est de101 mM de [C4'] libre dans le RS et 100 nM dans le cytosol.
La [C&] libre cytosolique est maintenue activement & iweau aussi faible par un systéme
de mécanismes régulant ’homéostasie dti G&lang, 2004).

Fig. 14. Schéma général du cycle du €adans le myocyte ventriculaireLe C&* entre via
les canaux calciquescf) et I'échange Na/Ca (NaCaX). L'influx de €a&ontrole le relargage
de C&" du RS par le récepteur & la ryanodine (RyR). L& @st enlevé des myofilaments
(Myofil) et du cytosol par les pompes SERCA du R®dulées par le phospholamban, PLB),
les pompes Ca-ATPases sarcolemmales, I'échangéGaNs I'uniport mitochondrial (Mito).

(d’aprés Bers, 2002).

Le mécanisme du couplage excitation-contractionC(‘Eoupling’) implique des
changements cycliques de la concentration intnaledlé des ions Galibres dans les cellules
cardiaques; les mitochondries participant activantams ce processus. Ainsi, le couplage
excitation-contraction lie I'excitation électrig@ael’activité mécanique des cellules cardiaques
(le degré d'activation contractile dépend de langjisé de C&" délivrée aux myofilaments).
Ce couplage est initié par l'influx de €alans les cardiomyocytes via les canaux calciques
voltage dépendants de type-L du sarcolemme (réoespdela dihydropyridine, DHPR) activés
lors de chaque potentiel d’action cardiaque. C€ Gai entre dans la cellule peut directement
contribuer & I'activation du relargage de’Caes réservoirs de €antracellulaires du RS. Ce
processus tres bien décrit est le ‘Calcium-induCadtium-release’ (CICR). Ce relargage

secondaire de Gase produit & partir de larges canaux homotétramesi de relargage du
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Cd* (récepteurs a la ryanodine, RyR) situés dans kmbrene du RS. Dans la plupart des
especes mammiferes, le CICR amplifie ainsi plusiéais le signal initial (Niggli, 1999a).

2.2.1. Structures intracellulaires controlant les iveaux de C&* cytoplasmigue

Le sarcolemme joue un réle important dans le ctettd C&* cytoplasmique. Il est le
site d’entrée et de sortie du Caellulaire. En effet, des vésicules isolées delled T de
muscles squelettiques ont de trés fortes dengitéscepteurs a la dihydropyridine (DHPR),
qui sont les canaux calciques de type-L (Jorgereeal., 1989 ;Wibo et al.,, 1991). Les
jonctions du RS avec le sarcolemme dans les musti€s sont hautement spécialisées et
forment des structures pontées appelées « pidasanzini-Armstrong, 1972), des structures
similaires sont observées dans le muscle cardigfnk, 1990). Ces « pieds » ont été
identifiés comme des canaux de relargage & @écepteurs a la ryanodine, RyR) (Inui et
al., 1987a, 1987h).

Dans les muscles squelettiques, les cellules pessédn réseau de réticulum
sarcoplasmique (RS) tres étendu avec de largesesteéerminales aboutissant aux tubules T.
En revanche, le muscle cardiaque a un systeme ge@ul$lairsemé et moins rigide avec des

tubules T aux diamétres plus grands (Bers, 2068). L5).

Fig. 15. Représentations schématiques des tubules€f du RS associés a plusieurs
myofibrilles. (A) Muscle squelettique de grenouille. Chaque mydfégst entourée d’'un réseau de
SR. Dans le muscle squelettique de mammiféreutadds-T et les triades sont situés normalement a
la jonction bande A-I(B) Muscle cardiague de mammifere. Comparé au musglelettique, les
tubules-T cardiaques sont plus larges en diamétee RS plus dispersé. Les mitochondries sont plus

grosses et les myofibrilles plus irrégulieres dansoeur. (d'apres Fawcett et Nutt., 1969).
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Dans les myofibrilles, le RS est trés élargi aueaiv des citernes terminales lui
permettant un contact des 2 c6tés avec les tuQulesur former les triades au niveau des
disques Z. Dans les muscles squelettiques de mamsjfles tubules T et les triades sont
situés a la jonction bande A- bande | (Fawcett eNMtt., 1969). La surface du sarcolemme
est physiqguement continue avec la membrane dudubutt les deux se combinent pour
former une barriere perméable entre les milieusagdllulaire et extracellulaire. Le volume
du RS varie selon les types cellulaires et il seive en quantité plus abondante dans les
muscles squelettiques (Eisenberg et al., 1974nbeyg et Kuda., 1975; Eisenberg et Kuda.,
1976) que dans le coeur de mammiféeres (Bossen &0@B; Forbes et Sperelakis., 1995).

2.2.2. C& sparks et C&" quarks

Une petite fuite de Gadu RS vers le cytoplasme peut se produire au repasétre
via les canaux de relargage du“Cdu RS. Récemment, il a été reconnu que ces sigiaux
relargage de G&u RS, sont les sommations d’événements élémentdeerelargage: les
‘Ca™ sparks’. L'observation de ces Taparks’ montrent qu'ils peuvent se produire soit
individuellement ou prendre la forme d'un flux hoggéoe de Ca se propageant comme des
vagues de Cale long de la cellule cardiague. Le laboratoire Niggli a observé des
événements de relargage de**GQaus petits que les €asparks, appelés €aguarks, se
produisant a I'ouverture d’un seul canal de relgegdu C& du RS (RyR) (Fig. 16 et Niggli,
1999Db).

Fig. 16. C&* sparks et C&" quarks cardiaques A t = 1 ms, un canal Gade type-L, situé dans

le plasmalemme s’ouvre et du Cantre dans la fente (15 nm de large). Ceci déhkeqmesque
immédiatement le relargage de’Cdepuis RyR (faible sensibilité) ce qui générelur élevé de C4

du RS dans la fente (t = 2 ms). La propagation dii @ans la fente entraine un certain nombre de
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Ccd" quarks des RyR (forte sensibilité, faible flux) gantribuent & la transformation des?Cauarks
en sparks (t = 5 ms). (d’apres Niggli, 1999a).
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Parallelement a la Mg,Ca-ATPase du RS (SERCA)xikte d’autres structures
utilisatrices d’ATP comme les ATPases du sarcolenihexiste donc un systeme de transfert
des molécules de haute énergie de leur lieu deuptiod (la mitochondrie) vers leurs lieux
d’utilisation (myofibrilles notamment). En effete ldanger est I'accumulation d’ADP au

niveau des ces ATPases, il est donc nécessaiggéeéarer rapidement 'ATP.

A.3. Transfert d’énergie par la navette de la créahe kinase et les

probléemes de sa réqulation

A.3.1. Les Créatine kinases

Les créatine kinases (CK) sont des guanidino kmagui catalysent le transfert
réversible d’'un résidu phosphate de haute énergre €ATP et la créatine (Cr), générant
ainsi de I'’ADP et un transporteur de liaison ph@dphriche en énergie: la phosphocréatine
(PCr). La réaction a été découverte par Karl Lonm@ohmann, 1934) :

PCr + MgADP + H & Cr + MgATP

La réaction de la CK joue un rdle central dansréndfert énergétique cellulaire. Les
isoenzymes de la CK, localisées a des sites spéesfide production et d’utilisation de I'ATP
sont liées par la navette PCr/Cr dans les cellaléstes demandes énergétiques. La famille
des CK est codée par quatre genes indépendantsincbadant pour une forme monomerique
différente. Les isoformes de la CK sont classigudnuivisées en 2 groupes : isoformes
mitochondriales (MiCK ou MtCK) et cytosoliques (isomes musculaire MCK et cérébrale
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BCK). Dans le cytosol, les CK sont présentes sound de dimeres. L’expression des CK
cytosolique est finement régulée durant le dévedopmt : BCK prédomine dans les tissus
embryonnaires et diminue dans la période post@atatant donc un basculement vers
lisoforme MCK (Trask et Billadello., 1990). MCK tsuprégulée’ dans les tissus
sarcomériques apres la naissance (Payne et Strd@8gl). Chez les mammiferes et les
oiseaux, les 2 isoformes cytosoliques tissu-spaf peuvent étre distinguées par une forme
ubiquitaire BB-CK, exprimée fortement dans le cawvet une forme musculaire spécifique,
MM-CK, exprimée fortement dans les muscles stri§gp€nberger et al., 1964; Eppenberger
et al., 1967). Quatre résidus de lysine sont haemémonservés dans l'isoforme MM-CK,
sans doute responsables de linteraction de la MMd&vec la bande M (Brdiczka et
Wallimann., 1994).

L’activité des isoformes des CK diminue dans I'erduivant : muscle squelettique
rapide, muscle squelettique lent, muscle cardiaqais I'activité de la MiCK augmente elle
dans le méme ordre et son activité atteint 30-46%adtivité de I'enzyme totale dans le coeur
(Saks et al., 1974; lyengar, 1984; Yamashita, 199&Fs isoenzymes couplées des CK
fonctionnent via un mécanisme de couplage foncgbfoanalisation métabolique) mais dans

différentes directions suivant leur localisation.

Tandis que les CK cytosoliques utilisent principadat la PCr pour reproduire de
I'ATP aux sites de consommation d’énergie, tels lgumyosine ATPase myofibrillaire dans
les muscles (Wallimann et al., 1984 ; Ventura-Glagt al., 1994) et la €aATPase du RS
(Rossi et al.,, 1990 ; Minajeva et al., 1996), fgone mitochondriale est principalement
responsable du turnover de I'ATP, qui est expouésde la matrice mitochondriale par
ANT, pour la production de PCr (Klingenberg, 1993L’isoforme mitochondriale
ubiquitaire (UMICK) est exprimée dans les intestiescerveau, les reins, le placenta et trés
faiblement dans l'aorte et les tissus sarcomériguasseconde isoforme de MICK est la
MICK sarcomérique (sMiICK), exclusivement expriméans le coeur et les muscles

squelettiques.

Le systeme couplé ANT-MICK est un excellent exeenghe couplage de complexes
supramoléculaires d’enzymes et de transporteurs/gm étre décrit par la formule suivante
(Saks et al., 2004) :

Couplage Fonctionnel = Canalisation Métaboliquei¢rbtompartimentation
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A.3.2. Phénomeéne de couplage fonctionnel

3.2.1. Couplage fonctionnel entre créatine kinase itochondriale et adénine

nucléotide translocase

L’isoforme mitochondriale de la CK (MIiCK) est Idisste dans I'espace
intermembranaire mitochondrial (Wyss et al., 199¢hplte, 1973). Elle est connue pour se
lier fortement a la surface externe de la membnateene mitochondriale par les cardiolipines
proche de 'ANT (Saks et al., 1975 ; Jacobus emnimgder., 1973 ; Jacobus, 1985 ; Muller et
al., 1985 ; Barbour et al., 1984). Les cardioligireont situées dans la membrane interne
mitochondriale et lient 'ANT. Elles servent deesitde contact (ou « contact sites ») pour la
MICK (Fig. 17).

Contrairement aux isoformes cytosoliques, MiCK paytaraitre sous la forme de dimeres ou
d’'octameres, ces derniers étant assemblés a plertdimeres. Les octaméres de MICK
peuvent former des liaisons stables entre les nmemBrexternes et internes, induisant ainsi

des sites de contadh vitro (Rojo et al., 1991).

Fig. 17.MiCK dans les sites de contact mitochondriauxUn modéle de topologie de la MiCK,
de I'ANT, et de VDAC dans les sites de contact giggriques, ou la MICK lie les membranes
mitochondriales externe et interne. Noter l'intéiat directe de la MICK avec VDAC et les
cardiolipines, aussi bien que sa proximité avedITA Les chemins des substrats et des produits sont

indiqués. Cr, créatine; PCr, phosphocréatine. (fitodiapres Schlattner et al., 2004).
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Trois lysines C-terminales déterminent la haute inié#f d’interaction
sMiCK/cardiolipines et son effet sur la structuee ld MICK, alors qu’une faible affinité de
liaison et d'autres effets sur la fluidité membramadépendent d’autres composants
structuraux (Schlattner et al., 2004). L’architeetudes complexes protéiques peut étre
différente selon leur localisation : dimere ou awvdéae de la MiCK en complexe avec 'ANT
(Wallimann et al., 1992). Le point de vue du grodeeWallimann ainsi que d’autres auteurs
va dans le sens d’'une forme octamerique pour lakMi@ns le coeur (Wallimann et al., 1992;
Wyss et Kaddurah-Daouk., 2000). Un lien direct etdrforme octamerique de la MIiCK et la
forme tétramérique de I'ANT impliquant les cardpities a été initialement proposé par
Schnyder et Wallimann (Schnyder et al., 1994) naistoechiométrie MiCK:monomere
d’ANT s’est révélée étre 1:2 (Kuznetsov et Sak886). Une forte preuve en faveur de cette
stoechiométrie 1:2 et la possibilité d’une proxarstructurale entre la MiCK et 'ANT, a été
apportée lors du travail dans lequel les MiCK de¢opiastes (mitochondries dépourvus de
membrane externe mitochondriale) ont été traitéesdps anticorps inhibiteurs ou non de la
MICK (Saks et al., 1987). Les anticorps non infgbis de lapin avec une forte affinité pour la
CK mitochondriale de rat n’ont inhibé ni I'activide la MICK ni de la phosphorylation
oxydative, contrairement aux anticorps inhibiteues données montrent lI'arrangement

spatial spécifique de la MiCK et de 'ANT dans tegochondries.

Une propriété importante du systeme des CK essqoeactivité totale, la distribution
de ses isoformes et la concentration en substuasidjques sont fortement variables selon
les tissus et les espéces. Dans les cellules naure=uladultes, hautement organisées, les
isoenzymes spécifigues des CK sont liées aux cdmparts intracellulaires et sont
fonctionnellement couplées aux enzymes impliqués dia production et l'utilisation d’ATP
ainsi qu'au transfert d’énergie. Les muscles sqtiglees, sont incapables de maintenir un

niveau constant de PCr durant des contractionsme® de grande intensité (tétanos) et
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l'instabilité métabolique qui se développe condula fatigue musculaire. Pendant la période
de repos, la dette en oxygéne est réglée graeetaviition de la respiration mitochondriale, la
PCr revient & son niveau initial par sa syntheselgminante via le couplage ANT-MICK,
utilisant le fort rapport PCr/Cr caractéristiqueinl’retour a I'état de repos (Saks et al., 1977 ;
Walsh et al., 2001b ; Mahler, 1985 ; Greenhaff,120@u contraire dans le myocarde, les
niveaux d’ATP et de PCr ne changent pas (phénomérstabilité métabolique), et le role de
la MiCK dans la régulation de la respiration esisgimportant grace au couplage avec 'ANT
(Kupriyanov et al., 1980 ; Saks et al., 1977; Walshl., 2001b ; Mahler, 1985).

Gellerich a proposé que le couplage fonctionnelvpd étre amélioré en contrélant la
perméabilité de VDAC sur la membrane externe enngbant la pression oncotique
(Gellerich et al., 1994). Ceci pourrait étre impotten conditions vivo.

3.2.2. Couplage fonctionnel entre créatine kinase M et Mg ATPases

La fraction de CK liée a la bande-M est fonctidlemeent couplée a I'ATPase
myofibrillaire activée par I'actine (Wallimann et.,al984 ; Ventura-Clapier et al., 1994).
Seule l'isoforme musculaire spécifigue MM-CK, magsas son homologue BB-CK, est
capable d’'interagir avec cette structure sarcormér{@tolz et Wallimann., 1998). Hornemann
(2003) a montré pour la premiere fois de maniéne éguivoque la forte interaction entre
MM-CK et la myomésine et la protéine-M (fortemenniologue de la myomésine). Bien que
les domaines de titine montrent un fort degré duilitide avec les domaines de la
myomeésine et de la protéine-M, la titine purifiéeteragit pas avec la MM-CK. Les CK
cytosoliques, en relation étroite avec les pompasiques, jouent un rdle crucial dans
I'énergétique de I'noméostasie du’Cé&Vallimann et al., 1998). En 1962, Yagi et Mas& on
montré dans un systeme reconstitué que la consdentdichaelis-Menten de I'’ATPase était
de 1 a 2 ordres de magnitude plus faible lorsquEKlatait associée a la myosine modifiant le
Km de 300 a 7 uM. lls ont alors proposé que la entration en substrat prés du site actif de
I’ATPase serait plus élevée que la concentratioganpne dans le milieu de réaction (Yagi et
Mase., 1962). Saks et ses colléegues, ont montrdegu&TPases étaient fortement liées aux
CK pour rephosphoryler rapidement ’ADP issu ded?A3es (Saks et al., 1976). L'isoenzyme
de CK liée a la membrane plasmatique des celldediarjues est identique a la MM-CK et,
est capable de rephosphoryler 'ADP formé dansélaction de la Na,K-ATPase. Cette
conclusion est basée sur l'observation que le tdexdoublement de la PCr dans les

préparations de membranes plasmatiques est se@siteabaine (inhibiteur de la Na,K-
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ATPase) et est déterminé par les parametres cusitig la fois des NaK-ATPases et des CK
de la membrane plasmatique (Saks et al., 1976snB@m® et ses collegues ont montré en
utilisant le phosphate radioactivement marqué GAIEH formé & partir de la PCr a travers les
réactions des CK atteint le site actif de 'ATPagdas facilement que I'ATP exogene
(Bessmann et al., 1980). Le systeme compétitif jphodnolpyruvate/pyruvate kinase
(PEP/PK) pour I'ADP produit par les CK montre aussifort couplage entre les CK et les
ATPases (Saks et al., 1984). Dans ces expériedesnzymes solubles ont été comparées
aux myofibrilles. La production de Cr et de pyrwakans le systeme d’enzymes solubles
dépend directement des activités des 2 enzymesg#ePet CK). Dans les préparations de
myofibrilles, méme le rapport PK/CK de 100 n’ess$ gaffisant pour inhiber la production de
Cr (Saks et al., 1984), montrant I'acces de I'ADErsvia réaction de la CK du a
immobilisation des 2 enzymes. La nature du cogelaa été soigneusement étudiée
morphologiquement (Wegmann et al., 1992) et malige distance CK-ATPase supérieure a
10 nm, c'est-a-dire dans la situation ou le coupfagctionnel entre les enzymes serait perdu
(Fossel et Hoefler., 1987), les données cinétiquesivent I'existence d'un fort couplage
(Krause et Jacobus., 1992). Donc la colocalisattmmzymes dont les réactions qu’elles
catalysent sont consécutives, pourrait augmereédacité de leur couplage cinétique. Cette
proximité est en faveur d’'une canalisation des bwdites. Une telle canalisation a été
observée dans des cellules de cceur de grenouwditées au Triton-X 100 : 'ATP était
directement canalisé de la CK vers le site de lasimg ATPase et ne diffusait pas dans la
solution (Arrio-Dupont, 1988).

De méme, MM-CK est fortement liée aux membranes RiB, ou elle est
fonctionnellement couplée a la SERCA, pour assurerapprovisionnement énergétique
efficace du RS par la régénération locale d’ATPv{lskii et al., 1977; Rossi et al., 1990 ;
Korge et al., 1993 ;1994 ; Minajeva et al., 1996ATP régénéré par les CK endogenes n’est
pas en équilibre avec I'ATP du milieu environnargtisnl est préférentiellement utilisé par la
CaATPase du RS pour le captage dG'GKorge et al., 1993). La translocation efficace de
I'ATP de la CK vers la SERCA, malgré la présenaenddiege externe pour I'ATP du milieu
environnant, peut étre expliqué par la proche Isatibn de la CK et de la CaATPase sur la
membrane du RS. Plusieurs facteurs (quantité deli€Ka la membrane, oxydation des
groupements thiols (-SH) de la CK, diminution d¢R&r]) peuvent influencer la capacité du
systeme PCr/Cr a supporter un faible rapport ATH?AGD alimenter les pompes calciques en
ATP (Korge et al., 1993).
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Dans le cytoplasme, la réaction de la MM-CK esiptée au systeme glycolytique qui
assure I'utilisation de I'ATP produit par la phosgfycérate kinase et la PK. L’interaction
entre les systémes glycolytiques et la phosphaoylabxydative peut étre efficacement
régulée par le systeme de la CK: un rapport PC{d0ra la respiration mitochondriale
elevée) dans le cytoplasme inhibe lI'ensemble des fijlycolytiques a cause d'une

disponibilité limitée de 'ADP (Kupriyanov et all980).

A.3.3. Conséguences métaboliques du couplage fowcinel des créatine kinases

Le systeme des CK et de la navette PCr/Cr reliésyasteme ATP-ADP a deux
fonctions clairement définies (Fig. 18) :

1. dans le temps, tamponner I'énergie pour maintemirapport ATP/ADP adéquat dans les
cellules quand la demande énergétique augmente i(c% et Murray., 1974; Connett,
1988) et

2. dans 'espace, tamponner I'énergie pour maintées rapports ATP/ADP locaux constants
ou servir au transport de I'énergie (Saks et &941 1998a; 2004; Wallimann et Hemmer.,
1994 ; Ventura-Clapier et al., 1994).

Fig 18. Schéma du transfert de I'énergie dans la lbéle par la navette PCr/Cr grace aux
CK. Le transport des composés phosphate riches eni€mstgéalisé par une chaine de molécules de
CK transportant 'ATP du site de production (mitoodrie) vers le site de consommation d’énergie
(myosine ATPases, canaux ioniques de transporfyam un signal de retour a la mitochondrie. Le
transport est effectué au-dessus de pools locaBX Ry’ ADP, PCr et Cr sans changement des

concentrations totales des nucléotides adényligespres Saks et al., 2000)
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ADF

Mitochondrie Mydfibrille

Un aspect pratique de cette fonction temporelléadgon nous permet de calculer la
concentration libre d’ADP cytoplasmique dans ldiutes (aux environs de 50 uM), ce qui ne
peut pas étre mesuré biochimiquement ou par RMiNagygect est trés largement exploité en
pratigue dans les études modernes (Saks et alg).18@ concept donne des explications
satisfaisantes de certains événements (concemsafilox, etc, ...) mais n’est pas suffisant
pour expliqguer l'existence de difféerentes isoenzymde CK (qui possedent des
caractéristiques cinétiques et thermodynamiquessirailaires et une structure conservée de

leur site actif) (Muhlebach et al., 1994), ainsedapparition dans I'évolution de la MiCK.

La fonction spatiale de tampon du transport ériepge est la navette PCr/Cr entre les
sites de production d’ATP et les sites utilisatelsur ce faire, la PCr joue le rble de
transporteur d’énergie en connectant les sitescmitadriaux de la phosphorylation oxydative
aux sites utilisateurs de I'énergie (Ventura-Clgpe®04 ; Saks et al., 2004). Joubert a montré
expérimentalement le réle de la CK a la fois conmtamepon et comme navette a travers les
isoformes des CK dans le cceur isolé et le myocdida.mis en évidence la versatilité

physiologique des voies de transfert énergétiqgae$ TP et la PCr (Joubert et al., 2004).
Différentes données supportent la fonction des CK

0] la compartimentation spécifique subcellulaire de#férntes isoenzymes
(Wallimann et al., 1992)

(i) la compartimentation subcellulaire ATP/ADP et du(Baks et al., 1984; 1991;
Savabi, 1994; Gellerich et al., 1987; ZeleznikaGetdberg., 1991)
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(i) la localisation, la structure et les propriétésctmnnelles de I'octamére de MiCK
(Wyss et Wallimann., 1992 ; Wallimann et al., 199%yss et al., 1992)

(iv) le marquagein vivo a I''*0 des résidus phosphoryl des métabolites dans le
diaphragme intact montrant qu’'un discret « poole» rdicléotides adényliques
existe dans les cellules et que la vitesse d'apparile {#0]PCr coincident avec
la vitesse d’échange des groupements phosphatdgséapar la CK fonctionnant
obligatoirement comme une navette PCr (Zeleznik&atdberg., 1991)

(v) le phénoméne de couplage fonctionnel est décri tlasection précedente.

L’analyse de I'équation d’équilibre a montré ert fai’environ 99% du flux d’énergie via

I'équilibre de la CK est représenté par la PCrypamécanisme de diffusion facilitée (Meyer
et al., 1984). Ceci modifie également le concept@le tampon de la CK comme étant un
systeme doté d’'une capacité métabolique avec umeidm tampon spatiale (maintien des
rapports ATP/ADP locaux constants) (Meyer et a084; Meyer, 1988 ; Sweeney, 1994).
Ceci prend en considération I'organisation strualudes cellules, notamment que I'espace
cytoplasmique contient une quantité significative MM-CK entre les mitochondries et les
myofibrilles. La diffusion facilitée est définie mome un procédé de transport passif; par
lequel les molécules diffusent a travers les mendsgayrace a des transporteurs (protéines).
La combinaison de la diffusion facilitée des congsophosphate riches en énergie dans le
cytoplasme avec la fonction de stockage d’énergidéce au systéme de la CK la propriété

de capacité métabolique (Meyer, 1998 ; Sweeney})199

Les souris déficientes en isoformes cytosoliquésuetnitochondriales de la CK
montrent un remodelage au niveau fonctionnel, nodiie et structural des muscles
squelettiques rapides. La performance a I'exerdieg souris double knock-out est 10 fois
moindre que celle des contrdles, celle des knotkpour MM-CK étant intermédiaire. Ceci

s’accompagne d’une perte de masse musculaire ienger(Monken et al., 2005).

Crozatier a montré le réle spécifique de la CK daruplage excitation —contraction

du muscle cardiaque qui ne peut pas étre compemsBautres voies (Crozatier, 2002).

Tandis que les CK sont essentiellement importantdésitres systéemes peuvent
egalement étre impliqués comme les systéemes d’eexgiycolytiques et 'adénylate kinase
(AK) (Ventura-Clapier et al., 2004). Une redistiiiom du transfert des liaisons phosphates
riches en énergie a travers les réseaux glycolgsicat de I'AK (Adénylate Kinase) contribue
a I'homéostasie énergétigue des muscles sous dess sgénétiques et métaboliques
compensant la perte de la fonction des CK (Dze@. e€2004).
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En effet, I'étude de Janssen (Janssen et al., 2Q@8jere un réseau coordonné de
voies métaboliques complémentaires qui sert a mm@int’homéostasie énergétique et
I'efficacité physiologique. Les muscles squeletigupossédant une mutation soit du géne
AK1 (isoforme 1 de I'adénylate kinase) soit de M@tontrent des anormalités énergétiques
couplées a des réarrangements métaboligues et daptations des systemes de
phosphotransferts cellulaires. L'absence de AKIaém¢ une augmentation du flux a travers
les phosphotransferts cellulaires catalysés p@Kéaandis que I'absence de MCK conduit a

une élévation de l'activité des phosphotransfeatalgsés par I'AK.

Fig. 19 Les réseaux de transfert d’énergie dans leellules musculaires(D’aprés Dzeja et
al., 2004).
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A.4. Réqgulation de la respirationin situ

De nombreuses informations concernant la régulatle la respiration cellulaire
provient de I'étude des mitochondries isolées. lincpale conclusion tirée de ces
expériences est que le besoin en ATP par les eslhikst pas constant et que par conséquent
il existe un contréle strict de la production d’AEElon la demande énergétique des systéemes
consommant I'énergie dans les cellules. Une dexipales caractéristiques mitochondriales
est la dépendance de la consommation d’oxygena-vis-de la concentration en ADP libre.

Lardy et Wellmann ont expérimentalement démontexidtence d’'un contréle

respiratoire et I'effet découplant du dinitrophésal la respiration de mitochondries isolées
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(Lardy et Wellmann., 1952). Quelques années plus Ghance et Williams ont proposé une
théorie trés largement répandue sur la régulat®radphosphorylation oxydative par un
contr6le négatif impliquant 'ADP (Chance et Wiliig., 1956). Cette méthode utilisant la
spectrophotométrie a 2 longueurs d'onde combinéeeaélectrode a oxygene, a permis de
déterminer les états de différents transportewgtedirons selon les états métaboliques.

Chance et Williams, par convenance, ont comptédifiérents états possibles des
mitochondries :

Stade 1 : Mitochondries seules dans le milieu #dbi3 ni substrats respiratoires
Stade 2 : Addition des substrats, respiration éathle a un manque d’ADP

Stade 3 : Addition d’'une quantité limitée d’ADP pattant une respiration rapide
Stade 4 : Tout 'ADP est converti en ATP, la reapon diminue

Stade 5 : Anoxie

Les mitochondriesin vitro ont une trés haute affinité pour 'ADP. Pour ces
mitochondriesin vitro, le Km est de l'ordre de 10-20 uM (Lardy et Welimg 1952 ;
Chance, 1952). Gellerich et ses colléegues (Gellegical., 1998 ; 2002) ont proposé que les
macromolécules peuvent restaurer les changementghologiques du a l'isolement des
mitochondries alors que les études antérieuresritaffectuées sur des mitochondries isolées
en suspension dans un milieu isotonique sans mabtooies dans lequel l'espace
intermembranaire est large. Il a été montré qu'ersgnce de dextran, la perméabilité de la
membrane externe mitochondriale pour les nucléstia@ényliques diminue, ce qui a de
fortes conséquences sur le transport de 'ADP tanstochondrie. En supposant que 15% de
dextran mime la pression oncotique intracellulae les mitochondriesn vivo, le Km
apparent de la phosphorylation oxydative pour 'ABR'intérieur de cellules intactes est
autour de 50 UM ce qui est, quelque peu plus a@eedla concentration d’ADP libre reporté
dans le cceur intact (Gellerich et al., 1998 ; 2002)

La méthode d’étude des mitochondries isolées pedaeparfaitement contréler la
composition du milieu extérieur des organelles pls, elle est fiable, rapide et relativement
bon marché. Cependant, I'isolement des mitochosdpar homogénéisation du tissu et
sédimentation des mitochondries par centrifugatient sérieusement affecter les propriétés
fonctionnelles de ces organelles. La dégradatiofiagiehitecture intracellulaire peut altérer
les interactions des mitochondries avec I'espadeammitochondrial et détruire la structure
organisée du cytoplasme. Ceci est particulierenmepbrtant si les mitochondries sont isolées

a partir d’'un tissu ayant déja subi des dommagesipgprocessus pathologique. En outre, la
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production limitée de mitochondries (10-20%) ob&awpartir de la procédure d’isolement ne

permet pas I'étude de toutes les populations decimindries du tissu.

A.4.1. Réqulation de la respiration par I'’ADP : fibres perméabilisées

Le concept de régulation de la respiration parDFA ne peut pas expliquer
'observation faite dans les cellules cardiague® dm vitesse de respiration augmente
parallelement a la charge de travail sans augnmentdé 'ADP. Cette contradiction souligne
gue la régulation de la respiration doit étre ddfée dans les mitochondries isolées et les
cellules intactes. A cet égard, de nouvelles infiroms quantitatives ont été obtenues a partir
des études sur les fibres perméabilisées.

L’idée d'utiliser un détergent pour la perméalaisn du sarcolemme et I'étude des
organelles intracellulaires est venue d'un trawBitndo et Kitazawa (Endo et Kitazawa.,
1978). L'utilisation spécifique de détergents (s@pe, digitonine) pour perméabiliser les
membranes (Bangham et al., 1962) permet I'étudéadi®nction des organelles tout en
maintenant I'architecture et en controlant le mailietracellulaire (Veksler et al., 1987 ; Saks
et al.,, 1991; 1993; 1994; 1995a; Kaasik et al.,1200a saponine et la digitonine, a cause
d’un cceur stéroide hydrophobe, ont une haute &ffpour le cholestérol et préférentiellement
le cholestérol extrait des membranes. lls s'attaguenc spécifiquement aux membranes
riches en cholestérol comme le plasmalemme (K@69) Le réticulum endoplasmique a un
plus faible contenu en cholestérol ; la membraterme mitochondriale a encore moins de ce
lipide (Comte et al., 1976 ; Saks et al., 1985)te€Cméthode peut étre appliquée sur de tres
petits échantillons de tissus, rendant ainsi péessiétude de la fonction mitochondriale de
biopsies humaines, tissus d’animaux transgéniquiisires cellulaires (Saks et al., 1998b).

La méthode d’investigation de la fonction mitoctioale dans les préparations
perméabilisées a été validée selon les criteresusis :

1. une morphologie des mitochondries préservée
2. une permeéabilisation compléte du sarcolemme
3. des fonctions mitochondriales normales

Des études ultrastructurales des préparations pdilis€es par plusieurs groupes
(Saks et al., 1993, 1991; Penman, 1995 ; Lin etl8P0 ; Kunz, 1993a) ont montré que des
cardiomyocytes traités a la digitonine gardent haene morphologie globale (Altschuld et
al., 1985), que les mitochondries restent intaetegardent une apparence identique a celles
des cellules non traitées. Les sarcomeres deslaslitaitées a la digitonine restent bien

alignés avec un léger épaississement des disques Z.
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Des études de microscopie électronique de fibresndmbilisées de ventricules
(Veksler et al., 1987 ; Saks et al., 1993) ont égaint révélé une ultrastructure intact des
mitochondries et du RS alors que le sarcolemmeécaaiplétement dissout (Fig 20).

Fig. 20. Microscopie électronique de fibres cardiages perméabilisées a la saponine.
(D’apres Saks et al., 1995b)

Le groupe de Penman a utilisé un traitement deufd®l de saponine pendant 30 min
pour permeéabiliser les cellules des muscles lissestrant que dans ces conditions non
seulement la membrane externe mitochondriale massi &aes nombreux points de contact
avec le cytosquelette étaient parfaitement consgR€énman et al., 1995 ; Lin et al., 1990).

Les mitochondries des fibres perméabilisées aaforine sont capables d’utiliser
différents substrats ce qui suggére que tous leplexes de la chaine respiratoire sont actifs
(Kunz et al., 1993 a, b). L'ADP stimule la respioatdes préparations perméabilisées de telle
sorte que I'ACR soit de 5-7 pour le muscle cardeagie plusieurs espéces. Une mesure
directe de la synthése d’ATP dans les cellules pahitisées a la digitonine a montré que les
rapports ATP/O étaient tres similaires a ceux alesur mitochondries isolées en utilisant les

mémes substrats (Ouhabi et al., 1994).

A.4.2 Cinétigue de la régulation de la respiratiompar I'ADP in situ

L’explication conventionnelle de la vitesse depiegtion des mitochondries dans les
cellules gouvernée par la concentration d’ADP aytigsie selon la relation de Michaelis-
Menten est en désaccord avec de nombreuses doargésmentales (Saks et al., 1994,
1995 ; Balaban, 1990; Wan et al., 1993 ; JeffreyMalloy., 1992). Dans les fibres
perméabilisées au sein desquelles les mitochondwes localisées dans des structures

cellulaires intactes, I'affinité de la mitochondpeur 'ADP dans les tissus oxydatifs comme
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le cceur, le soléaire (mais également dans les d@pias permeabilisés, les homogénats de
cerveau et le diaphragme) est étonnamment dimirexsSdant celle des mitochondries
vitro de plus d’'un ordre de magnitude (Bygrave et Leyin 1967 ; Wiseman et al., 1996 ;
Ouhabi et al., 1994 ; Saks et al., 1989, 1994, 4p95ADP exogene est caractérisé par un
tres haut Km apparent égal a 300-400 uM (Saks,e1 @89, 1991, 1993, 1995a, 1998b, Kay
et al., 1997). Veksler a trouvé que dans les filperséabilisées de muscle rapide, I'affinité
des mitochondries pour 'ADP est élevée et du mémize que celui des mitochondries
isolées (Veksler et al., 1995). Ces observationnlairement montré que la régulation de la
fonction mitochondriale est différente dans cesxdgpes de muscles (c'est-a-dire qu’elle est
tissu-spécifique) (Cf Fig. 21 et Saks et al., 1998b

Fig. 21. Tissu-spécificité de I'affinité du systemeespiratoire mitochondrial pour I'ADP.

Les affinités sont faibles (Km apparent pour 'ABIRvé) dans le cceur, le soléaire, le diaphragme, le
péroné et augmentent aprés un traitement a laingy/8R), a I'élastase (EL), chymotrypsine (KT) ou
en présence de créatine (Cr).Dans tous les typdibrds de muscle squelettiques rapides, I'affinité
mitochondriale pour 'ADP est trés élevée (Km agpaitrés bas) et n’est pas sensible a la trypsine o
ala Cr. (D'aprés Saks et al., 1998b).
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Ces observations montrent aussi que la valeur &lelte Km ne peut pas étre
trivialement expliquée par la diffusion limitée dADP dans la cellule comme cela a été
suggéré dans quelques études (Seppet et al., 2004k les résultats théoriques et
expérimentaux nous donnent des arguments solidelaiet contre cette simple explication
(Aliev et Saks., 1997 ; Saks et al., 1991, 1993)dédin et al., 2000 ; Weiss et Korge, 2001 ;
Fontaine et al., 1995). Dans les fibres perméaeitisde soléaire, I'inhibition partielle de la
respiration par l'azide de sodium (Nghe diminue pas significativement le Km apparent
pour I'ADP, excluant une possible explication d’'urfaible affinité apparente des
mitochondries pour 'ADP dans ces cellules et sasommation rapide due a une forte
activité oxydative et des problemes de diffusiamaicellulaires (Kay et al., 1997). L'affinité

des mitochondries dans les fibres perméabiliséasgiee augmentée de 3 fagons :
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(). par le gonflement des mitochondries et la uoptde la membrane externe mitochondriale
par traitement hyposmotique

(ii). par traitement protéolytique des fibres peatniésées

(iii). par isolement des mitochondries

Dans les muscles lents, I'activation de la réactiouplée de la CK par I'addition de
Cr, initiant la régénération d’ADP dans l'espac¢eimembranaire, diminue de maniére
significative le Km pour 'ADP exogene jusqu’a 706LuM (Table 1).

Les résultats indiquent un couplage fonctionnaigéntre la MiCK et TANT dans les
fibres de soléaire et de cceur (Veksler et al., 19aks et al., 1993, 1994). Pour les fibres de
gastrocnémien, 'effet n'a pas été observé panmléthodes standard (oxygraphie). L’effet de
la créatine était partiellement absent dans lessadmugrenouille (Kuznetsov et al., 1996).

Dans le coeur ischémique, le changement le plusopeé est le gonflement
mitochondrial pouvant résulter en la rupture denkembrane externe mitochondriale ou la
dissociation de la CK de la membrane interne maadhiale. C’est la raison pour laquelle, la
respiration stimulée par la créatine dans les dibperméabilisées est un indicateur tres
sensible de I'étendue d’'un dommage ischémique aigsi qu’a l'inverse l'efficacité d’'une
protection cardioplégique du coeur et sa préservéRossi et al., 1998).

Un traitement hyposmotique a pour conséquencegdture de la membrane externe
mitochondriale et la perte de I'effet du cytochromexogéne et la valeur du Km apparent
pour I'ADP, a la fois sur fibres cardiaques et hépgtes perméabilisés, diminue en
corrélation avec I'étendue de 'endommagement adedmbrane externe. Dans les cellules du
cceur et du foie, il en a été conclu que la diffusde 'ADP était retardée a cause d'une tres
faible perméabilité de la membrane externe mitodhate pour 'ADP (Saks et al., 1995a,
1996). La conclusion selon laquelle les VDAC demambrane externe mitochondriale
limitent la perméabilité pour 'ADP dans les cedlsin vivo a été établie a partir des résultats
du gonflement hyposmotique aboutissant a la ruptleela membrane externe et une
diminution du Km apparent pour I'ADP (Saks et 4093, 1994, 1995a).

Table 1. Vitesses maximales de respiration et Km aprent pour I'ADP de différentes
fibres musculaires. (Modifié d’aprés Kuznetsov et al., 1996). Km apim apparent, n.d : non
déterminé, GB : gastrocnémien blanc ; GR : gaséwien rouge. Résultats donnés en moyernes
écart type. Trypsine, chymotrypsine et élastasetintitilisées a des concentrations de 125 pg/ml.

Tissu Traitement Km app (ADP), uM Vmax, nmol O2/minmg dw

Cceur de rat Aucun 297+ 35 28.7t 11
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20 mM creatine 85+5 28.0+ 4
Fibres fantdmes 351+ 32 46.7+ 1.5
Trypsine 98+ 8 26.0+1
Chymotrypsine 143+ 25 33.5£2.0
Elastase 117+ 24 27.0+1.5
Soléaire de rat Aucun 354+ 46 12.2+ 0.5
20 mM creatine 105 15 16.0+ 4
Fibres fantdbmes 320+ 22 17.0£0.4
Trypsine 59+ 6.0 n.d
Chymotrypsine 41+ 8 11.8+2
Elastase 42+ 10 9.3+ 1.0
GB de rat Aucun 144+ 2.6 7.0+ 0.5
20 mM creatine 13+ 10 5.4+ 2.4
Trypsine 25+ 4 8.9+ 0.5
GR de rat Aucun 125+ 2.7 5.3+ 0.3
20 mM creatine 15+ 85 7.6+2.8
Trypsine 10+ 2.8 n.d
Quadriceps de rat Aucun 223+ 1.4 8.2+ 1.2
20 mM creatine 3.5£0.7 6.2+ 0.5
Plantaire de rat Aucun 8.315.4 7.8£4.5
20 mM creéatine 20+ 10 8.7+ 2.3
Cceur de grenouille Aucun 94+ 18 n.d

A.4.3 Traitement protéolytigue et controle respirabire

Une protéolyse limitée augmente I'affinité desauitondries de cceur et des muscles
lents pour 'ADP sans détruire la membrane extenitechondriale. Un traitement des fibres
a la trypsine, chymotrypsine ou I'élastase dimileukm apparent pour 'ADP (Figs. 21 et 22)
dans le cceur et le soléaire jusqu’a 40-98 uM simtion décelable de la membrane externe
mitochondriale (Kuznetsov et al., 1996, Table JgciConfirme I'hypothese selon laquelle la
sensibilité mitochondriale pour '’ADR vivo est contrlée par des protéines cytoplasmiques.
Les cardiomyocytes fantdbmes (dont la myosine aegtéaite), qui contiennent en majorité
mitochondries, RS et cytosquelette ont une formenate et un Km apparent pour '’ADP

élevé (Kay et al.,, 1997). Dans les homogénats @ fe traitement a la trypsine diminue
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egalement la valeur du Km pour 'ADP. Ces résultatntrent que la diffusion de I'ADP
dans les hépatocytes pourrait étre retardée pafad&surs protéiques sensibles a la trypsine
qui seraient perdus lors de I'isolement des mitadhnies (Fontaine et al., 1995).

Les procédés de congélation lente permettentdimfasion de nombreuses connections
entre les mitochondries et la surface myofibrilaidans le tissu myocardique de rat
(Rappaport, 1998). Ces résultats vont dans le densKm apparent élevé dans la régulation
de la phosphorylation oxydative du cceur et des lasidentsin vivo expliqué par une faible
perméabilité des VDAC de la membrane externe mitndhiale mais aussi par des problémes
de diffusion de 'ADP dans la cellule. Une fois gdhis, il est suggéré que des protéines

associées au cytosquelette contrbélent la perm#&abei VDAC pour 'ADP.

Fig. 22. Effet du traitement & la trypsine des fibes de cceur et de soléaire de raIR :
Trypsine ; CT : Chymotrypsine, EL : Elastase. (D&pSaks et al., 1998b)
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Tous les résultats expérimentaux et théoriqueserisunous donnent jusqu’ici 5
arguments clairs et forts pour cette explication :
(2). L'analyse de la diffusion de I'ADP entre la phaagueuse (cytosol) et le milieu
extracellulaire, en prenant D la constant de diffasie 'ADP dans I'eau, a prouvé que la
vitesse de cet échange dans I'eau est beaucouprgpige que le ‘turnover ADP-ATP a
l'intérieur des fibres. Ceci est conforme a beapcde calculs précédents utilisant ‘équation
d’Einstein-Smoluchovski pour le mouvement brownigdimensionnel avec la distance de
diffusion, dl, qui correspond au déplacement detoubes d’ADP pendant la périodedu
‘turnover’ de ’ADP dans les mitochondries,
on a (West, 1997) :

dI*=6Drt
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On peut trouver que cette distance dl est de 14ppmnt = 100 ms, ce qui excede
clairement la taille du sarcomére et méme celleayon des cardiomyocytes. Ainsi il n'y a
probablement pratiquement aucun gradient d’ADPede phases aqueuses a l'intérieur et en
dehors des cellules.

(2). Le Km apparent pour 'ADP exogene ne dépend pd&adeivité de la MgATPase. Il ne
change pas avec ou sans’Cat M¢f*, malgré le fait que, sans Kfig I'activité de I'ATPase
est trés basse, tandis que I€'Gaugmente I'activité de la MgATPase (les activitifrent
d’au moins 5 fois dans ces conditions) (Saks e2a0D1).

(3). Dans les muscles rapides (glycolytiques) le diaendes myocytes est 3 a 5 fois plus
grand que celui trouvé dans les muscles rougessi,Aon pourrait s'attendre a un Km
apparent pour I'ADP exogéne significativement acdans les muscles blancs. Les
expeériences, cependant, montrent le contraire; Bgnsuscles glycolytiques le Km apparent
pour 'ADP exogéne est trés bas (7-10 uM) et péerdint de celui pour les mitochondri@s
vitro (Kay et al., 1997; Kuznetsov et al., 1996). Quindespiration des fibres rouges a été
partiellement inhibée, le Km apparent observé piAIDP exogéne dans les fibres rouges
excédait toujours largement celui des fibres blasclen dépit du diamétre plus petit des
fibres rouges (Kay et al., 1997).

(4). Initialement, on a proposé que le Km apparentéfsur 'ADP exogene pourrait étre le
résultat des problémes de diffusion pour 'ADP d&s myofibrilles (Saks et al., 1991).
Néanmoins, I'extraction de la myosine par le KQE8nM) n’a eu aucun effet sur la valeur
du Km apparent pour I'ADP exogéne (Saks et al.31989n méme temps, on a découvert que
la rupture de la membrane mitochondriale extermdg#raitement hyposmotique des fibres
perméabilisées entrainait des diminutions du Kmaegg pour I'ADP exogéne vers des
valeurs trés basses, proches de celles observaesepanitochondries isoléés vitro (Saks

et al.,, 1993). On a également constaté que la mrésele Cr (due a la membrane
mitochondriale externe), dans I'espace intermendrandes mitochondries, participant a la
réaction couplée mitochondrie-MiCK, diminue le Kipparent pour 'ADP exogene (Saks et
al., 1991; 1993).

(5). Une diminution significative du Km apparent po&DP exogéne dans la régulation de
la respiration mitochondriai@ vivo est obtenue par un traitement protéolytique plséiectif
des fibres perméabilisées de muscle et des hépasosgns aucun changement évident de la
géométrie des cellules ou des activités enzymaicgeies que la MgATPase (Kuznetsov et
al., 1996).
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A.5. ICEUs et communication intracellulaire

A.5.1. Notion d'unités énergétiques intracellulairs : ICEUs

Les cardiomyocytes montrent, en microscopie a @soence, une organisation structurale
bien établie alors qu’aprés un traitement protémiy une désorganisation structurale de ces
cellules est observée. Un marquage des mitoch@ndre nonylacridine orange (NAO),
marqueur spécifique des cardiolipines de la mengmaterne, ne pénétrant pas en fonction
du potentiel membranaire mitochondrial a la difféd® de la rhodamine (ou par une autre
sonde fluorescente) révele une distribution porectlgs mitochondries le long des disques Z
en stries paralléles, entre les myofibrilles (Kagle 1997 ; Saks et al., 2001 ; Vendelin et al.,
2005).

Il existerait non seulement une organisation stmad¢ mais aussi une organisation
fonctionnelle : les ICEUs (IntraCellular Energetimits) (Seppet et al., 2001 ; Saks et al.,
2001). Les cellules cardiaques s’organiseraient I€&EUs, ou unités énergétiques
intracellulaires. Les organites de proximité : hegochondries, le réticulum sarcoplasmique
(RS) et les myofibrilles sont associés en une @chire de proximité grace au cytosquelette
(Appaix et al., 2003 ; Andrienko et al., 2003). Ce&Us seraient caractérisées par des liens
fonctionnels entre mitochondries, myofibrilles éticulum sarcoplasmique qui permettraient
de coupler la production locale d’ADP a son uttisa pour la synthese d’ATP dans la
matrice. Ainsi, les CK cytoplasmiques et mitochoalés couplées aux differentes ATPases
cellulaires permettent la production et le transpi&nergie dans chaque unité intracellulaire,
puisque ces systemes enzymatiques sont présergschaocune des ICEUs. Dans ces unités
indépendantes les unes des autres, il existeraphémoméne d’hétérogénéité du niveau
d’énergisation des mitochondries dans certainesditons métaboliques (déplétion en
substrat) comme l'ont décrit Romashko et ses co##eg(Romashko et al., 1998). Plus
récemment, ce méme groupe a observé des oscilatmrdonnées de I'état énergétique des
mitochondries des cellules cardiaqué&s’in, NADH et production d’espéces réactives de
'oxygene, ROS) pouvant étre induites par quelgéésments du réseau mitochondrial
indiguant que les mitochondries représentent utesys complexe ‘auto organisé’ suite a un
stress oxydant (Aon et al., 2003). L’'accumulatienRIOS mitochondriaux jusqu’a un seull
critigue est un déterminant clé de la propagatibdesla synchronisation de la réponse a
travers la réseau mitochondrial. Ces auteurs copg®€ qu’une propagation au sein de la
cellule d’'une perturbation locale était médiée laalibération de ROS de la mitochondrie

conduisant a un mécanisme de ‘ROS-induced ROSsegl@@rme inventé par Zorov, Zorov
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et al., 2000). Les mitochondries seraient orgasisg¥e une matrice de percolation avec les
ROS comme messagers clés. La théorie de percolidizit comment les interactions voisin-
voisin déterminent les propriétés macroscopiquegicemporelles d’une matrice excitable
(Aon et al., 2004).

Il existerait donc un facteur capable de synchemiss unités entre elles au sein d’'un
méme cardiomyocyte. De méme, toutes les molécwdda gphase cytosolique (bulk phase)

servent de réserve a la vie de la cellule.

Les ICEUs sont organisées par les interactionseel@gs mitochondries, le réticulum

sarcoplasmique et les sarcomeres avec le cytostpu@teg. 23).

Fig 23. Schéma des Unités Energétiques Intracellutas dans les cellules cardiaqueses
mitochondries, le RS et les Mg-ATPases des mydifilsrisont connectés par la canalisation
métabolique des intermédiaires de réaction au denICEUs par les systémes de myokinase (ou
adénylate kinase) et créatine kinases. Les facfgotéiques (non identifiés a ce jour et marqués ‘X
certainement connectés au cytosquelette, fixepbsition des mitochondries et contrélent sans doute
aussi la perméabilité de VDAC pour I'ADP et 'ATEeci augmente la microcompartimentation des
nucléotides adényliques dans les ICEUs. Par irtiera@vec les éléments du cytosquelette, les
mitochondries et le RS sont précisément fixés eBtidisques Z et 2 tubules T. Les nucléotides
adényliques des ICEUs ne s’équilibrent pas rapidénaec ceux de la phase cytosolique et
pourraient étre connectés par des métabolites iffuiseint plus vite comme la créatine ou la
phosphocréatine. L’ATP de la phase cytosolique qadtuconstituer une réserve métabolique cellulaire
ou servir a des fins de régulation. Abréviations{, Aadénylate kinase; Ak, adénylate kinase
cytosoligue AMP : Adénosine MonoPhosphate, CK anédtinase; CIK;,, créatine kinase cytosolique,
Cr, créatine, FoFl, ATPase-synthase mitochondrid&r, phosphocréatine, Pi, phosphate
inorganique, 'X', facteur protéique encore incomoutrolant la fonction mitochondriale. (D’aprées
Saks et al., 2001).
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A.5.2. Canalisation métabolique de 'ADP exogéne ebmpartimentation intracellulaire

Ces complexes jouent un role important dans lalicatian métabolique de I'ADP
endogene par un couplage effectif entre la prodnctocale d’ADP (par les systemes
compétents qui consomment de I'ATP) et son utisapour la synthese d’ATP dans la
matrice mitochondriale. Ces mécanismes de canalisa&ont reliés a I'augmentation de
'hétérogénéité de la diffusion intracellulaire d&DP et de I'ATP ainsi qu'a leurs
restrictions locales de diffusion dues a I'orgatisaspécifique des ICEUSs.

Donc, selon cette hypothese, 'augmentation dealaw du Km pour I'ADP exogéne
dans la régulation de la respiration mitochondrddes les fibres perméabilisées montre un
meilleur degré d’organisation structurale. Dansnhesscles lents, I'énergie est transférée entre
les mitochondries et les myofibrilles par la nawe&lt/PCr tandis que dans les muscles rapides
I'énergie pour la contraction est fournie en grapddie par les systemes glycolytiques via un

équilibre entre les CK cytosoliques et les systecoeplés myofibrillaires MM-CK (Fig. 24).

Fig. 24. Représentation schématique des différencemtre les muscles oxydatifs et
glycolytique. Organisation schématique intracellul&re de la production mitochondriale
d’énergie et les transferts énergétiques pour le nsgle glycolytique (A) et le muscle
oxydatif (B). (A) Le muscle glycolytique est caractérisé par (1) tmible capacité oxydative
maximale, représentée par une faible respiratioxinmde (Vmax) et une production d’ATP
glycolytique; (2) une sensibilité élevée de la megwn mitochondriale pour I'ADP (faible K, le
signal pour la respiration est 'ADP cytosoliqu&) des transferts d’énergie non couplés dans la
cellule entre les mitochondries et les ATPagB3$.Le muscle oxydatif est caractérisé par (1) une
capacité oxydative maximale élevée, représentéaimpamespiration stimulée par 'ADP élevée; (2)
une faible sensibilité de la respiration mitochaaér pour 'ADP (K, €élevé), le signal pour la
respiration est la créatine; (3) des transfertaelgie couplés dans la cellule entre les mitocHeadt

les ATPases par la navette des CK. (D'aprés Rideah, 2003).
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Kaasik et al., ont montré que I'ATP mitochondriat @resque aussi efficace que
'ATP venant de la réaction de la CK pour stimularrespiration mitochondriale, ces 2
sources d’ATP étant plus efficaces que I'ATP exe@géesuggérant I'existence d’une
canalisation directe ATP/ADP entre la mitochondle RS et les myofibrilles. Il existerait
donc des interactions directes entre ces orgardiesettant d’expliquer la préservation de la
fonction cardiaque chez les animaux déficients Enc@tosolique et mitochondriale (Kaasik
et al., 2001). Ces observations de Kaasik confitfieypothése d’'une organisation en ICEUs
ou structure et fonction sont intimement liées.

Ainsi le systeme des CK participe activement auceph de systeme métabolique
organisé ou les enzymes sont contrdlées par lecnorenvironnement ainsi que par d’autres
composants du méme systeme. Un systeme de caioalishtecte des substrats et des
produits se met en place, permettant de diminuer destances diffusion entre les
intermédiaires et les temps de transit entre lefférdntes séquences de réactions
enzymatiques grace a une organisation structuraleoenplexes multienzymatiques. Cette
vitesse de réaction élevée peut étre atteinte demsystemes de couplage indépendamment
de la concentration moyenne des substrats et desmiédiaires. Ainsi la cellule possede
plusieurs microcompartiments métaboliques qui sat, définition, des situations dans
lesquelles le métabolite passe d’'une enzyme aréaeit ne se mélange pas avec la réserve
totale en métabolites du méme macrocompartimens. [Zeblemes de compartimentation
intracellulaire sont directement reliés aux prol@ende diffusion intracellulaire. Il a été
prouvé gu’il existe des microcompartiments au niveaus sarcolemmal et myofibrillaire,
mais il n'est pas exclu que des microcompartiméegtsamiques existent également grace a
des associations transitoires des enzymes cytoglasmincluant les enzymes glycolytiques
et les CK (Saks et al., 1994).

Dans la préparation des fibres perméabiliséedet'eftimulant de la créatine sur la
respiration stimulée par 'ADP indique le coupldgectionnel entre la MiCK et 'ANT en
régénérant localement de 'ADP. Cet ADP produit lpaMiCK au voisinage de 'ANT entre
dans la matrice mitochondriale pour étre rephospéoet activer la respiration. Ce cycle est
répété plusieurs fois et c’est la raison pour lque vitesse de respiration augmente pour des
concentrations en ADP inférieures en présenceéioe comparée a celle sans créatine.

La PCr diffuse hors de la mitochondrie, trouve @K myofibrillaires et donc produit
localement de I'ATP. Ceci active les ATPases etraeépit de 'ADP endogene dans les
myofibrilles. Celui—ci est produit apres de longasines de réactions et repart vers 'ANT.

En chemin, il peut éventuellement sortir dans lkemni Donc, puisque les mitochondries sont
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activées et produisent de la PCr, cette PCr penbdeeau rephosphoryler cet ADP déja dans
les myofibrilles et le cycle repart dans le comipaent myofibrillaire sans que ’ADP puisse
repartir pour activer la mitochondrie. C’est lausition observée lors de I'étude de I'ATP
exogene qui va activer la production d’ADP a lasfailans la mitochondrie et dans les
myofibrilles et dans ces expériences, seul TADBEagene est suivi méme si la créatine est
absente.

La nature exacte des barrieres de restrictiongffiesion n’est pas déterminée et la
maniere dont I'ADP endogene est canalisé non gdles. ICEUs sont organisées par les
interactions entre les mitochondries, le réticulsancoplasmique et les sarcoméres avec le
cytosquelette. Le probleme se pose alors de déternguels composants du cytosquelette
sont responsables de 'architecture intracellulaire

A.6. Le cytosquelette

Le cytosquelette est un réseau complexe de filtsneinde tubules qui transmettent
des stimuli mécaniques et chimiques au sein e¢ éedgrcellules (Choquet et al., 1997 ; Wang
et Ingber., 1994). Il contribue a la stabilité akdire en ancrant les structures subcellulaires,
comme les mitochondries, I'appareil de Golgi, legaux et les myofibrilles. Le cytosquelette
cellulaire est composé de 3 systemes filamentemxcrofilaments (MF), filaments
intermédiaires (IF) et microtubules (MT).

(). Les microfilaments sont des structures fadesmolécules globulaires d’actine et
sont communs a toutes les cellules eucaryotes.ntiesofilaments contenant de I'actine
jouent un réle essentiel dans la déterminatioraderine de la cellule, dans la locomotion et
la contractilité. Dans l'unité contractile du musaquelettique, c'est-a-dire le sarcomére, les
filaments fins sont interconnectés et alignés aeai de structures spéciales, les stries (ou
disques) Z (Furst et Gautel., 1995 ; Young et1#198). Un constituant des stries Z, des corps
denses et des régions denses estttinine, une protéine liant I'actine et impliqudans
'arrangement des filaments d’actine (Geiger etld81 ; Langanger et al., 1984 ; Chou et al.,
1994 ; Young et al., 1998). Plusieurs autres corpissdes stries Z, mis a pa-actinine,
ont été identifiés (Furst et Gautel., 1995 ; Youwstgal., 1998). Les longues chaines de

molécules d'actine forment des hélices qui forment a leur tour des microfilaments

individuels. Au moins 6 types différents d’actinens synthétisés par les vertébrés a4
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actines (squelettique, cardiaque, vasculaire etrigiie) sont trouvées dans les structures
sarcomériques, tandis que les actifiey seraient principalement cytoplasmiques (Stromer,
1998). Cependant, leurs séquences d’'acides anmonésautement conservées et elles ont des
propriétés similaires. Les filaments d’actine ceteit de 2 monomeres d’actine polymérisés
vrillés en une hélice de 13.5 molécules par toum¢4, 1985).

(IN. Le second groupe de filaments, les filameantermédiaires peuvent stabiliser les
organelles comme le noyau ou peuvent étre impligaés des jonctions spécialisées. lls sont
distingués des microfilaments par leur taille (8fif)) (Heins et al., 1993) et le fait que les
microfilaments sont évidemment mobiles. Cependieg,études récentes indiquent que les IF
peuvent également avoir des proprietés dynamiqlley. a cinqg types de filaments

intermédiairesHttp://www.cytochemistry.net/Cell-biology/intermeti¢ filaments.hth:

Types 1 et 2. Kératine acide et basique respectamenProduits par différents types de
cellules épithéliales (peau, etc.). Type 3. Lesdht distribués dans plusieurs types cellulaires
incluant : la vimentine dans les fibroblastes, ¢eflules endothéliales et les leucocytes ; la
desmine dans les cellules musculaires, le factadeaylial fibrillaire dans les astrocytes et la
périphérine dans les fibres nerveuses périphérigigse 4. Les neurofilaments (H : lourd
(heavy); M : moyen (medium) ; et L : |éger (low)n autre IF de type 4 est l'internexine et
guelques types 4 non standard sont trouvés danfibles optiques de I'ceil (filensine et
phakinine). Type 5. Les lamines qui ont une ségeiale signal nucléaire pour former un
support filamenteux a l'intérieur de la membrangerine nucléaire. Les lamines sont
indispensables a la reformation de I'enveloppeéaicd aprés la division cellulaire.

Les protéines associées aux IF peuvent lier ¢@andnts (en faisant des ponts pour
améeliorer la stabilité), ou ils peuvent lier dearfients d’autres structures. En dépit de leur
diversité, les membres de la superfamille des Hagant une structure commune : un dimére

composeé de 2 hélicesorientées en parallele (Fig. 25).

Fig. 25. Modéle structural d’'un filament intermédiaire (IF). Les dimeres polarisés d'IF
forment des tétraméres antiparalleélesi s’associent longitudinalement et latéralememt e
protofilament apolaire de 2 a 3 nm de diamétre paiprotofibrilles de 4 a 5 nm de diametre. Ded2 &
protofibrilles (4 ici) s’associent pour fournir @nrangement composé d’approximativement de 16 a 32
polypeptides en coupe. (D’aprés Fuchs et Clevel&uience, 1998).
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Ce mécanisme de dimerisation par une interactioited-coil’ est maintenant trouvé
universellement en biologie. Les extrémités (trésservées) de la tige des IF associees en
« téte a queue », et les mutations des ces exé®mitt des conséquences déléteres pour les
processus d’assemblage de la plupart si ce n'estipaous les IF (Albers et Fuchs., 1987 ;
Letai et al., 1992 ; Geisler et al., 1983). L’asation de ces dimeres résulte en des rangées
linéaires, quatre diméres s’associant de maniéipaaalléle, pour produire les protofibrilles
et 3 a 4 protofibrilles s’accolent pour former ularhent intermédiaire apolaire de 10 nm de
diametre (Fuchs et Weber., 1994). Bien que lesalffagent des structures similaires, leurs
propriétés sont assez uniques.

(111). Les microtubules forment un réseau de tpamsdans la cellule. Ils déplacent les
vésicules, les granules, les organelles (mitochiesgrles chromosomes par des protéines
spéciales d’attachement. lls jouent également lendéns le cytosquelette. Structuralement,
ce sont des polymeres linéaires de tubuline, uatime globulaire. Ces polymeres linéaires
sont appelés des protofilaments. Les microtubulassistent en une association de 13
protofilaments et possedent un diametre de 25 mawge mm de longueur de microtubule
étant composée de 1650 hétérodimeéres (Fig. 26).

Fig. 26. Représentation schématique d’'un microtub@l (A) et assemblagen vitro
visualisé par micrographie électronique (B). A) Les MT sont des fibres fortement ordonnées

gui ont une polarité intrinséque, montrée schératitgent dans la figuréB). Microtubules assemblés
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in vitro a partir de tubuline en présence de protéines i&
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soaux microtubules (MAP1, MAP2, tau).

Micrographie électronique a transmission, prépanagintiere, marquage a I'acétate d’uranyl. (D'aprées

K.J. Béhm Institute of Molecular Biotechnologyena, Germany).
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La tubuline peut polymériser par les 2 extrémitésvitro, cependant, le taux de
polymérisation n’est pas équivalent. Par conventionappelle I'extrémité qui se polymérise
le plus rapidement I'extrémité positive du micrailéet I'extrémité de polymérisation lente
'extrémité négative.ln vivo, I'extrémité positive du microtubule est distarda centre
d’organisation du MT.

La famille de la tubuline inclus de nos joursi-I'et la B-tubuline, qui sont les
principales sous-unités des MT eucaryotesy:tlzbuline, qui est responsable de la nucléation
des MT et régule la dynamique de leur extrémitéatieg (Joshi, 1994 ; Oakley, 1995) ; et
FtsZ un homologue procaryote des tubulines quila@gprotéine majeure de la division
cellulaire bactérienne (Erickson, 1995). Il exideux nouveaux membres de la famille des
tubulines, lad- et I'e-tubuline dont la séquence a été déduite de basetouanées (Burns,
1995) mais ces protéines n'ont toujours pas étdtifies. A la fois 1b/B tubuline et FtsZ
(Erickson, 1996) s’assemblent en protofilaments vpati s’associer pour former des
protofilaments en 2D. Le protofilameatp forme ainsi la paroi du MT. Les famillesod’ et
de B-tubuline consistent de différents isotypes, haetmconservés, différentiellement
exprimés et modifiés post-translationnellement tigitet Seehaus., 1988 ; Mandelkow et
Mandelkow., 1995). Le GTP échangeable lié a la-smite 3 est hydrolysé en GDP lors de
l'assemblage. La tubuline liée au GDP est inacipoeir 'assemblage des MT et peut

facilement former des anneaux reliés aux protofiats courbés des extrémités de MT qui se
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dépolymérisent. (Melki et al., 1990 ; Diaz et 4994). Deux classes majeures de protéines
(MAP, Microtubule Associated Proteins) interagidsawec les polyméres de MT: les
moteurs moléculaires et les protéines associéesMAuxrégulées par la phosphorylation.
Contrairement aux moteurs moléculaires, les MAHiesg aux MT de maniere nucléotide
indépendante. Elles copolymérisent avec les MTasets des cycles d’assemblage et de
désassemblage, stimulant leur nucléation et stabiii les polymeres (Olmsted, 1991 ;
Schoenfeld et Obar., 1994 ; Mandelkow et Mandelkd®95).

A.6.1. Le cytosquelette dans les cellules muscules

Les protéines qui contribuent a la forme de ldutel la résistance mécanique et
l'intégrité morphologique des cardiomyocytes petvéine subdivisées sur la base de leur
structure et de leurs propriétés fonctionnelled gnoupes différents (Kostin et al., 1998) :

1. Le squelette sarcomerique : titine, protéinex@ctinine, myomeésine et protéine-M.

2. les «vraies » protéines du cytosquelette : tabukctine et desmine.

3. Les protéines associeées aux membranes : dystropépeetrine, taline, vinculine et
ankyrine.

4. Les protéines des disques intercalés: desmosomesistant de desmoplakine,
desmocolline, desmogléine et jonctions adhérergededmine avec les N-cadhérines,
caténines et vinculine et les « gap junctions ¢ d&&eonnexine.

L’action du cytosquelette comme force de stabilisaet mécano-transducteur est appuyée
par les protéines associées aux membranes, ewcutiartiia dystrophine qui lie a la fois
I'actine intracellulaire et la laminine extracelire (Klietsch et al., 1993). Un systeme de lien
cytosquelette-intégrines existe et permet a lauleelle répondre aux signaux physiques et
biochimiques envoyés par la matrice extracelluldies cytosquelette forme des connections
avec la matrice extracellulaire par des intégrisiasdes sites proches des disques Z connus
sous le nom de costameres (Fig. 27). Quand la ceatésiste au mouvement, le lien avec le
cytosquelette est renforcé par un nombre croissamegrines (Choquet et al., 1997). Des
composants du cytosquelette, c’est I'actine quéjan role principal a cet égard bien que les
MT et les IF pourraient aussi étre impliqués (Wamgal., 1993 ; Maniotis et al., 1997).
Plusieurs des protéines s’associant aux intéganesiveau des costameres sont capables de
lier I'actine, comme par exemple : la vinculingy-Bctinine, la taline et la paxilline (Borg et
al., 2000 ; Samuel et al., 2000). Ces protéinesitieainent I'organisation du cytosquelette
d’actine de la cellule en liant les MF entre euxofésant de nouveaux liens avec le

sarcolemme et régulant la longueur des filamentam@h et Atkinson, 1999). D’autres
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protéines liées aux membranes tel que3ddystroglycan forme des connections avec le
cytosquelette d’actine via la dystrophine (Kapaeliet al., 2000). Par exemple, Rybakova et
al (2000) ont montré un modéle costamérique ddittads dans les muscles squelettiques
adulte qui était absent chez la souris déficientdysstrophine. Dans les muscles squelettiques
lents, I'absence de dystrophine est associée atanggment de I'énergie intracellulaire et
aux systemes de régulation du transfert énergétgire les mitochondries et les ATPases
(Braun et al., 2001).

Fig. 27. Schéma indiquant les connections entre &ytosquelette d’actine et la matrice

extracellulaire via Ies complexes mtegrlnes et dyrephine. (d’apres Bers, 2002)
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Dans de nombreuses études ultrastructurales diseseutilisant la microscopie
électronique, des connections entre les mitocheadri des éléments du cytosquelette ont été
observées depuis 1967 (Bucley et Porter., 196Zaiides et Granger., 1982 ; Watkins et al.,
1987 ; Lockhard et Bloom., 1993 ; Leterrier et 4994 ; Bereiter-Hahn et Voth., 1994 ;
Penman, 1995 ; Rappaport et al., 1998). Les résulia ces travaux montrent de multiples
connections entre le cytosquelette et les membramtxhondriales, importantes pour la
localisation des mitochondries dans les cellule$oeganisation structurale des systemes
cellulaires. Ces contacts pourraient étre imponpanir le contréle d’'une partie de la fonction

mitochondriale telle que I'affinité pour 'ADP cyolique comme cela est discuté plus tard.

6.1.1. Le cytosquelette d’actine dans le coeur

De l'actine sarcomérique et non sarcomerique rditi peut étre observée a la fois
dans des myocytes néonataux et adultes en culBadoshima et al.,, 1992 ; Messerli et
Perriard., 1995 ; Larsen et al.,, 1999, 2000). Inisle en effet, que ces structures non
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sarcomeriques soient nécessaires pour la propagagitulaire et la génération de nouvelles
myofibrilles (Rothen-Rutishauser et al., 1998). N@&ains, I'imagerie immunocytochimique
de l'actine dans des cardiomyocytes isolés adukesgtvele que I'arrangement sarcomeérique
(Messerli et Perriard., 1995 ; Kostin et al., 1998fme en utilisant des anticorps gbHi
actine, un des isomeres d’actine cytosolique (o@selans le cytosquelette cortical diffus
d’actine de myocarde de rat adulte) dont la quarditgmente avec I'’hypertrophie (Yang et
al., 2002). Ces auteurs ont également montré aqiees déstabilisant (cytochalasin D) ou
stabilisant (phalloidine) le composant subsarcolamies microfilaments d’actine non
myofibrillaire la configuration des potentiels dfemn est alterée. Une hypothése est que le
cytosquelette d’actine pourrait avoir un réle intpat dans la modulation de lactivité
électrigue du cceur car dans les myocytes néonatwn culture le réseau de filaments
d’actine peut étre visiblement visualisé. En dépitmanque de preuves de la modulation du
potentiel d’action par le cytosquelette d’actirig; &, a ce jour, des résultats sur ses effets sur
des courants ioniques cardiaques ou la conclusbtaenodulation de I'activité des canaux
par le cytosquelette d’actine non sarcomeériquea@eln et al., 2004). Il y a des différences
entre I'actine costamerique (cytosquelette) dasscdlules en culture et le myocarde intact
(Calaghan et al., 2004). Dans les cellules cultiw&a une matrice extracellulaire de substrats,
I'actine est toujours présente aux sites d’adhéfioaux au niveau des costameres cependant,
elle n’a pas été détectée comme faisant partiéage matrice extracellulaire-intégrines dans
le myocarde intact (Borg et al., 2000).

La cytochalasine D est lI'agent pharmaceutique ligs putilisé pour étudier le
cytosquelette d’actine. La cytochalasine B a égafenété utilisée pour détruire le réseau
d’actine (Dick et Lab., 1998). D’autres agents uaeit la lantrunculine A, la DNAase |, la
gelsoline et la cofiline, peuvent aussi détruireytmsquelette d’actine.

Donc la structure du cytosquelette d’actine danmyocyte adulte est bien caractérisé
et possede des differences marquées entre labdigin et la densité des microfilaments
d’actine dans les cardiomyocytes en culture et atamx comparés aux cellules adultes, ou au
myocarde intact. A cause des difficultés de visadibn de l'actine cytosquelettique, la
vérification des effets pharmacologiques ou de®raibns observées en conditions

pathologiques restent problématiques (Kostin ¢tlaP8).

6.1.2. Les filaments intermédiaires : la desmine

La desmine forme le composant majoritaire desulEaur qui établit une liaison entre

le noyau, les protéines contractiles (en entouemtisques Z), le sarcolemme et la matrice



tel-00011814, version 1 - 8 Mar 2006

extracellulaire via les costameéres. lls peuvensiaagoir la possibilité de s’associer avec
d’autres organelles comme les mitochondries et $e(®apetanaki, 2002) (Fig. 28). Leur
distribution cellulaire fait d’eux un excellentrcidat pour acheminer les signaux en dedans

et en dehors des cellules.

Fig. 28. Le cytosquelette dans les cellules cardiaes. Représentation schématique de

'assemblage des associations potentielles avec meigochondries. Représentation schématique
des IF de desmine dans les muscles sA§set associations potentielles avec les mitochesdB). (A) IF de
desmine (orange) entourant les disques Z, lescim@ectant entre eux, et liant I'appareil conttacntier aux
différents compartiments membranaires et organgitdsant le sarcolemme, les mitochondries et lgano Ceci
permet la formation d’'un réseau continu entre larice extracellulaire et la matrice nucléaire. liaésons
potentielles avec le RS et les tubules T ne sost rearésentées. Le carré blanc représente I'agisocia
mitochondrie-desmine élaborée en (B).

(B) Schéma soulignant comment le cytosquelette de idespourrait s’associer avec des sites de contact
mitochondriaux et potentiellement influencer labgte8 membranaire et la fonction mitochondrialeesCsites
sont des structures dynamiques qui impliquent us®f des membranes interne et externe mitochdesria
fusion n’est pas montrée ici), et sont des panicip clés dans le transport de protéines, le cgamgaergétique
avec le cytosol via la formation de PCr et le cgptdes acides gras pour le métabolisme oxydatifpfes
Capetanaki, 2002).
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La molécule de desmine est organisée en 3 domaimedomaine tige en hélicetrés
conservé entouré d’'une téte non hélicoidale etateathes de queue. La tige consiste en 4
segments en hélices 1A, 1B, 2A et 2B interrompus par des liens (FuehgVeber., 1994).
Les souris déficientes en desmine montrent de eg\adteintes de I'architecture musculaire
dans le myocarde et les muscles squelettiquest @li,e1996). Des mutations de la desmine
causent un assemblage défectueux de filaments @AMaomol et al., 1998 ; Park et al.,
2000), la destruction du réseau préexistant daélgts endogénes d’autres IF (Sjoberg, 1999)
et 'accumulation d’agrégats chimériques intradelhes (Li et Dalakas., 2001 ; Wang et al.,
2001).

Les IF s’associent de maniére prédominante awemimchondries et cette association
a été trouvée dans divers types cellulaires (Capkia2002 ; Rappaport et al., 1998).
L’absence de desmine conduit a la perte non seulkedeela distribution des mitochondries
mais aussi de leur nombre, de leur morphologieededr fonction (Milner et al., 2000). De
plus, une calcification excessive des coeurs dassdasmine K/O (Mavroidis et Capetanaki.,
2002 ; Weisleder et al., 2004) pourrait étre daewnt reliée a 'homeéostasie normale du
Cd" ou étre la conséquence d'une mort cellulaire ingmbe initiée par une voie
indépendante du aliée aux mitochondries. Afin d’étudier le role pitse des filaments de
desmine dans le contrdle des mitochondries, deassswansgéniques déficientes en desmine
ont été utilisées (Kay et al., 1997). Des cardiooyyes fantdbmes, contenant en partie des
mitochondries, du RS et le cytosquelette de desngonegardent une forme normale, ont
montré des valeurs élevées du Km apparent pourRADans ces cellules fantémes, les
anticorps anti-desmine n’ont pas modifié la régatatdes cinétiques de respiration par

'ADP. Cependant, dans les fibres perméabiliséescdeur et de soléaire de souris
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transgéniques, des modifications de la régulatofadespiration par 'ADP ont été observées
(Kay et al., 1997). Des observations morphologigpas microscopie électronique ont
confirmé I'existence de 2 populations cellulairéstidctes dans les cellules musculaires de
souris transgéniques. La desmine elle-méme nedermias les VDAC mitochondriaux mais
son absence entraine l'apparition de cellules désisées avec une population de

mitochondries altérées dépourvues probablemeraatadr protéique contrdlant VDAC.

6.1.3. Les microtubules dans les cellules musculkss

Les microtubules sont des cylindres creux dhélieneéres da- et de [3-tubuline
d’environ 25 nm de diamétre (Goldstein et Entmd®79 ; Rappaport et Samuel., 1988)
alignés de facon prédominante le long de I'axe itoinal des myocytes adultes (Kostin et
al., 2000) (Fig. 29). Le systeme-T est essentielrpte travail ventriculaire des
cardiomyocytes ; alors que la densité de volumealsysteme est de 1-2%, il représente
environ 1/3 de l'aire des membranes cellulairesvéBe et al., 1985). Dans les muscles
cardiague et squelettiques, le systeme-T est reioegsour la propagation rapide du signal

d’excitation a travers la fibore musculaire (Somni€95).

Fig. 29. Représentation schématique du muscle cagdjue illustrant les profils des MT.
A: bande A; |: bande |I; M: bande M; Z: bande ID: disque intercalé; Mt:
microtubule ; Mi: mitochondrie ; SR : réticulumreaplasmique ; T : tubule-T. (d’apres
Goldstein et Entman., 1979).

Un turnover constant des MT se produit par polysaéion et dépolymérisation. Dans
les cardiomyocytes, 30% seulement de la tubuliteda@st présente sous forme polymérisée
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de MT alors que 70% est sous forme non polyméggtesolique (Tagawa et al., 1998). Les
MT sont associés aux protéines liant le GTP commet@s (Rasenick et al., 1981, 1990),

aux MAP qui assurent la stabilisation des MT (MARWjoritaire dans le coeur), a la protéine
Tau, a des kinases (Pitcher et al., 1998) et ara#surs moléculaires comme les kinésines
(Olmsted, 1986 ; Liao et Gundersen., 1998). Les Mdssocient également a d’autres
composants du cytosquelette comme I'actine (Cuina@inget al., 1997) et les IF (Gurland et
Gundersen., 1995). Les MAP sont capables de réseyaa la fois les filaments d’actine et

les MT (Cunningham et al., 1997).

Les agents les plus utilisés pour manipuler lesyielette de MT sont : la colchicine,
qui entraine la destruction des MT et le taxol gst responsable au contraire de leur
prolifération et de leur stabilisation. Les étuges immunocytochimie et western blot ont
montré que I'exposition des cardiomyocytes adudtés colchicine conduit a une diminution
des MT intacts et une augmentation de la tubulbre (Tsutsui et al., 1994 ; Calaghan et al.,
2001 ; Kerfant et al., 2001), alors que le taxd@ (M, 2-4h) a I'effet opposé (Tsutsui et al.,
1994; Howarth et al., 1999). Le taxol diminue lexfde C4" dans les myocytes ventriculaires
de rat (Howarth et al., 1999). Cette réductionldy fle C&" est du, en partie, & un plus faible
relargage de Gadu RS (Howarth et al., 1999). La publication defkiet (2001) présentant
I'analyse des flux de Galors de I'altération des MT, montre une augmeatatie ces flux
apres un traitement prolongé a la colchicine.

Parallélement & un manque d'effet sur les flux @& @n I'absence de prolifération
antérieure de MT, la désorganisation du réseau deplt la colchicine ne module pas
significativement I'activité contractile adulte dwscle cardiague ou des myocytes (Tsutsui et
al., 1994 ; Ishibashi et al., 1996 ; Tagawa et18198 ; Takahashi et al., 1998 ; Hongo et al.,
2000 ; Calaghan et al., 2001). Cependant, contnainé & ces études, il a été également
montré que dans les myocytes ventriculaires delaatplchicine diminue I'amplitude des
Cd" sparks et augmenttamplitude globale du flux de Ga

Le cytosquelette microtubulaire a été mis en cals®s de nombreuses conditions
pathologiques. La désorganisation des ce résedé@ absgervé dans l'ischémie (Hori et al.,
1994 ; Hein et al., 1995), des dommages cellulain@versibles peuvent étre associés a
l'effondrement des MT (lwai et al., 1990). La pféfation des MT avec le taxol protéege
contre les dommages engendrés par I'hypoxie/réénation (Skobel et Kammermeier.,
1997), tandis que la colchicine abolit les bénéficki préconditionnement ischémique
(Sharma et Singh., 2000 a, b).



tel-00011814, version 1 - 8 Mar 2006

Les MT sont reliés au systérfieadrénergique dans le cceur (Palmer et al., 1998) et
sont impliqués dans le signal du récep@adrénergique (Rasenick et al., 1990). Le role des
MT dans la régulation du systéfdieadrénergique dans le muscle cardiaque adultelgstta
débat (Calaghan et al., 2004). Les MT et les maadnies semblent étre en proche relation,
et I'on pourrait s’attendre a des jonctions spquaifis entre les composants des membranes
externes mitochondriales et les composants desLed interactions mitochondries-MT sont
spécifiqgues et apparaissent dans tous les typéslapeds (Bernier-Valentin et Rousset.,
1982). Les résultats de Saetersdal et ses colli@nosandiquent la présence d'updubuline
spécifique se liant a la membrane externe mitoctialedqui implique probablement les
translocateurs a la base des MT et/ou les MAP ¢8sil et al., 1990). Des domaines
spécialisés des membranes mitochondriales sonigugs dans des associations avec les MT

médiées par les MAP (Leterrier et al., 1994).

6.1.4. Les microtubules associated-proteins : la@éine STOP

Les microtubules possedent un comportement dynaogpservén vivo. Cependant,
les MT cytoplasmiques ont des propriétés différerde celles des MT de pure tubuline
(assemblén vitro). En effet, les microtubules de pure tubuline épallymérisent lorsqu’ils
sont exposés au froid ou lorsque les suspensiomnis dlmées dans un grand volume de
tampon. En revanche, des microtubules résistantfraédi et aux dilutions sont souvent
observés dans les cellules vivantes (Bershadsély, et979; Lieuvin et al., 1994). En premier
lieu, cette stabilité a été étudiée dans le cerpaaWebb et Wilson (Webb et Wilson., 1980).
Il a été trouvé que le facteur de stabilisatiomé@eature pas les MT et qu'’il ne s’agit pas de la
tubuline. Par la suite, les travaux du laboratdeeviargolis ont révélé que la stabilité des MT
était abolie si les polyméres stables étaient eé®a@si C&-calmoduline (Job et al., 1981).
Plus récemment, il a ainsi été montré que dansguaede variété de types cellulaires, la
stabilité des microtubules au froid résultait des$ociation du polymere avec une famille de
protéines régulées par la calmoduline (et pouvantidr) appelées les protéines STOP
(Stabilizing Tubule Only Polypeptide). Ces prot&imeuvent bloquer de maniére réversible
et transitoire la dynamique des microtubules.

Les protéines STOP sont encodées par un seul gaisdlraxiste plusieurs isoformes
tissu ou développement spécifiques. Ce gene est siir le chromosome 132, 7 E2-F1,
11914 chez le rat, la souris et ’'Homme respectaaniDenarier et al., 1998a). Les neurones
contiennent les isoformes principales N-STOP elTBS.
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L’isoforme N-STOP (« neuronal STOP ») chez le ramnapoids moléculaire de 125-
145 kDa dépendant des conditions de SDS PAGE.

L’isoforme E-STOP («early STOP ») est une variadee STOP spécifique des
neurones avec un poids moléculaire de 84 kDa ohaatl (Guillaud et al., 1998). Cette
isoforme est préedominante dans le cerveau d’emhbagaiongeur et persiste a I'age adulte

D’autres types cellulaires contiennent une isoformeins abondante : F-STOP
(« fibroblastic STOP ») de masse moléculaire d&@& (Denarier et al., 1998b). F-STOP est
largement répandue dans les tissus de souris (&gukzt al., 2003). A température
physiologique, contrairement a N- et E-STOP, lat@ne F-STOP n’est pas liée aux
microtubules.

Les souris mutantes STOP (-/-) sont viables maigfremt de graves troubles au
niveau synaptique. En effet, elles possedent uh g@wésicules synaptiques plus faible et
une plasticité synaptique altérée en comparaisersderis sauvages. Par ailleurs, elles ont de
séveres troubles du comportement qui sont attémags un traitement neuroleptique
(Andrieux et al., 2002). De plus, le gene humaidart pour STOP, situé a la position 11q14,
se trouve dans une région qui a été reliée a deéadimea mentales incluant les troubles
schizophrénes (St. Clair et al., 1990; Brzustoweiz., 2000).

A ce jour, aucune information n’est connue quant@e physiologique des protéines
STOP et aucune étude n’a porté sur cette prot@ns lés cellules musculaires.

A.6.2. Les phénomenes de fission et fusion des noiondries

Les mitochondries sont des structures dynamiquesse divisent frequemment et
peuvent fusionner entre elles (Scheffler, 1999ip&ic et van der Bliek., 2001).

La division mitochondriale est requise lors de ildsibn cellulaire pour distribuer les
mitochondries entre les cellules filles. Les ce&tulquiescentes montrent également une
division mitochondriale durant la différenciation la croissance cellulaire ou en réponse a
des stimuli extracellulaires.

La fusion mitochondriale, quant a elle, est imputeapour de nombreuses fonctions
biologiques (Westermann, 2002). La fusion s’opp@sda fission pour maintenir une
morphologie tubulaire des mitochondries, nécessairales fonctions mitochondriales
optimales (Sesaki et Jensen., 1999 ; Bleazard.,e1309). Quand la fusion est bloquée, les
phénomeénes de fission continus entrainent une #atation du réseau mitochondrial. Dans
les levures en bourgeonnement, ces fragments pgefd®N mitochondrial et deviennent

incompétents sur la plan de la respiration (Hermeinal., 1998 ; Sesaki et Jensen., 2001).
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Chez 'Homme, la fragmentation mitochondriale pétue reliée a une pathologie : I'atrophie

optique dominante causant la cécité chez les enf#tiexander et al., 2000).La fusion est

importante pour d'autres fonctions dans des typhulaires spécialisés. Par exemple, la
fusion entre les mitochondries peut transférerdmtiel membranaire des régions riches en
oxygene aux régions pauvres en oxygene dans kes fibusculaires (Skulachev, 2001).

Ainsi, les processus de division et de fusion nhitydriales doivent étre finement
régulés, car la survie cellulaire dépend de la guédion d'un nombre adéquat de
mitochondries dans chaque cellule. Les mécanisneeta ddivision et de la fusion sont
susceptibles d’étre complexes car la mitochondoes@de 2 membranes ce qui présente des
barriéres énergétiques et topologiques distinctes.

Contrairement a la fusion d’'une membrane uniquéjdeon mitochondriale doit faire
intervenir séquentiellement une machinerie poureféiisionner les membranes externe et
interne (Fig. 30). Ces événements coordonnés sofditl chez la drosophile d'une GTPase
transmembranaire Fzo (Hales et Fuller., 1997) gsspde des homologues de la levure aux
humains. La dynamine et les « dynamine-relatecepret» ou DRP forment une petite famille
de GTPases impliquées dans la dynamique des meesbrAmsi la dynamine joue un role
dans le phénoméne d’endocytose en intervenant ldasisission des vésicules de clathrine
(van der Bliek et Meyerowitz., 1991). Ce groupectiercheurs a également mis en évidence
plus récemment que la « dynamine-related protddiRP-1 deC. eleganset son homologue
humain Drpl (aussi connu sous le nom de Dlpl, DdplDymple) sont spécifiqguement
nécessaires pour la division de la membrane exteittehondriale (Labrousse et al., 1999 ;
Smirnova et al., 2001). Ces auteurs soulevent ggaie I'hypothése que I'endocytose et la
division mitochondriale auraient une origine comma@van der Bliek, 2000).

Fig. 30. Fusion mitochondriale — un cas unique de fusion mebmanaire. Les
mitochondries ont 2 membranes — une membrane ex{®i) et une membrane interne (Ml). Ces
membranes délimitent I'espace intermembranaire eetcdmpartiment matriciel. Pour maintenir
lintégrité des compartiments, les mitochondrie$veiot fusionner a la fois leur ME et leur Ml de
maniére coordonnée et séquentielle. En premier lesubicouches de la ME sont juxtaposées. Un
meélange de lipides entre les ME aboutit & la fugles ME et un espace intermembranaire continu.
Ensuite, les bicouches de MI établissent un corgadtisionnent, conduisant a la continuité de la
matrice et a la complete fusion des mitochondf@edte fusion de 4 bicouches lipidiques demande un
vrai challenge de la machinerie mitochondriale glast pas relevé par la plupart des protéines
intracellulaires de fusion de membrane qui fusiomrseulement deux bicouches de lipides (bien que
I'enveloppe nucléaire soit constituée de 2 memiwalmes membranes sont continues aux pores
nucléaires, donc, théoriquement, un seul événerdentfusion initié a un site de continuité
membranaire pourrait fusionner les 2 membraned)NA; ADN mitochondrial. (D’apres Modzy et
Shaw., 2003).
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6.2.1. Fission et fusion mitochondriale dans le maoke cardiague et squelettique

Des contacts intermitochondriaux ont été décritssdas cardiomyocytes de rat. lls
sont caractérisés par une forte augmentation deelssité d’électrons au niveau des
membranes externe et interne mais aussi de I'esp@renembranaire de deux mitochondries
voisines. Ces contacts mitochondriaux connecteatesoles mitochondries de la cellule
cardiaque. (Bakeeva et al., 1983).

De plus, dans beaucoup de types cellulaires etagicylier dans les muscles, les
mitochondries forment des filaments allongés ouéticulum branché. Récemment, le groupe
de Bach (Bach et al., 2003) a montré que la milofu® (Mfn2), une protéine de la
membrane mitochondriale participant a la fusion oofibndriale dans les cellules de
mammiféres, contribue a la maintenance du résedochandrial. La répression de Mfn2
entraine non seulement une fragmentation morphguegiet fonctionnelle du réseau de
mitochondries en des amas indépendants mais engcwreréduction de l'oxydation du
glucose, du potentiel membranaire mitochondrialladespiration cellulaire et de la fuite de
protons. Dans I'obésité le niveau d’expression d@2vest diminué s’accompagnant d’'une
altération du mécanisme de contrble des mitochesgrar Mnf2.

Dans les muscles de sujets humains sains, une ategfioa de I'expression des

ARNmM de protéines impliquées dans la dégradatigsioh et fission des mitochondries a été
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observée en paralléle de l'activation par la calgiime. En revanche, les muscles de patients
avec une insuffisance cardiaque, ont montré desdexcde transcription de la biogenése et de
la dynamique mitochondriales préservés, sans dictivgar la calcineurine (Garnier et al.,
2005).

Cependant, en raison de la colocalisation des hutudries avec des éléments du
cytosquelette dans la plupart des types cellulawaes fusion excessive des mitochondries
peut étre empéchée par des contraintes spatialeivo. Ainsi, parce que la fréquence de
fusion est limitée par les moteurs du cytosquekties événements de transport amenant les
mitochondries a proximité les unes des autres,fusien excessive pourrait seulement étre
possible si la motilité mitochondriale est augmentéu alors si les attachements
mitochondries-cytosquelette sont perturbés (ModAShaw., 2003).

Ces phénomeénes seraient donc rendus difficiless Bencellules musculaires, par la

structure hautement organisée en ICEU.
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B. Fonction mitochondriale musculaire du sujet trarsplanté

pulmonaire (TP) et réhabilitation

B.1. La transplantation pulmonaire

B.1.1. Histoire de greffes d’organe

L’histoire de la transplantation d'organes estonaée d’étapes essentielles,
témoignant d’'une intense activité de recherche :
Premier préalable : la suture vasculaire
Les écoles de Vienne et de Lyon avec ULMAN et CARRIEront pionniéres des greffes
chez I'animal, reins, cceur...
En 1933, le Russe VORONOY publie la premiére gredfeale a partir d'un rein de cadavre.
L'échec est immeédiat. La transplantation rénaleorecentrer tous les efforts. Boston et Paris
sont les villes phares de la greffe rénale sur dorswivants.
En 1952, premiére greffe rénale a partir d'un dannmévant par le Pr. J. HAMBURGER a
Paris.
Second préalable : 'immunosuppression
En 1952, DAUSSET publie ses travaux sur le systdix.
En 1954, la démonstration de I'obligatoire complitgbest faite : greffe réussie entre deux
vrais jumeaux.
En 1956 a Boston puis a Paris, sont effectuéegrédies entre faux jumeaux avec irradiation
et corticoides. On percoit bien que I'on ne peutester a la greffe entre jumeaux et que
l'obstacle de l'incompatibilité biologique doité&franchi. L'immunosuppression apparait, elle
est induite par irradiation totale, 6-MP, corticesgd azathioprine, méthotrexate... et a
Richmond, HUME réalise la premiere greffe avec imosuppression a partir d'un rein de
cadavre.
Troisieme préalable : la mort cérébrale.
En 1959, I'école neurologique parisienne et eniquéigr celle de MOLLARET décrivent
I'état de mort cérébrale ouvrant ainsi le champemse du prélevement a cceur battant. L'idée

du don d'organes apparait.
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Quatrieme préalable : la conservation des organes.

Outre le froid, les travaux de COLLINS puis de BHE apportent des solutés de protection
des organes prélevés. La greffe rénale est ma&tiisgreffe hépatique peut se développer et
STARZL, a Denver réalise la premiere en 1963.

En 1963, la greffe pulmonaire tentée pour la preeni@éis par HARDY est un échec.

En 1968, on note cependant le succes tres isdBEEROM a Gand qui obtient une survie de
10 mois chez un jeune mineur silicotique.

Le 3 décembre 1967, bénéficiant des travaux de SWAM a San Francisco, BARNARD,
au Cap, étonne le monde par la premiere grefféotgahe le plus symbolique : le cceur.
Apres I'engouement, la déception se prolongeraujasdl980 ou, presque seuls, SHUMWAY
et CABROL perséverent.

Le début de la décennie 80 apporte la découveria dgclosporine. Ajouté a l'expérience
accumulée, cet agent immunosuppresseur déclenahecansidérable développement de la
transplantation.

En 1982, la premiére greffe cardiopulmonaire esisée en Europe par CABROL a Paris.
Dans cet élan, REITZ et SHUMWAY mettent au poingtaffe cceur-poumons, I'équipe de
PATTERSON a Toronto s'illustre dans la greffe puhaice.

Ainsi, en 1986, COOPER, réussit la premiére traargption bi-pulmonaire a Toronto.

En Angleterre, YACOUB et WALLWORK réveélent d'impsisnnantes séries de greffes

cardio-pulmonaires et pulmonaires.

B.1.2. La transplantation pulmonaire

C'est certainement la greffe la plus délicateadigér. Outre I'extréme technicité de la
transplantation, les poumons sont des organedragites. Les transplantations pulmonaires
Oou coeur-poumons sont rares par rapport a d'agmefées. Le poumon résiste mal aux
conditions de prélevement et de conservation. G&svientions difficiles ne sont réalisées
gue dans quelques centres extrémement spécialisés.

La greffe peut étre justifiee par une maladie dasseaux pulmonaires, comme
I'hypertension artérielle pulmonaire ou une aliératles poumons eux-mémes, comme les
fibroses pulmonaired,emphysemeou la mucoviscidosg(Trulock, 1997). Lorsqu'elles sont
évoluées, ces maladies imposent des soins quaidieinémement contraignants et limitent
les activités physiques. Elles entrainent un ristpgée élevé de décés par infection ou
défaillance respiratoire. Une transplantation rieugermet de retrouver une vie quasiment

normale.



tel-00011814, version 1 - 8 Mar 2006

En 2002 en France, 88 personnes ont recu une grefflmumon et 20 une greffe coeur-

poumons :

- Pres d'un tiers des adultes et 19 des 25 enfantstiété inscrits cette année-la sur les
listes d'attente pour un greffon pulmonaire éta@tgints de mucoviscidose ;

« L'emphyséme et les autres bronchopathies chronigbsisuctives (BPCO) viennent
en seconde position chez I'adulte, suivi des fésos

11 % des greffes chez l'enfant et 4,7 % chez Ftadaobrrespondaient a une nouvelle
transplantation. Pres de deux tiers des maladéegretaient des hommes. Prés de la moitié
(47,7 %) avaient entre 16 et 45 ans et 34,1 % elfiret 65 ans. Seul 4 enfants de moins de
16 ans ont été greffés, ce qui souligne les ditisupour trouver un organe en bon état de
taille adaptée.

La greffe de poumons est réalisée généralementtia ggan donneur en état de mort
cérébrale, dont la respiration et la circulatiomtsmaintenues artificiellement jusqu'au
prélevement. Mais, comme pour le foie ou le remparent vivant peut également proposer
de donner une partie de ses poumons. Dans ce rcagullpoumon est prélevé, le poumon
restant permettant d'assurer une fonction respieatmrrecte. Ces greffes avec donneur
vivant sont exceptionnelles actuellement (1 cas2@02, aucun en 2003). Dans ces cas,
l'intervention peut étre programmeée. Receveur endor sont opérés en méme temps, par
deux équipes différentes, dans deux salles d'aparapisines.

Dans le cas d'une greffe avec donneur en état decér@brale, prélévement et greffes
sont réalisées par deux équipes différentes etialesdifféerents. Habituellement, 'ensemble
coeur-poumons est prélevé chirurgicalement chedolmneur, au bloc opératoire. Ensuite,
coeur et poumons sont éventuellement séparés preup®posés a des malades différents.
Les organes sont soigneusement examinés pourevéidgsence de Iésions. Entre 80 et 85 %
des poumons ne peuvent étre greffés car ils sogiete d'un oedeme ou d'une infection, ce
qui explique en partie l'insuffisance de greffondnmnaires. Donneur et receveur doivent
étre de méme groupe sanguin ou, en cas d'urgemgeodpes sanguins compatibles.
L'intervention dure 6 a 8 heures. Trois types adfgs peuvent étre réalisés :

- La greffe bipulmonaire. Dans ce cas l'ensemble diesx poumons, avec leur
vascularisation, est prélevé en bloc chez un danretule poumon droit, puis le
gauche, sont greffés successivement a la place pidesnons du receveur.
L'intervention se déroule souvent sous circulaBatracorporelle : le sang est dérivé
de part et d'autre du coeur, I'oxygénation etdeutation sanguines étant assurées par

un oxygénateur et une pompe extracorporelle ;
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- La greffe monopulmonaire. Un seul poumon est reagplBautre étant laissé en place.
La circulation extracorporelle n'est généralemexst pécessaire ;

- La greffe coeur-poumons. L'ensemble coeur-poumatsgeeffé. Dans ce cas la
circulation extracorporelle est bien sdr indispbtesala préparation du receveur
comprend d'abord I'ablation du coeur, puis celle ggumons. Ensuite les poumons
sont mis en place dans le thorax et la trachésutgtée a celle du receveur. Le coeur
est suturé comme dans le cas d'une transplantardiaque.

La transplantation coeur-poumon est indiquée |dilsguiste une altération cardiaque
associée a latteinte pulmonaire ou en cas dhympsEdn artérielle pulmonaire. La
transplantation monopulmonaire est exclue en casippuration pulmonaire. Dans les autres
cas, le choix de l'intervention se discute. La gpd@ntation monopulmonaire est plus simple
et permet de greffer deux personnes a partir dduhdonneur.

Les 88 transplantations pulmonaires réalisées e@2 26omprenaient 54 greffes
bipulmonaires, 33 greffes monopulmonaires et ldfgrde deux poumons, droit et gauche,
chez un enfant a partir de deux donneurs vivantsce8 transplantations pulmonaires
s'ajoutent 20 greffes coeur-poumons. La moitié mhagents greffés l'ont été avant 16,9 mois
pour la greffe cardio-pulmonaire et avant 9,7 npasr la greffe pulmonaire.

Ces greffes n'ont permis de couvrir que 18,7 %lds®ins en greffes cardio-pulmonaires et
29,8 % des besoins en greffes pulmonaires. La medergreffons est évidente et s‘accentue
puisque le nombre de nouveaux inscrits pour unffegpeilmonaire a augmenté de 24 % en
2002, alors que le nombre de poumons préleves atagim greffon pulmonaire a pu étre
prélevé chez moins d'un donneur sur dix en étatakt cérébrale. La France est ainsi I'un des
pays européens ou l'activité de transplantatiompohire est la plus faible (et cette activité a
encore baissé en 2003). Cela se traduit par un@li®mnotable parmi les personnes inscrites
sur les listes d'attente : 36 des 295 candidass gidffe pulmonaire (12,2 %) et 19 des 107
candidats a la greffe cardio-pulmonaire (17,8 %).

Les taux de survie chez les personnes opéréessdep®b atteignent 65,7 % a un an,
51,7 % a 3 ans et 36,6 % a 5 ans, apres une gnefiepulmonaire, 66,3 % a un an, 49,4 % a
3 ans et 40,4 % a 5 ans, apres une greffe bipulingoréb % a un an et 58,6 % a 3 et 5 ans
apres une greffe coeur-poumons. C'est donc au deula premiere année que le risque de
déces est maximal, en raison du risque d'infectate rejet aigu. La moitié des patients sont
encore en vie 42 mois aprés une greffe monopulmereti 38,2 mois apres une greffe

bipulmonaire. (Chiffres donnés par I'Etablissenfearicais des greffes).



tel-00011814, version 1 - 8 Mar 2006

B.1.3. Le handicap physiqgue du Transplanté pulmonag (TP)

B.1.4. Altérations centrales

L’ensemble des auteurs s’accorde sur une limitati@ la capacité aérobie maximale
(VO2,max) des TP se situant entre 50 et 65% de la dépaocrmale de sujets sédentaires
appariés. Depuis les années 90, cette observatmronjours pas trouvé d’explications
définitives (Williams et al., 1992 ; Levy et al993 ; Tirdel et al., 1998 ; Pinet et al., 2004).

Les effets systémiques de l'insuffisance chroniegspiratoire avant la transplantation
pulmonaire (Agusti et al.,, 2003 ; Richardson et &2004) et les effets potentiels des
immunosuppresseurs (Mercier et al., 1995; Hokansbral., 1995), en particulier la
cyclosporine A (Sanchez et al., 2000, 2001), sastean avant pour expliquer la limitation de

la VO,max et la diminution de la capacité a I'exerciceeamreffe pulmonaire.

B.1.5. Altérations périphériques : le muscle squetique du TP

Les altérations musculaires des insuffisants ragpies ne semblent pas restaurées
apres la transplantation pulmonaire. De plus,ut fagnaler la participation de I'atrophie et de
la fatigue musculaire qui sont des déterminantsqulierement importants dans la mesure de
la capacité a I'exercice de ces sujets. En efidfatigue musculaire peut entraver la mesure de
la VO.max, du fait que les tests d’effort réalisés sgoeycle et sur tapis roulant sont des
tests qui sollicitent une forte participation demasculature des jambes. Dans le cas des TP,
une douleur, une faiblesse et une fatigue museutkis membres inférieurs ont été rapportées

au cours de tests d’effort ou d’activités physiggestidiennes (Williams et al., 1992).

B.2. Adaptation de la fonction mitochondriale du mscle squelettiqgue a un

programme de réhabilitation physiqgue

B.2.1. Contrble et adaptation du phénotype muscules

B.2.1.1. Rappels des modalités du typage histochimie des fibres musculaires

Dés la deuxiéme moitié du XfX® siecle, Ranvier, évoqua I'hétérogénéité du tissu
musculaire en distinguant des muscles blancs eindissles rouges. Ce n’est que vers la fin
des années 50 qu'une méthode objective de typagyélaes musculaires fut proposée, basée
sur une analyse histochimique de I'activité enzymquet de 'ATPase de la myosine (Pette et

Staron., 1990). Cette méthode permettait de carsetdes fibres musculaires en fibres de
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type | (faible activité ATPasique) et en fibres type Il (activité ATPasique élevée). Le
typage des fibres se fait classiquement par diftéseméthodes histochimiques en mettant en
évidence la sensibilité au pH de la myosine ATRamactérisant la contractilité (lente ou
rapide), I'activité de la succinate déshydrogérn(&2H) qui est une enzyme du métabolisme
oxydatif. La biologie moléculaire permet aussi deactériser et d’identifier les différents
types de myosines spécifiques a chaque fibre maiseul

Plus tard, les propriétés physico-chimiques de PA3e, et sa sensibilité a différents
pH fut exploitée pour proposer une classificatiostdthimique qui permet de prendre en
considération 2 sous-types de fibres rapides,tlldbeet une catégorie de fibres lic prenant
une coloration intermédiaire entre les grands gpaspes (Brooke et Kaiser., 1970). De
nombreuses modifications et ajustements ont ét@ogés, permettant non seulement de
définir différents sous-groupes de fibres rapid8taron et Pette., 1986), mais aussi de
souligner I'extréme sensibilité de cette méthodéydage.

Le typage des fibres a longtemps été effectuénaaquage histochimique de I'activité
myosine ATPase (Brooke et Kaiser, 1970). La détemtion du type de fibre par
électrophorése des MHC sur fibres isolées (Pet&tabn., 1990) a montré I'existence de 3
types principaux de MHC rapides [types IIA, 1IB, @t nouveau type 1ID ou IIX (un type
intermédiaire)] et d’'un type de MHC lent qui possedissi les types de MHC IIA, MHC IIB,
MHC 1ID ou IIX et MHC I. Ces isoformes de MHC sotés protéines non pas issues d’'une
régulation post-transcriptionnelle d’autres MHC isrderivent de genes différer{chiaffino
et Reggiani, 1994). L’apparition de fibres hybridesmportant pour certaines plus de 2
isoformes de MHC, a contribué a la combinaison duigmage de la myosine ATPase et de
I'électrophorese des MHC pour le typage (Gorza0)98nfin, I'hybridationin situ (Kanbara
et al, 1997) et la RT-PCR sur fibres isolées (Pewker.,, 1998) ont permis non seulement de
valider les méthodes précitées, mais aussi deggrekappartenance d’isoformes spécifiques
a un type de fibre déterminé.

Il existe une bonne corrélation entre le typagefitbess par la technique de la myosine
ATPase et le type d’isoforme de la myosine ettilagnis que le typage histochimique est un

bon reflet de la composition du muscle en myos8tarpn et Pette., 1986).

B.2.1.2. Notion de phénotype musculaire

Chaque type musculaire présente des caractéastifpnctionnelles, structurelles,
biochimiques et métaboliques qui lui sont propresy@ définissent son phénotype. Par

ailleurs, les différentes familles de protéines quirent dans la constitution de la fibre
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musculaire peuvent étre schématiquement subdivesggsotéines contractiles et en protéines
enzymatiques sarcoplasmiques ou mitochondriales.p@ut ainsi définir un phénotype
contractile et un phénotype métabolique qui repri&se les 2 grandes caractéristiques du

muscle, complémentaires l'une de 'autre, maisngusont pas toujours co-régulées.

B.2.2. Modifications induites sur le phénotype musdaire par I'entrainement

B.2.2.1. Les facteurs limitant la consommation mariale d’oxygéne (VOmax)

Le passage de l'oxygéne atmosphérique des pouraotes mitochondrie
comporte une série d’étapes au niveau desquellesninave au flux d’oxygéne peut avoir
lieu. La consommation maximale d’oxygene de l'oigare (VOQmax) est déterminée par
plusieurs facteurs physiologiques : la capacitédiffeision pulmonaire, la débit cardiaque
maximal, la capacité du sang a transporteg, 1@ capillarisation et les capacités oxydatives
du muscle. Les trois premiers facteurs peuventrégmupés comme facteurs centraux, alors

que le quatrieme est un facteur périphérique.

B.2.2.2. Les facteurs centraux

* Le systeme pulmonaire
Pour la plupart des individus réalisant un exerexkaustif au niveau de la mer, les
capacité pulmonaires sont suffisantes et méme sxess pour maintenir la saturation du
sang artériel en Osupérieure a 95% (Weibel et al., 1991). Seulsatbdetes d’élites en
endurance ont montré une désaturation em@ant un exercice maximal (Dempsey et al.,
1984). Ces athlétes ayant un débit cardiaque egtréant important, le temps de transit des
globules rouges diminue fortement dans les capgapulmonaires et par conséquent, la
durée pendant laquelle le sang se trouve dansfekaires pulmonaires est insuffisante pour
le restaurer entierement en.O
* Le débit cardiaque maximum
Les travaux de Hill ont montré qu’il existe uneat®mn linéaire entre le débit
cardiaque maximum et la \@ax des sujets (Hill et Lupton., 1923). L’adaptatau débit
cardiaque aux variations de Yi@®ax que I'on peut observer entre un sujet sédentdiun
sujet de méme age entrainé en endurance est pdEmient due aux variations du volume
d’éjection systolique maximal, plutét qu’aux vaitais de la fréquence cardiague maximale et
de I'extraction maximale de I'oxygene. La quantitéxygene contenue dans le sang artériel
est d’environ 200 ml d’@L™. Dans le sang veineux quittant les muscles adéfsjuantité

d'O, n'est plus que de 20 ml dx@™. Ainsi, au maximum de I'exercice, quasiment tout
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'oxygéne disponible est extrait du sang qui perfues muscles actifs. Le mécanisme
permettant d’augmenter la M@ax suite & un entrainement découle d’une augniemtdt
débit cardiaque et donc de I'apport en oxygene ascia. Il a été estimé que 70-85% de la
limitation de la VQmax est liee au débit cardiaque maximum (Bassétbetiey., 2000).
e La capacité du sang a transportern'O

Au repos, la concentration en hémoglobine (Hb)atbhktes en endurance se situe au
niveau des valeurs trouvées chez les sédentaiaesilRurs, cette Hb ne change pas aprées
entrainement et n’est pas corrélée avec lanvdX. La question qui se pose est de savoir sSi
une augmentation d’Hb lors d’'un exercice exhaysiiirrait provoquer une augmentation de
la VO,max. Des études de reinjection de globules roud€90c2000 ml de sang) et
d’administration d’érythropoiétine ont permis dpardre a cette question en démontrant que
la VO.max et le temps de maintien avant épuisement, duraaxercice maximal augmentent
(Ekblom, 2000). D’autre part, pour un exercice smaximal, la VQ reste inchangée, avec
un seuil ventilatoire inchangé ou faiblement augi@ealors que la fréquence cardiaque et la
concentration en lactate sont réduites. Ces exp@Esedémontrent ainsi que 'augmentation
de l'apport en @ par une augmentation des capacités de transpofbxigeéne permet

d’améliorer la VOmax.

B.2.2.3. Les facteurs périphérigues

* La densité capillaire

La microcirculation, les capillaires en particuligouent un réle capital dans la
délivrance de I'Q aux fibres musculaires. Dans le muscle squelettides capillaires se
situent le long de I'axe longitudinal des fibressowlaires et I'importance de leur sinuosité
ainsi que le grand nombre d’embranchements comtnitba leur grande longueur totale. Le
degré de sinuosité varie en fonction de la longuesrsarcomeéres et s’avere un déterminant
important de la surface totale du capillaire. Ritécisément il a été montré que la taille de la
jonction du capillaire a la fibre est de premiémgportance lorsqu’on considere la capacité
structurale du flux en oxygene (Mathieu-Costellalet 1992). Le nombre de capillaires par
fibre musculaire est couplé au profil métabolique éa taille de la fibre. Plus la fibre a un
métabolisme oxydatif important et plus sa densigllzire est grande (Degens et al., 1992).
L’entrainement en endurance permet d’augmenteefsité capillaire musculaire (Andersen
et Henriksson., 1977) par une augmentation du nendor capillaire plutbét que par une
augmentation de leur degré de sinuosité (Mathiestéllo et al., 1992). Dans le vaste externe,

une forte corrélation entre le nombre de capiltaper fibre et la V@nax a également été
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mise en évidence (Saltin et al., 1977). La néceskitdéveloppement du réseau capillaire ne
réside pas seulement dans I'adaptation des résmpiltaires par rapport au flux sanguin
mais dans le maintien ou méme 'augmentation dyps$ede transit entre le sang et le muscle
actif, ce qui permet I'extraction de IX®nalgré des débits sanguins accrus.
» Les gradients de diffusion périphérigues de I'oxygé

Le passage de I'Centre le globule rouge et le sarcolemme reprédergancipal site
de résistance a la diffusion de $Qdu fait de la chute importante de lap®onig et ses
collaborateurs (Honig et al., 1992) ont démontré gei n’est pas la délivrance ded'én elle
méme qui est directement limitante, mais c’estfaf#e pQ sanguine qui est nécessaire pour
maintenir une force de diffusion importante et diaitre ainsi la conductance de $Q.a
diffusion de l'oxygene dépend donc de linteractientre le transport de I'Opar la
myoglobine et sa consommation par la mitochondrie.

» Les capacités oxydatives musculaires

Des études chez 'Homme ont montré, aprés un iaptrent en endurance bien
calibré, que la V@nax n‘augmentait que de 10-20% tandis que les isdivies enzymes
oxydatives augmentaient de plus de 200% (Saltial.et1977). Il a donc été proposé que
laugmentation des capacités oxydatives permetiagtentation de la performance en
endurance plutét que I'amélioration de la M@x. Ainsi, pour un exercice sous maximal,
'augmentation des capacités oxydatives observas ldg muscles entrainés induirait de plus
faibles perturbations du métabolisme cellulaireaugmentation de leur nombre éviterait aux
mitochondries de fonctionner au maximum de leurssitaités et permettrait une meilleure
extraction de I'Q & partir du sang artériel, contribuant, de facamenre, a 'augmentation de
la VO,max. D’autre part, 'augmentation des capacitésdakyes jouerait un rbéle permissif

pour 'augmentation de la \hax.

B.2.3. Modifications du phénotype musculaire aprébentrainement

B.2.3.1. Effets sur le phénotype contractile

Les effets de I'exercice en endurance, commeuaseoa pied, sur le profil des chaines
lourdes de myosine ou MHC : myosin heavy chain)aagigsent étre muscle-spécifiques et
travail-dépendants. Par exemple chez le petit namdersque les animaux sont entrainés a
courir a une intensité élevée (30m/min, 20% d’maison, 75% V@nax) pendant plusieurs
semaines, la proportion des MHC lla et lic est aggide alors que la proportion des MHC

lIb est significativement diminuée dans le musdstgpcnémien. A I'opposé, on note une
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augmentation de I'expression des MHC | uniguemena slurée d’exercice quotidien est
augmentée de fagcon drastique (Demirel et al., 19989¢z les marathoniens et les athletes en
endurance, la proportion des MHC | atteint 80-908¢ MHC totales, les 10-20% restant se
composant de MHC lla (Andersen et al., 2000). Ddutre c6té, I'entrainement en endurance
a haute intensité sur une courte période, indwttremsition des MHC rapides vers les MHC
lentes dans le muscle vaste externe (Schaub €t9&89). Ainsi, I'expression des MHC peut
étre modifiee via l'augmentation chronique de Raté contractie comme lors de
'entrainement en endurance. Tonkonogi et ses lmmiideurs ont mis en évidence une
corrélation dans le muscle vaste externe entreolecentage de MHC | et la \i@ax,
démontrant l'importance du profii en MHC dans lespacités a I'exercice des sujets
(Tonkonogi et al., 1998). D’'un autre cété, méméesmble qu’il y ait une relation positive
entre le pourcentage de fibres | et le rendemeaitgétique musculaire chez les sportifs de
haut niveau (Coyle, 1992), la différence d’effitacentre les fibres de type | et Il chez
’'Homme, semble relativement faible. Les différencke performance entre différents sujets
ne peuvent pas s’expliquer uniquement par unerdiif®& dans la distribution des types de
fibres (Mallory et al., 2002). En effet, il a ét@niré que lors d’'un exercice sous maximal, il
n'y a aucune relation entre les paramétres decem@mie musculaire »A{ O /Apuissance
mécanique) ou de «/lefficacité musculaire Aéifergie totale consomméplissance

meécanique) et le pourcentage de fibres de typeall@ et al., 2002).

B.2.3.2. Effets sur le phénotype métabolique

L’entrainement en endurance permet de mettre areplne séquence de processus
adaptatifs par lesquels le muscle squelettique iexdqdes caractéristiques structurales,
physiologiques et biochimiques lui permettant dedpire en aérobiose une puissance
mécanique soutenue plus importante, tout en retaddgpparition de la fatigue ou de la
douleur. Ainsi, I'entrainement en endurance acliebiogenése mitochondriale dans le
muscle. Cette biogenese mitochondriale est uneéqoesice des changements métaboliques
musculaires se produisant au cours de I'exercioeeftet, durant la contraction musculaire,
I'élévation de la [ADP] favorise la réaction catsde par la créatine kinase vers la formation
de créatine et d'ATP. Il a été démontré qu’aprasagmement en endurance, une plus faible
augmentation de I'ADP était nécessaire pour atteind méme niveau de consommation
d’'oxygéne (Dudley et al., 1982 ; Constable et 4B87). L'ADP étant un activateur
allostérique de la glycolyse anaérobie, celle-civiaedonc étre que faiblement activée,
diminuant la production d’acide lactique. De plies;ide lactique formé est plus efficacement
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eliminé apres un entrainement en endurance. Phlenisité mitochondriale sera importante et

moins la glycolyse anaérobie est sollicitée (Hda)1). Ces adaptations aboutissent donc a
un changement conséquent du métabolisme énergétigee comme principale conséquence

'amélioration de la résistance a la fatigue.

L'utilisation de la technique des fibres permésabBi#s a la saponine n'a été que
recemment employée chez I'Homme. Elle a permis denten que la sensibilité
mitochondriale a 'ADP est plus faible d'une pastdque le pourcentage de fibres de type |
est plus élevé dans le muscle et d’autre part suitn entrainement (Tonkonogi et al., 1998 ;
Walsh et al, 2001). Récemment Zoll et ses colldbara ont montré une diminution de
I'affinité de la mitochondrie pour I'ADP et une augntation du réle fonctionnel de la
créatine kinase mitochondriale, démontrant ainse wadaptation fonctionnelle de la
mitochondrie a la fois dans les fibres glycolytiguet oxydatives (Zoll et al., 2003a,b), chez
des rats effectuant une activité physique voloatates changements métaboliques se font
indépendamment du phénotype contractile. D’autrd, pes résultats similaires ont été
obtenus chez des sujets ayant différents niveaantidité physique (Zoll et al., 2002). Cette
étude a mis en évidence que la créatine kinasechatwlriale devient fonctionnellement
couplée a la production d’ATP uniquement chez lggts sportifs qui sont capables de
soutenir une activité physique importante et prgéan Ceci suggére que chez ces sujets les
capacités oxydatives ne dépendent pas seulemefd deantité de mitochondries, mais

egalement des mécanismes de contrble de la regpiraitochondriale.
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Les données disponibles dans la littérature montree la fonction mitochondriale est
régulée différemmentn vitro et in vivo. In vitro, laffinité du systéme respiratoire
mitochondrial pour 'ADP exogene est élevée (Km appt 10-20 pM).In sity, le Km
apparent est de 300-400 uM et ce parameétre egbidpar des structures cellulaires restant
encore a déterminer.

Comme cette introduction a tenté de le montrezxiste de nombreuses et complexes
interactions entre les mitochondries et leur emnemment cytoplasmique. Cela fournit donc
des voies de recherche diverses quant a la natgreashdidats possibles pour la régulation de

la fonction mitochondrialen vivo.

D’apres notre hypothése d’organisation structuralefonctionnelle des cellules
musculaires en ICEUs, les mitochondries sont osges de maniére trés ordonnée. A ce jour,
les seules informations concernant I'arrangemeinagdellulaire des mitochondries reposent
sur des observations de microscopie électroniqgat@Oet Yamasaki., 1985, 1997). C'est la
raison pour laquelle nous avons essayé d’aborder pmblématique a l'aide d’'une approche
nouvelle, a la fois qualitative et quantitativenddes différents types de cellules musculaires
striées. Cette méthode d’analyse repose sur uneélisaiion de la distribution des
mitochondries observée en microscopie confocale.

» Etude de I'organisation intracellulaire des mitocimalries par imagerie
confocale : approche qualitative et quantitative.

De plus, les différences de Km apparent pour I'Ad®Bgéne observées en oxygraphie
entre mitochondries isolées iat sity, refletent I'existence de facteurs dans I'envirement
des mitochondries capables de réguler la senéildit la mitochondrie pour 'ADP. Ceci
pourrait s’effectuer a 2 niveaux: au niveau de \MDAsur la membrane externe
mitochondriale mais également autour de la mitodhenpar des barriéres de restriction de
diffusion de I'ADP. Ainsi, l'organisation structuea des mitochondries en complexes
fonctionnels avec les myofibrilles et le réticulwarcoplasmique (ICEUSs), pourrait étre a la
base d’'un modéle d'organisation du métabolisme gétiggue dans les cellules musculaires

oxydatives et pourrait conduire a une diffusionéhégene de I'’ADP dans ces cellules. C’est
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ce que nous nous proposons de vérifier dans unei&ee partie de ce travail en alliant
expérimentations biologiques et modélisation matitémue (modéle du Dr M. Vendelin).
» Etude in situ et in silico de I'hétérogénéité deffdision de I'ADP et de la

respiration mitochondriale dans les cellules perntd@iesées.

La valeur élevée du Km apparent pour I'ADP exogénmais aussi la
compartimentation des nucléotides adényliques, diaalisation métabolique et enfin un
couplage fonctionnel ANT-MICK sont caractéristiqu#ss cellules musculaires oxydatives
dont la structure est formée d’une succession dJ€HI est important de connaitre quelles
sont les conséquences des restrictions de diffud@dfADP dans les cellules musculaires sur
ces aspects du métabolisme énergétiqgue mais sgdels mécanismes sont mis en jeu pour
assurer la stabilité métabolique et la régulatienla phosphorylation oxydative dans les
cellules musculaires oxydatives.

C’est ce que nous nous proposons de déterminer ldat®isiéeme partie de ce
mémoire.

» Etude de la régulation de la fonction mitochondtea et de la stabilité

meétabolique : analyse du couplage fonctionnel ANTKBK

Par ailleurs, I'organisation hautement préciserdi#schondries au sein des ICEUs est
tres vraisemblablement liée aux éléments du cymlstte comme l'ont montré de
nombreuses études citées dans l'introduction deéweoire.

La quatrieme partie de ce travail de these s'etiréssée plus précisément a la
tubuline, et au réseau microtubulaire dans le®udiffts types de cellules musculaires striées
(cceur, muscle oxydatif et glycolytique). Ainsi urude structurale mais également
fonctionnelle a été menée pour déterminer si lalinb, ou les microtubules, participe(nt) a
I'organisation intracellulaire des mitochondries @&tla régulation de la phosphorylation
oxydative in situ. L'utilisation d’animaux transgéniques déficierds protéine STOP, a
permis pour la premiére fois d’étudier cette migbatle—associated protein dans les différents
types de cellules musculaires.

> Etude du réle potentiel de la tubuline, du réseaucnotubulaire et de la
protéine STOP dans I'organisation intracellulaireed mitochondries edians
la régulation de la fonction mitochondriale dans decellules musculaires

striées.
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Enfin, la derniére partie de ces travaux a été amée a une recherche clinique. En
effet, nous nous sommes intéressés a I'étude dedifications de la respiration
mitochondriale de muscle squelettigue chez desptantés pulmonaires et aux effets d’'un
réentrainement de ces sujets en regard d’'un grenpan. Cette étude originale a pour but de
comprendre les mécanismes cellulaires a lorigine alysfonctionnement musculaire
persistant aprés transplantation pulmonaire d'warg pt les bénéfices d’une réhabilitation a
domicile d’autre part. Cette étude s’apparente@application de notre théorie d'ICEU dans
laquelle nous allons déterminer les caractérisiqie la fonction mitochondriale de muscle
squelettique.

» Etude des modifications de la respiration mitochorale de muscle
squelettique chez des transplantés pulmonaires awraprés réhabilitation.
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A. Description des expérimentations

1. Animaux

Les expérimentations animales ont été effectuéaformément au « Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals » publié pamigtional Institute of Health (NIH
Publication No 85-23, révisé en 1985).

Rats Wistar

Des rats de souche Wistar males et femelles de4@B60g ont été utilisés dans les
expériences. lls proviennent soit de la reproductio sein de I'animalerie soit d’'une source
commerciale. Les animaux sont gardés par cagentixnum a température constante £20
1°C) avec des cycles alternant 12h de jour et dte lnes animaux ont été nourris avec de la

nourriture standard de laboratoire.

Souris sauvages et transgénigues STOP K/O

Ces souris ont été gracieusement données par le GiEeAoble, France.
Une souche de souris STOP obtenue par recombinb@uonlogue, développée au CEA. Ces
souris STOP +/+ et STOP -/- sont les souris degl#mation issue des croisements entre les
premiers hétérozygotes (50% 129SvPas et 50% BAl®ec)r la mutation STOP. Cette
mutation consiste en linvalidation du géne STOR @anination de I'exon I. Les souris
STOP-/- n’expriment plus aucune isoforme de STOPBs louris BALBc et 129SvPas

proviennent des Laboratoires Charles River.
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2. Technique des fibres perméabilisées

La technique des fibres perméabilisées a été dépdtr la 1™ fois par Endo et
Kitazawa en 1978. Elle a ensuite été introduite laboratoire de Bioénergétique

Fondamentale & Appliquée par le Pr V.A. Saks en3199

Préparation des fibres :

Un rat femelle Wistar de 200-250 g est anesthasgeatobarbital sodique (50mg/ml). Toutes
les étapes se déroulent a 4°C dans la solutioneAc¢shservation). Le cceur est prélevé et
débarrassé des oreillettes et de l'aorte. Il estitnouvert le long du ventricule gauche et des
fragments tissulaires sont prélevés (lambeaux dentim de longueur et 0,3- 0,5 mm de
large).

Les fibres obtenues sont dilacérées mécaniqueménida de fines aiguilles. L'étape de
dilacération sert a lI'oxygénation du tissu et pemame meilleure accessibilité au détergent de
perméabilisation.

La saponine (50 pg/ml) est utilisée pour la perntigation pendant 30 min, a 4°C, sous
agitation, dans la solution A. Les fibres subissamguite 3 lavages successifs de 10 min, a
4°C, sous agitation, dans la solution B(M) (solntde respiration). Ces lavages ont pour but
d'éliminer I'ADP présent dans le milieu aprés lenp@Eabilisation.

La saponine a été choisie comme détergent capedisede une trés forte affinité de liaison
avec le cholestérol retrouvé dans la membrane dcolsmame. La membrane externe
mitochondriale ne contenant pas de cholestérotgvinés peu), la perméabilisation est donc
sélective et ne remet pas en cause lintégriténtdéschondries. Ce systeme permet ainsi
d'étudier les mitochondries au sein de la cellukcaine structure environnante intacte c'est a

dire"in situ".
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3. Isolement des cardiomyocytes

Mode opératoired’aprés la technique du Lab. de Cardiologie Cellelaet
Moléculaire INSERM U446 — Chatenay Malabry
Un rat male Wistar de 300 g est anesthésié au Iparitival sodique (50mg/ml). Le coeur est

prélevé puis mis dans une coupelle avec de laisnlgtock réfrigérée. Puis le coeur est
canulé par l'aorte et perfusé avec de la solutiooksa 37°C et bullée avec un débit de 6
ml/min (environ) pendant 4 minutes. On perfuse gaguendant 50 minutes a 4ml/min avec
de la solution B, [CH]= 20-25 pM (voir I'état de digestion du coeur, eeps peut étre
augmenté). Le cceur est récupéré dans une coupetienant de la solution C [€3= 20-25
UM.

Fig. 31. Photographie du dispositif de perfusion

La suite du protocole se déroule en salle de aultur
Le coeur est coupé (ou dilacéré selon I'état destiogyedu cceur), les ventricules sont émincés
en morceaux trés petits. Les cellules sont filt@&swvers un filtre en voile nylon.

1°® décantation

On laisse décanter 5 minutes. Le surnageant estinéli On reprend les culots dans
exactement 10 ml de solution C. On place les 1@arduspension dans un flacon de 25 ml au
bain-marie.

Faire un gradient de Ca 2+ :
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Apres 5 min ajouter du CacCl2 [Ca2+] libre : 70-14
Aprés 10 min ajouter du CaCl2 [Ca2+] libre : 32@53uM
On verse les 10 ml de suspension dans un tube o# &0laisser 5 min.

2emedécantation

On aspire le surnageant et on reprend le culot id@msl de solution D et on laisse 5 min.

3éme décantation

On aspire le surnageant et on reprend le culot dars solution D.
On laisse sédimenter a 37°C pendant 15 min. Owverdgesurnageant.

On resuspend dans la solution MitoMed, ces demiétant prétes a I'utilisation.

Les résultats de ce travail présentent des cardioytgs préparés par Joélle Demaison et
Serge Soyez (protocole décrit ci-dessus) ainsi dpee cellules préparées par le Dr. José
Olivares, du LBFA, selon la technique décrite déarticle de Kay et al (Kay et al., 1997).
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4. Isolement des mitochondries de coeur

Il consiste aprés découpage et broyage des tissusne succession de centrifugations

difféerentielles.

Le culot mitochondrial final est remis en suspengour obtenir une concentration protéique

de l'ordre de 12 mg/ml.

Technique de fractionnement par centrifugationédéhtielle + Trypsine

Trois rats femelles Wistar de 200-250 g sont agsstls au pentobarbital sodique (50mg/ml).
Toutes les étapes se déroulent a 4°C dans unéosofutcrose (240 mOsm). Les cceurs sont
prélevés, vidés de leur sang et débarrassés dtel'da@s coeurs sont découpés a l'aide de
ciseaux dans une coupelle sur la glace ou a 4°G sahtion, puis les morceaux sont
introduits dans le Potter | afin d'étre homogérgigtossierement) en présence de 3 mg de
trypsine dans 15 ml de tampon ([trypsine]= 0,125mt) La vitesse de rotation est de 200
lors des deux passages. On laisse agir la tryd&if0 min a 4°C.

La réaction est stoppée par l'inhibiteur de ladgasé a une concentration de 0.5 mg/ml, soit
10 mg dans 15 ml ajoutés directement au 15 mlglésents.

Vitesse de rotation 250 (2 passages), puis avBotier Il 3 passages a 300 (et 1 a 200 si pas
totalement homogeéne).

L'homogénat est centrifugé 10 min a 700g a 4°Guleageant est ensuite centrifugé 20 min.
a 6000gq, le culot (Mito) est remis en suspensiarsda tampon sucrose (environ 15 ml) suivi
d’'une homogénéisation manuelle avec le Potteretlihouveau centrifuger 15 min. a 6000g.
Enfin le culot est prélevé, la fraction |égere digoohondries (couche blanche) est éliminée
par une légére agitation manuelle, puis le culbtaris en suspension dans le tampon 1ml +
Iml (ou 500ul+500ul, tout dépend de la concentnatimale voulue) a 4°C, enfin

homogénéisation manuelle avec le Potter IV.
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5. Extraits musculaires de rat

Ces extraits sont préparés pour faire des wedis (differentes isoformes de
tubuline et protéine STOP).

Un rat Wistar est anesthésié au pentobarbitagsedi50 mg/ml). Le cceur ainsi que le
soléaire et le vaste externe sont rapidement grélevimmergés dans des béchers contenant
du tampon PEM. Toutes les étapes se déroulent adi€ le tampon PEM. Le cceur est vidé
de son sang et débarrassé de l'aorte et des tesillées différents muscles sont ensuite
broyés manuellement & 4°C, dans un Potter en d&r@cni (Potter IV) contenant un
minimum de tampon PEM. La dilution généralemerltsdte est 1/20 soit 50 mg de tissu frais
dans 1 ml de tampon. Ceci aboutit & une conceottrdithale en protéine de 10 mg/ml. Une
fois broyés, les muscles sont mis a bouillir da®s mMin a 100°C puis subissent trés
rapidement une ultra-centrifugation de 70000 rpmdaat 30 min a 4°C. Les surnageants
sont récupérés en fin de centrifugation. Une graoaoiee des surnageants est stockée a -80°C.
Un échantillon de surnageant est dilué avec du téegoloration (NuPag¥ LDS Sample
buffer (4X), Invitrogen, France), dilution ¥4, poétre déposé sur gel.

Les western blots ont ensuite été réalisés au C&#egnoble par Annie Andrieux et

Dominique Proietto.
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6. Sujets humains

Criteres d'inclusion

Pour tous les participantscompte tenu du caractere d’étude sans bénéfidieiduel
direct, un examen médical sera réalisé avant lesgion du consentement des patients.
Les résultats de cet examen seront remis au médecieur choix. Tous doivent étre
affiliés ou bénéficiaires d'un régime de la sé@igbciale. La participation éventuelle a
cette étude est volontaire, et une compensatiamigre peut étre versée compte tenu des
contraintes et du temps passé a faire ces exmogatfarticle L. 1124-2). Tous les
participants seront inscrits sur le fichier natiodas personnes qui se prétent a des
recherches biomédicales sans bénéfice individuetdet aurons la possibilité de vérifier
auprés du Ministere chargé de la Santé de l'exagtitdes données vous concernant
présentes dans le fichier et de leur destructioteaue du délai d'un an prévu a l'article
R. 2045 du CSP.

Criteres de non inclusion

Conformément au Code de la Santé Publique (articldd21-4, L. 1121-5, L. 1121-6),
ne peuvent pas participer a cette étude les fenamesintes, parturientes et meres qui
allaitent, une personne privée de liberté par d@tigudiciaire ou administrative, en
situation d’urgence, une personne hospitalisée samsentement, mineur, majeur protégé
par la loi, ou admise dans une structure de soisamiale pour un motif autre que la
recherche, ou encore non affilié ou bénéficiainend’égime de la sécurité sociale. On ne
peut participer gu’'a une seule recherche sans isen@fdividuel direct en méme temps et
ce jusqu’a 3 mois suivant la fin de cette étude.

Incapacité a signer un consentement éclairé.

Non-signature du consentement éclairée.

Réhabilitation réalisée moins de 6 mois avant ltison.

Non-stabilité depuis moins de 3 mois.

* Rejet aigu et/ ou infection active chez le traasf# thoracique.

6.1. Témoins

lls seront recrutés au sein des équipes investigatapres signature d’'un consentement

éclairé en veillant a un bon appariement en teri@gedet de sexe des patients inclus. Ils sont

indemnes de pathologie cardio-respiratoire et geivent pas de thérapeutiques susceptibles
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de modifier la respiration mitochondriale. lls amte activité physique de moins de 3 heures
programmées par semaine. Douze sujets contrdlentsenzlus apres lecture d’une
information spécifique aux sujets témoins et sigreatiu consentement éclairé spécifique aux

sujets témoins.

6.2. Sujets transplantés pulmonaires (TP)

L’ensemble des transplantés pulmonaires peut pagticous réserve que la transplantation
date de plus de 3 mois et que les patients puipsetitiper a une réhabilitation respiratoire.

En pratique, il convient que les patients soiedemnes de rejet aigu et d’infection active. En
cas de survenue de telles complications, la rétatimh est suspendue jusqu’au contrdle de
ces complications intercurrentes. L’existence d&jet chronique n’est pas en soi une contre-

indication a l'inclusion. Douze patients serontlirscapres signature du consentement éclairé.
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7. Protocole clinique

7.1. La biopsie musculaire a la pince chez 'Homme

Description et usage

Historiguement, la technique de biopsie musculaifaiguille a été décrite en
1868 par Duchenne. Cette technique a été repris\watloppée dans la communauté
scientifique scandinave chez le sujet sain. Ladi@pst réalisée a I'aide d'un trocard mis
au point en 1962 par Bergstrom. Les prélevementsculaires sont pratiquées
principalement au niveau de 4 muscles : vaste mxtereltoide, soléaire et
gastrocnémien. Le trocard utilisé par Bergstromtéarémplacé par la pince de Well
Blakesley en référence a I'étude de Henriksson rikkson, 1979), ce qui permet de
prélever un fragment moyen de 100 mg de tissu niaiseuUne anesthésie locale de la
peau et de I'aponévrose est réalisée quelqueseaniauant la biopsie. Les analyses faites

au laboratoire sur ce fragment tissulaire sonesitg-apres.

Pratique de cette technique dans le monde

Un bilan a été présenté par Bergstrom (Bergstrd@v,5) portant sur 5000
biopsies pratiquées dans de multiples circonstateaspos et d'exercices. Il est possible
de réaliser ces biopsies avant ou deés l'arrétdiers de toute nature. Sur I'ensemble des
5000 biopsies, Bergstrom rapporte un seul incidentésion artérielle nécessitant une
intervention chirurgicale et quelques hématomesamntisculaires qui se sont résorbés
spontanément. Une large revue des résultats obt@npartir de ces biopsies a été
présentée par Saltin et al. (1977 et 1983). Ell@treoa cette derniere date (1983) une
utilisation courante de cette technique dans lansonauté scientifique anglo-saxonne et

scandinave.

Une biopsie a la pince est réalisée sous anestluesike conformément aux études
récentes (Maltais et al., 1996 ; Bussieres et1897 ; Lampert et al., 1998 ; Pouw et al.,
1998). Les sujets ne doivent pas avoir fait d'@fosignificatifs dans les 24 heures
précédentes. La biopsie musculaire sera réalisgéeldanuscle vaste externe :

- Localisation : face antéro-externe de la cuigsggtion 1/3 inférieur - 1/3 moyen du

segment joignant l'interligne fémoro-tibial et Ilépiliaque antéro-supérieure ;

- Rasage large et dégraissage (éther) nettoyampm(at Bétadine) ;

- Anesthésie locale (Xylocaine 2%) de la pealedtaghonévrose musculaire ;
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- Incision cutanée et aponévrotique sur une longde 6 a 10 mm ;

- Introduction d'une pince de Weil-Blakesley deitpetaille (3,5 mm de diamétre) a
une profondeur de 1 cm dans le muscle ;

- Ouverture de la pince, section et extractionisiu ;

- Compression au poing d'une durée de 5 mingsdektirpation de la pince ;

- Fermeture par bandes adhésives maintenues @npgeadant 5 jours ;

La quantité moyenne de tissu obtenu par cette tgebrest del00 mg Cette biopsie est

répartie en 3 fragments sur une plaque stérileuwtepe d’ARNases :

20 mg pour l'analyse ultra structurale, immédiagaincongelé dans I'azote liquide via
son immersion 10 secondes dans un récipient raftiptipentane, lui méme plongé dans
'azote liquide. Le fragment est ensuite placé danstube Eppendorf pour analyse
ultérieure.

40 mg pour I'étude de I'expression des géenes pamite#o array spécifique du muscle
squelettique. Ce fragment est préservé dans ureumAiRNase free. Une extraction
secondaire de I'ARN est faite puis cet ARN est régar le micro-array.

40 mg pour I'analyse oxygraphique. Une fois préevés fragments musculaires sont
conservés dans une solution A dite solution deerwasion, contenant en particulier: ATP
+ PCr a 4°C. Les fibres sont ensuite dilacéréeaidel de pinces chirurgicales sous une
loupe binoculaire, afin de permettre une meilleacdon du détergent. Puis, elles sont
placées dans la solution A contenant de la sapaninee concentration de 50 pg/mL.
Cette étape de perméabilisation se déroule a 48@jamt 30 min. et sous une agitation
constante et modérée. Les fibres ainsi perméatulisént lavées deux fois 10 minutes
dans une solution B ou solution de respirationssasmposés phosphorylés toujours a
4°C et sous agitation. Ces lavages permettentmigltion de la saponine, de la
phosphocréatine et des nucléotides adényliguegmositdans la solution de conservation.
Ce détergent se combine au cholestérol rendanddeolemmes perméables a I'ADP.
L’ajout de ce dernier au cours des expériencessées permet de déterminer les variables
cinétiques (Vmax = vitesse maximale de consommatiorygene et Km apparent pour
I'ADP) sur les tracés obtenus par l'oxygraphe. €€étichnique possede de nombreux
avantages, elle est économique et simple a réaliseeffet, elle permet de conserver le
milieu intracellulaire et donc de faire une étudela fonction mitochondrialeir situ.

Elle évite également d’endommager les membranes ndiégschondries (quasiment
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dépourvues de cholestérol). On obtient ainsi urépamation de fibres composée de
mitochondries intactes. A partir des fibres perniésies, on réalisera les tests suivants :
test au cytochrome C dans le but d'étudier lintégrde la membrane externe
mitochondriale, test a la créatinine pour éliminee lésion ischémique, une cinétique de
la respiration mitochondriale avec 'ADP. A partie cette cinétique, on détermine la V
ou consommation d’'oxygene (nmob/@in/mg tissu sec) sans ADP, Vmax en présence
d’ADP et le Km pour 'ADP. Enfin, en fonction de®mhées acquises, en utilisant des
substrats et des inhibiteurs spécifiques, on poaisément déterminer les activités des

différents segments de la chaine respiratoire inditodriale.
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7.2. Evaluation des sujets

L’évaluation initiale et finale est réalisée apsignature du consentement éclairé et est
faite a JO et J90 en Hobpital de Jour du Départeaieiédecine Aigué Spécialisée au 4émeD
ou au Centre d’Investigations Cliniques (CIC, INSERpour les témoins et les transplantés
pulmonaires. Ces évaluations s’intégrent au prograrde surveillance réglée de ces patients
évitant ainsi tout déplacement supplémentaire petie étude.

Ces explorations sont réalisées deux fois cheztdemins. Sont relevés les données
anthropomeétriques : age, sexe, poids, taille etpomition corporelle par impédancimétrie
[83]. ECG, VEMS, CV sont enregistrés. Un questiormmale qualité de vie SF36 est
administré. Une épreuve d’effort maximale est s&aiapres un échauffement de 5 minutes,
par paliers de 20 watts et de 1 minute jusqu’aajzacité maximale de chaque individu. Une
lactatémie est prélevée a la fin de I'exercice. Bpeeuve d’endurance est réalisée a 80% de
la puissance maximale atteinte lors du premier test

Une mesure de la force du quadriceps est réaliszet &t apres I'épreuve d’endurance. De
fagcon a rendre cette mesure peu coopérante etr daitgariabilité liee aux difficultés
d’obtention d’'une contraction maximale reprodudiftoopération dépendante, recrutement
variable d’agonistes et antagonistes selon lestssuggportant une contribution non
guantifiable a la force mesurée), une mesure dm foraximale en réponse a une stimulation
magnétique du quadriceps sera réalisée. Cette Oethéalise une stimulation supra
maximale unique du nerf fémoral et induit une caction breve (secousse musculaire unique,
(‘twitch’ tension) du muscle quadriceps). Cette moéle a I'intérét de ne stimuler que les
fibres efférentes du nerf et constitue une méttindelore (a la différence, par exemple, de la
stimulation électrique du nerf utilisée en élechrggiologie classique qui active également des
fibres sensitives). Le champ magnétique induit oatre-indique pas l'utilisation en cas
d'implants métalliques (clous, vis, plagues) mais, raison de sensations et stimulations
sensitivo-sensorielles modifiables, cet usage re [s&s réalisé en cas d’'implants métalliques
(prothése de hanches). En pratique, le sujet es$ &pn position neutre, genou a 90°.
L’activation préalable du nerf fémoral (facilitatipest évitée en soutenant le talon du sujet en
position neutre a 90°. Cette méthode est appligudeux reprises au repos puis apres test

d’effort en endurance selon procédures ci dessus.
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B. Technigues d’étude de la fonction mitochondriale

1. Principe général du fonctionnement du polarograp he a oxygene ou électrode

a oxygene

Le polarographe a oxygéne ou oxygraphe permet sairaex tout moment de la concentration
en oxygene d'un milieu liquide.
Les mesures de respiration mitochondriale sontcefées a 25 °C dans la chambre de
respiration (volume final 2 ml).
L'appareil se compose :
- d'une anode d'argent et d'une cathode d'or selps# un pont de KCI et séparées d'une
cellule de mesure par une membrane de téflon péiméd'oxygene
- d'un bottier de polarisation de I'électrode desune
- d'un potentiometre enregistreur
Celle-ci est imperméable a l'eau et aux ions, ¢egggrantit la constance de la concentration
de la solution de KCI, mais perméable au dioxygéiseous dans le milieu. L'électrode est
polarisée sous une tension de 0,6 volt. Dans aaditaans, le dioxygene est réduit en eau par
les électrons délivrés par la cathode en platine.
Le principe de la méthode consiste a mesurer leaoblelectriqueif qui provient de la
réaction d'oxydoréduction faisant intervenir l'ogpg dissous, I'électrode polarisée (ici la
cathode d’or) et la réaction d'oxydation d'une anddrgent.
Les réactions au niveau des électrodes se traduymsenune oxydation de l'argent et une
réduction de I'oxygene sur le platine.
Lorsqu'une différence de potentiel est appliquée @ectrodes, l'argent (anode) perd des
électrons selon la réaction
4 Ag ------- > 4 Ag' + 4é et l'or devient chargé négativement 2 Au
L'oxygene qui diffuse a travers la membrane estitéau niveau de |'électrode d’or. Le
courant ainsi produit est proportionnel a la comiedion en oxygéne dissous.

Toute variation de concentration en oxygéene darsolation produira une variation

d'intensité du courant mesurable a l'aide d'ungstreur.
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Dans la pratique, pour mesurer des variations meuteen oxygene dans des solutions,
on polarise I'électrode de mesure et on maintiemtstante la tension de polarisation
(maintenue a 0,6 V) tout au long de I'expérimeatati

Pour une valeur donnée de cette tension il y aralation linéaire entre le courant
produit () et la concentration en oxygene de la solutiohisok (O,).

Pour chaque expérience I'électrode est calibré@0a%d d'oxygene (pourcentage d'oxygéne
qui correspond & la concentration maximale gm'Gne solution saturée d'air a la température
de I'expérience).

L'agitation constante du milieu assure une distidiou homogene de l'oxygene dans la

chambre. La consommation d'oxygéne et sa dériedtufl) sont visualisées sur un ordinateur

relié a l'oxymetre.

La solubilité de I'oxygene a 25°C est de 215 nm@iegar ml.

Fig. 32. Schéma du dispositif expérimental. (A)Photo de I'ensemble de la plate forme
d’oxygraphie.(B). Schéma de la composition de I'oxygraphe. (D’aptgs/Mvww.oroboros.at/)

OROBOROS® Oxygrapls

Stooped of chamibsa i
B |

Pour I'étude des mitochondrissitu, on a recours a plusieurs tests oxygraphiques.

2. Tests oxygraphiques utilisés

o Test KCI

Il s'agit d'un test d'intégrité de la membrane mdeanitochondriale.
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Les fibres sont mises en présence d'ADP pour stinlal respiration. On ajoute ensuite du
cytochrome c pour voir l'effet de celui-ci sur laspiration. Si la vitesse de respiration
augmente, cela signifie que le cytochrome ¢ exogéagit avec la cytochrome c oxydase.
Dans la solution KCI, le cytochrome c se dissoaela surface externe de la membrane
interne et si la membrane externe est endommageéetiquitter I'espace intermembranaire ce
qui se traduit par une diminution du taux de regmn (observé par I'addition d’/ADP 2 mM).
Cependant l'addition de cytochrome ¢ exogene mnestzamplétement la respiration sous ces

conditions.

o Acceptor Control Ratio (ACR)

L’équation de la phosphorylation oxydative indiggee le phosphate et 'ADP sont
nécessaires au transport de I'électron du NADH Vexygene :
NADH + H" + 3ADP + 3P+ %2 O, - NAD" + 4 HO + 3 ATP
Sans l'accepteur (I'ADP), lintensité de la redpira est tres faible et ne s’accompagne
d’aucune phosphorylation en raison de I'absendéadeepteur de phosphate. Cette condition
connue sous le nom dgade 2 de respiratioreprésente I'état de repos de la respiration, la

membrane interne est alors polarisée de fagcon nade&im

Fig. 33. Tracé oxygraphique des stades 3 & 4 de pmation

o,4r .
AADP

Stade 2
(repos)

—~—
-
~—

Stade 4

b
]
| Olv

2 5
Temps (min)

Lorsqu’une quantité connue d’ADP est ajoutée, lasoonmation d’oxygene s’éleve
rapidement jusqu’a un maximum; parallelement 'AB§t phosphorylé en ATP et &y
diminue. Ces conditions sont appelé&tade 3 de respiratioou respiration active. Lorsque
tout 'ADP a été phosphorylé, la vitesse de resipinachute pour revenir a I'état de repos

apres ATP owstade 4 de respiration
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Ce phénoméne dans lequel la vitesse du transpedir@hique est contrblée par la
concentration en ADP est appeaéntrdle par I'accepteuou a un sens plus large contrble
respiratoire. Le rapport du contrdle par I'accept@u acceptor control ratio) est le rapport
entre l'intensité de la respiration de la mitochoeden présence d'un excés d’ADP a
l'intensité de la respiration en I'absence d’ADR @pport est normalement élevé jusqu’a 10
dans les mitochondries intactes et peut atteindtens des mitochondries endommagées, qui
ont perdu leur capacité a phosphoryler ’ADP. Expéntalement, il consiste a ajouter sur la
préparation a étudier la concentration d’ADP malemesponsable de la Vmax (soit 2 mM).
Le rapport entre la Vmax et lag\itesse de respiration basale de I'échantillenjespond a
I'ACR.

o Effet Créatine

Ce test a pour but de voir si le couplage enti@rkatine Kinase mitochondriale (miCK)
et 'ANT (Adénine Nucléotide Tranlocase) est intdct miCK se trouve dans une position
qui lui permet de réguler le flux métabolique ertremitochondrie et le cytoplasme, et de
répondre de facon adéquate a une demande d'épargies muscles oxydatifs. La Créatine
Kinase mitochondriale est située dans l'espacenet@branaire, accolée a la face externe de
la membrane interne de la mitochondrie. Elle farote de fagon couplée avec 'ANT. L'ATP
produit par la phosphorylation oxydative dans ldostiondrie va, a travers I'ANT, passer
dans l'espace intermembranaire et sera utiliséapariCK pour le renouvellement de I'ADP
nécessaire pour stimuler la respiration mitochateriCet ADP va regagner la matrice via
I'ANT. Tout changement au niveau de la morpholatgela membrane, particulierement le
gonflement des mitochondries par augmentation depdnhdant lischémie myocardique,
provoque la dissociation de la Créatine Kinaseligtie I'efficacité de la stimulation de la
respiration par la créatine. Ceci est un des mesgléndicateurs des dommages ischémiques
du ceeur.

Dans les fibres perméabilisées intactes, I'addiiercréatine en présence d'ADP 0,1 mM
stimule la respiration par activation de la miCK tggénere I'ADP localement, dans l'espace

intermembranaire a partir de créatine et d’ATP etament synthétisé par la mitochondrie.

a Cinétigue de respiration
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Le principe de ce test est de déterminer des parasnéinétiques tels que le Km pour
'ADP (affinité apparente pour I'ADP) et la Vmaxitesse maximale de respiration). La
respiration est stimulée successivement par deseotnations croissantes d'ADP exogéne de
0,05 mM a2 mM.

Cela permet de calculer les constantes cinétiques.

Fig 34. Tracés représentatifs de la consommation akygene pour différentes
concentrations d’ADP dans la solution B (M).(A). la concentration en mitochondries isolées
utilisée est de 60 pug de protéines mitochondrialesle suspensionB). le poids sec des fibres
perméabilisées utilisées pour les mesures estrdg. IGlutamate (5 mM) et malate (2 mM) ont été
utilisés comme substrats respiratoires. (D'aprés 8aal.. 2003)

A Mito B Fibre:

ADP 4N ——tay,

ADP 81N ™S\ ADP 0.1 mN

\i\ ADP 0.3mN
ADP 20uN N\

ADP 40uN \ ADP
\ 0.5mM

ADP 0.1mM

ADP
0.5mM

ADP 1 mV

\ ADP 2mM

25 ng atome ( ‘

2 min

Fig. 35. Représentation de Lineweaver-Burk des ré#fats cinétiques sur mitochondries
isolées et sur fibres perméabiliséeette représentation en double inverse permet wdree
compte de la différence entre les mitochondrie$é&so etin situ. L'intersection entre I'axe des
abscisses et la droite donne la valeur négativBirderse du Km (-1/Km) tandis que lintersection
entre I'axe des ordonnées avec la droite correspoliidverse de la Vmax. Seul, le Km est modifié
suivant que I'on étudie les mitochondriassituou isolées. (D’apres Saks et al., 2003)
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¢ Fibres VG
perméabilisées
= Mitochondries isolées
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o Test PEP/PK (PhosphoEnolPyruvate / Pyruvate Kinase)

Il s'agit d'utiliser un systéme piege pour |'étadela canalisation métabolique de I'ADP
endogene. Ce dernier peut étre produit par lesesyst enzymatiques intracellulaires
compétents (tels que les ATPases myofibrillairesdouréticulum sarcoplasmique). L'ADP
endogene synthétisé peut : soit étre capté parysenge dans le cytoplasme pour étre
transformé en ATP, soit étre utilisé par la mitaothde pour stimuler la respiration.

Le test permet de mettre en compétition la mitodhnieret le systeme piége.

Ces mesures de respiration sont effectuées aveemation de 20 Ul de I'enzyme PK.

La respiration est stimulée de nouveau par I'ajeucréatine ou d’AMP. En effet, la créatine
permet de synthétiser de I'ADP endogene, dansatesmtermembranaire, grace aux CK

mitochondriales et 'AMP via les Adénylate Kinagéx).

3. Principe de la spectrophotométrie

On utilise la spectrophotométrie pour calculer tildt®é d’'une enzyme de maniére
indirecte en faisant appel a un systeme couplé.s@stemes offrent la possibilité de suivre
l'activité de I'enzyme suivant I'addition de divegactifs tels que activateurs ou inhibiteurs.
Cette méthode est basée sur la propriété d’absoele certaines molécules a des longueurs
d’onde données.

Il existe une relation linéaire entre I'absorbaetéa concentration des molécules dans
une certaine limite déterminée par la loi de LariBeser :

A=¢eL.C



Avec: A = absorbance sans unité
g = coefficient d'extinction molaire en mMm®, constante caractéristique pour
chaque molécule
L = longueur du trajet optique dans la cuve en cdnégalement L =1 cm)

C = concentration de la molécule en mM

Fig. 36. Formes oxydées et réduites du NADP et dvADH
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4. Utilisation d’un systéme d’enzymes couplées

Pour mesurer l'activité des MgATPases dans lesapaépns defibres perméabilisées
ou de mitochondries isolées, un systeme coupléauiisé. Il s'agit du systéme couplé
pyruvate kinase (PK) / lactate deshydrogénase (LRIBTP passe la membrane externe
mitochondriale grace au canal VDAC. Il rentre ddescompartiment matriciel via un
transporteur localisé dans la membrane interd®eNT' (Adenine Nucleotide Translocase) qui
peut étre inhibé par l'atractyloside (ATR). Ensult&TP est hydrolysé dans la matrice par la
FoF1 ATPase. L'oligomycine est un inhibiteur de la san@&é F. L'ADP synthétisé peut étre
échangé avec I'ATP dans la membrane interne mitatfade par l'intermédiaire de I'ANT.

L'ADP est requis pour la synthese de pyruvate dirpde PEP grace a la PK (Pyruvate
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Kinase). Le pyruvate est un substrat pour la LDHcfate Deshydrogenase) et il permet a la
réaction de continuer en réduisant le pyruvateaetate et en oxydant le NADH en NAD. e
niveau d'absorbance du NADH peut étre suivi en na@sla densité optique (D.O) a 340 nm.
Cela nous donne une idée de l'activité de I'ATRasda synthése d'ADP et |'oxydation du
NADH sont corrélées de maniere stcechiométrique. fieses perméabilisée ou les
mitochondries (concentration finale de 30 pg/mitsajoutées et la réaction a lieu dans la
cuve contenant de la solution B(M) ainsi que : 2Zmigle BSA, 1 mM d'ATP, 0,3 mM de
NADH, 1 mM de phosphoénolpyruvate et 4-5 IU/ml éi@a@une des enzymes pyruvate kinase
et lactate deshydrogénase. Ceci permet de mesutaux de réaction de la MgATPase dans
la matrice mitochondriale (sensible a I'atractyliesiANT-dépendante), catalysée pgiFlQ

au découplage de la membrane interne mitochondfiédel). Les activités sont données en

pumol. mint. (mg de protéiné) & 25°C. L'autozéro est effectué avec la soluti¢v)Bouis le

systeme est testd vitro. Il s'agit de rajouter de I'ADP exogéne afin dargbr la réaction de

la MgATPase et ainsi de vérifier I'état du systemeplé pour oxyder le NADH.

Fig. 37. Changements de la vitesse de relargage I&DP des fibres cardiaques et son
flux a travers le systeme PK/LDH en activant ou intbant la respiration mitochondriale.

(A). Schéma des réactions des ATPases couplées soitphofphorylation oxydative soit a la
rephosphorylation de 'ADP par le systéme extraatitmdrial PEP/PK(B). Enregistrement original
des changements du flux d’ADP a travers les systeBR/PK estimé comme la diminution de NADH
dans le milieu, avant et apres différentes addtioATP 1 mM, substrats (glutamate 10 mM et malate
5 mM) et atractyloside 98 uM. (D’aprés Seppet £t28101).

_SR
MgATP :@ﬁAT'hl-t- — MgATP
e — | — I
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| Bi s MgADP K » Pyruvate =2H A NAD" + Lactate
o 4
o LA MgATP | PEP HADH



tel-00011814, version 1 - 8 Mar 2006

6
.[ Fibers MiATP

Glutamate
+M§tate

Atractyloside

1.0

ANADH (A0D3q)

0.7

Toutes les mesures ont été effectuées sur un spbotométre Uvikon 941 plus (Kontron
Instruments, UK), a 340 nm, a 25°C, sous agitagbhes durées de cinétique ont été fixées a
2 minutes par mesure.

Le volume final dans les cuves est de 2 ml.
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C. Technigues d’'imagerie intracellulaire

1. Principe de la microscopie confocale et biphiofoa

La microscopie confocale

Une des limitations de la microscopie classiquda$aible profondeur de champ de
I'image. La zone observée de mise au point est,iet zones immeédiatement au dessus et au
dessous sont floues et perturbent lI'image obseha&garade a cela consiste a faire des
préparations tres fines de l'ordre du micron enrasitopie électronique, 2 a 3 um en
microscopie optique.

La microscopie confocale est basée sur la micrasafluorescence (c'est donc une
technique de microscopie optique), mais la lampendiere blanche est remplacée par un
laser, qui fournie une lumiére parfaitement cohterebe laser est focalisé sur la préparation
et seule la zone de focalisation sera suffisamraecitée pour émettre de la fluorescence, le
reste de la préparation, que se soit sur les antésur un autre plan de focalisation, reste
sombre. En balayant par le laser tout le plan dalifation, on obtient une image trés nette de
ce plan focal, les zones floues n'apparaissent plus

Entre chaque balayage, le plan focal peut étre figgoibur traiter toute I'épaisseur de
la préparation. On dispose alors de la luminoséétalis les points de la préparation qui
peuvent étre utilisés de plusieurs facons :

* En exploitant les coupes une a une, on peut étleti@ronnexions entre les

différents éléments observés sur la préparation.

* Enreconstituant une image nette sur une épaigsewant atteindre plusieurs

microns, les éléments longitudinaux tels que leeé cardiaques peuvent étre

suivis sur leur longueur sans interruption.

Le microscope confocal est construit sur un miapsca fluorescence standard qui

fournit l'optique auquel se rajoute un systémeigpée traitement du rayon laser.
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Fig. 38. Le microscope confocal : principe de foninnement

d’apresLance Ladi¢ Dept. of Physiology, U.B.C., Canada
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Apres émission, le rayon laser (contenant seulerdenk a trois fréquences) est
renvoyeé sur la préparation par deux miroirs acenpar des moteurs piézo-électriques. Ces
miroirs, en vibrant de maniére parfaitement cogéhssurent le balayage de la préparation.
La lumiére laser déja cohérente est focalisée'gigjectif, seul le pixel se trouvant au point de
focalisation sera suffisamment excité pour émeadtzela lumiére. La lumiere émise par la
préparation repart par le méme chemin, mais unimiichroique I'empéche de remonter
jusqu'a la source laser et la dévie vers le systptigue spécial. Celui-ci contient une série
de miroirs qui replie le rayon, puis un second mimdichroique sépare les différentes
frequences du rayon émis (ce qui permet de réalisax marquages simultanément. Les
rayons sont captés par deux photorécepteurs gegtéét I'intensité lumineuse de I'émission.
Le résultat des photorécepteurs est envoyé a unabvedr qui assure le traitement de l'image.
Juste avant chaque photorécepteur un trou extréntefine le pinhole (trou d'aiguille en
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anglais) diaphragme le rayon afin d'éliminer legres qui sont légerement hors de I'axe. Ce
trou diminue la luminosité de I'image (ce que lipateur peut compenser) mais en revanche,
il augmente fortement la résolution du systeme leniant la lumiére des points de la

préparation situés a proximité immédiate du poatiaf. Le microscope confocal s'approche
de la limite théorique de résolution d'un systémggae plus prés que n'importe quel autre

microscope.

Parmi les différents avantages de la microscopidocale, la possibilité de travailler
avec des échantillons épais comme les fibres pditisé®s n'est pas le moindre. La
réalisation de coupes selon l'axe Z, possibles danesas, permet de connaitre la structure
interne de la préparation et I'organisation desUSH_es images peuvent étre séquenceées,
donnant une indication a la fois spatiale mais iatessporelle du niveau d’énergisation des
mitochondries au sein des ICEUs, mais égalememiediumité a une autre.

La microscopie biphotonigue

La microscopie biphotonique décrite pour la premiéois en 1990 (Denk, 1990)
repose sur un mécanisme trés particulier d’'intemacentre la lumiere et les molécules
chromophores. Les conséquences physiques de cenisr@eaapportent des avantages
uniques en biologie par rapport a toutes les antkgbodes d’'imagerie conventionnelles.

Classiquement, la fluorescence d'une molécule teésiiin processus relativement
bien connu. Schématiquement, un photon est absoob&nt la molécule dans son état excité
d’ou elle se désexcite en rayonnant un photon déseent. Ce processus classique d’excitation
nécessite que le photon d’excitation ait la “bonnoelleur, ou autrement dit qu’il apporte
exactement la quantité d’énergie nécessaire ateitron, ni plus ni moins. La microscopie
biphotonique repose sur une idée tres simple:eaudiapporter I'énergie de la transition par
un photon unique, on l'apporte par deux photonsefgie moitié. Une fois excitée, la
molécule va alors rayonner un photon fluorescexdctement de la méme facon que si elle
avait été excitée par un photon unique. La basméltanisme de fluorescence biphotonique
est la, qui ne se distingue de la fluorescencesigjas que par la facon d’exciter. Ce type
d'excitation nécessite des sources laser d'unttgseparticulier, produisant des impulsions
ultra breves trés intenses. Les caractéristiguasyghnnement émis par le chromophore sont
inchangées. Pour obtenir des images a l'aide digrossope biphotonique, il suffira de
balayer I'échantillon avec un faisceau focalisésdanplan d'intérét. La notion d’excitation
biphotonique, s’étend aux ordres supérieurs, eorét par exemple I'énergie de transition
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sous forme de 3 photons d’énergie 1/3, ou plusp@nie de fluorescence multiphotonique,
concept qui permet d’étendre considérablement lesmps d’applications. On utilise
également la notion de microscopie de fluorescammelinéaire, pour la raison que les
mécanismes d'excitation impliquant deux ou plusiginotons ont une efficacité qui n'est plus
proportionnelle a l'intensité de la source d'exicita-comme les mécanismes classiques a un
photon-, mais a son carré, ou des puissances pused de cette intensité. Le concept
général d'excitation non-linéaire s'applique duteresmussi a d'autres phénomeénes que la
fluorescence, bien au-dela de la seule fluorescbipt®tonique qui en est historiquement la
premiere réalisation (Denk, 1990).

Dans ce contexte trés général d'excitation noraliré apparait une conséquence
fondamentale du point vue pratique pour la formmatimage : l'excitation est strictement
restreinte au volume focal. Autrement dit, toutpssse comme si la lumiere d'excitation se
propageait jusqu'au plan focal sans interagir aighantillon. L'interprétation de cette
localisation est liée au fait que I'excitation nipittotonique nécessite un flux tres élevé qui
n'est réalisé que dans le volume focal.

Cette propriété d'excitation strictement restreiate volume focal se traduit par plusieurs
conséqguences pratiques immeédiates.

Tout d'abord, les processus de photoblanchimenbtgpleaching) et de phototoxicité,
souvent limitants en imagerie de fluorescence aaiéoou conventionnelle seront ici limités
au minimum nécessaire. Puisque toute la fluoregcercitée provient du volume focal, elle
est utilisable en totalité pour construire I'imagéda différence de la microscopie confocale
qui excite de la fluorescence tout au long de l'agBque, pour ne "garder" que celle qui
provient du volume focal.

Les photons d'excitation, typiquement situés damsdrouge proche -700 a 1000nm-
sont moins énergétiques que les photons employ@a@escence linéaire; les conséquences
sont que le rayonnement d'excitation -comparé avxpar exemple- est moins destructeur, et
pénétre plus profondément dans les tissus -juggb'anm environ. Enfin, de ce qui précéde,
il ressort que la microscopie non-linéaire, et llzofescence biphotonique en particulier,
permet de réaliser, dans la limite de pénétratior, biopsie optique du plan de mise au point
comme si ce plan était a la surface de I'échantillo

L'utilisation d’'une source biphotonique permet, mkupart d'atténuer le phénomeéne de
photobleachinget, d’autre part, assure une meilleure pénétratiorsignal lumineux dans

I'épaisseur de I'échantillon. Enfin, 'énergie iséke pour I'excitation est 2 fois plus faible (2
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fois 700 nm) ce qui rend le laser beaucoup moirgfmmur les préparations cellulaires et

permet d'observer leurs propriétés physiologighes [pngtemps et de maniere plus stable.

L'utilisation simultanée de la microscopie confecat biphotonique nous offre la
possibilité de visualiser sur 2 canaux différemts signaux de fluorescence du NAD(P)H et

des flavoprotéines.

Méthodologie

Autofluorescence des flavoprotéines et du NADH (Bigs J)

Les images digitales des flavoprotéines mitochahesi ont été prises par un
microscope confocal LSM 510 NLO (Zeiss) avec ureotij a immersion a eau 40x (NA 1.2).
L'immersion a eau a pour but d’empécher des abenagéométriques lors de I'observation
in vitro de cellules vivantes. L'autofluorescence des fmutéines est obtenue par excitation
avec un laser argon a 488 nm, la puissance gépéaréle laser a été fixée en moyenne a 8
mW. La fluorescence a été collectée par un mirmhrdique laissant passer les longueurs
d’onde supérieures a 510 nm et un second filtesdait passer les longueurs d’'onde entre 505
et 550 nm. L’autofluorescence du NADH a été excfi@e une absorption biphotonique en
utilisant un laser infra-rouge pulsé a la femtoesele (Tsunami+MilleniaVlll,
SpectraPhysics). La fréquence de pulsation ax#é fa 100 MHz d’'une durée de 100 femto-

by

seconde. L'infra-rouge a été réglé a 720 nm en aanrun maximum d’absorption
biphotonique a 360 nm. La puissance du laser &xé&e a 400 mW en moyenne. Les signaux
de fluorescence ont été collectés par une fente amemaximum de réflexion du faisceau
pour 488 nm=10 nm (pour la ligne de rejet a 488 atrgu-dessus de 700 nm (pour le rejet de
I'excitation infra-rouge). Une deuxieme fente a étdéisée pour séparer le signal du NADH
de celui des flavoprotéines. Le signal des flavanes passe a travers d'un filtre laissant
passer les longueurs d’onde comprises entre 5@%@®tm suivi d’'un filtre de rejet infra-
rouge avant d’étre collecté a travers un pinhoesignal du NADH est redirigé, lui, vers un
filtre laissant passer les longueurs d’'onde er@¥@ e 465 nm avec un filtre additionnel infra-

rouge.
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Les fibres perméabilisées offrent la possibilitétutiier la localisation des
mitochondries dans leur contexte physiologiquemedtant ainsi I'approche de la régulation
intercellulaire de I'nétérogénéité mitochondriale.

Les cardiomyocytes, quant a eux, permettent unédemes définition de I'observation
de I'énergisation des mitochondries (régulatiorrassllulaire) car les cellules isolées
représentent une population plus homogeéne. Illgadeénent moins de problémes de diffusion
des substrats qui se fait plus facilement que dasdibres.

Les expériences sont réalisées dans des chambnesudd-lexiPer® (Hanau,
Allemagne) ouvertes, offrant ainsi, une accesséhbdomplete des fibres ou cardiomyocytes a
'oxygene. Les différentes préparations sont maaess un puits afin d’étre en contact avec le
milieu qui est la solution de respiration (200 utilisée en oxygraphie, ceci préservant la
fonctionnalité des mitochondries au sein des @dluLes fibres perméabilisées peuvent étre
attachées par leurs extréemités afin qu'elles résbees sous I'objectif. Les cardiomyocytes,
en revanche, sédimentent au bout de quelques sohe@st ensuite possible de les suivre

tout comme les fibres perméabilisées.

La calibration du signal peut étre réalisée soit des fibres de ventricule gauche
perméabilisées a la saponine, soit sur des cardioytgs isolés de rat adulte, en présence de
découplant (DNP ou FCCP) donnant I'oxydation makémau de cyanure permettant

d’enregistrer le minimum de signal de fluorescetes flavoprotéines.

Sondes fluorescentes pour la visualisation desamindries

MitoTracke® green FM (Biophys J)

Les marqueurs de la famille des MitoTrackesont des sondes spécifiques des
mitochondries qui restent dans les mitochondries die la fixation et la perméabilisation des
cellules. A linverse, les sondes classiques @ghs pour marquer les mitochondries
(tétraméthylrhosamine et rhodamine 123) sont sédiess tant que demeure un potentiel
membranaire et ressortent des organites lorsquéaelisparait. Cette caractéristique limite
leur usage dans certaines expériences dans le=gjles| cellules doivent étre fixées avec des
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fixateurs aldéhydiques ou d'autres agents qui teffied'état énergétique des mitochondries.
Les marqueurs permanents Mitotrackepntiennent un résidu chlorométhyl qui réagit avec
les groupements thiols. Une fois que le Mitotrakeest accumulé dans la mitochondrie, il
peut réagir avec les groupements thiols accessildeeptides et protéines pour former des
conjugués se fixant aux aldéhydes.

Le Mitotrackef green FM posséde l'avantage d'étre non fluoresdans les solutions
aqueuses, et de devenir fluorescent quand il stadeudans l'environnement lipidique des
mitochondries. De ce fait, le bruit de fond delisfescence est négligeable, permettant aux

chercheurs de visualiser les mitochondries dansdiisles vivantes sans lavage préalable.

Rhod-2 AM et Mitotracker Red CMXRos (Am J PhysialPhysiol)

Toutes les préparations ont été observées enantilisn microscope confocal Leica
DM IRE2 (Leica Microsystems, Heidelberg, Germanyg@une lentille a objectif X63 a

immersion a eau.

Deux méthodes indépendantes ont été utilisées paswaliser la position des
mitochondries : la visualisation du calcium magicipar la sonde Rhod-2 AM et la
visualisation du potentiel de membrane mitochohdpar la sonde Mitotracker Red
CMXRos.

* Visualisation des mitochondries par Rhod-2 AM
Rhod-2 AM est un fluorophore semblable a la rhodendi23 dont les maximum d’excitation
et d’émission sont 557 nm et 581 nm respectivenflersers Ar et Kr comme sources
d’excitation).
Les fibres de muscle squelettiques non permédabgisont incubées dans des boites
24 puis avec 5 pM de Rhod-2 AM dans la solution eéhgant 1h a 4°C en présence de

substrats exogenes (glutamate 5 mM et malate 2 mM).

» Visualisation des mitochondries par le Mitotracked CMXRos
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Le Mitotracker Red CMXRos est un dérivé de la xaroge dont les maximum d’excitation
et d’émission sont respectivement 579 et 599 nm.

Les fibres de muscle squelettigues non perméapdisént incubées dans des boites
24 puis avec 100 nm de Mitotracker Red CMXRos darsolution A pendant 2h a 4°C en
présence de substrats exogenes (glutamate 5 mMlaten2 mM). Les cardiomyocytes sont
incubés avec 100 nm de Mitotracker Red CMXRos dais®lution A pendant 45 min a 4°C
en présence de substrats exogénes (glutamate 5 trmvalate 2 mM) dans les puits du

Flexipermi].
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2. Technigue d'immunofluorescence indirecte

Il s’agit du principe d'immunofluorescence indirect

La méthode s'appuie sur l'utilisation d’un anticerpAb) F'® spécifique de la protéine a

étudier et d’un anticorps?®, qui se fixe sur I'anticorp$'f® et qui est fluorescent.

Principe d'une réaction immunocytochimique

Une immunoréaction est composée de trois éléments :

1.

la préparation (tissu, cellule, organite subceilalavirus ...) contenant I'antigéne (dans
notre cas la protéine) a étudier.

le premier anticorps, ou anticorps primaire diig@tre I'antigene recherché.

le systéeme révélateur qui permet de visualisemimoréaction, il s’agit de I'anticorps

secondaire conjugué a un fluorophore.

Observation des marquages

Les images sont visualisées au microscope a floeneg avec l'utilisation de filtres adéquats.

Ce type de microscope a la faveur des immunocytastes pour plusieurs raisons :

la simplicité et la rapidité des marquages : pasmgdes supplémentaires de révélation
ou d'intensification nécessaires comme dans lésigges immunoenzymatiques ou a
I'or colloidal

la grande sensibilité de nombreux traceurs fluanetsc

le contraste élevé des images

le choix important de traceurs de couleurs diffeaen

les réactions endogenes non spécifiques géenéralghenfaibles qu'avec les autres

traceurs

et, dans le cas ou I'on désire marquer soi-mémanigsorps, la tres grande simplicité

des techniques de préparation des conjugués grgit@ceur fluorescents.

Protocole de marquage :

Les cardiomyocytes perméabilisés a la saponinefs@s au paraformaldéhyde 2% pendant

une nuit a 4°C. lls subissent ensuite 2 rincageRBBIBSA 2%.

Pi res

Anticorps
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Les anticorps proviennent de Santa Cruz Bioteclgywlinc. (USA) sauf la desmine et la
protéine STOP.

-_Desmine: Anticorps purifié anti-lapin préparé par le DIRappaport (INSERM unité 127,
Hépital Lariboisiere, Paris, France)

La dilution utilisée est de 1/200 dans du PBS/B3A, &n laisse incuber pendant une nuit a
4°C, sous agitation, ensuite on effectue 2 rincages du PBS/BSA 2%.

- B-Tubuline (H-235) : sc-9104 (anticorps polyclonal de lapidiiytions recommandées par
le fournisseur : 1/200-1/1000)

La dilution utilisée est de 1/300 dans du PBS/B3A, &n laisse incuber pendant une nuit a
4°C, sous agitation, ensuite on effectue 2 rincages du PBS/BSA 2%.

- STOP (23C/N} anticorps purifié de lapin donné par le Dr. Aaindrieux (DRDC, CEA
Grenoble, France).

La dilution utilisée est de 1/400 dans du PBS/B3A, &n laisse incuber pendant une nuit a
4°C, sous agitation, ensuite on effectue 2 rincages du PBS/BSA 2%.

Anticorps 112"

- TRITC : Fragment F(ab)d'un IgG (issu d’ane conjugué avec la RhodamifdTIC) anti-
lapin ou anti-chevre (dilutions recommandées pdouenisseur : 1/50-1/200) dilution utilisée
1/50

- Red“-X : IgG (issu d’ane conjugué avec la Rhodamine "R&Q anti-lapin (dilutions
recommandées par le fournisseur : 1/50-1/200)idituitilisée 1/50

La dilution utilisée est de 1/50 dans du PBS/BSA, 2% laisse incuber pendant 4h a
température ambiante, sous agitation.

On effectue ensuite 3 rincages dans du PBS etcages dans de I'eau ultrapure avant d’étre
déposées entre lame et lamelle. La suspension déageest un mélange de mowiol et de
glycérol auquel on a ajouté du 1,4-diazobicycl@@)-octane. Apres un séchage de 3 jours

minimum a I'obscurité, les échantillons sont obgsrau microscope confocal.
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3. Distribution quantitative et qualitative des octhondries dans les cellules musculaires

Les mitochondries des fibres de muscles squealettiget des cardiomyocytes
visualisés grace aux sondes fluorescentes par seimpe confocale ont été individualisés
manuellement en leur centre par des carrés apa@rodes images prises pour que les fibres

ou cellules aient toutes la méme orientation valeic

Un logiciel, réalisé par le Dr. M. Vendelin, cdiedes coordonnées des mitochondries
les unes par rapport aux autres (distribution tivanelle des distances) en considérant les
coordonnées des centres des carrés comme étast defl mitochondries.

Pour ce faire, 'espace autour de chague mitoatemdt divisé en 8 secteurs de 45°
chacun et le logiciel recherche pour chacune dgelie mitochondrie voisine la plus proche
par rapport a son centre.
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D. Modéle mathématique des restrictions de diffusio(Dr. M. Vendelin)

(Biophysical Journal, 2003)

Le modele a été utilisé pour calculer les vitesdesrespiration mitochondriales

comme fonction de :

1. la concentration en ADP exogéene

2. la concentration en ATP exogene comme sourcBBE’Andogéene

3. pour analyser les différents effets du systéB/PK sur la respiration avant et aprés un
traitement des fibres musculaires a la trypsine.

On a fait varier deux paramétres décrivant la diffn de I’ADP pour ajuster au mieux
le modéle aux données expérimentales. Ces 2 paemmseinDF : la fraction de diffusion et
PF: la fraction de perméabilité décrivant la permiigb de la membrane externe
mitochondriale pour I'ADP.

Dans ce modele, les vitesses de réaction de tegesnzymes ont été réduites 4 fois
comparées aux données de précédentes publicatiengdlin et al., 2000). Pour prendre en
compte la différence de température (25°C dan® adtide au lieu de 37°C dans I'étude
précédente). L’activité ATPase, ¥ des fibres perméabilisées est estimée comme non
périodique (fibres non contractées), mais stativanet dépendante des concentrations en
MgATP et MgADP. La concentration en Pi est inchangdéns ce travail, il reste & 3 mM. La
diffusion entre la fibre et la solution est simu&ulement en une coupe transversale. La
coupe transversale a été remplie avec des mitoclesnddiaméetre 1 pum) qui ont été
distribuées de maniére aléatoire pour remplir uartgdu volume de la fibre ceci en accord
avec les images des flavoprotéines mitochondriatemicroscopie confocale. Le chemin de
diffusion d’'un métabolite a été divisé en 3 parties
- une diffusion restreinte de la solution a travierscytoplasme et I'espace myofibrillaire
jusqu’a la proximité de chaque mitochondrie avecasfficient de diffusion E¥°
- une diffusion passive a travers la membrane egtaritochondriale avec un coefficient de
perméabilité PF x R

- des échanges par transporteur de I'espace imtelona@aire vers la matrice mitochondriale
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Les concentrations en meétabolites dans des mitalesnvoisines sont différentes a
cause des variations de concentrations des méedelntourant chaque mitochondrie dans
les compartiments myofibrillaire et myoplasmiqueslconcentrations des métabolites dans la
matrice mitochondriale ont été calculées a partr Idur concentration dans l'espace
intermembranaire et par la cinétigue du transped ducléotides adényliques et du Pi
(Vendelin et al., 2000). Les vitesses de respinabat été calculées comme fonction des
concentrations des métabolites dans la matrice chotodriale (Vendelin et al., 2000).
Puisque les concentrations sont difféerentes aéfiaetir de chaque mitochondrie, les vitesses
de respiration le sont aussi. En comparant aveddagées expérimentales, une moyenne de
la vitesse de respiration a été utilisée.

Dans ce modeéle, similaire a celui d’Aliev et Sake997), Vendelin et ses
collaborateurs (Vendelin et al., 2000), ont assgoe le couplage fonctionnel ANT-MtCK se
produit pour des concentrations locales en ATP 2P Alevées dans un microcompartiment
étroit (« gap ») entre les enzymes couplées.

Des principes de base soutiennent la compositiomaddéle comme dans I'étude de
Vendelin (Vendelin et al., 2000) :

1. On fait I'hnypothese que I'ANT transporte les laatides adényliques entre I'espace
matriciel et le microcompartiment et partiellembespace intermembranaire

2. La MtCK est liée a I'ATP et a I'ADP a la foismale microcompartiment et dans I'espace
intermembranaire

3. La diffusion entre le microcompartiment et I'asp intermembranaire est restreinte

4. A cause de la capacité infiniment petite du odompartiment linflux est considéré
comme égal a I'efflux.

Le nouveau modele de couplage MtCK/ANT est unsigarsimplifiee de I'approche
présentée auparavant (Vendelin et al., 2000), qupht des mitochondries isolées avec
'ANT et la MtCK liés a la membrane interne. L'adegion du modeéle a été testée avec les
données expérimentales obtenues a partir de mesurastochondries isolées :

1) Dépendance du taux de production de PCr enifonde la concentration en ATP mesurée
pour différentes concentrations en Cr et PCr ersgmée de phosphorylation oxydative
(Jacobus et Saks, 1982) ;

2) Aprés addition de PK dans la solution contemkest mitochondries respirant et du PEP, la
diminution de la phosphorylation oxydative en fomctde I'activité de la PK a été détectée
(Gellerich et Saks, 1982). Les activités relatidesla MtCK et de la PK ont été estimées a

partir de la vitesse mesurée de la respiration ahdodriale en supposant que la vitesse de
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réaction de la MtCK est égale a la vitesse de mtolu de 'ATP par la phosphorylation
oxydative (Jacobus et Saks, 1982) ;

3) Dans les mitochondries isolées , la réactionladéCK couplée a la phosphorylation
oxydative conduit a la réversibilité de la réactiom la CK contrairement a une CK non
compartimentalisée dans le cas de mitochondries nguirespirent pas dans certaines
conditions (Saks et al., 1975).
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1. Etude de l'organisation intracellulaire des mithondries par imagerie

confocale : approche qualitative et quantitative.

Les mitochondries des cellules cardiagues sontct&arsées par une organisation
structurale tres précise (Duchen et al., 1998; 19%%paix et al.,, 2003). Des études
d’ultrastructure ont montré la localisation intrgkire des mitochondries dans les cellules
de muscles (Ogata et Yamasaki, 1997). Ces autentrsutiisé des muscles fixés au
glutaraldéhyde et le procédé ‘aldéhyde-osmium-DMB@Hum’ afin d’enlever la matrice et
les myofilaments cytoplasmiques de la surface darsit d’exposer de grands secteurs de
mitochondries et du réticulum sarcoplasmique. Lévbation de ces échantillons par la
microscopie électronique a balayage a haute résolat prouvé que, dans les fibres de
muscle oxydatif, les mitochondries sont organisgestructures ou réseaux tridimensionnels
(Kirkwwod et al., 1986) et forment dans I'espactetimyofibrillaire, de multiples colonnes
mitochondriales épaisses au niveau de la banddofs gque dans les muscles blancs, les
mitochondries sont localisées uniqguement au nideala bande | pres de la strie Z (Bessman
et Geiger., 1981). Cette localisation différenteseele avec les différences dans la cinétique
de la régulation de la respiration, ou le Km appgpour 'ADP est largement plus bas dans
le muscle a contraction rapide (glycolytigue) quangl les fibres de muscle oxydatif
(Kuznetsov et al., 1996). Dans les cardiomyocyw#dmes, dépourvus de myosine, les
mitochondries sont localisées régulierement eegeanyofibrilles (Kay et al., 1997).

Une modification du cytosquelette de la celluled@ue par la suppression de
'expression du gene de la desmine change la katadn mitochondriale dans les cellules
cardiaques et induit deux populations différentesndtochondries avec des Km apparent
pour I'ADP différents (augmentation de [laffinittogr I'ADP pour une partie des
mitochondries) (Kay et al., 1997 ; Milner et a00B).

Par ailleurs, le principal résultat de I'étude deakik et ses collaborateurs en 2003 sur
des souris déficientes en CK, a révélé un remodelthig cytosquelette dans le muscle
gastrocnémien se traduisant par une augmentatida deantité de mitochondries prés des
myofibrilles. Ceci se traduit également par des ifications des interactions des
mitochondries avec les organelles subcellulaires genir en aide a la fonction contractile et
a 'homéostasie du calcium (Kaasik et al., 2003).

Ces résultats soulignent I'importance de la caatdina et de la compartimentation

locale de I'énergie dans les cellules musculaires.
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Le but de ce travail a été de caractériser quanBtaent l'arrangement des
mitochondries dans le coeur et les muscles sqigglett. Pour ce faire, nous avons étudié des
images de microscopie confocale de mitochondriesaggiomyocytes non fixés et de fibres
de soléaire et de gastrocnémien blanc de rat adulsgrangement des mitochondries
intermyofibrillaires a été analysé en estimantdessités de distribution des centres relatifs
des mitochondries les uns par rapport aux autmgtfbn de densité de probabilité). Selon
ces fonctions de densité de probabilité, les maadnies sont arrangées de maniére tres
réguliere dans tous les muscles étudiés. Dans #&diomyocytes (1820 centres de
mitochondries marqués), les mitochondries voisswy alignées le long de rectangles, avec
une distance entre les centres de 9743 um et de 1.48 0.43 um dans les directions
longitudinales et transversales, respectivementnsD#&e soléaire (1659 centres de
mitochondries marqués) et le gastrocnémien bla2t paires de mitochondries marquées), la
distribution relative des centres de mitochondast plus complexe. Dans le soléaire et le
gastrocnémien blanc les mitochondries sont priteipant organisées en paires au niveau des
bandes I, et, a cause d’une telle organisatioraildgux distances caractérisant la distribution
des mitochondries dans la direction longitudinaéesd ces muscles. La distance entre les
centres des mitochondriaux dans la direction lalyitale pour la méme bande | est de @91
0.11 um et de 0.6 0.07 um dans le soléaire et le gastrocnémien ptaspectivement. La
deuxiéme distance décrivant I'arrangement mitochahdans la direction longitudinale — la
distance entre les centres mitochondriaux de bandié@rentes — est d’environ 3.7 um dans
le soléaire et d’environ 3.3 pum dans le gastrocegérblanc. Dans la direction transversale,
les mitochondries sont considérablement prochesrles des autres dans le soléaire (plus que
dans le gastrocnémien blanc) — la distance ese égal75t 0.22 um dans le soléaire et de
1.09+ 0.41 um dans le gastrocnémien. Nos résultats em@ngue les mitochondries, qui sont
situées entre les myofibrilles, sont arrangées daigne hautement ordonnée a la maniére
d’'un cristal muscle spécifiqgue avec de relativenpatites déviations dans les distances entre
mitochondries voisines. Ceci va dans le sens deepirnde nature unitaire de I'organisation
du métabolisme énergétique du muscle.

Cette observation va dans le sens de la proposémise par Duchen en 1999
(Duchen, 1999) que les mitochondries et le RS puotsétre intimement associés en une unité
fonctionnelle. Le concept d'unités énergétiqueraitdllulaires (ICEUS) proposé par Seppet et

Saks en 2001 décrit justement I'organisation famsielle de I'énergétique des cellules en
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raison de la position fixée avec précision des chibmdries (Seppet et al., 2001; Saks et al.,
2001).

Enfin, dans le cas d'une structure proche de a#lie cristal, il est difficilement
envisageable que des phénomeénes de fusion et sienfisnitochondriales puissent se
produire. En effet, sous la contrainte des strestucytoplasmiques, et notamment des
protéines du cytosquelette, la position des mitadnes dans les cellules est fixée et ces
organelles ne sont pas libres de se déplacer dartellules. En revanche, il est probable que
ces phénoménes de fusion et de fission mitochdedrijauissent étre des mécanismes de
contrble de la position des mitochondries et parséquence de la fonction mitochondriale.
Ainsi, des rats obéses ont montré qu’une répressiogéne codant pour la mitofusine 2
(Mnf2) s’accompagne d’une altération de la capaoigdative musculaire (Bach et al.,
2003). Ces auteurs ont mis en évidence un roleunde Mfn2 dans la thermogenése et le
meétabolisme énergétique mitochondrial qui, lordgest dérégulé peut étre un facteur de

risque dans le développement de I'obésité.

Ma contribution dans ce travail est de 50% (prép@radu matériel biologique, protocoles de
marquages des cellules et des fibres perméabilaéssque leur visualisation au confocal,

participation a I'écriture de l'article).
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2. Etude in situ et in silico de I'hétérogénéité diffusion de I'’ADP et de la

respiration mitochondriale dans les cellules pernbdgées.

La régulation de la respiration mitochondriale gld® cceur intact differe de
celle des mitochondries isolées. En effet, dansfilees cardiaques permeéabilisées a la
saponine, les mitochondri@s situ ont une affinité apparente pour I'ADP plus basse kgs
mitochondries isolées.

L'observation expérimentale montre des valeursyéils du Km apparent dans les
cardiomyocytes permeéabilisés (Kummel, 1988; Sakslet 1991; Kay et al.,, 1997) et
eégalement dans les fibres myocardiques perméasligBaks et al., 1993; Anflous et al.,
2001; Liobikas et al., 2001; Boudina et al., 2082¢c une distance maximale de diffusion de
8-10 um (diamétre 15-20 um), ou aucun gradientoteeantration d’ADP entre le milieu et le
noyau des cellules ne s’est formé (Saks et al.1R@ailleurs, les résultats expérimentaux
montrent la méme valeur élevée du Km apparent pesircardiomyocytes fantémes ou
l'activité de la MgATPase est diminuée par un fact® par I'extraction sélective de la
myosine (Saks et al.,, 1993; Kay et al., 1997) euude part, le Km apparent pour 'ADP
exogene est tres bas (8-15 uM) dans les fibres ukzlm squelettique a contraction rapide
avec un grand diametre (50-80 um) pour une pCa (l€uZnetsov et al., 1996; Burelle et
Hochachka., 2002). Ces résultats prouvent clairengeie le Km apparent pour I’ADP
exogene est indépendant de la distance de diffugdiADP dans la phase aqueuse, et est lié
aux structures et aux processus intracellulairepi{ét et al., 2004).

L’hétérogénéité de la diffusion de 'ADP et la ré&gion de la respiration ont été
étudiées dans des cardiomyocytes perméabiliséssefilites cardiaquéas situ et in silico.
L’'arrangement régulier des mitochondries dans édisiles a été altéré par un court traitement
protéolytique a la trypsine et visualisé par micagse confocale. Le systeme pyruvate kinase
(PK) — phosphoénolpyruvate (PEP) a été utilisé maéiger '’ADP généré par les réactions
des Ca,MgATPases. L'inhibition de la respiratiom jgasysteme PEP-PK a augmenté de 2-3
fois apres la désorganisation de des mitochondid@ss les cellules. L’ADP produit
localement par la réaction de la créatine kinag&ait'pas accessible au systeme PEP-PK dans
les fibres perméabilisées intactes, mais une parééé libérée apres protéolyse ménagee a
cause d’une plus grande perméabilité de la membrétoehondriale externe. Dans les études
in silico, nous montrons par le modele mathématique quetteatats peuvent étre expliqués
par la diffusion hétérogéne de 'ADP & cause defrictions de diffusion au niveau de la
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MME et de son voisinage, qui sont changées apadéterirent a la trypsine. Les restrictions
localisées et la diffusion hétérogéne de I'ADP detrent I'importance des complexes
fonctionnels des mitochondries avec le réticulunrcgaasmique et les structures
myofibrillaires et de la créatine kinase dans Gutation de la phosphorylation oxydative.

Le traitement a la trypsine ne change pas les pram de respiration des
mitochondries isolées, mais entraine une diminutierb fois du Km apparent pour 'ADP
dans les fibres perméabilisées. L'organisationcddisiles est perdue par protéolyse sélective
de certaines protéines du cytosquelette et le Kparagnt pour 'ADP diminue. Pour diminuer
significativement le Km apparent pour I'ADP exoggenié faut soit créer un choc
hyposmotique qui rompt la MME soit réaliser unteaient protéolytique (Saks et al. 2003).

Pour analyser les probléemes de restriction de gldfu dans certaines régions a
l'intérieur de la cellule, en premier lieu le coeiént de diffusion pour les métabolites dans
les fibres contréles (1) a été choisi comme égal a la valeur dans la po@ssolique des
cellules (R, DF=1), alors que la perméabilité de la membratieree mitochondriale pour
'ADP (exprimée comme PF) a été pris comme variadddon notre hypothése initiale (Saks
et al., 1995). La comparaison de ces résultats d@ecdonnées expérimentales de la
dépendance de la respiration pour 'ADP exogene @ntm@ selon ces conditions,
'augmentation de la perméabilité de la membrarierag pour I'ADP augmente I'affinité du
systeme pour 'ADP, comme cela était attendu, agmant les valeurs expérimentales des
mitochondries isoléef vitro. La valeur DF=1 n’explique pas l'effet de la tryps sur
linhibition compétitive du systeme PEP/PK, il doitonc exister d’autres restrictions
supplémentaires de la diffusion de 'ADP en dehldwda membrane externe mitochondriale,
par exemple entre les différentes unités fonctibeseOn cherche alors les valeurs optimales
de DF et PF simultanément pour un meilleur ajusténiees valeurs optimales de DF sont
situées entre 0.02 et 1 et PF entre 0.02 et 0.€8.s®ynifie que le coefficient moyen apparent
de diffusion pour 'ADP peut étre diminué de unaeux ordres de magnitude quelque part
entre les complexes fonctionnels (ICEUSs) et le eniliet la perméabilité de la membrane
externe mitochondriale pour I'ADP peut aussi dindeuen comparaison avec celle des
mitochondries isolées.

L’efficacité du systéme PEP/PK en compétition alesc mitochondries pour I'ADP
endogene dépend de la vitesse de diffusion de I'ADBogene dans les fibres entre les
Ca,MgATPases et les mitochondries, et entre leBIga] Pases et la solution. Pour les fibres
non traitées, un bon ajustement entre les valealsulées et expérimentales donne des

valeurs de DF inférieures a 0.06, le meilleur aosnt étant pour DF= 0.02. Quand le
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coefficient de diffusion pour 'ADP était celui die phase cytosolique (DF=1), I'effet calculé
du systeme PK était trés important et les courlb@oriques tres éloignées des points
expérimentaux pour des fibres intactes. Apréseimaéint a la trypsine, lorsque la structure du
muscle est désorganisée, en présence de PK unjusianaent a été trouvé pour DF=2: la
courbe théorique se trouvant dans les barres diesrexpérimentales. Quelques restrictions
de diffusion pourraient toutefois étre encore pmés® cependant les moyennes des valeurs
expérimentales sont un peu au-dessus pour destéstide PK inférieures a la courbe
théorique.

Une information importante sur la distribution destrictions de diffusion dans les
cellules cardiaques perméabilisées peut étre obtamartir de la stimulation de la respiration
par 20 mM de Cr en présence du systeme PEP/PK. tDasdes cas, I'effet stimulant de la
créatine sur la respiration en présence du puissgsieme piege d’ADP PEP/PK est
reproductible par le modéle et le degré de stinariadépend remarquablement des valeurs de
PF pour la membrane externe mitochondriale. Paufilbees intactes, la vitesse de respiration
en présence de créatine calculée a toujours égldazamme d’erreurs expérimentales avec
une Iégére diminution de la \dMbrsque DF augmente.

L’influence de DF et PF sur la vitesse de respinastimulée par la créatine a été
également analysée quantitativement. Les vitesseglées excédent toujours les vitesses
initiales et la diminution de DF conduit a une aegation de PF et vice versa. Aprés
traitement a la trypsine, lorsque DF=2, le seulapwtre important est PF, de bons
ajustements avec les valeurs expérimentales onblérvés pour PF supérieur a 5. Ceci
signifie que le traitement a la trypsine résultensdaine augmentation significative de la
perméabilité de la membrane externe mitochondriale.

Enfin, la dépendance de la YPour la concentration en ADP exogene a été simulée
apres le traitement protéolytique des fibres. Lalewrs observées couramment pour le Km
apparent autour de 300-500 um correspondent a D&=l. a la valeur correspondante de
PF=0.03. Quand la structure de la cellule est désisée par la trypsine et que DF=2,
laugmentation de PF aboutit & une diminution repigi Km apparent pour I'ADP exogene.
Dans ce cas, les valeurs expérimentales du Km apppour 'ADP exogene se situent entre
40 et 70 uM correspondant a des valeurs de PFX0.5-

On peut diminuer les valeurs de PF dans les esliperméabiliséeis situ jusqu’a
deux ordres de magnitude, et celui de DF d’'un oddrénagnitude en comparaison avec des

mitochondriesn vitro.



tel-00011814, version 1 - 8 Mar 2006

Les résultats ont montré que les données expératesnide cette étude et des
précédentes peuvent étre expliquées par I'hétééitgénle la diffusion des métabolites
phosphorylés découverte par Kinsey et de Graafs@§iret al., 1999; de Graaf et al., 2000).
Le dépendance expérimentale de la,\pOur 'ADP exogéne (et 'ATP), le Km apparent pour
ces substrats, les altérations de I'affinité appi@ @our '’ADP exogene par la trypsine et les
changements et la canalisation métabolique de I'A2P ce traitement protéolytique; tout
ceci pourrait étre expliqué par des variationsadeoinstante apparente de diffusiof"Det de
la perméabilité de la MME, et donc par des altéretide la diffusion hétérogene de la
diffusion intracellulaire de 'ADP (et de I'ATP).

En conclusion, le modele mathématique modifié dwangfert d’énergie
compartimentalisé a été adapté dans ce travail ¢tolier la diffusion de 'ADP exogéne et
endogene dans les fibres cardiaques avant et d@sesganisation de la structure des ICEUSs.
Une analyse quantitative des données expérimergatde modele mathématique du transfert
d’énergie compartimentalisé a montré que la diffuside I'ADP dans les cellules est
hétérogene et que le coefficient de diffusion e diminué localement de plus d’un ordre
de magnitude. Ceci se produit en plus de la réismicle la perméabilité de la MME pour
I’ADP dans la cellulen vivo. L'analyse quantitative de ces données par le teatletransfert
d’énergie compartimentalisé a confirmé que la pebiléé de la MME est restreinte dans les
cellules in situ et augmentée aprés traitement protéolytigue. Daas systemes,
structurellement et fonctionnellement organisés,rde central de la réegulation de la
respiration mitochondriale appartient aux réseaiXCH et d’AK (Dzeja et al., 1998; Saks et
al., 1998a). Ce phénomene est clairement tissufgpés; il ne dépend pas de la taille des
cellules et ne peut pas étre expliqué trivialemgent I'existence de longues distances de
diffusion dans les fibres (Kay et al., 1997 ; Semtel., 2004).

La modeélisation des effets de la Cr sur la respmastimulée par '’ADP endogéne en
présence du systeme piége PEP-PK supporte a ldafaenclusion d’'un réle central de la
MIiCK dans ma régulation de la respiration et limpoce des changements de la
perméabilité¢ de la membrane externe pour les ntidE adényliques apreés traitement

protéolytique des fibres a la trypsine.

Ma contribution dans ce travail se monte a 30%p@r&ion des échantillons biologiques,
oxygraphie et spectrophotométrie)
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3.Etude de la régulation de la fonction mitochondte et de la stabilité

métabolique : analyse du couplage fonctionnel ANTHKBK

L’étude précédente a montré qu’il existe 2 niveaex restriction de diffusion de
'ADP : un premier au niveau de la membrane exteni@chondriale (décrit par PF) mais
également un deuxiéme au niveau de restrictiordiffission de I'ADP (décrit par ¥ dans
les cellules cardiaques. Suite a ce travail, Vandal ses collégues ont confirmé I'existence
de restrictions de diffusion et ont analysé lesrihdgpaux modes de distribution de la
restriction des nucléotides adényliques : la resbn de diffusion uniforme et la limitation de
diffusion localisée au voisinage des mitochondelesjustant le modele mathématique sur les
données expérimentales. Ainsi ils ont pu concludedirs résultats que les restrictions de
diffusion intracellulaires des nucléotides adénydis| ne sont pas distribuées uniformément
mais sont plutdt localisées dans certains companisdes cellules cardiaques (Vendelin et
al., 2004a).

Une question se pose alors: quelles sont les queeées de ce phénoméne
d’hétérogénéité de la diffusion de I'ADP (et de TR) sur le plan du métabolisme
énergétique musculaire ?

Nous avons déja constaté que cela pouvait expliguealeur élevée du Km apparent
pour I'ADP exogéne mais qu’en est-il du réle majedurcouplage fonctionnel ANT-MiICK
dans la régulation de la phosphorylation oxydative

Les théories de contrble métabolique décrivent datréle des flux énergétiques
guantitativement par les coefficients de contr@dldx. L'un des théoremes fondamental de
ces théories postule que, dans le cas d'un systkemegene, la somme des coefficients de
contréle est de un (Westerhoff et Van Dam., 198®Molodenko et ses collegues ont
développé plus profondément cette théorie, montdaris le systeme de canalisation
meétabolique, que la somme des coefficients de @lentles flux dépasse significativement un
(Kholodenko et al., 1993a, b, c; Kholodenko et &P95) et que de tels systémes sont
contrlés de maniere plus efficace que de simplstemes métaboliques homogénes. Dans
les systemes completement couplés, la somme défscieses de contrdle des flux pourrait
avoir une valeur supérieure a 8 (Saks et al., 1888)differents des coefficients de flux des

systemes homogenes.

Concernant la problématique de la régulation dedgiration mitochondriala vivo,

2 camps confrontent leurs théories.



tel-00011814, version 1 - 8 Mar 2006

. Le premier mené par Balaban propose la théorie'atgiviation paralléle par le
calcium.

Une hypothése de contrdle du métabolisme a émiengé de la découverte de
I'activation des deshydrogénases de la matrice amétodriale par le CG& (McCormacket
Denton., 1984; McCormack et al., 1990). Selon deytaothese, 'augmentation de la charge
de travail cardiaque s'accompagne d'une élévatiod" cytosolique, et d’un effet du &a
matriciel sur le cycle de Krebs qui va alors adeeola production d’équivalents réduits
(NADH, FADH,) et le flux d’électrons a travers la chaine respire, augmentant de ce fait
la production d’ATP en générant une plus grandeef@roton motrice. Cependant, il a été
discuté que I'activation des deshydrogénases p&eiene compterait pas quantitativement
dans les changements des vitesses de synthese {HérAs et Das, 1991). Donc, un (ou
des) mécanisme(s) additionnel(s) incluant une atitim directe de I'ATP synthase par le
cd* (Territo et al., 2000), ont été évoqué(s) pourliguer I'accélération de la production
d’ATP (Heinemanet Balaban., 1990). De nombreux problemes restérscurs dans
I'hypothése de I'activation paralléle par le“Cale manque de mécanismes spécifiques du
transport mitochondrial de €aet la régulation de la FO-F1-ATPase, la dépendatee
I'activation des ATPases cytosoliques dif'Cainsi que celle de la phosphorylation oxydative
en fonction du temps, et enfin le réle de la coripentation cytosolique. De plus, le manque
de mesures de la [€3cytosolique et mitochondriale est problématiqnecenditionsin vivo.
Ainsi, en 2002, Balaban, propose un modele de élentdu métabolisme énergétique
cardiaque incluant une activation paralléle paC#&" avec des composantes plus ‘classiques’
telles que la rétroaction métabolique et la conpartation cytosolique (Balaban, 2002).

. Le deuxieme, dans lequel nous nous plagons, pgarde mécanisme de rétroaction
meétabolique grace a la canalisation métaboliqades systemes de transfert d’énergie.

Dans un premier travail nous analysons les con@pes données expérimentales des
mécanismes de régulation du métabolisme oxydatifisdées cellules musculaires.
L’énergétique musculaire est basée sur la reldtiore-longueur qui, dans le cceur entier, est
exprimée par la loi de Frank-Starling. Cette lopwe que les altérations de volume
diastoligue du ventricule gauche changent linéadr@mavec le travail cardiaque et la
consommation d’'oxygéne. La seconde caractéristilyjueceur est la stabilité métabolique —
des niveaux quasiment constants de phosphates rich@nergie, ATP et phosphocréatine,
qui sont pratiquement indépendants de la chardeadail et de la consommation d’oxygene,
contrairement au muscle rapide qui n’a pas delg@amétabolique et se fatigue rapidement.

L'analyse de la littérature montre qu’'une augmeomatd’'un ordre de magnitude de la
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consommation d’oxygene, a cause de la loi de F&taking, est observée sans changement
significatif des flux intracellulaires de calciumonc, I'activation paralléle de la contraction
et de la respiration mitochondriale par les ionsige pourrait jouer un réle mineur dans la
régulation de la respiration des cellules. La rétioh effective de la respiration sous l'effet
de la loi de Frank-Starling et de la stabilité rbétague du coeur est expliquée par les
mécanismes de couplage fonctionnel au sein de exepl'supramoléculaires’ dans les
mitochondries, et a un niveau subcellulaire au skeis unités énergétiques intracellulaires
(ICEUs). Une telle organisation complexe, strudturat fonctionnelle, du métabolisme

cardiaque peut étre décrit quantitativement pamaedgeles mathématiques.

Dans un deuxiéme travail, nous analysons les
données existantes sur les mécanismes cellulaires d u
fonctionnement des créatine kinases et leur réle da ns la
régulation de la respiration mitochondriale des cel lules
musculaires. Quelgues conclusions générales peuvent étre
tirées a partir de nombreuses données expérimentale  s. Les
créatine kinases couplées de maniére fonctionnelle
semblent jouer le rdle intelligent du ‘démon de Max  well’
dans la cellule, en déplacant sélectivement I'équil  ibre de
réaction de la créatine kinase dans différentes dir  ections
dans les différents compartiments de la cellule pou r
assurer un fonctionnement effectif des réseaux de t ransfert
d’énergie. Ce mécanisme de régulation métabolique
explique la large gamme de valeurs de Vvitesse de
respiration pour des niveaux constants de phosphate s de
haute énergie dans le cceur travaillant — le phénomé ne de

stabilité métabolique- sous les conditions physiolo giques
de régulation de la fonction cardiaque selon le méc  anisme
de Frank-Starling. Les nouvelles approches

méthodologiques — modélisation mathématique combiné e
soigneusement avec l'analyse expérimentale de donné es
sur la régulation de la respiration dans les cellul es
musculaires- sont analysées et utilisées pour une

description quantitative des restrictions de diffus ion
intracellulaires de I'ADP et de I'ATP et le signal

métaboligue des créatine kinases. On a considéré le s
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conségquences physiologiqgues des changements de ce

systeme de signal intracellulaire.
Du point de vue de la réaction de la CK dans larieéle I'activation parallele par les

ions calcium, on considere qu’elle est en rapideilége et qu’'alors une concentration
cytoplasmique élevée en ADP est maintenue, satpratifuement 'ANT. La réaction de la
CK ne servirait simplement qu’'a préparer la mitouhe pour une régulation par les ions
calcium. Plusieurs arguments montrent que le méoanilternatif d’'une activation parallele
de la contraction et des enzymes mitochondriales I@acalcium proposé par Balaban
(Korzeniewski, 1998 ; Balaban, 2002) peut avoirrédle mineur dans la régulation de la
fonction mitochondriale dans le coeur en conditjpimgsiologiques, quand le travail cardiaque
et la respiration mitochondriale sont régulés paol de Frank-Starling. Starling et Visscher
ont prouvé que l'augmentation du volume diastoliciie ventricule gauche a comme
conséquence l'augmentation linéaire du travail ieguee et de la consommation d’oxygene
(Starling et Visscher., 1927). Ces résultats oatpatr la suite reproduits par Neely (Neely et
al., 1967) et Williamson (Williamson et al., 193)r des cceurs travaillant isolés de rat. Il a
été montré sur ce modele que 'augmentation du theuxemplissage du ventricule gauche
peut augmenter fortement le taux de consommatydiéne sans changements cruciaux des
niveaux d’ATP et de PCr (Williamson et al., 1976¢ci décrit le phénoméne de stabilité
meétabolique, second principe fondamental de I'ékteqge cardiaque aprés la loi de Frank-
Starling. La théorie de I'équilibre de la réactm la CK n’explique pas ces observations car
dans ce cas, la stabilité métabolique représergentleaux stables et relativement élevés
d’ADP cytoplasmiques en comparaison avec l'affirde 'ANT pour ce substrat, ce qui
pourrait donc déja activer la respiration au re@es théories prédisent qu’au repos il y a une
faible concentration en calcium libre dans le cideme et qu’'une augmentation du travail
devrait augmenter la concentration d&'Caprés I'entrée de ces ions dans la mitochondrie,
activant la respiration par I'intermédiaire de dghlbgénases mitochondriales du cycle de
Krebs sensibles au €aAinsi, si ce mécanisme de régulation est le faicla concentration
de calcium autour des mitochondries devrait augendimtéairement avec 'augmentation du
travail. L'utilisation des sondes de calcium n’a ntré aucun changement dans les
mouvements transitoires calciques cytoplasmiques das conditions (Kentish et Wrzosek.,
1998; Shimizu et al, 2002). De plus, il a été méar le groupe de Balaban (Territo et al.,
2001) qu’a une concentration de 600 nM de calcianvjtesse de respiration était maximale
et que l'état 4 était augmenté d’'un facteur de &h@nt que la concentration de calcium
cytoplasmique peut s’étendre jusqu’a 1-3 uM, auefiet du calcium sur la respiration ne
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peut étre espéré dans ces conditions puisque tensyle respiration mitochondrial est déja
saturé & 600 nM de calcium libre. Par ailleursihibition du relargage de calcium du RS a
diminué les mouvements transitoires calciques &rize contractile, mais n’a pas changé le
rapport force-longueur (Kentish et Wrzosek., 1998). effet, I'activation adrénergique du
cycle du calcium discutée par Balaban décale seauleta courbe de Frank-Starling vers le
haut (inotropie positive), mais ne change pas Enpméne décrit basé sur le rapport force-
longueur des sarcomeéres. Starling et Visscher aégdt compris ce phénomeéne en 1927 en
écrivant que « I'adrénaline augmente la consommatioxygéne a une longueur donnée de
fibre, sans cependant, altérer la correspondancérgé entre les changements dans le
volume diastolique et la consommation d’oxygeneStarling et Visscher., 1927).
L’augmentation du volume du ventricule gauche augméa consommation en ATP et la
production d’ADP puis de la Cr (Ventura-Clapier @t, 1994) dans les myofibrilles et
augmente ainsi simplement la signalisation métghelpar rétroaction.

Ainsi, le mécanisme physiologique de la régulative I'énergétique cardiaque
n'implique pas une augmentation des flux de calcdurant I'accroissement de la charge de
travail, comme prédit par les théories de I'aciratparalléle et I'équilibre de la créatine
kinase. La régulation de la respiration mitochoaldridans les cellules cardiaques en
conditions physiologiques ne peut étre expliquéeacpalement par la théorie proposée
(Balaban, 2002).

Nous devons donc chercher des mécanismes alfsrpatiles réactions des CK ne
sont pas en équilibre dans les cellules musculairesvo. Ceci nous améne a envisager le
phénomeéne de couplage fonctionnel et un concegtgéunéral de la science : le concept du
‘démon de Maxwell’. Ce concept de James Clerk Mdixdage de 1871 lorsqu’il a analysé la
seconde loi de thermodynamique. Dans un état dibrpiithermodynamique de tous les
parametres du systéme (température et pressiotaotes) aucun travail n'est possible. Ceci
est du a la moyenne constante des valeurs desestel®e mouvement des particules a cause
de leur distribution selon la fonction de Boltzmaktaxwell propose la situation suivante :

Considérons un systeme homogene, séparé en deur pau qui peut étre ouvert ou
fermé par une forme d'intelligence : le ‘démon daxwell’. Ce trou est ouvert si la vitesse de
mouvement de la particule est supérieure a la nmeyees vitesses des particules sinon il est
fermé. Ceci engendre un déséquilibre et le ‘démenMaxwell’ crée une différence de
température entre les deux parties du systéme meradasi possible un travail sans avoir
recours a de I'énergie extérieure. Une réactiomudldre est toujours dynamique, les

réactions directes et inverses se produisent aélmenvitesse mais la vitesse nette de la
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réaction est nulle. Les multiples composants dystesne enzymatique laisse au ‘démon de
Maxwell’ plus de choix. En effet, on peut considégae chaque molécule d’enzyme posséde
un ‘démon’ qui lui est propre (se situant prés ld'glour mieux la contrdler). L'intelligence
du ‘démon de Maxwell * est donc d’éviter 'augmeida non nécessaire de I'entropie en
contrblant I'accés direct du substrat vers I'enzyhen enlevant le produit formé.

On a donné le nom de couplage fonctionnel a cesammunes moléculaires
‘démoniaques’ correspondant a une canalisationbubitpe dans un microcompartiment.

Dans le cas de systemes de transfert d’énergie amtmpentalisés, tels que les
systemes de CK, ce principe est facilement rédllaés ce modele (retrouvé dans les cellules
de muscles cardiaque et oxydatifs), les isoenzyiee€K sont liées de maniére structurale
aux systemes de production, de transfert et deocoamstion d’ATP pour permettre leur
interaction avec ces systemes. Sur la base d'étsilesturales et fonctionnelles il a été
conclu que dans les cellules cardiaques, les notwities sont organisées en complexes
fonctionnels avec le RS et les sarcoméres. Cetfan@ation a un niveau subcellulaire est
appelée : unité énergétique intracellulaire ou IGBBKs et al., 2001).

Plus précisément, dans le cas du couplage fon@ioANT-MICK : le transport
coordonné de I'ATP et de I'ADP par 'ANT en changedes conformations de ce
transporteur est le mécanisme du ‘démon de Maxweil’contréle le fonctionnement de la
MIiCK. Ce mécanisme de contrdle a été récemmentitdder maniére quantitative par
Vendelin et al. (Vendelin et al., 2004b) en étutiah. la compartimentation dynamique de
'ATP et de 'ADP, en prenant en compte les conedmins de substrats entre I'espace
intermembranaire et la solution environnante (aseade restrictions de diffusion) ; 2. le
transfert direct des substrats entre la MICK etNTA Selon l'analyse des modeéles
mathématiques, I'hypothese de la compartimentatipmamique n’est pas suffisante pour
reproduire les valeurs expérimentales des constalgtelissociation de la MiCK couplée a la
phosphorylation oxydative. A la fois, les donnégsciurales et fonctionnelles montrent de
maniére convaincante que la phosphorylation oxydationtrdle, comme un ‘démon de
Maxwell’, via la réaction ANT-MICK pour la forcer a produire dephosphocréatine en dépit
de conditions thermodynamiques et cinétiques neorédles. Dans le méme temps, la MiCK
joue le méme rdle pour 'ANT et la phosphorylatiorydative en canalisant 'ADP en
contrblant directement la vitesse de respiration.

Dans les mitochondries isolées de cceur, I'activitkimale de la MiCK en direction
de la production de PCr est exactement égale éelsse maximale de la synthése d’ATP par

la phosphorylation oxydative (pres de 1pmol/mg/@mi80°C) (Saks et al., 1975 ; Jacobus et
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Saks., 1982). Il n’y a pas cependant aucune ca@paxiessive de la MiCK comme Balaban
(Balaban, 2002) et Korzeniewski (Korzeniewski etada., 2001) ont pu le prétendre a cause
de la localisation tres précise de la MiCK par @pga I'ANT, 'ATP est directement canalisé
par 'ANT de la matrice vers un microcompartimewig@p ») entre ces protéines (Saks et al.,
1975; Barbour et al., 1984; Jacobus et Saks., 198Rs et al., 1985) saturant rapidement le
site actif de la MICK. Le rapport local ATP/ADP gd@nible pour la MIiCK dans ce « gap »
entre '’ANT et la MiCK est toujours plus élevé geelui dans le milieu et donc pousse, a la
fois d'un point de vue thermodynamique et cinétigaeréaction MiCK dans le sens de la
synthese de PCr (Saks et al., 1975 ; Barbour 1284, Jacobus et Saks, 1982 ; Saks et al.,
1985). La canalisation de 'ATP et de 'ADP dansmée&rocompartiment et leur turnover
entre la MiCK, 'ANT et la phosphorylation oxydagiveprésentent le mécanisme de couplage
fonctionnel entre ces systémes et la base de talitstanétabolique du cceur (Saks et al.,
1975; Jacobus et Saks., 1982; Saks et al., 19&5; &al., 1994). L'importance du couplage
fonctionnel ANT-MICK pour la stabilité métaboliquii coeur a été récemment vérifiée par
Spindler (Spindler et al., 2002) dans une étudeceeurs transgeniques isolés perfusés. Ces
coeurs étaient déficients en isoforme sarcomeériqudadcréatine kinase mitochondriale
(sMICK) : dans ces cceurs, la rapport PCr/ATP étisidérablement diminué.

Toutes les données actuelles de la littératured sonfaveur de la théorie d'un
mécanisme de rétroaction métaboliqgue de la régualale la respiration mitochondriale
vivo. Le mécanisme central est le couplage fonctiontel différentes enzymes et
transporteurs, augmentant le turnover des nucEoadényliques en amplifiant donc le signal
métaboligue venant du cytoplasme. Le couplage iomoel ANT-MICK explique le
phénomeéne le plus important de la physiologie eapak et du métabolisme énergétique : la
dépendance linéaire de la consommation d’oxygenéoection du travail régulée par le

mécanisme de Frank-Starling en conditions de di@lniétabolique.

Ma contribution dans ce travail est de 30% (analysela littérature et participation a la

discussion).
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4. Etude du réle potentiel de la tubuline, du réseamicrotubulaire et de la
protéine STOP dans l'organisation intracellulairee$d mitochondries etlans
la régulation de la fonction mitochondriale dans decellules musculaires

striées.

L’origine des différences significatives des cigees de régulation de la respiration
mitochondriale dans les cellules cardiaguegivo etin vitro est analysée. Toutes les données
expérimentales montrent limportance des facteuteuctiraux dans I'arrangement
intracellulaire des mitochondries au sein des ICEtUégalement dans la perméabilité de la
MME. Le réseau du cytosquelette est important purangement mitochondrial et la
régulation de la phosphorylation oxydative desutedd musculaires situ. En effet, un choc
hypomosotique, en rompant la MME, diminue le Kmaxept pour 'ADP exogene (le méme
effet est observé dans l'ischémie chronique). Geontre que lintégrité de la MME est
impliquée dans ce phénomene. Cette différence igsi-spécifique et observée dans les
muscles lents mais pas dans les muscles rapidasi, Affin d’identifier la ou les protéines
appartenant au cytosquelette et régulant les nuotubiies, une électrophorese
bidimensionnelle a été réalisée par Saks et sdaboofteurs (Saks et al., 2001). Cette
derniere indigue un groupe dau moins sept progians les fibres cardiaques
perméabilisées de faible masse moléculaire sessibla trypsine et non présentes dans les
fibres glycolytiques, qui ont un Km apparent po&DP exogene plutdt bas. Par ailleurs,
Appaix et al.,, ont montré l'effondrement du résed® microtubules apres traitement
protéolytiqgue a la trypsine qui coincide avec ugsoadganisation de I'arrangement régulier
des mitochondries et une augmentation tres siguifie de I'affinité des mitochondries pour
'ADP exogene (Appaix et al.,, 2003) en raison déimination des barrieres locales de

restriction de diffusion.
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Dans certains cas, le mouvement des microtubutediies des protéines ‘moteurs’ de
type kinésine ou dynéine cytoplasmiques, qui liest microtubules et I'énergie chimique
(ATP) dans ce travail mécanique du mouvement déschondries le long des MT (Yaffe,
1999).0n peut penser que les mitochondries, dansdiules cardiaques, sont arrivées a la
position appropriée et fixe a lintérieur des coexas fonctionnels pour réaliser le plus
efficacement possible la régulation de I'énergdéiqeellulaire. En effet, pendant le
développement du muscle cardiaque, la distributies mitochondries change, passant d’'un
arrangement chaotique lors de la période postnatala arrangement trés régulier dans le
muscle adulte (Tiivel et al., 2000).

Nous avons donc voulu connaitre par cette étudeéait I'effet de la tubuline, des
microtubules et d’'une MAP : la protéine STOP (dishieur des MT a basse température) sur
la régulation de la fonction mitochondriale darsdellules musculaires.

Les mécanismes d’interactions des mitochondries s protéines du cytosquelette
dans le cceur et les muscles squelettiques sont gfand intérét de cette étude. Nos
précédentes études (Kuznetsov, 1996; Voloshchi88)lént démontré une faible affinité de
la respiration mitochondriale pour 'ADP exogenensldes muscles oxydatifs (myocarde,
soléaire) versus muscles glycolytiquesténsor digitorum longus€:DL, vastus lateralis
VE). Une protéolyse sélective entraine I'augmeatatie I'affinité des mitochondries pour
'ADP dans les muscles oxydatifs mais n'a aucureteBur les muscles glycolytiques
(Kuznetsov, 1996; Voloshchuk, 1998). Apres traitetree la colchicine (10 uM, 2h, 4°C), le
réseau de MT est détruit mais la tubuline est togjprésente dans les cellules cardiaques. De
plus, en oxygraphie, on voit apparaitre deux pdpmria de mitochondries dont l'une d’elles
seulement voit son affinité apparente pour 'ADRjmenter significativement. L’hypothése
selon laquelle les deux muscles oxydatifs, myocatdsoléaire, expriment probablement des
protéines capables d’exercer un contrfle intralzetki sur la respiration mitochondriale
tandis que les muscles glycolytiques n'ont pas mes$éines, a été émise. Pour définir la
nature de ces protéines, nous avons isolé les gemas®nt communs entre les deux types de
muscles oxydatifs mais non exprimés dans le mugigieolytique (VE). Pour évaluer les
différences entre muscles au niveau de I'expresdasigenes, nous avons isolé les pools
totaux d’ARN de tissus de rat d’intérét de muselet loxydatif : le cceur (C) et le soléaire (S)
ainsi que leextensor digitorum longu$EDL). Ensuite, les pools totaux d’ARN ont été
retranscrits en double hélice d’ADN. La techniquélattrophorése a été utilisée pour
I'analyse de I'’ADN. Nous avons démontré que darsolaris adulte, le géne defaubuline

M-beta-4 est spécifique du type de fibre. Donc, snawons étudié le role possible des
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microtubules dans la régulation de la respiratisiochondriale dans les muscles cardiaque et
squelettiques par oxygraphie et microscopie comdocdans une deuxieme étape,
limplication de la protéine STOP, associée auxrotitbules, dans I'énergétique cellulaire
des muscles a également été étudiée.

Nos résultats d’'imagerie confocale montrent qu@-tabuline, a 4°C, est présente
dans les cellules cardiaques sous forme polymédisééseau microtubulaire dense ce qui est
conforme aux résultats d’Appaix et al (Appaix et 2003). Les MT semblent entourer les
mitochondries et les deux marquages ne se sup@tpgs@n quelques endroits seulement.
Dans le soléaire, IB-tubuline est présente sous une organisation différ: elle forme des
stries dans le sens transversal de la cellule Bt sarquage se superpose a celui des
mitochondries. Enfin dans I'EDL, on ne retrouve gtrées peu de cette protéine et
essentiellement au niveau subsarcolemmal. Le mgegde la protéine STOP, a 4°C, montre
gu’elle est attachée aux MT dans le cceur, ainsidams le soléaire alors que sa présence n'a
pu étre détectée dans le muscle rapide, EDL.

Dans les souris déficientes en protéine STOP, STOR la tubuline est toujours
présente dans les cellules cardiaques mais souse fdepolymérisée, son marquage est
completement diffus. Cette observation est la mémapres un traitement a la colchicine qui
détruit le réseau de MT dans les cellules cardeqi@ans le soléaire, le marquage est
egalement plus dispersé. Enfin, dans I'EDL, le magg est extrémement faible. Dans le
gastrocnémien blanc, nous avons observé un maraquageleétement différent de la tubuline
dans deux fibres voisines. Ceci reflete donc laifip@#é de la distribution de cette protéine
dans les cellules musculaires.

Ainsi, nous avons montré que l'organisation deulautine dépend du type de fibre
musculaire.

La tubuline libre (non polymérisée) est solublesiBncytoplasme et, étant donné que
nous travaillons sur cellules perméabilisées, és@nce de cette protéine nous indique qu’elle
est attachée a des structures intracellulaires rigste a identifier.

Par ailleurs, les résultats de I'étude fonctiormelht montré que le traitement a la
colchicine induit I'apparition d’'une population deitochondries sensibles a ce traitement.
Ces données expérimentales semblent cohérented’@xistence d’'une population de MT
résistante a la colchicine. La colchicine est uenagonnu pour induire une myopathie chez
'Homme (De Deyn et al., 1995; Choi et al., 1999jlbi et Makowsky., 2004). Cette
myopathie s’accompagne d’une élévation des niveleugK ainsi que d’'une désorganisation
des myofibrilles dans les muscles et de la présdaceacuoles subsarcolemmales de taille
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variable contenant des lysosomes (De Deyn et @95;1Choi et al., 1999). Ces observations
semblent indiquer que les MT jouent un role magans I'énergétique cellulaire des muscles
squelettiques en participant a I'organisation stmate des ICEUSs.

Image de microscopie électronique de muscle d'un pant souffrant de
myopathie induite par la colchicine.Cette image montre des vacuoles cytoplasmiquegicant
des corps granulaires et membraneux hétérogéenagychgene et des lysosomes (x11820) (d’apres
Choi et al., 1999).

bY

Ainsi, le traitement a la colchicine ne permet pdigtudier I'ensemble des

mitochondries des cellules musculaires. C’est laorapour laquelle, nous nous sommes
intéressés a I'étude des animaux transgéniquesietés en protéine STOP (qui stabilise les
MT lorsqu’ils sont exposés au froid).

Chez les souris STOP (-/-), I'affinité apparentaupbADP exogene est fortement
augmentée dans le cceur et le soléaire de 30 et,4@sjectivement. La protéine STOP
n’intervient donc qu’indirectement dans la réguatide la phosphorylation oxydative. En
revanche, dans les muscles glycolytiques, aucundification de ce paramétre n'a été
détectée. Dans les cellules des muscles oxydasfte augmentation de I'affinité apparente
des mitochondries pour 'ADP exogeéne peut étre étéer avec la désorganisation de la
tubuline qui diminuerait les restrictions de diifus de I'ADP dans le voisinage des
mitochondries. En effet, il est aisé de penserlgderme polymérisée de la tubuline en MT
puisse créer des contraintes spatiales dans |eplagtne empéchant ainsi une diffusion
homogene des nucléotides adényligues vivo. Néanmoins, la disparition du réseau
microtubulaire ne s’accompagne pas d’'une diminutdarKm apparent aussi forte qu’'apres

un traitement protéolytique par exemple. Ceci digxe par le fait que linteraction des



tel-00011814, version 1 - 8 Mar 2006

mitochondries avec les MT est indirecte et médere@biais de MAP. Ainsi, il a été montré
par Linden et Karlsson en 1996 (Linden et Karlssb896) que MAP-2 interagit directement
avec le VDAC au niveau de la MME. Il existe égalemene interaction entre VDAC et la
chaine légere de la dynéine Tctarlvivo (Schwarzer et al., 2002). De plus, la présence ou
'absence de tubuline est tissu-spécifique et ¢dénavec une valeur élevée ou non du Km
apparent pour I'ADP exogéne dans ces cellules nwises. On peut envisager que,
probablement, seule [linteraction mitochondrie-MABuline est importante pour la
régulation de la perméabilité de la membrane mdodnale externe sans nécessiter une
interaction mitochondrie-MAP-MT. Cette hypothéseipétre appuyée par I'étude de Carré et
al., (Carré et al., 2002) qui a constaté, en atilida microscopie électronique, la présence de
tubuline dans les membranes mitochondriales de chotedries de cellules humaines
cancéreuses ou non. Ces auteurs ont égalemensaraly différents isotypes de tubuline
présentes dans ces membranes. Il résulte que uéin@bnitochondriale est enrichie en
tubuline acétylée et tyrosinée et @ubuline 3 mais qu’elle ne contient que trés peyd
tubuline 4 en comparaison de la tubuline cellulaies résultats vont également dans le sens
gue l'isotype de-tubuline 4 est majoritairement cytoplasmique cergjoint les données de
notre étude concernant sa tissu spécificité. Lailiod mitochondriale est probablement
organisée en hétérodimere4 qui représentent environ 2% de la tubuline calelaEnfin,

des expériences dimmunoprécipitation ont montré& da tubuline mitochondriale est
spécifiqguement associée avec le VDAC mitochondGalrré et al., 2002). On peut a partir de
ces données, émettre I'hypothese gu'il existe gnaditransmembranaire qui serait en mesure
de modifier la perméabilité de VDAC donc de régukemrespiration mitochondriale selon
l'interaction cytoplasmique de I8-tubuline 4, tissu spécifique, avec des MAP et les
mitochondries.

Il reste encore énormément de recherches a effegtour répondre a toutes ces
interrogations passionnantes. Les interactioneddP2, la tubuline (ou les microtubules)
et VDAC restent a préciser. Le réle physiologiqueSITOP est a ce jour inconnu car nos
études ont éte réalisées a 4°C et nous navonsaudée du réle de cette protéine a 37°C.

Par ailleurs, il y a également beaucoup a décoderil’énergétique dans le cerveau.
Les souris STOP se sont révélées étre un modeatebproche de la schizophrénie humaine.
Or, en 1991, Klushnik et ses collaborateurs onttndogue les tissus de cerveau de patients
schizophrénes contenaient 5-10 fois moins de BBeECK.5-3 moins de MiCK comparés a

des controles. Ces altérations intracellulaires ideformes de CK pourraient refléter des
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modifications de la synthese et de l'utilisationla@g@hosphocréatine. Plus récemment, il a été
montré que chez des patients souffrant de schigophrcontrairement a d’autres maladies
neurodégénératives, une activité réduite de cedaenzymes clés mitochondriales, par
exemple le complexe de la pyruvate deshydrogendest pas fréquente mais que chez
certains patients on pouvait trouver des anomaléssmitochondries du cerveau (Bubber et
al., 2004). Plusieurs aspects soulignent le fag Budysfonctionnement des mitochondries
pourrait étre impliqué dans la schizophrénie. Paux, un métabolisme énergétique cérébral
altéré, une hypoplasie mitochondriale, un dysfamectement de la phosphorylation oxydative
et une expression altérée des genes relatifs alocmondries. De plus, I'interaction entre la
dopamine, un facteur étiologique prédominant deamssdhizophrénie, et la respiration
mitochondriale est considéré comme un mécanismsitpessoulignant les cycles d’hypo- et
hyper-activités de la schizophrénie (Ben-Shachd02p Le dysfonctionnement des
mitochondries entraine des altérations dans laheget de 'ATP et les concentrations de
calcium cytoplasmiques ainsi que la production geees réactives de I'oxygene (ROS) et
d’oxyde nitrique. Il est bien établit que tous pescessus menent a une plasticité synaptique
altérée. De plus, les mitochondries jouent un daes la plasticité de la polarité neuronale.
Ainsi un dysfonctionnement de la fonction mitochoalg pourrait étre a I'origine (ou étre la
conséquence) d'anomalies de la plasticité synaptdans la schizophrénie (Ben-Shachar et
Laifenfeld., 2004). On imagine alors le réle du osguelette dans cette plasticité et
notamment celui des microtubules et de la prot8iheP.

Il y a encore une fois des perspectives tres esgamtes de poursuivre I'étude des
microtubules et la protéine STOP dans I'énergétiqate fois ci cérébrale. Tout reste a faire
dans ce domaine car la seule étude sur la praB3i@P et I'énergétique cellulaire est la notre

et qu’il existe des animaux transgéniques.

Ma contribution dans ce travail est de 60% (prépmrades échantillons biologiques,

immunomarquages, tests oxygraphiques, participaticgcriture de I'article).



tel-00011814, version 1 - 8 Mar 2006

5. Etude des maodifications de la respiration mitacidriale de muscle

squelettique chez des transplantés pulmonaires awdrapres réhabilitation.

Lorsque la prise en charge médicale des insufSsesspiratoires est insuffisante et
gue le pronostic vital est engagé, une transplantatardiaque ou pulmonaire peut-étre
envisagée en l'absence de contre-indication. Aprassplantation thoracique, alors qu'il
existe une amélioration considérable des facteardraux responsables de la limitation a
I'effort par la restauration d’'un débit cardiaquiedtune fonction respiratoire normale, la
capacité d’effort maximale de ces patients reste limitée, en pratique au 2/3 d’un sujet
sédentaire du méme age. Parmi les problemes nolusésomme le manque d’organes et le
développement progressif de dysfonctions chronigledimitation de la consommation
maximale d’oxygene (V&@nax) a été constatée depuis le début des annézs8@xplication
définitive. Ainsi, il apparait que les pathologiebroniques comme les BPCO et les
cardiopathies conduisent a une baisse durable aipkcité d’effort, persistant pour une large
part aprés transplantation thoracique. Cette ltiniaest liée a l'installation d’'une myopathie
progressive qui persiste apres transplantationathgue. Cette myopathie reconnait de
nombreuses causes potentielles: sédentarité,s effet 'hypoxie, de I'’hypercapnie, de
'acidose, de l'inflammation systémique, effetsldecachexie respiratoire et cardiaque, des
médications (béta-bloquants, calcium bloqueurstiamdes, cyclosporine). Depuis, on a
montré que les transplantés pulmonaires possedsntéponses cardiaques et ventilatoires
normales a I'exercice (Levy et al., 1993). Beaucdiguteurs pensent qu’une dysfonction des
muscles squelettigues de ces patients pourraitigengsl leur limite d’exercice. Le
métabolisme énergétique serait donc impliqué dargehese des altérations de la capacité a
I'exercice.

A ce jour, les mécanismes cellulaires mis en jensda limitation de la consommation de
I'oxygéne restent inconnus bien que la masse maisewdt le % de fibres de type | jouent un
réle important (Richardson et al., 2004).

Pour cette étude, nos hypotheses de travail étaient
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1. Malgré une diminution de la masse des muscleslstiiques et du % de fibres de type |
partiellement due a I'état avancé de la maladipira®ire, les altérations de I'organisation
intracellulaire de la production d’énergie c’estdée la respiration mitochondriale et le
transfert via la navette créatine-phosphocréatorg snpliquées dans les limitations de la
performance des muscles squelettiques.

2. La réhabilitation a domicile est capable d’amrér ces anomalies.

Les mécanismes responsables de la limitation dealgacité a I'exercice des
transplantés pulmonaires et les bénéfices de #arement physique ont été étudiés. Les
parameétres de la respiration mitochondriale, lemsfierts énergétiques et la structure
cellulaire ont été étudiés dans des biopsies de exserne en utilisant la technique des fibres
perméabilisées et des mesures histocytochimiquemgihométriques. Douze contréles non
sédentaires et douze transplantés pulmonaires uvit ;e réhabilitation de trois mois a
domicile. Avant I'entrainement, de fortes corréat entre la capacité a I'exercice (Max
et temps d’endurance) et les événements cellulastnés par le % de fibres de type | et le
Km apparent pour 'ADP exogene. Les anti-calcineesi n'ont pas été impliqués dans la
limitation a I'exercice des transplantés pulmonaiae avant le programme de réhabilitation,
aucune différence dans la vitesse maximale de reggpi mitochondriale (Vmax) ni
d’anomalies des complexes de la chaine respiratoitechondriale, comparé aux controles,
n'ont été trouvées. La réhabilitation a résulté @me augmentation des paramétres
physiologiques a la fois au niveau cellulaire (Kpparent pour 'ADP exogene et effet
stimulant de la créatine) et intégré Qtax, Reui, Pmax temps d’endurance) initialement plus
faibles chez les transplanté comparés aux contr@ks changements de la Miax aprés
réhabilitation et la Vmax ont été corrélés ainst dgs changements du temps d’endurance et
du % de fibres de type I. Alors que nous n'avonsstaté aucune modification des diamétres
et des types de fibres, les altérations initiales garametres bioénergétiques et leurs
améliorations aprés I'entrainement pourraient égkés aux changements des unités
énergeétiques intracellulaires (ICEUs). Apres legpamme de réhabilitation, les ICEUs
montrent un meilleur control de la respiration roitondriale par la créatine et une
augmentation des restrictions de diffusion des éuimes adényliques résultant en de
meilleures performances des controles et des tiamtsg pulmonaires.

Nos résultats, avant réhabilitation, montrent lguraitement immunosuppresseur par
les anti-calcineurines a des effets négligeablesrespiration mitochondriale excluant une
inhibition de complexes | et IV de la chaine resfmire mitochondriale car la Vmax des

transplantés n’est pas significativement différesieecelle des contréles. Cette conclusion a
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egalement éte faite par Zoll et ses collaboratenr8003, a propos de transplantés cardiaques.
Par ailleurs, la vitesse basale de respiration @fait identiqgue chez les TP et les contrbles.
Ceci suggére que les capacités oxydatives intrirsdu muscle sont normales chez les TP.
Cependant, Le Km apparent pour 'ADP exogéne éigitificativement plus bas chez les TP,
principalement expliqué par la réduction du nomtheefibres de type | dans leurs muscles
squelettiques comparés aux contréles.

La premiere étude de l'effet de Il'entrainement artoterme sur la respiration
mitochondriale a été effectuée par Tonkonogi eteal.2000, sur mitochondries isolées. Leurs
résultats ont montré que le pouvoir oxydatif mitmatirial était augmenté mais que le rapport
P/O (reflétant I'efficacité du transfert d’énergigstait inchangé. Aprés réhabilitation, nous
n'avons observé aucun changement des valeurs ekeseitde respiration mitochondriale. En
revanche, le Km apparent pour 'ADP exogene augengighificativement d’un facteur 2 a la
fois chez les contrbles et les TP. Cette obsenvatgt conforme a ce que Zoll a rapporté
concernant l'activité physique et 'augmentationl'définité de la mitochondrie pour 'ADP
chez des transplantés cardiaques notamment (Zall, 2002; 2003b). Le groupe de Sahlin a
egalement rapporté que l'entrainement induisait dimeinution de la sensibilité de la
mitochondries pour 'ADP et une augmentation destimulation de la respiration par la
créatine (Walsh et al., 2001a; Tonkonogi et Sah#ii02) Par ailleurs, cette augmentation ne
s’accompagne pas de modification au niveau depaldgie ni de la morphologie des fibres
musculaires. De plus, l'effet stimulant de la ci@atsur la respiration est plus important
gu'avant le programme d’entrainement ce qui signdu’il existe un meilleur couplage
fonctionnel entre 'ANT et la MiCK ce qui caractgtiqgue de I'organisation des mitochondries
en complexes fonctionnels ou ICEUs grace aux pregilu cytosquelette.

Le dysfonctionnement musculaire des TP pourraiuireddes altérations alors que la
réhabilitation pourrait induire une élévation dadfexpression de ces protéines et donc
augmenter les restrictions de diffusion de 'ADPog&ne dans les cellules musculaires.
L’augmentation des barriéres de restrictions pdaucantribuer & une meilleure canalisation
meétabolique au sein des ICEUs rendant le role devlette Cr-PCr plus importante dans la
régulation de la respiration mitochondriale (Saksle 2004) la phosphocréatine étant un
important régulateur de la respiration mitochordriatimulée par 'ADP (Walsh et al.,
2001b).

Ces événements pourraient se produire trées préeamteet ne nous permettent pas de
déterminer des corrélations évidentes avec lesngdras physiologiques intégrés car ils

concernent le niveau intracellulaire sans impligdes changements de type de fibres. Ces
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processus pourraient étre comparés a la phasecpréeol'ischémie cardiaque, ou I'on perd
en premier lieu le couplage fonctionnel ANT-MiCKoed que le coeur possede toujours ses

propriétés fonctionnelles (Rossi et al., 1998).

Comme nous venons de le voir, la théorie des ICHst ainsi expliquer des
phénomeénes cliniques. Ainsi I'étude de la resgiratnitochondrialén situ dans des fibres
perméabilisées de muscle squelettique permet ugnatic efficace du métabolisme

énergeétique intracellulaire sur de petits échamslde tissus humains.

Ma contribution dans ce travail se monte a 70% p@gr&tion du matériel biologique,

oxygraphie, rédaction de I'article, préparation figsres)



CONCLUSION et
PERSPECTIVES
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La principale thématique de ce travail est la régoih de la phosphorylation
oxydativein vivo dans les cellules musculaires cardiaques et dtjgaks. En étudiant les
interactions entre les mitochondries et le cytapksnous avons voulu montrer 'importance
de l'organisation intracellulaire des mitochondrsesis forme d’ICEUs (unités énergétiques
intracellulaires) au sein desquelles mitochondriegtosquelette, RS et myofibrilles
interagissent pour former des couplages fonctienpeimordiaux dans la régulation de la
fonction mitochondriale. Pour cette étude a la fsisucturale et fonctionnelle des
mitochondries, nous avons fait appel a différentzhniques telles que I'oxygraphie, la
spectrophotométrie et pour une majeure partie agknigques d'imagerie confocale mais
également a la modélisation mathématique (avec Medelin).

1. Dans les cellules cardiaques, l'arrangementadettulaire des mitochondries
hautement ordonné, tissu-spécifique, est procheetig d’'un cristal. Les mitochondries sont
organisées de maniere trés précise au niveaultintie A des sarcomeres. Dans les muscles
squelettiques, oxydatifs et glycolytiques, les wti@ndries sont, quant a elles, organisées en
paires situées au niveau des bandes |. Les distantee mitochondries voisines sont trés
fortement conservées dans chacun des muscles®t@ditte conclusion va dans le sens de la
nature unitaire de I'organisation du métabolismeréétique du muscle ou les phénomenes de

fission et de fusion sont minimes.

2. Il existe deux niveaux de régulation de la gulite¢ des mitochondries vis-a-vis de
'ADP : la permeéabilité de la MME, au niveau de VD/Aet les restrictions de diffusion, au
voisinage des mitochondries dans l'intérieur deBUS des cellules cardiaques. L’origine et
la nature de ces barrieres de diffusion restententifier. Cependant, de nombreuses
hypothéses nous permettent de penser qu'elles qowit des protéines du cytosquelette.
Ainsi, ces parameétres, perméabilité de la MME d'yaet et hétérogénéité de diffusion
d’autre part, expliquent en grande partie la vai&evée du Km apparent pour I'ADP exogene
dans les cellules de muscles a contraction lentéraicement aux cellules des muscles a

contraction rapide et la canalisation métaboliggdADP endogéne.

3. Dans les cellules des muscles oxydatifs, I'ayeament régulier intracellulaire des
mitochondries au sein des ICEUs s’accompagne doac prbpriétés fonctionnelles

caractéristiques. Notre travail a montré que I'egpron et I'organisation intracellulaire de la
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B-tubuline ainsi que celles de la protéine STOP dmsu-spécifiques (présentes dans les
muscles oxydatifs). Nous avons mis en évidencdajpeésence ou non de tubuline est reliée
a la valeur élevée du Km apparent pour 'ADP dassdellules musculaires et que ce n’est
donc pas la forme polymérisée, en MT, qui est ingrde pour la régulation de la fonction
mitochondriale dans les cellules musculaires (uravaur souris STOP K/O). Notre
conclusion est que la tubuline participe indire@ama ces mécanismes de régulation, qui

font certainement intervenir d’autres MAP.

4. Une conséquence de ces phénomenes de ressrideaiffusion au sein des ICEUS,
est le couplage fonctionnel entre 'ANT et la MiCKe couplage fonctionnel aboutit a la
compartimentation des nucléotides adényliques audss cellules cardiagues. Nos résultats
servent a interpréter la loi de Frank-Starlingaestiabilité métabolique. L’'augmentation de la
consommation d’oxygéne, selon la loi de Frank-Bigylest observée sans changement
significatif des flux intracellulaires de calciurba régulation par les ions calcium pourrait
donc jouer un réle mineur contrairement aux couggagnctionnels au sein de I'organisation

des cellules cardiaques en ICEUs.

5. Enfin, nous avons étudié les modificationsadeekpiration mitochondriale dans des
muscles squelettiques de transplantés pulmonaivesit aet aprés un programme de
réhabilitation. Nos résultats montrent que le ¢éraiént par les anti-calcineurines n’affecte pas
les propriétés intrinséques de la chaine respieatoiitochondriale chez les TP. Aprés
réhabilitation, I'affinité apparente des mitochaledr pour 'ADP exogene augmente d’'un
facteur 2 a la fois chez les TP et les contréles’aecompagnant d’aucun changement de
typologie ni de morphométrie des fibres musculainegis d’'une amélioration de la @ax,
et d’autres parameétres physiologiques intégrés.sNwavons pu établir de corrélations
evidentes entre les parametres bioénergétiquesysigogiques intégrés. Nous en concluons
gue nos observations, au niveau intracellulairet satimement liées a l'organisation en
ICEUs et que les modifications de ces complexestionnels peuvent étre des événements
précoces ne pouvant étre détectés au niveau fresalade I'organisme. Ainsi, notre théorie
d’organisation structurale et fonctionnelle desoctiondries au sein des cellules musculaires
permet d’établir un diagnostic tres sensible duat@isme énergétique pour de petits

échantillons de tissus humains.
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Donc, dans ce travail nous avons pu montrer @iffésr aspects de la régulation de la
phosphorylation oxydative dans les cellules de cetude muscles squelettiques situ
notamment en étudiant la position intracellulaies dnitochondries et les différences de
cinétique de régulation de la respiration par 'APRogene et endogéne. Mais surtout nous
avons conforté notre hypothése de l'importance K&#sSUs ou des mitochondries sont

intégrées avec le RS et les myofibrilles et rgh@ésdes couplages fonctionnels.

De nombreuses perspectives s’'inscrivent dans itetteatique de recherche.

Tout d’abord concernant I'étude des ICEUS, lesé&nats qui sont responsables de
cette architecture trés précise devront étre ifiées. Pour ceci, I'étude du cytosquelette
devra étre poursuivie soit par I'étude de MAP (MAar exemple), soit par I'étude d’autres
candidats potentiels. Des travaux d’Appaix etalgient montré que la plectine, un cytolinker
reliant les mitochondries et la desmine est semsiblin traitement protéolytique (Appaix et
al., 2003). Ainsi l'utilisation d’animaux transgéuies pour des protéines du cytosquelette
pourrait nous apporter de précieuses indicatioasgal la contribution des ces protéines dans
la régulation de la fonction mitochondriale dedutes musculaireg situ. Malheureusement,
les animaux déficients en plectine ne sont padesablus de 3 jours (Andra et al., 1997), en
revanche, des souris MAP-2 K/O sont disponiblesapon (Teng et al., 2001). D’autre part,
des colonnes d’affinité entre VDAC et ces protéipesrrait étre envisagées pour détecter une
eventuelle interaction directe.

Il reste également a déterminer la localisationlesiéres de restrictions de diffusion
au voisinage des mitochondries ainsi que les mégws de canalisation de '’ADP endogéne.
De plus, la compartimentation de I'ADP et de 'AT#erite d’étre étudiée de maniéere plus
approfondie. Ce travail est poursuivi par une éntdi de notre groupe dans le cadre de sa
these. Afin de répondre a ces questions, elle saaliser par microscopie confocale les flux
intracellulaires d’ATP exogene dans des cellulesliagues isolées, grace a une sonde
fluorescente d’ATP, et déterminer par spectrophétoe les affinités apparentes des
ATPases pour 'ADP endogene dans les différentssyje muscle.

Une autre perspective de ce travail de thése eegiodrsuivre I'étude de la protéine
STOP et de déterminer son rdle physiologique dessctllules cardiaques et de muscle
squelettique oxydatif car a ce jour aucune étudeéné réalisée sur cette protéine dans les

tissus musculaires.



tel-00011814, version 1 - 8 Mar 2006

Par ailleurs, il serait également passionnant diétule métabolisme énergétique
cérébral avec a notre disposition des animaux geariques compte tenu de I'importance des
d’avancées dans la compréhension des maladies dégénoératives quelles que la
schizophrénie. Récemment Safiulina et al. a rappame méthode pour étudier la respiration
de mitochondries dans les neuronessitu sans endommagement de leur environnement,
c'est-a-dire principalement les interactions awecytosquelette (Safiulina et al., 2004). De
premiers résultats sur des homogénats d’hippocar(ngggon riche en protéine STOP)
semblaient prometteurs bien que le protocole sdieement a mettre au point. Cette étude
peut également s’envisager sur préparations de pgymnes d’hippocampe afin de
déterminer les paramétres cinétiques de la regpiratitochondriale, le contrdle ou non de la
respiration par la créatine et surtout I'existedae organisation structurale et fonctionnelle

équivalente a celle des ICEUs des cellules musgeslai
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