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RESUME

L’objectif du travail est d’étudier les mécanisnuesrégulation in situ de la respiration
mitochondriale des cellules musculaires afin de memdre linterdépendance entre la

régulation de la respiration, les flux énergétigeekorganisation structurale des cellules.

Pour cela, nous avons analysé la cinétique de dalatton de la respiration des
cellules cardiaques permeéabilisées en présence systéme mimant les effets du systeme

glycolytique in situ, et par microscopie confodarganisation mitochondriale a été étudiée.

Les résultats montrent que les propriétés cinésiqle la MtCK in situ different
significativement de celles des mitochondries is®lét que la régulation de la respiration in
vivo est une propriété dépendant du niveau d’osgdinn du systéme, comprenant les
interactions mitochondries-cytosquelette, les MgA3és cellulaires, le systeme d’enzymes
glycolytiques du cytoplasme et les mécanismes aespgitotransfert via la navette PCr/CK,
ceci afin de faire face aux restrictions hautensg&éctives de la diffusion au niveau de la

membrane externe mitochondriale in situ.

De plus, I'effet cardiotoxique de la doxorubicing $es fibres cardiaques a été étudié,
se traduisant par la perte du couplage fonctiondel la MtCK avec I'oxydation

phosphorylante.

Ce protocole a egalement été appliqué lors d’imyasobns cliniques sur des biopsies
du muscle vaste latéral externe, chez les pateteggts de bronchopneumopathie chronique
obstructive. Le dysfonctionnement musculaire estatarisé par une affinité élevée pour
I’ADP libre de I'oxydation phosphorylante et pareuaffinité importante de la MtCK pour la

créatine qui ne change pas aprés I'entrainement.

Mots clés: cardiomyocytes, bioénergétique, régulation despiration, créatine kinase,
interactosome, bronchopneumopathie chronique atisteu



ABSTRACT
Molecular system bioenergetics of muscle cells: Mieanisms of regulation of respiration
in vivo — importance of system level properties
The aim of our work is to study mechanismsirofsitu regulation of respiration of
permeabilized muscle cells in order to understdmal relationship between regulation of

oxidative phosphorylation, energy fluxes and strtadtorganization of the cells.

We performed complete kinetic analysis of regulatiof respirationin situ of
permeabilized cardiac myocytes, supplemented wilistem which modeling the effects of
glycolysis. The mitochondria network structure wstsdied using confocal microscopy.
Mechanisms of regulation of respiration and endhgyesin vivo are system level properties.
They depend on the complexity of cellular organaratand intracellular interactions of
mitochondria with cytoskeleton, intracellular MgAd$es and cytoplasmic glycolytic system
and mechanisms of phosphotransfer and feedbacKategu via PCr/CK shuttle in the
presence of highly selective restriction to thdudiion at the level of the outer mitochondrial

membrane.

We applied this protocol to study the regulation rftochondrial respiration in
experimental and clinical studies. The investigatimf cardiotoxic effect of doxorubicin
showed that its mechanism is highly dependent @nldlss of MtCK/OxPhos functional

coupling.

Skeletal muscle dysfunction of patients with cheoobstructive pulmonary disease is
characterized by a high affinity of oxidative phbepylation for free ADP which decreases
after endurance training and high affinity of MtCigr creatine which does not change

significantly after training.

Keywords: cardiomyocytes, bioenergetics, regulation of ir@sjon, créatine kinase,

interactosome, chronic obstructive pulmonary diseas
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|. La biologie des systemes

La biologie des systemest I'étude des systemes intégrés a tous lesuxivezellule,
organe, organisme et population et qui considérdidr physiologique plutét que la somme
des parties qui le composent. Westerhoff a défirtidt de la biologie des systemes comme
étant « de comprendre comment les fonctions bigleags, absentes chez les macromolécules
isolées, apparaissent quand elles sont considéréesne des parties intégrées a ces
systemes » (Saks et al. 2009). Ces propriétésuguiesnent en résultat de l'interaction des
composants du systeme ont été appelées les pasgpdépendantes du niveau d’organisation
du systéeme « System level properties ». Le métaieli cellulaire intégré n'est pas une
somme simple de réactions se déroulant dans urumiibmogéne : mais semble d’'étre
beaucoup plus que cela. En effet, des interacgpasifiques menent a de nouveaux types de
mécanismes de régulation, tels que l'acheminemietd eompartimentation métabolique
(Morel et Fleck 1989, Saks et al. 2007e). La pedprprincipale du systeme vivant comme
étant un systeme thermodynamique ouvert est le boktene grace auquel ce systeme
échange de la matiére et de I'énergie avec sorr@meément. L'évolution du systéme (du
simple au complexe) implique le perfectionnemens déseaux métaboliques hautement
spécialisés avec le respect du principe de la sifi@ation, du contrble (régulation) et de
I'efficacité (Morel et Fleck 1989). La diversificah des réseaux métaboliques permet
d’exploiter les ressources de I'environnement. Bnfarmité avec la théorie de Schrodinger,
I'extraction de I'énergie libre du milieu externersa diminuer I'entropie (désordre) interne
pour préserver ou améliorer le niveau d’organisatiterne ayant pour but d’assurer une
meilleure adaptation, une meilleure autonomie irgdaet finalement la survie du systeme

vivant dans un environnement variable. (Schrodingdd).

L’autonomie relative d'un systeme vivant multicédline est possible grace a la
stabilit¢ de son milieu interne ou a I'’homéostasiéstoriguement, l'introduction de ce
nouveau concept revient au brillant scientifiquenédecin francais Claude Bernard (Bernard
1984). Le concept de « constance du milieu intésiea révolutionné la pensée scientifique
de nos jours en créant la biologie des systémessiéltie plus tard, Norbert Wiener, le
fondateur de la Cybernétique ou de la Scienceiferthation, a proposé I'explication des
mécanismes de 'homéostasie - le principe de retriogle. Dans son livre, il a écrit que « la
guantité d'information dans un systeme est une maede son degré d'organisation, et que
I'entropie d'un systéme est une mesure de son degiésorganisation » (Wiener 1965). Les
aspects historiques est philosophiques sont délaits nbtres revue (article 1).
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1. La bioénergétique moléculaire systémique. Notdsstoriques

Dans cette partie, nous allons faire un court sfieatif historique et évoquer les
principaux principes de la bioénergétigue modefive de mettre en évidence des relations
entre les notions de systeme thermodynamique, djénede travail, d’entropie et

d’'informations.
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Bioénergétique. Notes historiques

o Découverte de I'oxygéne par: A. L. Lavoisier (1775) ; J. Priestly (1774) ; C. Scheele (1773)

e Création de Ia thermochimie par Wilke (1781) avec I'étude de la « Capacité des corps a produire Ia
chaleur » et par la calorimétrie a glace de Lavoisier et Laplace (1783) avec la mesure de la chaleur
spécifique. « La respiration n'est qu'une combustion lente de carbone et d'hydrogéne » faisant
intervenir I'oxygene (Lavoisier)

* La découverte de Ia glycolyse :

0 Levure: A.Harden et W.Young (1906) ont montré la nécessit¢ du phosphate et de Ila
«cozymase » (NAD) pour la fermentation du glucose. Ensuite a été découverte la
phosphorylation de tous les intermédiaires sauf des produits finaux : pyruvate, lactate et éthanol
de la glycolyse.

0 Muscle : G.Embden et O.Meyerhof (années 1920) ont montré la transformation du glucose en
acide lactique dans le muscle et ont extrait les enzymes glycolytiques du broyat de muscle

» Découverte de TATP et de la PCr

0 Subbarrow, P. Eggletton et G.P.Eggleton (1927) ont trouvé du phosphagene (PCr) dans le
muscle de grenouille au repos qui disparait avec la fatigué avec 'appariation du Pi et de la
créatine.

0 Lohmann (1929) et Subbarrow (1930) ont extrait 'ATP « groupement pirophosphate » ou
« ’adénine et le ribose phosphate » du muscle.

e Relation entre le métabolisme énergétique, la contraction musculaire et la chaleur.

0 AV.Hill et O.Meyerhof (1922, Prix Nobel) ont découvert que I'énergie pour lactivité
musculaire provient de la glycolyse qui, en absence de l'oxygéne, donne l'acide lactique.
L’oxygene est nécessaire que dans la phase de repos pour le resynthése du glycogene.

0 E.Lunsgaard (1930) a montré la capacité du muscle a se contracter en présence de iodoacétate
(inhibiteur de glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) sans production du lactate.

0 Clark (1932) a montré que la contraction du cceur isolé de grenouille tout d’abord est soutenue
par l'oxydation des lipides (CO,/0,=0,73-0,87). Lohman (1936) a fait une observation
semblable sur les muscles squelettiques des animaux a jetin.

0 E.Lunsgaard (1930) a montré que la tension musculaire est proportionnelle au continu en
phosphorylcréatine (PCr).

0 V.Engelhardt (1930) a découvert la phosphorylation oxydative : la consommation de 'O, est
liée a la synthese de ’ATP.

0 Lohman (1934) a décrit la réaction catalysée par la créatine kinase qui explique la rélation entre
la PCr et PATP.

0 Belitzer et Tsybakova (1939) ont découvert que la créatine rajoutée a 'homogénat du muscle
squelettique stimule la respiration et induit la production du phosphagene. L'efficacité de la
synthése aérobie du phosphagene (P/O) est environ 6.

0 V.Engelhardt et M.Liubimova (1939) ont découvert I'activité ATPasique de la téte de myosine ;
et ont relié la libération de I'énergie libre de I'’hydrolyse de 'ATP au travail mécanique du
muscle.

e La découverte du réle de la mitochondrie dans la respiration et la synthése de TATP.

0 Kennedy et Lehninger (1948-1950) ont intégré structurellement et fonctionnement le cycle de
Krebs (découvert en 1937), la béta-oxydation et la phosphorylation oxydative a la mitochondrie.

0 Peter Mitchel (1978) obtient le Prix Nobel pour la théorie chimiosmotique

0 P. Boyer et ]J. Walker ont recu le prix Nobel de chimie (1997) pour leurs travaux sur le
fonctionnement de I’ATP synthase
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2. La thermodynamique chimique et le systeme vivant

La thermodynamique chimique traite des relationseele travail, la chaleur et les
transformations chimiques. Elle aide a étudierckmctéristiques des réactions chimiques de
'organisme vivant en physiologie et en pathologign court énoncé des lois de la

thermodynamique sur lesquelles est basée notexiafl est donnée dans I'encadré qui suit.

Les principes de la thermodynamique classique

0 : principe de I'équilibre thermique : si deux systémes thermodynamiques sont en
équilibre thermodynamique avec un troisiéme, ils sont eux-mémes en équilibre
thermodynamique.

I : principe de /a conservation de I'énergie : au cours d'une transformation quelconque d'un
systéeme fermé, la variation de son énergie totale est égale a la quantité d'énergie échangée
avec le milieu extérieur sous forme de chaleur (énergie interne) et sous forme de travail.

df =dg +dw

L'énergie de l'univers est constante (elle ne peut étre ni créée ni détruite) a condition que la
masse ne change pas.

I1 : le principe d’entropie : dans un systéme isolé il y a augmentation de I'entropie ou du
désordre. La mesure de la quantité d’entropie : cal-°’K"

(*dQ
|

T
i

AS = ﬂl
Mesure statistique: I'entropie est égale au logarithme du nombre des micro-états du macro-
systeme (W - dégénérescence selon Boltzmann, le nombre de facons différentes de répartir
une méme quantité d’énergie dans un état donné du systéme)

5= kylogW

III : 'entropie d’un systéeme parfaitement ordonné a la température zéro K (-273°C) se

rapproche de zéro
lim 5=10

T=0OH

V

En conformité avec le deuxieme principe de la tlmlynamique tous les processus
chimiques survenant spontanément dans un systéol® (sans échange de matiere ni
d'énergie) évoluent vers 'augmentation de I'eniojisqu’a I'équilibre. Dans un systéme
fermé (avec I'échange de I'énergie) I'entropie asisi la force motrice a condition que les
modifications globales de I'entropie (du systemeal@tson environnement) soient prises en
compte. Ainsi « L’organisme vivant évite le déclapide vers I'état inerte d'équilibre en

soutirant continuellement I'entropie négative de sulieu environnant » (Schrédinger 1944).
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A partir de I'équation de Boltzman, Schrodinger @duit la mesure statistique de la
néguentropie: si W — est une mesure du désordre (équation donnée ldaecadré) sa
réciprogue W — est une mesure d'ordre. Comme log(1/W) = -log®quation de la

néguentropie devient :

1
5= kﬁiugw @

La cellule vivante diminue I'entropie interne engeentant le degré d’organisation
structurale et fonctionnelle et en augmentant igie du milieu extérieure, ceci est possible
grace a l'ajustement des processus cataboliquesdmgeprocessus anaboliques et le travail, reliés
entre eux par le cycle énergétig{legure 1).Le métabolisme (catabolisme / anabolisme) est la
voie par lagquelle la néguentropie ou I'énergiedibst extraite du milieu. ka finalité essentielle

du métabolisme est de permettre a

l'organisme de se libérer de tou 85,>0 -
I'entropie qu’il ne peut s'empécher q Fvae :
produire tant quil est vivant» °a"’°“""““/‘

(Schrodinger 1944). i

La notion de base de [

thermodynamique qui relie les variation

’{{{k

de I'énergie (E, Joul), I'entropie (S, cal-k U L ANﬂSBQ,LISM

Y, le volume (V, m) et le nombre de
. . , Figure 1.Le schéma général de métabolisme cellulaire.|La
partlcules (n’ mOIe) ala temperature ( cellule est un systeme thermodynamique ouvert aun,
conformité avec le principe de néguentropie de @tihger
diminue le niveau d’entropie interna§<0) en augmentant l¢
chimique (4, enthalpie libre molair{ niveau de l'entropie externé$>0) via le métabolisme. Wc +

. ) 1 3 o travail cellulaire. Saks et al. 2007a
partielle, cal-3-mole?) est I'énergie libre 7

Kelvin), la pression (P, Pa) et le potenti

de Gibbs représentant le potentielre
thermodynamique d’'un systeme et est exprimé en ndigpee de mémes parametres

thermodynamiques par I'équation :

G=E—TS+PV 2)
E4+PV=H (3)
G=H—T5 (4)

ou H- est I'’enthalpie, qui est la quantité maximale de chaleur échangepl#de systéme peut

produire.
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La variation de I'énergie libre de Gibb&&) est une valeur qui représente la mesure
quantitative de la somme de toutes les forces pestrexistantes dans un systéme et refléte la
capacité du systeme d’effectuer un travail utile

dG = —5dT + VdP + udn ®)

K étant le potentiel chimique du compaosg la pression et T la température.

Dans des conditions d’absence des variations dpéeture et de pression (systeme
isobare et isothermedlG dépend uniquement de la concentration molairecdegosantes
(m) et de leurs potentiels chimiques, (@ partiel par mole). Le potentiel chimique dépeled

la concentration (de la substance dissoute :

. C;
u=u; +RTn—;
u=ui + VIC~

(6)

(Ci — est la concentration molaire du composét |b est le potentiel chimique standard
correspondant & I'état de référence du systéme ldgp®l la concentration’€1 M, T =
298°K, P =1 atm).

Pour les molécules portant des charges électri(dle&@nion ou cation), en présence
du potentiel électriqu®, pu devient une fonction de la concentrati®du composé appelée
potentiel électrochimiquei :

i =uf +RTIn Ci + IF¥ (7)
(F — est la constant de Faraday, 96,480%3W).

Pour la température (T) constante et pressiongp$tante

dG = Z.uia'ni ®)

i=1

et

= Z ©)

Pour la réaction chimique ou biochimique
ky
A ;f(:} p
bl
I'application de I'équation (ég.@JonneAG comme fonction du rapport d’action de mdss: (

I'=[P]/[A] (Saks et al. 2007a)
\G = 2.3RT10 - (10)
AG =2.3RTlg

ou 2.3 est le coefficient de calcul des logarithmatirels en décimale, R — la constante du

gaz parfait, T — la température absolue en Kelvin.
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L’énergie libre de Gibbs représentg o 85

graphiqguement en fonction du rapport d’action ;

masse des composantes de la réaction chimigug -g

montre qu’'une réaction irréversible peut se déroy %

spontanément si I'énergie libre (G) diminue dans ;

direction de l'état d’equilibre [{K=1, (K-constante % S T

d1équ”ibre)' (Figure 2) ’ f}':.um | 001 04 1 10 | 100- 1000

Dans ce cas, les variations de I'énergie lik&) et, T

respectivement, les forces motrices sont égale&r@ 1 Figure 2.L'énergie libre du systéme (G) est
représentée en fonction du oK et est

Lors d'une conversion du substrat A en produit P : | ¢aicuiée en conformité avec I'équation(Saks

- la valeur deAG (Ginaie-Ginitiae) €St négative si Ig €tal 2007a) ,

rapport d’action des massé)(est plus bas que la
constante d’équilibre (K) (déviation a gauche &nd des abscisses), et
- elle est positive di>K (déviation a droite sur I'axe des abscisses).
L’augmentation de I'entropie dans une réaction sgoée conduit a la diminution de I'énergie
libre du systeme car

AG = AH — TAS (11)

et La thermodynamique classique ne peut pas décdreeatement les systémes

ouverts car les flux métaboliques a travers lesrfates du systeme avec I'environnement
empéchent l'installation de I'équilibre a I'intédiedu systeme. Dans un systeme en équilibre,
il 'y a pas de variation de I'énergie libre ni desces motrices.

Une réaction hors équilibre est caractérisée pagdalité des vitesses des réactions
(directe et inverse).

Tenant compte de I'expression du flux. =Jk;-[A] et  J=k4[P],

_Pl ] ke (12)
AL K
.'i k. (13)
_y o
Al :HT.!HJIL (14)

+

Cette équation décrit la quantité d’énergie nédessal systeme pour maintenir la
réaction en état stationnaire (concentrations emtss du substrat [A] et du produit [P]) hors
de I'équilibre (inégalité des flux ou des vitess&g) absence de travail, cette énergie peut étre
dissipée sous forme de chaleur pour augmenterdiet environnant le systeme. Ce principe

est fondamental pour le concept des systemes digsiproposé par |. Prigogine (Prigogine
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et Nicolis 1977). D’aprés Prigogine, les systemigsiplatifs ont la capacité de compenser la
tendance entropique croissante en consommant diénet en I'employant pour exporter
I'entropie vers leur environnement, de ce fait mrdantropie négative ou néguentropie, qui
empéche le systéme de se déplacer vers un étailidery Le systeme hors équilibre tend
toujours vers I'équilibre. Le systéme vivant peigdapter, étre relativement autonome et
survivre dans I'environnement qui change constammreenacceptant la modalité des états

stationnaires en dehors des états d’équilibre él&stpar les mécanismes cinétiques.

3. L’extraction de I'énergie libre de Gibbs par lescellules musculaires : la
synthese de I'ATP

Les cellules musculaires extraient I'énergie likde son environnement via le
catabolisme des glucides (glycogene, glucose), dgsdes (acides gras) et,

exceptionnellement, des aminoacides.

Rappelle sur Iefficacité énergétique des sources du catabolisme
La glycolyse anaérobie :

CeH. 204+ 2ADP + 2P, 4 2NADT — 2CH, — CO — COOH 4+ 2ZATP + 2{NADH H*}+ 2H.,0

La glycolyse aérobie nécessite I'oxydation du pyruvate dans les mitochondries :

CoH1204 + 36ADP + 36P, + 605 — 6C0; + 36ATP + 42H,0

AHgg 0, = 2854K] - mole™!

(AH, l'enthalpie - quantité maximale de chaleur échangeable que le systéme peut produire
(mesurée par calorimétrie))

L’oxydation aérobie des acides gras via la f-oxydation produit de I’Acetyl-CoA qui entre dans

le cycle de Krebs :
acide palmitique (CqgHz2 05 | = palmityl — Cod — 1600, + 129ATP + 16H,
AHg p,,0,= 9791K] - mole™?

La variation de I'énergie de Gibbs de synthése de 'ATP (8 mM) en présence de 0,03 mM
d’ADP, 1 mM de Pi en conditions physiologiques est de :
1e([ATP])
[ADPI[R4]
(AG’,p - la variation de I'énergie de Gibbs standard de synthése d’une mole d’ATP= 32,2
kJ-mole™)

L’efficacité énergétique [(AG,rp/AH)-100%] de la :
glycolyse anaérobie = 4% ;
glycolyse aérobie = oxydation d’acide palmitique = 45%

AGgrp = AGPrp 4 RTInI = 32,200 + 2,3 - 8,314 - 310 - = 60k] - mole™1

Le contenu en énergie per unité de masse est 3 fois plus grand dans les lipides que dans les

glucides (Newsholme et Start 1973).
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3.1 La glycolyse

AG’
(kJ.mol*)
Le diagramme de la figure § 4
Glucose
représente le force motrice (NG 0 ATP
standard par mole) de chaque étape 20 4 (»Anmpi
la glycolyse anaérobie qui permg P e o
. , . - — ATP Yopi 2ATP
I'extraction de -80 kJ- M d’énergie | 40 C ' i
) R ADP Pi G
libre pour la synthese de 2ATP et FLodip  208F e pEp
60+ o A2, AG  2ADP
stockage de I'énergie de I'oxydation g +GA3P DPG ”P‘D 2
AN/ 5 pyruvates
. -80- 2NAD' 2 NADH 2 ATP Lot
deux NADH et la production du _ o ) i
Diagramme énergétique de la glycolyse. Légende : G6P = glucose-6-phosphate, F6P =
[fructose-6-phosphate, F1,6diP = fructose-1,6-diphosphate, DHAP = dihydroxyacétone
pyruvate- phosphate, GA3P = glycéraldéhyde 3 phosphate, A1,3-DPG = acide 1,3
. diphosphoglycérique, A3PG = acide 3-phosphoglycérique, PEP = phosphoénolpyruvate,
Les trois étape S de ce Pi= phosphate inorganique
, . , , . Figure 3
réactions (catalysés par I'hexokina g ﬁ

(HK), la phosphofructokinase et la

pyruvate kinase) sont exergoniques (elles s’accgmgrat de la variation négative de I'énergie
libre) : deux sont couplées a I'hydrolyse de I'A&Pla troisieme a la déphosphorylation du PEP
et de la phosphorylation de I'ADP. Lorsque l'origirdu glucose-6-phosphate (G6P) est le
glycogéne et non pas le glucose (la situation beld pour le muscle squelettique), les
étapes glycogéreG1P—~G6P ne passent pas par la réaction de I'HK.

Le pyruvate issu de la glycolyse est transforméeayruvate deshydrogenase (PDH)
mitochondriale en Acétyl-Coenzyme A avecdeduction d’'un NAD. L'acétyl-CoA entre
dans le cycle de Krebs. Lxoxydation des acides gras produit aussi de I'&€&hA qui est
également dégradé dans le cycle citrique. Au cderda glycolyse anaérobie le pyruvate est

converti en lactate par le lactate deshydrogeérd3el).

3.2. La phosphorylation oxydative

L’énergie libre extraite par la glycolyse anaératéepermet pas a la cellule de réaliser
un travail soutenu, supplémentaire a celui métgheli (anabolique). Pour assurer
énergéetiquement un travail soutenu et fluctuanar@bs variées), les cellules musculaires
oxydatives utilisent la phosphorylation oxydatiyei se déroule dans la mitochondrie. Son
réle est de déplacer la réaction de synthése dePl'Au-dela de I'équilibre afin de permettre
'extraction plus efficace de I'énergie libre debBs. La mitochondrie peut maintenir le

rapport d’action de mass€&= [ATP]/[ADP] [Pi]) 10' fois plus élevé que la constante de
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I'équilibre (K=10°M, I'=10° M) pour maintenirAGare ~ 60 kdmole® (Nicholls et Ferguson
2002).

La mitochondrie forme un compartiment cellulaire @int lieu des réseaux
meétaboligues comme par exemple le cycle citriga@;dxydation des acides gras, la chaine
de transporteurs des électrons, le transport dewbwiées a travers la membrane
mitochondriale interne, la synthése de I'ATP.

Les mitochondries occupent environ 40 % du volumdadcellule cardiaque. Dans les
cellules musculaires oxydatives, les mitochondnesrmyofibrillaires ont un arrangement
cytoarchitectural assimilable a un cristal pernmgttd’optimiser le transfert d’énergie
(Vendelin et al. 2005). Une étude récente réalitses notre laboratoire (LBFA, Grenoble) a
montré que les mitochondries des cellules cardmga@ultes (du rat) en conditions
physiologiques normales ne sont pas soumises aoegsus de fusion et fission (Beraud et
al. 2009).

Les muscles squelettiques possedent un contenablaren mitochondries. Elles
peuvent occuper un pourcent du volume cellulairsdes muscles glycolytiques et jusqu’a 6
a 50 % dans les muscles oxydatifs (le 50 % estctaistique des muscles pectoraux des
oiseaux migrateurs). La structure interne des rhdadries est formée de deux membranes

(membrane interne et membrane externe), délimitaspace intermembranaire.

3.2.1. La membrane interne mitochondriale

Elle forme des replis appelés crétes qui pénetaetiintérieur de la matrice afin
d’augmenter sa superficie. Elle contient 38&phospholipides, 70 % de protéines, dont des
complexes protéiques de la chaine respiratoiréfétehts transporteurs comme par exemple
la TIM (Translocase of the Inner Membrane) qui assule transport des protéines en
provenance des TOM (Translocase of the Outer Memayeet les transporteurs qui font
partis de la famille de transporteurs mitochondia(MCF — mitochondria carrier
family) composée de:

-symports : H/pyruvate translocase, "BH,PQy : transporteur du phosphate inorganique
(H2PQy) ;
- antiport ANT (adenine nucleotide translocase)!/8&* antiport ; carnitine-acylcarnitine

translocase (CACT) pour le transport des acides jgra
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- uniport de C#&' et d’autres (Figure 4)

Glucose Fatty acids Sarcolemma {b
Cytasol Quter membrane _80 mV
Y Electron ransport | I 11 v
3.6-P chain (ETC)
G6-F 2H noHt oM -
Inner membrane o e - H/
] a ({1 AN
NADH o |
Y Lo 2H* 2H ®
o Succinate 1
GAPDH > @YR) NAD i Fumarate H,O %D "[E
f s NADH FADH; =
L ™ =2
NAD NAD \ aDP (P AT < MEH-F)

Mitochondrial @
matrix

F

AcCoA /‘ \\}
Gagan )

650 PYR '\ MDH 'SDH
&

(FAD) KREBS ©

CYCLE

NADH NADH IDH &KDH, ~ NADH @
NAD* \EADS — s (FAD) kNAD* (4
mitoKe,, mitokam Q A ‘
\ Bl / \ Bl A\ N /
d (Y LBl 5

Figure 4 : L'oxydation séquentielle des substratsdes gras, glucose) donne le substrat commuiyde Krebs
— l'acétyl-CoA qui est la source des équivalentiioteurs NADH et FADH Les électrons passent dans la chajine
de transporteurs des électrons ou les réactiondéma d’oxydoréductions médient la translocaties protons &
travers la membrane interne avec la formation demil électrique et du gradient pH (force protoirice) qui
dirige la synthése de I'ATP par 'ATPsynthase mitondriale. ANT, adenine nucleotide translocaseg-B
glucose-6-phosphate ; IMAC, inner-membrane anicamokl, MCU, mitochondria G uniporter ; mitoks,,
mitochondrial C&™-activated K channel ; mitoKrp, mitochondrial ATP-sensitive Kchannel, PIC, phosphat
carrier ; PTP, permeability transition pore ; P¥Rruvate, KHE, K/H* exchanger; NCE, N&C&"* exchanger ;
IDH, isocitrate déshydrogénase ; KDbhketoglutarate déshydrogénase, MDH, malate déshgdiase ; PDH,
pyruvate déshydrogénase ; SDH, succinate déshyamegédO'rourke et al. 2005).

D

a. La chaine des transporteurs d’électrons

La membrane interne comporte quatre complexes iguae qui catalysent

séquentiellement des réactions d’oxydoréductiogogistituent la chaine des transporteurs
d’électrons (Figure 5). Elle est formée par plusiegonstituants protéiques associés a

différents prosthétiques d’oxydoréductiorontd le potentiel augmente

progressivement le long de la chaine des trangpsrtel’électrons. La chaine des

groupes

transporteurs d’électrons couple les réactions ydlokéductions a un mouvement

transmembranaire des protons dans le sens inverseidpotentiel. La variation de I'énergie
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libre produit par le transfert d’'une mole de prowm absence de la différence du potentiel
électrique est exprimée par I'équation :

(H*] (15)
8u = 2.3RTlg py; = —2.3RTApH

Le déplacement des protons (gradient transmemlvearai protonsApH)) crée une
charge positive a la surface externe de la membraesne et une charge négative du coté de
la matrice responsable de I'apparition d’'un potdrélectrique A¥). Le gradient du potentiel

électrochimique transmembranaire des protaps{;.c) est exprimé par :

RT (16)
AuH* = FAW — 23— ApH
La variation de la force proton-motrice selon Mdt est :

Agiye 2.3RT 17)
Ap = F = AW — F ApH

Par convention, le sigmg¥ est positif quand un ion est transporté du conrpartt négatif
(la matrice) vers le compartiment positif (I'espadtermembranaire) (Mitchell 1961).
Physiologiguement la membrane interne est impertaéalx protons. Néanmoins,
une petite fuite de protons existe.
Le courent d’électrons induisant le mouvement trarabranaire des protons provient
de I'oxydation du NADH et du FADHproduits lors du cycle de Krebs. NADH et FAPH
suite a une séquence de réactions d’oxydorédutaosforment leur pouvoir réducteur en un

potentiel de phosphorylation de I'ATP.

1 18
NADH +H™* + 34DP + 3P, + 50, — NAD* + 4H,0 + 34TP (18)

La réaction d’oxydation du NADH par le dioxygéne sieffectue donc pas en une

seule etape, mais passe par une chs Complexe I Complexe ITT  Complexe IV
de réactions redox. Le NADH cede d 4K 4H" 2H*

électrons non pas directement a ,l'(
mais a un couple redox qui se trou
au-dessus de celui composé g
NAD*/NADH sur Iéchelle des
potentiels redox standard, le flavin

L, . NAD* + H+
mononucléotide (FMN) Fe-S d{ apu succinate  fumarate + 2H*

complexe |. mafrice Complexelt Figure 5 —
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Complexe [I: NADH-Coenzyme Q reductase (le groupe prosthétique
d’oxydoréduction : FMN, avec 6 centres Fe/S). Habsse le transfert de deux électrons du
NADH matriciel au Coenzyme Q.

NADH+H+*+CoQ—NAD++CoQH (19)
L’expulsion des 4 protons de la matrice dans I'espatermembranaire crée le gradient de
protons.

Complexe IlI: Succinate — Coenzyme Q réductase (le groupe prigtle
d’oxydoréduction : FAD avec 4 centres Fe/S et uoayome b). Il catalyse le transfert des
électrons du succinate el au Coenzyme Q et acteEptieux électrons du succinate et catalyse
la réduction du CoQ en CoQHAG® = -2 kJ.mol& Pour l'oxydation du succinate en
furamate AG® = -2 kJ.mol& ce qui ne permet pas d'y associer un transfer de

La succinate déshydrogénase, la s,n,-glycérophtespléahydrogénase et le complexe
paradoxalement oublié, le flavoprotéine de tramsdes électrons ubiquinon oxidoreductase
(electron-ransferring flavoprotein (ETF)-ubiquinoridoreductase, qui lie directementfla
oxydation des acides gras avec la chaine respieatdélivrent les électrons directement dans

la chaine respiratoire (Nicholls et Ferguson 20@Rire 6).

AcylCoA r Elecyon-tr qurster tirg
2 flipvop orein {ETF)

iefiydr oy

FAD FAL

Commplex | l _ . .
NaDHdayhopmmise Nor-physiologieal

(NADH ithieuiinone E TF-tilncuiitton Ascorbate
oxiidor eductise) oxidor edictise
FIR. 8FeS ceatres Fo S cemre FAD i ?ﬁh?
- {~antimycin) . -3,
U?’ ?;f:;?:::n (amyxothiazofy  TMPD Fe(CN)*¢ {-cO}
X {-s tigrrateding \ 7 {-NO}
Cotrplex il / Cotnplex 1Y
S.t1-Glycerob-3-phosphiate Ubiquinen Cytocht ome het complexe Cytaal oxidase
dehydioyenase s Ubiguine! {Ubiguiinol-cyt ¢ oxidor eductase} {Cytc oxidase)
. — Cyte R
FAD. FeS cenites? pool 2 h-type haems ¥ 2a-type haems
RieskeFe S cente (1.23)
Te-type ftaem o) T 3 Cuions

Complex it
Succite

deftydrogertase Suitite oxidase

Wo-pterin
-1y pefraetn

FAD (covalent}
3Fe S centres
B-typehaem

Figure 6. Transfert des électrons entre les différeomplexes de la chaine respiratoire (NichdlSeeguson 2002)

=

Complexe lll: Coenzyme Q- cytochrome C réductase (1 centre BRe¢gtochrome

b, un cytochromejd. Il catalyse le transfert des électrons du Ce@iHcytochrome C.

CoQHz+2Cyt c(Fe3+) »CoQ+2Cyt ¢ (Fe+) (20)
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Les protons de CoQtsont expulsés dans I'espace intermembranaire.

Complexe IV: Cytochrome C oxydase (2 cytochromes a et 2 atotee€u). Il
catalyse I'oxydation de Cyt ¢ réduit par 'oxygemeléculaire, qui est I'accepteur final des
électrons de la chaine de transporteurs des éhsctro

Cytc (Fe3*) +2e—Cyt c(Fe?t) 21

Y 0,+2e+2H+—H20 (22)

Les deux protons nécessaires a la réduction de $ard appelés les protons substrat.

Les deux autres protons sont expulsés par le comnplevers I'espace intermembranaire.

b. L'ATP synthase

L’ATP synthase (B,F1) est un complexe protéiqu

ATPM
ADP+Pj+Mg++ g

situé dans la membrane interne mitochondriale o(
catalyse la réaction de synthése de 'ATP a pdetifADP,
Pi et le Mg (Figure 7) grace au gradient électrochimigq
de protons généré par la chaine des transport
d’électrons (Pedersen et al. 2000). L'ATP synthase
formée de 15 sous-unités (Ko et al. 2000) : 5 smites

\V
. | =“C” Subunit Ring (
(Rotor) )

forment I'unité catalyti i est le moteur
(a3[33Y88) orme unite catalytique Fqui est le moteur dg Figure 7. KF-ATPase (Chen et al.

I'hydrolyse de I'ATP, les 10 autres sous-unitésnfent | 2006)

4

incorporées dans la membrane interne pour formend&ur a protons (rotor) et une autre

l'unité Fo (une partie contenant les sous-unités a erT,

composée des sous-unités b (sensibles a I'oligomayfdligomycin sensitivity conferring
protein, OSCP) forment la tige ou « stator » qutes\d du segment incorporé dans la
membrane interne jusqu’au sommet dukko et al. 2000). Trois mécanismes successifs qui
assurent le fonctionnement de I’ATP synthase sont:

- Le rentrée des protons de I'espace inter membdains la matrice induit la rotation
de 12 sous-unités c et de la sous-unitgrace au gradient transmembranaire de
protons,

- un mécanisme mécanigue de couplage de la rotatidnmtéy tous les 120° avec les
modifications de la conformation de chaque pairsales-unités,
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- un mécanisme chimique de synthése de I'ATP a paetitADP, du Pi et du Mg

dans chaque sous-unggBoyer 1997, Chen et al. 2006, Omote et al. 1829ersen

et al. 2000).

A un instant donné, les trois sites sont occupésoet dans des conformations
différentes (Figure 8) :

1- départ de I'ATP situé
dans le site de conformation ¢
(open). L'ADP et le Pi s¢g

fixent spontanément sur ce sif

_ _ | Figure 8. Mécanisme de 'ATP-Synthase. La réactlersynthese de 'ATH
qui presente une faible affinits procede cycliguement de gauche a droite par lgegta, 2, et 3. Chaqu
pour ces substrats. cercle représente une conformation de l'unité FE{'ATP-synthase. Les

W

secteurs dans chaque cercle représentent lep#ioésap: la conformation

2- rotation de la sous de la sous-unit§ dans chaque paire est coloré en: vert (T, tighieu (I,

unité y et fermeture du sitg loose), rouge (o, open), rose (c, cl (Bianchet et Amzel 20().

contenant les 2 substrats. Dafrs
cette conformation L « loose » le site est inagttif peu d'affinité pour les substrats.

3- rotation de la sous-unitg le site L acquiere une conformation T « tight fode
affinité pour les substrats. Ce site T est adtif:a synthése d’ATP et d#. La condensation
de 'ADP et du Pi est spontanée et ne nécessitd’pasrgie.

4- le couplage de la rotation de la sous-upig&ec le changement de conformation du
site qui repasse dans sa conformation O: il y eeduke du site, baisse de I'affinité pour
'ATP et libération d’ATP dans la matrice mitocharade (figure Bianchet et Amzel 2007,
Bianchet et al. 2000).

Quand le cycle de lagF;-ATPase se déroule en sens inverse (de droitecdhgaur la
figure 8), il couple I'hydrolyse de I'ATP a la géaton d'un gradient de protons a travers la
membrane interne. Pour empécher ce processus, &I &hermoalkaliphilic inhibiteur des
protéines) forme le pont entre les sous-unjtésp (étape 3), en favorisant la fermeture de la
sous-unité ce qui bloque le cycle catalytique d’hydrolyse’'dd P (Stocker et al. 2007).

L’énergie libre du gradient électrochimique dest@ns utilisée pour la syntheése
d’ATP & partir de 'ADP et du Pi en présence du’M@ADP + Pi + H -ATP + H,0) est
exprimée par I'équation :

AG =11 - fig- (23)
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ou n — est le nombre de protons transporté paiokr la synthése d’une molécule de 'ATP ;
(n~3). Pour la réduction d’'une molécule d’'oxygeartaitilisés 4 électrons et 20 protons sont
transloqués (280H"). Donc l'efficacité de la phosphorylation ou I@part P/O, est environ
de6 (Nicholls et Ferguson 2002).

c. L'ANT, le carrier de transport des nucléotides a@ényligues

Dans la cellule eucaryote, le transport de 'ADPPAA travers la membrane interne

mitochondriale est une étape métabolique

critique dans I'approvisionnement en AT
des processus intracellulairg
(Klingenberg 2008). Le transporteur d¢

nucléotides adenyliques (adenir

nucleotide translocator, ANT) est un d¢

membres principal de la famille d Figure 9. Représentation de la structure du coreplex

transporteurs membranaires — antiporte| carboxyatractyloside (CAT)-ANT qui est composé de
six spirales (helix) transmembranaires (H1-H6) et|d

— qui transporte les substrats (anioniquq trois spirales paralléles a la surface de membfiahe,
h3-4 et h5-6) (bleus au rouge du terminus N auitaersn
a travers la membrane. C). CAT est montré dans la cavité entourée par une
, L, ) L, grille orange. (a) Vue de coté. (b) Vue de l'espace
L'ANT a été cristallisé pour la intermembranaire. (CL- cardiolipines a [linterfage
membrane (Pebay-Peyroula et al. 2003).

groupe frangais de I'IBS a Grenoble, Eva Pebay-®égren 2003. La protéine a la forme

premiere fois sous la forme d’'un comple

avec le carboxyatractyloside (CAT) par um

d’'un entonnoir ouvert vers l'extérieur grace a tiéfices transmembranaires inclinées. La

cavité contient de nombreux résidus chargés pesitant (Figure 9).

Avant de connaitre la structure de I'ANT, Klingenpe(1976), en utilisant le
marquage des nucléotides adényliques endogénes’tdvetcexogénes aveléC, a montré
I'existence d’un échange stoechiométrique des ntid&oadényliques ATPet ADP entre
les espaces matriciel et intermembranaire de laoamindrie (Klingenberg 1976). La
translocation des nucléotides adényliques est amsport passif électrogéne dirigé par le

gradient électrostatique (Pebay-Peyroula et Bram@gl04).

L’affinité de 'ANT pour '’ADP est autour de 1 a 10M et autour de 20 mM pour
'ATP (Jacobus et al. 1982). Il existe trois isof@ms d’ANT : FANT1 (musculaire), 'ANT3

(ubiquitaire) humaines qui exportent I'ATP produgar phosphorylation oxydative
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mitochondriale et I'ANT2 exprimée dans les cellulgbycolytigues cancéreuses en
prolifération qui est supposée importer 'ATP glitmue dans la mitochondrie afin de
maintenir le gradient de potentiel de la membraterne et d’éviter I'apoptose (Chevrollier et
al. 2005). La protéine a été deécrite comme un mamem son fonctionnement
monomere/dimeére fait I'objet de discussions. Klimgerg, décrit le fonctionnement de 'ANT
comme un dimére dont son ouverture est dirigée lermatrice (m) ou vers l'espace
intermembranaire (c) (Klingenberg 2006).

Le transporteur catalyse la translocation du sabattravers la membrane interne sans
le modifier chimiquement (Figure 10). Le complexeansporteur-substrat change de
conformation entre deux configurations de baset m,een passant par I'état de transition
(ouverture et fermeture partielles des portes ddenet de sortie). L'ajustement de I'état de
transition est induit par le substrat grace a kimlition de I'énergie d’activatiolAGT)
induite également par le substrat. Tout d’abordixiion du substrat au site de liaison libére
un peu d'énergie en raison du faible ajustemetiétd de base. Avec I'avancement vers |'état
de transition, les forces croissantes d'interactsubstrat-protéine produisent I'énergie
« intrinseque » de liaison. La difference entredigie du substrat et de I'état de transition
(CT) forme le codt énergétique de la reconfiguratilu transporteur. Ce colt est payé par
I'énergie intrinseque de liaison pour transférecdmplexe de substrat-protéine dans I'état de
transition. La différence d'énergie des états d@sition du transporteur sans et avec le
substrat correspond a '« énergie catalytique »esdt responsable de l'accélération de la
fixation du substrat. En d'autres termes, I'énecgialytique nécessaire pour le transport est
recrutée a partir des forces d'interaction du cew®lsubstrat-protéine atteignant son

maximum dans |'état de transition.
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68, — [65)r—s 6B,
[

.

CS', +— (CS);«— CSy

Catalyic energy

(CSq)intrinsic S

Substrate  §,

Collective reaction coordinates

A. Cycles catalytiques de l'antiport. Pendant le gyldeporteur présente
deux états de base avec le site de liaison dirlg&@érieur ou a l'intérieur. A
une étape intermédiaire, le porteur entre dansatl'éde transition
(Klingenberg 2006).

B. L’état de transition ifiduced transition fit/TF) pour un seul centre de
liaison. Dans les états de bases (c et m), I'ajusté du substrat au site de
liaison est faible. Dans I'état de transition, Ugiement est optimal grace a
I'induction par le substrat de plusieurs sitesidisdn et ainsi les changements
du transporteur qui menent a l'ouverture et arfmééure partielle de la porte
opposée (Klingenberg 2006).

C. Profil énergétique de la catalyse du transportearfixation initiale du

substrat libére une faible énergie de liaison. fan @ transition I'énergie de
liaison (intrinséque) est haute due a l'optimisatibe I'ajustement. Cette
énergie intrinséque de liaison atténue la barridee haute énergie du
transporteur libre (CT) jusqu’a un bas niveau d’'gieedu complexe de I'état
de transition (CTST). Ainsi, I'énergie catalytiqust eecrutée a partir de
haute énergie intrinséque de liaison de [I'état rdasition (Klingenberg
2006).

D. Ajustement faible du substrat au site de liaidans les états de base Ce et
Ci du transporteur. L'état de ftransition est attegrice a I'énergie
intrinséque du substrat. Les modifications du eed# liaison déclenchent le
changement global du transporteur menant a la fermet a I'ouverture de
la porte opposée. (Klingenberg 2008).

Figure 10

4

supercomplexe
transporteur du Pi (PIC) et le transporteur

nucléotides adényliqgues (ANC, ou la transloca

ANT).

d. L’ATP synthasome

Young Ko et Chen (Chen et al. 2004, Ko | ar &
al. 2003) ont découvert que I'ATP synthase forme

avec

Ko a nommé ce supercomplexe (AT synthase, les carriers du Pi (PIC) et des nuclétitle
synthase/PIC/ANC) ou ATP synthasome. Ce su

ATP
Synthasome

transporteurs : | |

Stator

Figure 11. ATP-synthasome formé par I'ATP

adényliques (ANC) (Pedersen 2007b).

/4
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complexe permet 'acheminement direct des ATP, ADPi vers 'ATP synthase en facilitant

la régulation de la synthése de I'ATP.

3.2.2. La membrane mitochondriale externe

C’est une barriere sélective pour des meétabolitestiaines protéines (qui peuvent
passewia le transporteur de protéines TOM (translocddb@ outer membranegt ions. Par
lintermédiaire du contréle du flux des métabolitésergétiques via le VDAC (voltage
dependent anion channel), la MEM participe a laliagn de la phosphorylation oxydative
(Colombini 1979).

Découvert en 1975, le VDAC est constitué d'un fetibéta de 18 brins antiparalleles

reployés de maniere a former un tonng .

transmembranaire présentant une courte hélice alp
son extrémité amino-terminale. Une boucle longue
coté du cytosol est proposée comme site de ligisom
les protéines du cytosquelette capables d’influesee
perméabilité (Figure 12). Plusieurs candidats gt | memembanespace

proposés : l'actine G (Xu et al. 2001), le Bcl-X Figure 12.VDAC (voltage dependente
annion channel)

(Vander Heiden et al. 2001), la chaine Iégére aeitye 7
(Schwarzer et al. 2002), la protéine mMtHSP7U

(Schwarzer et al. 2002) et la tubuline (Monge et2808, Rostovtseva et Bezrukov 2008,
Rostovtseva et al. 2008). En position ouvert, |eA¢Dest perméable prioritairement pour les
anions et les métabolites chargés négativementifgie, pyruvate, ADP, ATP, phosphate,
etc.) et participe a la libération des protéinesggoptotiques : Bid, Bax, Bak (Korsmeyer et
al. 2000). En position fermé, le VDAC devient séfguour les anions, les cations Net C&*

et est imperméable pour 'ATP (Rostovtseva et Chimil997, Rostovtseva et al. 2008).
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Il. Le métabolisme énergétique

intégré dans

les deles musculaires :

lieu de

transformation de I'’énergie chimique liée au poteriel de phosphorylation en un travalil

mécanique

Dans la cellule musculaire 60% d’ATP est consompme la contraction musculaire.

1. La contraction musculaire

1.1. Le module contractile

L'unité contractile est représentée par la myofiriformée d’unités répétitives — les

sarcomeres (Figure 13). Chaque sarcomere est tEMmsuellement par des bandes sombres

A contenant myosine et actine et des bande | canteseulement I'actine. La zone centrale

(bande M) du sarcomére contient uniqguement de lasing. L'actine est fixée aux disques Z

riches en l'alpha-actinine. La myosine est fixé&digne M au centre du sarcomére. Les

bandes M, en dehors de la

myosine, contiennent |3
protéine myomisine, |4
M-protéine et la partie CH
terminale de la titine. L&
titine s’étale du disque 4
vers la bande M ou ellg
avec la

Elle

myosine

interagit

myomesine.
maintient la
dans sa position spatial
par le phénoméne df
'espacement en treillis
La nébuline s’associe 4

'actine, en limitant sa

thick
filament

nebulin
filament

myosin

thin
filament

Figure 13 : Représentation schématique et I'imagaieroscopie électronique du

sacomereOttenheijm et al. 200).

I l—>‘Z

|
actin

tropomyosin '

troponins

4

longueur.

La myosine est un moteur moléculaire qui transforme I'éneliee de Gibbs (de

phosphorylation) de 'ATP en énergie mécaniquee [t formée de deux chaines lourdes
(MHC, 200 kDa), torsadées I'une autour de I'auttege 2-3 chaines légéres (MLC, 20 kDa).

Chague chaine lourde comporte une téte globulatevoie de l'activité ATPasique et une

32



gueue en hélice alpha. Les deux grandes classssfalines de MHC caractérisant les
propriétés cinétiques de contraction musculaire stes isoformes de type lent (MHEet o
dans le myocarde et MHC-I dans le muscle squelsdjiget les isoformes de type rapide

(MHC-I1I dans le muscle squelettique) (Table 1).

Table 1 Muscle cardiaque Muscle squelettique

MHC - : ventricule et

4%

Isoformes de typ ' o
| MHC-a : oreillette chez I'Homme MHC-I : soléaire
lent ou oxydatif
MHC- @ : coeur de rat

Isoformes de type
MHC-lla et lIx : chez 'Homme

rapide ou .
MHC- lia, lIx etllb :chez le Rat

glycolytique

La plupart des muscles squelettiques, spécialercieer 'Homme, sont mixtes et
composés de fibres oxydatives et glycolytiques.

Les filaments finsont un diameétre d'environ 7 nm et sont constitl&plusieurs types
de molécules, l'actine, la tropomyosine et la trope (Figure 14).
L'actine monomérique est une molécule globulaire de 42 kbDlgmérisée en filaments.

Deux filaments d'actine forment une double héliws'enroulant I'une autour de I'autre.

La tropomyosine (Tm) est une protéine allongée homodimérique aérbdimerique, chaque
monomere étant constitué de 284 acides aminés adopbe structure en hélice alpha qui

s‘enroule  autour d'autre

hélice de Tm pour formef Tnc
Figure 14A Le filament fin avec les sous-

unités de la troponine (Tn) TnC, Tnl, TnT et
la tropomyosine s’enveloppant (Tms) le long
de la spirale d'actine.

une superhélice.

La troponine est composée

Actin 1 Tropomyosin
|
Head-to-tail

de 3 chaines: la troponine-| overiap

(TnT), responsable de | Figure 14B Les modifications induites

par linteraction dela Tn avec le €a
Tnl se détache de l'actine (A), et Tm se
déplace sur la surface de l'actine (Gordon
et al. 2001).

liaison troponine-
tropomyosine; la troponine-
(Tnl) possedant une activity

_ ), 7
inhibitrice. de  l'activité 7

ATPasique de la myosine ;

—~

la troponine-C (TnC) possédant 4 sites de fixafionr le calcium. La fixation du Gaa la
sous-unité TnC renforce l'interaction de TnC-Tntlétache Tnl de ses contacts avec l'actine
(Figure 14A, 14B) (Gordon et al. 2000, Solaro eti¢kal998). Le détachement de la Tnl de
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I'actine par intermédiaire du Ga- permet au Tm de se déplacer sur la surface amdiht fin
(Vibert et al. 1997, Xu et al. 1999).

La fixation du C&" & la troponine (Tn) initie l'interaction de la nsjye et I'actine.
L'hydrolyse de I'ATP fournit I'énergie et génere flaace motrice pour les changements
moléculaires. La régulation de la contraction mieioel est donnée schématiquement dans la
Figure 15 (Gordon et al. 2001).

B actin
A activating states non-activating states

r N\ .
ATP binding
ATP

ADP  ADP AeMf L&* A~M-ATP

release V/ 1 Actin
8 2 detachment

A*M*ADP M-ATP Thick filament
e 4
isometric
rate-limitingT7 3 "‘l g::va 5 . L —
step g ATP binding site %

AsM™<ADP M-ADP-P, riack

4 p

y R\ 6 / Actin

power > P \ weak -

stroke 5 ) at{achment /
AsM+ADP+P, «==_ A~M-ADP-P, 6 A

Ca” regulated 5
strong attachment

Figure 15. montre le cycle de ponts actine-myogii®l) en termes de divers réactifs et produits (B)les

changements structurels correspondants (b). Uisetidorte est marqué par « ¢ » et une liaisonldgiar « ~ » ;A,
actine ; M, myosine ; dans le complexe A+Mf, f eatpont AM exercant la force ; 'absence des irtioas entre
I'AM sont identifiées en tant qu'actine grise etasine verte ; les interactions faibles - l'actime jaune et la
myosine en bleu-clair ; et les interactions fortéactine en verte et la myosine en rouge.

Etape 1: fixation de 'ATP sur la myosine.

Etape 2: le détachement consécutif de l'actine de 'A~NIPAcomplexe est due & l'ouverture entre deux ségmns de
myosine de 50 kDa.

Etape 3: I'hydrolyse de 'ATP est accompagnée par uréehiissement » de la région de cou de myosine.

Etape 4: la myosine se lie faiblement & l'actine, en absatu C&" la Tm bloque I'accés des tétes de myosine auxditdiaison
forts sur l'actine.

Etape5 : quand le C&" se fixe & la TnC, Tnl se détache de l'actine, peameau complexe de Tm/Tn de glisser sur la serf
de l'actine. La liaison forte de la myosine a [aetest associée au mouvement des sous-régionsesupéet inférieurs de 50
kDa I'une vers I'autre (fermeture). Ce mouvemenipetra la région du cou de la myosine de se prolpgerant une voie de
libération du phosphate inorganique de la pochied#@on de I'’ATP sur la myosine.

Etape6: La prolongation du cou de myosine est la coutsepuissance qui, dans le muscle isométrique, étirélément
élastique (le segment S2) de 10 nm et produit areefde ~N/pont AM. En conditions non-isométrique, le racaissement
de la prolongation de cou fait glisser les filansegpais et fins les uns sur les autres.

Etape 7: est une isomérisation irréversible sensible aantraintes; c.-a-d., quand la force sur le pont &8t grande commd
dans la contraction isométriquey lest lente (3-10'Y et devient I'étape limitante pour le cycle detpal. Quand la contrainte]
sur le pont AM est bas, comme au cours du raccssewsient rapide .kaugment > 5005

Etape 8(réversible) : L'ADP est libéré du complexe AsMfeRDpour former I'état de rigidité, AsMf. Pendant desitractions
isométriques, la lenteur de/kcause I'augmentation des ponts AM a I'état inifMf*e ADP) et avec lui la force.

La fixation du C&" et I'attachement fort des ponts de myosine indtikgctivation le long du filament fin & 12-1
actines, c.-a-d., au dela des 7 actines couvesatese seule Tm. C'est le modéleampérativité d'activation par

C&" (2002, Gordon et al. 2001).
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1.2. Le couplage Excitation-Contraction

L'événement déclenchant la contraction musculase ume augmentation de la

concentration intracellulaire en calcium (Figure).18u repos, cette concentration est

Ca*], = \
DHPR" y5.10Mm
2+

{
_\Ca?

d'environ 0,1 uM. Lors dune

stimulation, elle peut augmentg

jusqu'a 1uM soit 10 fois plus. La

différence de potentie
transmembranaire des cellulg
cardiaques pacemakers, créée |
la sortie du K et I'entré du N§

Diastole - 107 N

23 o
. . y + Systole — 1- 3- {6 M
induit l'ouverture des canau S0 et

MITO S =—-—= " troponin C

voltage-dépendent et [apparitio PT{% =~ ———1 Myofibril
2 ADP+Pi ATP
du potentiel daction san KK al //

intervention d'un neurong

Figure 16. Couplage excitation-contraction (Saka.€2007b).
excitateur. Le potentiel d'action ef V

transmis aux autres cellules musculaires cardiagakses les unes aux autres par des
jonctions communiquantes (gap, reliant les cytopkss de deux cellules adjacentes par un
pore protéique). La vague de dépolarisation dedmbiane plasmique ouvre les canauX'Ca
des récepteurs de dihydropyridines (DHPR). Le fles ions de CG& déclenche I'ouverture
des récepteurs ryanodine (RyR2 isoforme 2) du ulgtic sarcoplasmique, entrainant la
libération du C& par un mécanisme dite "Libération du Calcium Inchar le Calcium"
(calcium induced calcium release, CICR). (Gordof130La concentration intracellulaire en
Cd* est dépendent du fonctionnement de quatre stestufinflux du C&" & travers le
sarcolémme, la libération et la séquestration dé&" @ar le réticulum sarcoplasmique, la
liaison et la dissociation du €ade la troponine et les flux calciques mitochonakiala
plupart du C4' libéré dans le cytosol suite au potentiel d’acserfixe & la troponine. Moins
d’'un pourcent entre dans la mitochondrie et moias ghourcent reste en état libre dans le
cytosol (Bers 2002, Yaniv et al. 2008). Le roleRIi& ne se limite pas & la libération di¥Ca
mais il participe & I'évacuation du €adu milieu intracellulaire via la pompe ATP
dépendante, la SERCA-ATPase du RS. La SERCA-ATRassfére le Cd4 dans le RS
contre le gradient de concentration en utilisaahdrgie libéré par I'hnydrolyse de I'ATP.
Deux ions de Cd sont transférés pour chaque ATP hydrolysé (Traralet2009) en

conformité avec I'équation :
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2C&"+ MgATP + HO « 2C&"s, + MgADP + Pi + H (1)

1.3. La loi deFrank-Starling

La fonction contractile du myocarde est soumise il deFrank-Starling énoncant
que la force de contraction (tension active) augmérsque la pré-charge (tension passive)
augmente. Si le volume de fin de diastole ventaical(pré-charge, remplissage ventriculaire)
est augmenté, la longueur des fibres est elle amsgmentée, ayant pour résultat
I'amplification de la tension musculaire. De cdtieon, le débit cardiaque est directement lié
au retour veineux, le facteur de déterminationlies gmportant de la pré-charge (Fukuda et
Granzier 2005, Katz 2002, Saks et al. 2006b). efimtétation métabolique de la loi de Frank-
Starling est donnée par la représentation graphldgua consommation de IX@n fonction du
travail du muscle cardiaque (ou du remplissagericemdire gauche) calculé a partir des
données expérimentales et de la modélisation mattigue Vendelin et al. 2000 (Figures 17
et 18).

Figure 17 : La consommation d’'O2 ¢4 en fonction du travail
mécanique. (Ligne continue correspond aux donreees de la
modélisation mathématique réalisé par Vendelinletla ligne

interrompue correspond aux données expérimentfléshdelin

et al. 2000).

VO2, mmol O2/kg dw min
=
(=]

. |
*CK-)
0 0.2 04 0.6 0.8 1
Relative workload

Figure 18: La dépendance linéaire entre le travale

kA 15 contraction iso volumique (cercles vides) et d'&@t (cercles
P _,,.!'0' remplis) (travail mécanique lié au remplissage vientaire
% 1 " gauche) et la consommation de I'ATP par les fibrassculaires
o) - o du ventricule gauche. (PVA la surface pressionway (Dos
£05 w7 Santos et al. 2000, Vendelin et al. 2002).

o o

£ oo

< 0 500 1000

PVA, kPaxml / beat

[~

La respiration du cceur isolé et perfusé mesuréefoection du remplissage

ventriculaire gauche montre que la respiration amtmdriale est une fonction linéaire du
travail et peut augmenter 20 fois (170 pumol Thig dry wt)™) par rapport & I'état basal (sans
charge, \6,=8-12 pmol mift (g dry wt)™?) (Williamson et al. 1976). Cette relation est a la
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base de la loi de Frank-Starling. Par contre, lsaleusquelettique peut augmenter la charge
de son travail de 100 fois par rapport a I'étatejms.

Le mécanisme cellulaire principal sur lequel estélgala loi de Frank-Starling est

l'activation longueur-dépendente du sarcomere
140 -

(length dependent activation, LDAécouvert par ——
Hibberd et Jevell (Hibberd et Jewell 1982). (

principe dit que la force développée est u

Force (%F,..,)

fonction de la longueur de la fibre musculaire
repos (Fukuda et Granzier 2005). P. De Tombe

mesurant la force de la contraction *Ga 1.0 10.0
dépendante du muscle papillaire pour différen [Ca*] (umol/liter)

|0ngueurs du sarcomeére, a montré qu’g Figure 19. La force de la contraction %Ga
. . dépendente en fonction de la longueur du
augmente en fonction de l'augmentation de| sarcomeére (de gauche a droite) (Dobesh et al.

2002).

longueur du sarcomere (décalage vers la gad V
sur la Figure 19) (Dobesh et al. 2002).

L’augmentation de la longueur du sarcomere estrapagnée d’'une augmentation de

la sensibilité au GA L'équipe deKobayashi et al., a montré que le flux transitaleeC&"
reste stable au cours de I'activation longueur dédpet du sarcomeéres (Kobayashi et Solaro
2005). L'augmentation de la longueur du myocytesdacas est induite par la diminution de
'espace entre les filaments résultant de l'augaiemt des ponts actine-myosine qui
favorisent la force de contraction sans changerdemiveau de GA. (Fukuda et Granzier
2005, Kobayashi et Solaro 200R)équipe deMoss, a été la premiéres a proposer le role de
« I'espacement en treille » des filaments (lattiggacing) dans l'activation longueur-
dépendante du muscle cardiaque (Mcdonald et M0o85)1%ranzier et Labeit ont montré
gu’il existait des raccordements entre la titind'agtine au niveau de disque Z qui induisant
des forces radiales et longitudinales (Figure 13s forces radiales contribuent a
'approchement plus étroit des filaments épaisret €én réduisant de ce fait I'espace entre eux
(Granzier et Labeit 2004, Trombitas et Granzier 7)99.a technique de la diffraction
synchrotron des rayons X a montré que l'espaceemettillis de la fibre cardiaque intacte ou
pelée diminue avec la longueur du sarcomere (Ireh@l. 2000). De ce fait, la titine est
responsable de la tension passive du muscle camliige a I'augmentation du volume
ventriculaire par l'intermédiaire de la modulatml'espacement en treillis entre les filaments
(Figure 13).
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La force passive créée par la titine peut tendfigdament épais, permettant le décalage
des tétes de myosine du filament épais par rapporfilament fin (Fukuda et al. 2001).
L’élongation du sarcomere induit une augmentatiomambre de ponts actine-myosine (AM)
disponibles dans la région de recouvrement simpleawmentant le niveau d’activation.
Cette augmentation du niveau d’activation induie taugmentation du nombre des ponts
croisés et, via le mécanisme de retrocontrble papérativité, augmentant I'affinité de la
troponine pour le G4 (Landesberg 1996).

L'activation longueur-dépendante est plus impoetaddns le muscle cardiaque que
dans le muscle squelettique, probablement de Esgmn différente de la titine dans le

muscle cardiaque (Granzier et Labeit 2004).

2. Le métabolisme énergétique intégré. Le réseautiacellulaire de transfert de

groupes phosphoryles
2.1. La diffusion et la compartimentation de I'ATP

L’ATP est une molécule assez grande (500 Da), éeanggativement. Son hydrolyse
est une réaction exergonique libérant en condiamdard environ -30,5 kJ-mdleour
former de I'ADP et -42 kinole® pour former 'AMP. L’ATP a plusieurs fonctions. fleut
étre utilisée comme le précurseur du NAG du coenzyme At pour la synthése des ARN.
D’autre part I'épuisement total de I'ATP peut blequsa régénération car les réactions
initiales de la glycolyse en consomment pour paugairesynthéser (pour la formation de la
G6P, de la F16biP). L'ATP ne peut pas étre stodkdelivré efficacement aux sites de son
utilisation par simple diffusion libre. Il doit &rsynthétisée en continue. En revanche, la PCr
dont I'hydrolyse est une réaction exergonig@®pc, = - 42.8 kdM™, est une molécule plus
petite et moins chargée que I'ATP, qui peut, daiffuser librement. La PCr est utilisée dans
une seule réaction catalysée par la CK. Le tranhdieda PCr et son interconversion avec
I'ATP sont facilités par le phénomene de la conmpanhtation des différent isoenzymes de la

créatine kinase (CK).
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2.1.1. La créatine kinase mitochondriale (MtCK)

hY

La créatine kinase (CK) appartient a la famille peosphagene kinases (les

composants de la guanidine phosphorylée : argikimase...) qui transfére le groupement

phosphate (Pi) de 'ATP sur 'atome d’azote du gmguanidine, aboutissant a la formation

de la PCr, nommée antérieurement — phosphagerte. €&etyme est présente dans les cellules

ayant des besoins énergétiques élevés et varidla@leSK catalyse le transfert réversible du

groupement Pi du MgATP sur la créatine, libérantad@Cr du MgADP et un proton (Mcleish

et Kenyon 2006).

CH,
NHZ CK - | _,NHPO;'Z'
‘OOH-CH,"N==C® "+ MgATP# £=="00C-CH-N=C@ + MgADP- + H-
‘NH, NH,
Il existe quatre isoenzymes de
la CK: deux formes cytosoliquep cytosol Cr‘PCr A
0 = 4 Y
. ;o n . -~ ¥ |
dimériques, MMCK (musculaires) et 77 7T [ ] e e I l i
BBCK (du cerveau) et deux formels memorane Y
space i . | }
mitochondriales octamériques i e, : . I:
9 r:;rilrbrane . i ’.,--“'" --I_ : : -
sMtCK (sarcomérique) et uMtCK _ \\ A i 4 /" v v
L 3 .‘ﬁ Ef ATP ADP ADP ATP
(ubiquitaire). Nous nous allons idi iy '\
nous intéresser aux  propriétes
cinétiques de la CK mitochondriale @ § / &~ - ATP
--» ADP
sarcomériqgue (sMtCK). Dans les
cellules musculaires squelettiques |et
. , | I outer membrane porin (VDAC)
cardiaques, la sMtCK est attachée sur
» ADP D] mneir n;:m::ranﬁi adc:nirE:NT)
la face externe de la membrane interne B s AP
cristae inner membrane
mitochondriale (Eppenbergert space w covielpmpetches
Eberhardt et al. 1991, Jacobus efigure 20. La microcompartimentation de la MICK. MiCK
associées dans des octaméres est fixée a la mam
Lehninger 1973, Kottke et al. 1994, mitochondriales en formant des complexes protétitipes avec
g
'’ANT et le VDAC, ou uniquement avec 'ANT (dans lesétes).
Schlattner et al. 1998, Wegmann et al(figure reprise de Schlattner et al. 2006b)
1992, Wegmann et al. 1991, Wyss |et 4

pran

al. 1992). Elle forme des complexes protéolipidgjaeec le VDAC et 'ANT (Figure 20). La

MtCK forme un couplage fonctionnel avec 'ANT saqsil n’y ait d’interaction directe entre
les deux (Saks et al. 1996, Saks et al. 2004, Sehah 2004, Wallimann et al. 1992). D’autre
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part, ces deux protéines ont une grande affinité fgcardiolipine et peuvent interagir entre
elles (Schlattner et al. 2006bn vitro, la MtCK rajoutée a une monocouche lipidique
contenant de la cardiolipine induit des regroupdmates molécules de cardiolipine en
consolidant et en changeant la morphologie de lactw® lipidique (Maniti et al. 2009).
L’interaction électrostatique des résidus de latggne C terminale chargés positivement
(Schlattner et al. 2004) avec les cardiolipinesrgds négativement (Schlame et Hostetler
1997, Schlattner et al. 2001, Vyssokikh et Brdic2k@3) induit la stabilisation des site des
contacts des deux membranes et influence la margieomitochondriale (Choi et al. 2007,
Maniti et al. 2009, Nicolay et al. 1990). Le coritagec le VDAC est direct et est régulé par
le C&£* (Schlattner et al. 2006b). Plusieurs études omtraaque la MtCK (et/ou I'HK 1),
'ANT et le VDAC peuvent former des micro-comparénts (Speer et al. 2005, Wyss et al.
1992). Ces modules permettent I'acheminent dirext ducléotides adényliques entre la
matrice et la MtCK sans dissipation dans le miletug’exporter la PCr via le VDAC (Dolder
et al. 2003, Kay et al. 2000, Ovadi et Srere 2(¥ks et al. 2004, Schlattner et Wallimann
2004, Schlattner et al. 1998, Schlattner et al428@ndelin et al. 2004a). Dans les crétes la
créatine et la phosphocréatine diffusent librenesite le VDAC et la MtCK car il n’existe
pas de couplage fonctionnel entre les deux complps&eéiques.

Dans le couplage MtCK-ANT, I'ANT réalise le trangfeles nucléotides adényliques
pour saturer la MtCK en substrat MgATP (ATP en prée de M) et pour transporter
immédiatement 'ADP produit vers la matrice. Aingy réaction n’atteint jamais ['état
d’équilibre (Saks et Aliev 1996). De cette facdacheminement métabolique réalisé grace au
couplage fonctionnel MtCK-ANT dirige la réactiontalgsée par la MtCK dans le sens d’'une
production de PCr (Figure 21). En

analysant les caractéristique P CK.MGATP.PCr ----—--—- =

MgATP ./ Cr MgADP.  PCr
ol @l N

energétiques de la MtCK, il a ét

. | Kip
X

montré que la MtCK catalyse [
transfert de groupement Pi et q{ — K
'échange d’énergie libre survien
au moment de la formation et de
dissociation des complexe
enzyme-substrats ou enzym

Figure 21 : Selon Cleland, la réaction catalysédsp@&K est aléatoire
produits (Jacobus et Saks 1981 de type bi-bi en quasi équilibre

En calculant les constantes ;

dissociations de I'ATP et de la créatine avec I€Kitles auteurs ont montré que I'affinité de
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la MtCK pour I'ATP augmente significativement enépence de la phosphorylation
oxydative.

Une des conséquences de linhibition de l'activi# la CK est la diminution de
I'énergie libre AG) de I'ATP (Tian et Ingwall 1996, Tian et al. 199&n outre, grace au
couplage fonctionnel et a son réle dans la trangpiarylation, la MtCK participe a la
prévention de 'augmentation de la perméabilitérdesition mitochondriale et a la protection
de la formation excessive des especes radicaldeeboxygene par la mitochondrie (De
Groof et al. 2001, Meyer et al. 2006, Wallimanmle007).

2.1.2. Le couplage fonctionnel de la MMCK avec la yosine ATPases .

La bande M du sarcomere squelettiques .

cardiaques contient une quantité importante A ADPB e AV AP _JL -

I'isoforme musculaire de la CK, la MM-CK -

Creatine Kinase

interagissant avec la myomesine et la protéine AM
(Eppenberger-Eberhardt et al. 1991, Hornemant l/ ATP

al. 2003, Wegmann et al. 1992). La MMCK joue |  A+MADPP <€— A+MATP <€— AMAIP

Creatine

role primordial dans le métabolisme énergétique| Figure 22 : Le couplage fonctionnel entre le cyc

des ponts AM et la MMCK (Ogut et Brozovich
2003).

rephosphorylation de I'ADP. Dans la cellu 7

musculaire, le contrble par le substrat peut étre

D

muscle en permettant de grandes fluctuations d

accompli grace a la compartimentation sub-cellaldia MM-CK régénére localement I'ATP
a partir de la PCr cytosolique et 'ADP issue deydirolyse de 'ATP. L’ATP régénéré est
transféré a I'ATPase de I'actine-myosine (Figurg. 2h maintenant un rapport ATP/ADP
éleve, la MMCK empéche la dissipation de I'énelgiee de Gibbs (Dzeja et Terzic 2003,
Wallimann et al. 1992).

L’ATP n’est pas le facteur limitant de la réacticer son concentration intracellulaire
in vivo est plus grande que lejKapparent des ATPases des myosines pour 'ATP s&ices
pour générer la force maximale (150 uM) (Cave et2@D0, Cooke et Bialek 1979). Par
contre I'accumulation de I'ADP peut induire une diotion de la contractilité du muscle
cardiague via un ralentissement de la libératiodAl2P du complexe AM-ADP (Cooke et
Pate 1985, Siemankowski et White 1984). L’ADP atbawncentration entre en compétition
avec I'ATP pour la fixation sur I'actine-myosine &mitant le détachement des ponts AM
(Lu et al. 1993). En présence de 5 mM ATP, l'augiagon de la concentration d’ADP de 2-
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3 mM diminue le temps de relaxation de 19-23 % (@guBrozovich 2003, Tesi et al. 2000).
En utilisant les souris knockout, il a été montoe dg détachement des ponts AM en état de
rigidité était plus efficace en présence d’ATP etlal CK/PCr activée qu’en présence d’ATP
seul (Ventura-Clapier et al. 1995). Les auteurssoiggéré que I'ATP issu de la réaction de la
CK est un substrat préférentiel pour le détacherderla myosine du site actine-myosine. A
cette étape, I'’AM devient disponible pour la liaissubséquente avec I'ATP et le détachement
de la myosine. La libération de 'ADP du complexiglAADP et non pas la liaison de 'ATP a
I'AM est I'étape limitante du cycle des ponts aetimyosine (Siemankowski et White 1984).
Alors que I'ADP semble exercer un effet dominant B ralentissement de la
contractilité, I'accumulation de I'ADP au coursl'@ehémie cardiaque est modeste, 27 piM-L
en 30 min. (Cave et al. 2000). L'accumulation exoes de I'ADP dans les myocytes est

empéchée en partie par la CK qui catalyse_sa

rephosphorylation en utilisant la P y ?3:33232:'
cytosoligue comme substrat. (Bessman |
Carpenter 1985, Wallimann et al. 1993

L'importance de la CK dans la contractilité ¢

Tissue content (umol/g ww)

muscle cardiaque est indirectement démont

par le changement conséquent de

o - ¥

concentration en PCr observée au cours 6o: 68 10 45 o @5 86 @85

Time (min)

l'ischémie. En effet, au bout d’'une minute,

Figure 23 représente graphiquement les modificatipn
contenu en PCr chute de 80% et | métaboliques survenues dans le muscle cardiaque| (du

chien) en ischémie (Gudbjarnason et al. 1970)

contractions s’arrétent, en présence de 909

I'ATP cellulaire (Gudbjarnason et al. 1970;
Figure 23).

2.2. Les réseaux du transfert du groupe phosphatéeé navettes CK/PCr et I'AK)

2.2.1. La navette CK/PCr

Le réle de la créatine kinase ne se limite pasrgpdamner les concentrations d’ADP et
de I'ATP dans le cytosol. L’énergie libre de Giltes phosphorylation de 'ATPAGAatp) est
transférés vers les sites d'utilisation sous lanforde la PCr via la « navette » CK/PCr
(Wallimann et al. 1992) (Figure 24). L’hypothéseldenavette suppose l'existence de trois

phénomenes:
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- la restriction a la diffusion des nucléotides adéoues due a la micro-
compartimentation intracellulaire,
- le couplage fonctionnel entre les enzymes et lagsporteurs ayant pour résultat
'acheminement directe des produits et des sulssttat
- l'acceptation du fait que les réactions catalyggssla CK soient en état stationnaire
loin de I'équilibre.
Le circuit de la CK/PCr aide:
- d’'une part, a surmonter les barrieres de diffusians la cellule (Abraham et al.
2002, Saks et al. 2004, Schlattner et Wallimanm2@&livanov et al. 2004, Vendelin et al.
2004b, Wallimann et al. 1992) et a éviter la digsgn de I'énergie due au transport de I'ATP
- et, d’autre part, a éviter accumulation de I'’A[® donc l'inhibition de I'activité des
ATPases en ré-phosphorylant ’'ADP) et 'accumulatie 'AMP grace a la réaction de I'AK
(Dzeja et Terzic 2005).
Les sites de production et d'utilisation de I'énergont mis en relation par une série
des réactions de la CK hors d'état d’équilibre aypaur résultat le transfert presque
instantané des groupement Pi vers les sites de ralemat le signal métabolique de

rétrocontréle (Cr) vers la mitochondrie (Saks etl@b4, Wallimann et al. 1992).

/ Titochondtia i \ Figure 24. La navette CK/PCr

((: & (Schlattner et al. 2006a)
5 x LB

oxidative glycolysis cytosolic eytosolic j m cytosolic creatine kinase (MM-CE. BE-CK, MB-CK)
tion

\ phosphorylation ATPIADPraic  ATP-consump

Ea mitochandrial creatine kinase (sMIGK, ubliGK)

Fw-:ni:: cytosolic AT Pases {fransporters, pumps, enzymes)

[~

La compartimentation des réactions catalyséesgsadifférents isoenzymes de la CK
assurent un niveau élevé du rapport ATP/ADP aunage des ATPases et un niveau bas de
ce rapport au voisinage de I'’ANT. L'inhibition nalective de l'activité de la CK (du cceur
de rat isolé) par l'iodoacetamide induit une dintiom de 50% de la contraction (Hamman et
al. 1995). La substitution dans la nutrition dets rde la créatine avec son analogue, le
guanidiopropionate ou le guanidiobutyrate indui deplétion de 80% de la phosphocréatine,
accompagnée par une augmentation marquée de leentoaton en ADP libre, une
diminution du potentiel de phosphorylation de 'AT& une chute de 45 % de la capacité
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contractile du cceur (Zweier et al. 1991). Les solnockout pour la CK perdent la capacité
d’effectuer un exercice (Abraham et al. 2002, Gorkeet al. 2001, Janssen et al. 2000, Van
Deursen et al. 1993). Chez les souris knockout [@oMtCK et la MMCK une réorganisation
cellulaire est observée, caractérisée par une autgtian en volume et un rapprochement des
mitochondries des sites d'utilisations de 'ATP paugmenter l'efficacité du métabolisme
énergétique (Ventura-Clapier et al. 1995). La ré®se de la PCr et son transfert via le
systeme des CK (le flux du PCr) diminuent lors @dinsuffisance cardiague (Nakae et al.
2003, Neubauer 2007, Ten Hove et Neubauer 2007%&9/¢¢ial. 2005)

2.2.2. La navette adénylate kinase

La navette CK/PC est considérée comme la voie Us phportante de transfert
« d’énergie » dans la cellule musculaire. Néanmatesn’est pas la seule (Figure 25). Le
transfert du groupement phosporyle dans la cettulsculaire est possible par I'intermédiaire
de l'adénylate kinase (AK), de I'hexokinase (HK){ des réactions couplées de la
glyceraldehyde-3-phosphate déshydrogénase/3-phglygkoate kinase (GAPDH/PGK)
(Dzeja et al. 1998, Dzeja et al. 2004, Dzeja e1999). Les mesures des flux de transfert des
groupements phosphates par la CK et par I'AK disatit le marquage parfO-phosphoryle
indiquent que la majorité de molécules d’ATP formégilisent la navette de transfert des
groupements phosphates de la CK et/ou de I'AK @etpl. 1996). L'AK facilite le transfert
et l'utilisation des groupes phosphoryfe®t y-de I'ATP, et fournit une voie additionnelle
énergeétique alternative en condition de stress boBtpe (Dzeja et al. 1998, Dzeja et al.
1999). L'AK a été considérée, comme un élément mambe en adaptation au stress quand
d'autres systémes énergétiques échouent (Dzejla 999). Les isoformes d’AK, AK2 et
AK3, et la nucleoside diphosphate kinase (NDPKués dans le cytosol participe au transfert
des groupes phosphates. Les réactions de phospéfetrecatalysées par la CK et I'AK
couvrent jusqu’au 90% du turnover total de I'ATPz@ma et al. 2004). Environ de 10-15 %
des groupements phosphoryles sont transportés eparydtéme de I'AK et le systeme
glycolytique, spécialement dans 'augmentation il et dans linsuffisance cardiaque
(Dzeja et Terzic 2003, Dzeja et al. 1998, DzejaleR004, Janssen et al. 2000, Pucar et al.
2001, Wallimann et al. 1992). Il existe une int¢i@at et une compartimentation des systémes
de transfert des groupements phosphoryles (Neuetaain2003).
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Phosphotransfer networks
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Figure 25. Décrit I'arrangement fonctionnel du eiséntracellulaire de transfert des groupes phospes
et du signal métabolique, catalysé par la crédtinase, I'adenylate kinase, les enzymes glytolgmu_es
isoformes mitochondriales de la CK (Mi-CK) et I'ag#ate kinase (AK2) facilitent I'accés de I'ADP a
phosphorylation oxydative et I'export de I'ATP. L& exporté est transférée vers les ATPases vid
chaines de réactions séquentieles catalyséesepasdformes cytosoliques de la M-CK et le AK1.

systeme glycolytique peut participer au transfadrgétique via les enzymes attachées a la membraeme
mitochondriale ou qui se trouvent a son voisinageité(hexokinase (Hex), phosphofructokinase (PF
glyceraldehyde-3-phosphate déshydrogénase/3-phgispioate kinase (GAPDH/PGK)) ou en produisd

y

I'ATP (Dos Santos et al. 2000, Dzeja et al. 200aksSet al. 2007d
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3. Le module énergétique

La bioénergétique moléculaire des systémes a évalada recherche du « substrat »
énergétique a I'étude des réseaux métaboliqueg&tispres hautement structurés et régulés.
Un exemple de concept scientifique basé sur lesmassances cumulées par la biologie
analytique est celui dagnités Energétiques IntracellulairséintraCellular Energetic Units,
ICEU), proposé er2001 par Valdur Saks. Ce concept integre I'organisation structurale et
fonctionnelle du métabolisme énergétique de laukellcardiaque adulte (Figure 26).
Structurellement, I'ICEU comporte les mitochondrigai consomment de I'ADP pour
régénérer de 'ATP et les systémes d'utilisation'ddP: les Mg-ATPases myofibrillairs,
Cd&*-ATPases du réticulum sarcoplasmique, les/KaATPases du sarcolemme. L'ADP
produit dans ces unités ne s'équilibre pas avé2H'Au cytoplasme. Aux seins de ces unités
fonctionnelles, I'énergie du potentiel de phosplabign et le signal métabolique de
rétrocontréle sont transférés par l'intermédiaieeréseaux d'enzymes couplées (Dzeja et al.
2004, Saks et al. 2001). Le role des ICEU ne seitr@ds a I'ajustement entre I'utilisation et
la régénération de I'ATP pour assurer le travaicaméque, métabolique ou de transport des
ions. Son role est fondamental car on peut dirergqabnformité avec la théorie des structures
dissipatives de Prigogine, les ICEU extraient Ii§@n libre de Gibbs ou la néguentropie
(d’aprés Schrodinger) de son environnement poumauter le niveau d’organisation interne
et donc notre survie. L'ICEU vu comme un « réseatatmolique dissipatif» (De La Fuente et
al. 2008) est un systéme dynamique hors d’équitbrestitué des sous-réseaux enzymatiques
dissipatifs (la glycolyse, le cycle de Krebs, I'dajion dacide gras, la chaine des
transporteurs des électrons, les navettes créliimese/phosphocréatine, malate/aspartate,
etc.) structurés et reliés ensemble par des fludestsignaux de régulatiobh'association de
diverses enzymes au sein de grands complexes plkrimansfert direct de leurs métabolites
intermédiaires communs (acheminement métaboligbe)plus, les interactions réversibles
des enzymes avec les protéines structurées damselmbranes favorisent la formation des

micro-compartiments dans les phases solubles detese
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Figure 26. L'unité énergétique intracellulaire (adellular Energy Units, ICEU) est une organisation
structurale et fonctionnelle formée par les sitespdoduction de I'ATP (mitochondrie) et d'utilisati de
I'ATP (les ATPases de la myosine, du réticulum splasmique, des pompes ioniques sarcolemmales)sréun

par le réseaux de transfert des groupes phospkovidele systéme des isoenzymes compartimenté de la

créatine kinase (Saks et al. 2001).
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lll. La régulation de la respiration mitochondriale dans les cellules musculaires
1. Les théories de la régulation de la respiratiomitochondriale

Plusieurs hypotheses ont été proposeées pour egpliguégulation de la respiration

mitochondriale responsable de la stabilité métgbelidu cardiomyocyte:
1.1. Le phénomeéne d’homéostasie (stabilité) métalmpie

Malgré la multitude et la longue durée des rechegsahenées jusqu’a aujourd’hui, il
n'existe toujours pas d’accord scientifigue unanigue les mécanismes de régulation du
meétabolisme énergétique responsables de I'ajustetiecka synthése de 'ATP a sa demande

dans les cellules musculaires. L’application deede la théorie du contrble respiratoire par
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Figure 27A. La stabilité métabolique: absence deFigure 27B.La stabilitémétabolique du
variation du rapport PCr/ATP en fonction dumuscle cardiaque (Williamson et al. 1976)
produit pression artérielle et fréquence cardiaque

in vivo, mesuré en spectroscopi® par résonance

magnétique nucléaire. Chaque symbole représente

un animal (chien) (Balaban et al. 1986). 7

I’ADP pour la régulatiornin vivo est devenue difficile suite au découvert de Neelgl. 1972,
(confirmé ensuite par Williamson et al. 1976, Balaket al. 1986) du phénomene de stabilité
métabolique. Ce phénoméne caractérise la stadiitéa concentration intracellulaire de la
PCr et de I'ATP et de ses produits d’hydrolyse, DA et le Pi, dans le muscle cardiaque au
cours du changement de la charge de travail, aatrewiit, en présence d'une hydrolyse

variable de 'ATP (Figure 27A et B). (Balaban etE86, Detre et al. 1990, Katz et al. 1989).
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1.2. La théorie de I'équilibre de la réaction CK

Le réle de la créatine kinase dans le métabolismegétique de la cellule musculaire
est indiscutablement accepté aujourd’hui par lammamauté scientifique, mais pas toujours a
sa juste valeur. En effet, le r6le de la PCr eswent réduit au réle de tampon temporel de
I'énergie. La réaction catalysée par les différeséormes de la CK est parfois considéré par
certaine comme étant une réaction a I'équilibredéeoulant dans un milieu cellulaire
homogene (Beard 2006, Jeneson et al. 2000, Jerssah 1996, Korzeniewski 2007,
Kushmerick et Conley 2002, Mcfarland et al. 1994&y&r et al. 1984, Van Beek 2007, Wu et
al. 2008). Cette supposition a été utilisée potimes la concentration de I'’ADP, de I'énergie
libre de I'hydrolyse de I'ATP et pour étudier legoanismes de régulation des flux d’énergie
dans les cardiomyocytes en état physiologique tbbfgique (Jeneson et al. 2000, Wu et al.
2008). En assumant ce concept il devient difficile pratiquement impossible d’expliquer
comment la cellule musculaire répond a des chatgegavail qui dépassent de 10 a 20 fois le
niveau du repos ou expliquer 'augmentation dedasommation de I'oxygéne en présence
d’'une concentration stable en ADP (calculée a ipdgila réaction de la CK a I'équilibre).
Pour surmonter cette situation la théorie de rdéguiadu métabolisme énergétique par I'ADP
et la créatine kinase a été remplacée par I'hypgetlte I'activation paralléle par les ions de

calcium.

1.3. L’hypothése de l'activation parallele de I'hydolyse de I'ATP et de la
phosphorylation oxydative par le C&".

Cette hypothese a été reprise par Korzeniewski ,1Batban 2002. En conformité
avec cette hypothése le Cnitie la contraction musculaire et par conséquéiyelrolyse de
'ATP. Parallelement, les ions de calcium entreansl la matrice mitochondriale ou ils
activent les déshydrogénases du cycle de Krebsduisant la production du NADH et
FADH, (Figure 28). L’'oxydation des derniers génére ladgoroton-motrice accompagnée de
laugmentation du flux des électrons a travers Haime respiratoire et la régénération de
I'ATP. Le C&" active directement la,F,-ATPsynthase et, probablement le complexe |
(Balaban 2002, Baniene et al. 2006, Brandes et Ba32, Brookes et al. 2004, Grueter et al.
2006, Territo et al. 2001a).
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Figure 28. Montre l'activation du cycle de Krebs @¢ la
phosphorylation oxydative par le £ala membrane externe
Py 4 mitochondriale est omise du schémau-GPDH, o-
en conformite avec ceux trouves P glycerophosphate dehydrogenase; succ, succinatG, o -
: ketoglutarate; Isocit, isocitrate; Cit,citrate; OAAxaloacetate;
Chance (Terrlto et al. 2001b Mal, malate; Fum, fumarate; Ac-CoA, acetyl coenzyfMmePyr,
pyruvate; PDH, pyruvate dehydrogenase; Acon, aasajtCS,
citrate synthase; MDH, malate dehydrogenase; ICBbBkiirate
dehydrogenase; o-KGDH, a-ketoglutarate dehydrogenase;
DHAP, dihydroxyacetone phosphate; CxI-V, complexe¥; |
SDH, succinate dehydrogenaBrookes et al. 200).

de la respiration, ces résultats étg

Tandis que l'augmentation du travg

cardiaque par remplissage d

ventricule gauche (loi de Frank

Starling) peut induire une
augmentation de la respiration d’un facteur 10 [@fiison et al. 1976), le flux transitoire du
Cd" reste stable au cours la phase d’activation lomgdépendante (ou d’espacement en
treille des filaments) des sarcoméres (KobayasBo&tro 2005). Plusieurs auteurs ont montré
que le flux transitoire de Gareste stable au cours des contractions cardiagjdesuence
stable (Mizuno et al. 2001, Shimizu et al. 2002) régulation par les ions Easeront reliée a

la modification de l'activation de la phosphorytatioxydative plutét qu'a son rétrocontréle
au cours de la contraction cardiaque (Balaban 2Bi@2chi et al. 2004, Brookes et al. 2004,
Gunter et al. 2004, Jouaville et al. 1999, Mccorknatal. 1990, Territo et al. 2001Hen
effet, Korzeniewski, dix ans plus tard 2008, a mentionoé g mécanisme de l'activation
paralléle par le G4 est caractéristique de la stimulation physiologigar I'adrénaline (Bers
2002, Brini 2003, Korzeniewski et al. 2008). Larsatlation du travail cardiaque induite par
'augmentation des catécholamines peut augment8radb fois la demande en ATP (Katz et
al. 1989).

1.4. La théorie du transfert de I'énergie compartinentée

La théorie de I'équilibre de la réaction de la CKprend pas en compte I'existence de
la compartimentation du systeme de transfert denetge dans la cellule (la

compartimentation des différentes isoformes de la €uplées aux ATPases et des
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meétabolites adényliques). Afin de montrer I'impoda de la compartimentation, la
concentration des métabolites adényliques en fomctle ['activité enzymatique des
isoenzymes compartimentées de la CK (myofibrilmiet mitochondriales) a été calculé
(Aliev et Saks 1997, Vendelin et al. 2000, modekthématique utilisé : VAS — Vendelin,
Aliev, Saks) (Figure 29A). La représentation graplei de I'estimation de la synthése de
'ATP dans la réaction MMCK en fonction du travailontre que la production = 0 de 'ATP,

-1

Net ATP synthesis, mmol*s *(kg wwt)

z
| Equilibrium | g
4
CKmit
0 30 60 90 120 150 180 Low Medium High
Time o S .

Figure 29A. La modélisation des Figure 29B. Le pic de Figure 29C. Modélisation de la
flux énergétiques de la réaction de  concentration d’ADP distribution de I'ADP en plan
créatine kinase (CK) au cours de la  cytosolique correspondant a des bidimensions dans la myofibrille
contraction cardiaque. La CKmit et niveaux de consommation d,O et cytoplasme dans la phase
la CKmyo signifie la CK faible («low» \h, 25 systolique. Le contour de lignes
mitochondriale et myoplasmique mmolQ,- mint: (kg.dw)?, pleins montre la concentration
compartmentées. L'activité de la CK moyenne  (« medium », 50 (uM) de I'ADP & chaque 40 ms
myofibrillaire : normale (A); mmolO,-min: (kg.dw)?) et deés le début de la contraction; les
augmenté 5 fois (B). La synthese de  élevé (« high », 100 flaiches montrent la diréction de
'ATP représenté par la courbe D mmolO,-min: (kg.dw)?) propogation du flux d’ADP
correspond a la plus haute activitté  (Vendelin et al. 2000). (Vendelin et al. 2000).
de la MMCK (20 fois) des fibres

rapides.

Dans la réaction de la MtCK la
synthése est négative a cause de
I'utilisation continue de I'ATP pour

la production de la PCr (Vendelin et
al. 2000).

7

correspondant a I'état de I'équilibre de la réactde la MMCK, n’est jamais atteinte sauf
dans la phase diastolique quand l'utilisation @d'P est minimale. La réaction MtCK n’est
jamais a I'équilibre a cause du couplage avec tsphorylation oxydative. L'acceptation du
non-équilibre de la réaction de la CK a permis ampgrendre le mécanisme de régulation de
la phosphorylation oxydative par I'ADP.

Le modele mathématique VAS, en reproduisant lesditons de stabilité
meétabolique, révele des variations importantesadmhcentration d’ADP dans I'espace péri-
myofibrillaire (Saks et al. 2006b, Vendelin et al. 200&n conformité avec ce modele,
lamplitude de [FI'ADP, produit par les ATPases mywiiaires, est directement

proportionnelle a la charge de travail (Figure 29Bg¢ndelin et al. 2000). En calculant la
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concentration en ADP en fonction de plusieurs patees, comme la capacité d'utilisation de
'ADP par la MMCK, le modele révéle I'existence dwadient de concentration de I'ADP
entre le centre de la myofibrille et la mitochoredfigure 29C). De plus, la propagation de
linformation des impulsions d’ADP se réalise parrhécanisme d’acheminement dirigé du
ligand {vectorial ligand conductionen respectant la diminution du gradient de cotmagaon

de I’ADP du centre des myofibrilles vers la mitondde (Dzeja et Terzic 2005). L’apparition
de ce gradient a été expliquée par la restrictiendiffusion des nucléotides adenyliques dans
la cellule (du a I'inhomogénéité du milieu intrdoéire) et par I'état de non-equilibre de la
réaction de la CK (Vendelin et al. 2000).

L’augmentation de la production de 'ADP, induitaryaugmentation de la charge de
travail, se traduit par une stimulation de la plasplation oxydative (Aliev et Saks 1997).
L’augmentation de la synthese de I'ATP mitochondriprovoque l'augmentation de la
production de PCr par la MtCK grace a son couplémectionnel avec 'ANT (ou du
synthasome Pedersen 2007b) avec la MtCK. De celdaibscillations de I'ADP participent
au signal métabolique qui relie la contraction éélgénération de 'ATP. Le signal ADP peut
étre synchronisé avec les variations de la cormémtr du C&" dans le cytoplasme et la

mitochondrie, qui influencent I'activité des enzysrti cycle citrique (Harrisson et al. 1999).

2. Le r6le de la membrane externe mitochondriale enme barriere de diffusion

sélective dans la régulation de la respiration - Ieble du cytosquelette

Dans les années 1990-2000, années du développernatd l'introduction de la
technique de fibres perméabilisées dans I'étudénaimétique, il y a été observé que la
régulation de la respiration mitochondriale estes@ent de I'organisation cellulaire (Saks et
al. 1998a). Les études cinétiques ont montré qug,lepparent pour 'ADP dans les fibres
musculaires cardiagues perméabilisées est 20 fassgbevé par rapport aux mitochondries
isolées (K, PPADP 10 uM pour les mitochondries isolées et 250-B00 pour les fibres
perméabilisées) (Dos Santos P et al. 2002, Fon&tiak 1995, Kay et al. 1997, Kuznetsov et
al. 1996, Saks et al. 1998a, Saks et al. 1991, &a#tk 1994, Saks et al. 2001, Seppet et al.
2001). En conformité avec Klingenberg 1970, |§ADP égal a 10 uM caractéristique pour
les mitochondries isolées, correspond a [Iaffiajp@arente de I'ANT pour I'ADP
(Klingenberg 1970). L’absence du changement ¢4i*Kpour 'ADP libre dans les fibres
dépourvues de myosine, a montré que ce paramedse pas influencé ni par la distance, ni
par le gradient de diffusion de I'ADP dans la dellfKay et al. 1997). Par contre, la
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désorganisation du cytosquelette des cardiomyquaitéa trypsine induit la diminution du,K
apparent pour 'ADP libre, c’est-a-dire 'augmeiaat de l'affinité de 'ANT pour 'ADP
libre (Kuznetsov et al. 1996). L’équipe de Zoll amiré que le K apparent pour I'ADP libre
des fibres musculaires squelettigues perméabiliagégmente 2-3 fois suite a I'entrainement
en endurance des animaux de laboratoires (Zoll 2082). Des résultats comparables avec le
doublement du K apparent pour 'ADP libre suite a I'entrainement été décrits chez les
transplantés pulmonaires (Guerrero et al. 2005xshue métabolisme énergétique de la
cellule cardiaque a été modélisé montrant que fi@rdhnce de l'affinité de la respiration
mitochondriale pour 'ADP est due au phénomeéneadesstriction de la diffusion et de la
compartimentation des métabolites adényliques tarellule (Vendelin et al. 2000). Les
interactions structurales et fonctionnelles de l@ochondrie in sity, intégrée dans
'environnement cellulaire, influencent ces proge en leur attribuant des nouveaux
caractéristiques — donc, ce sont des proprietésendgmtes du niveau d’organisation des
systemes ou « system level properties ». Il a @bpasé qu’un facteur protéiqgue, nommé le
facteur « x », qui pouvait étre représenté par omeplusieurs protéines du cytosquelette,
pourrait influencer les propriétés de barrieresrpesi métabolites adényliques au niveau de la
membrane externe mitochondriale (Appaix et al. 2003 participation de plusieurs
protéines a la fixation et a la modification despiétés de la MOM a été testé ces derniéres
années sans résultats convaincant. Plusieurs meetéint été testées pour leur rble possible
dans la régulation de la respiration mitochondriedenme la plectine, la desmine et la
tubuline (Appaix et al. 2003). Actuellement, I'ingé scientifique est tourné vers le réle de la
tubuline dans la perméabilité de la MOM. Il a éténtmé que la tubuline dimérique en
concentrations nanomolaire provoque la fermetureersible de la porine (VDAC)
reconstituée dans une membrane planaire phosptigliigi (Rostovtseva et Bezrukov 2008,
Rostovtseva et al. 2008). Les expérimentations sgermans notre laboratoire par Claire
Monge ont montré que leKapparent pour 'ADP libre augmente en présencka dabuline
dimérique rajoutée aux mitochondries isolées ¢&"WDP pour les mitochondries isolées est
de 10 uM et en présence de la tubuline de 170 pRbstoviseva et Bezrukov 2008,

Rostovtseva et al. 2008).
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3. La régulation du métabolisme énergétique dansdecardiomyocytes

L'utilisation des substrats énergétiques (glucdgedmene, acides gras) est soumise
au rétrocontréle métabolique réalisé par le trafdskrit dans nos revues 2 et 8eur choix
dépend du type de muscle et de la fonction qudres. En présence des glucides et des
acides gras, 60-90 % de I'oxygéne consommé paoder est utilisé pour oxyder les acides
gras (Neely et Morgan 1974). Les mécanismes regptespour le choix préférentiel des AG
par rapport au glucose par la cellule cardiaqué& son

- linhibition concurrentielle du transport du glueogar les AG (Neely et Morgan 1974,
Roden 2004). En condition d’un travail peu intedseétyl-CoA mitochondriale et la
NADH produit par laB-oxydation inhibent le complexe du pyruvate désbgénase
dans la membrane interne mitochondriale. Le citpateeluit en exces dans le cycle
Krebs, étant transporté dans le cytoplasme, inlailphospho-fructo-kinase (PFK), en
induisant I'accumulation de la glucose-6-phosph@é€P), qui inhibe I'hexokinase
(HK) et diminuer le transport du glucose (NeelyMorgan 1974, Passonneau et
Lowry 1964, Randle 1998, Stanley et al. 2005, \Aftiison 1979, Williamson et al.
1976).

- La NADH issue des réactions du cycle Krebs eladeoxydation des acides gras est
plus rapidement disponible pour la NADH déshydragénque celle importée via la
navette malate-aspartateet glycérophosphateen provenance de la glycolyse
(Kobayashi et Neely 1979, Williamson 1979). Un autnécanisme pas moins
important est I'entrée directe du NADH deflaxydation des acides gras directement
dans la chaine respiratoire via le electron-ransigrflavoprotein (ETF)-ubiquinon
oxidoreductase.

- La glycolyse nécessite la forme oxydée de NAdui en conditions anaérobie est
produite dans la réaction de réduction du pyruestdactate catalysée par LDH, ou
par les deux navettes mitochondriales. Comme @isldt glycolyse s’accompagne de
I'accumulation du lactate et des’ ldui ralentissent et reversent la réaction catalysé
par le LDH.

Dans les cellules vivantes la disponibilité desssuatts n'est pas suffisant pour la
stimulation d'une réaction enzymatique ni de saction. Par exemple, un exces de glucose
n'active pas la réaction catalysée par la hexokir(tes premiere étape de la glycolyse).

L'activité de cette enzyme est régulée par desipiedteffecteurs allostériques, de sorte que
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la production de I'ATP et du pyruvate soit ajusééx besoins de la cellule (Lodish H et al.
1995).

La réaction d’hydrolyse de I'ATP par les ATPases ofibyillaires induit
'augmentation locale de la concentration en AMR. signal est transmis a '’ANT via la
navette CK/PCr (Saks et al. 2006a, Vendelin et al. 2000). Le ig8ue de la réaction
d’hydrolyse (Wallimann et al. 1992) de I'ATP, enttans la mitochondrie via un transporteur
spécial, PIC (Bose et al. 2003, Saks et al. 20Q&#) deux signaux activent 'ATP synthase et
par la suite l'utilisation du gradient électrochgue transmembranaire de protongiki+)
(Hassinen et Hiltunen 1975, Nicholls et Ferguso82Z2Williamson 1979). La diminution du
rapport NADH/NAD' (Figure 30B) qui accompagne I'augmentation du fles électrons vers
I'oxygéne, induit une activation des réactions dshydrogénases dans le cycle Krebs en les
adaptant au rapport de transfert des électronsly{Ne¢élorgan 1974, Williamson 1979). En
résultat le niveau d’acétyl-CoA dans la matricetelen activant a son tour ffaoxydation des
AG et le transport de I'acyl-carnitine dans la raitondrie (Neely et Morgan 1974). Donc, le
mécanisme de fonctionnement correspond plutdt gpdthese de « pull » décrite par des
modeles mathématiques (Cortassa et al. 2003, Mandelal. 2000). Dans les conditions
d’utilisation intense de l'acétyl-CoA (Figure 30Agxpérimentalement prouvé par Neely
(Neely et al. 1972, Neely et al. 1973), celui-cipgt pas sortir dans le cytoplasme. Neely et
al., ont montré la diminution de I'acétyl-CoA em#dion du travail du cceur isolé et perfusé
en présence du phénomene de la stabilité métako(siabilité du niveau de I'ATP, de la
PCr, de la Cr et de 'AMP au cours du travail). &sence de son substrat I'Ag@isparait et
le malonyl-CoA est décarboxylé en acétyl-CoA panbdonyl-CoA decarboxylase (MAD).

En cas de diminution de la charge de travail, lean&sme s’inverse. L'acétyl-CoA
non utilisé dans le cycle Krebs sorte dans le dgtope via le transporteur de l'acétyle
carnitine (CAC) (Marquis et Fritz 1965, Neely et idan 1974, Reszko et al. 2004, Roden
2004, Schonekess et Lopaschuk 1995) ou il est xgidb@n malonyl-CoA par ACE Le
malonyl-CoA inhibe le transporteur de carnitine npgioil (CPTI) est respectivement
I'utilisation des acides gras pour la synthese 'd@R. Ce mécanisme protége la chaine
respiratoire de I'effet découplant de I'excés desrmédiaires de I'oxydation des acides gras
(Dyck et Lopaschuk 2002, Neely et Morgan 1974, Traeger et al. 2005).L utilisation des
substrats énergétiques dans les muscles squedsttidgpend de lintensité du travail : les
glucides sont brQlés pour réaliser un travail detdéntensité et de courte durée, alors que les
lipides sont brdlés pour un travail de longue dumégs d’intensité faible, sous-maximale

(d’environ 65% de la puissance maximale). Les miéoaes de régulation du métabolisme
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dans le muscle squelettique différent de ceux dgcieucardiaque (Jorgensen et al. 2006,
Kushmerick et al. 1992). Dans le muscle squeletdtiguphénoméne de stabilité métabolique
n'existe pas, le niveau de la PCr et le rapport AEP/AMP diminue en augmentant par
conséquent lactivité de I'AMP kinase (AMPK). L'AME en phosphorylant et, par
conséquent, en désactivant I'acétyle-CoA carboryagACCB), diminue le contenue en
malonyl-CoA. En résultat le CPTI n’est pas inhiliéleetransport de I'acyl-CoA est libre
(Merrill et al. 1997, Park et al. 2002, Winder edrtie 1996).
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Figure 30A. La diminution du continu de l'acétyleACo Figure 30B. La dépendance du travail cardiaque de
en fonction du remplissage ventriculaire. Le ccestr e I'oxydation de la NADH (Williamson et al. 1976).
perfusé avec le tampon contenant 11 mM glucose2et 1

mM palmitate. Les premieres 6 minute la pression

aortigue est de 60 mmHg (ligne plein) ensuite a 120
mmHg (ligne pointillée) (Oram et al. 1973). 7
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L'oxaloacetate (OAA) matricel retourne dans leos@l aprés sa conversion en ASP et I'échange avglutamate (Glut). La plupart de I'énergi
métabolique extraite du glucose provient de I'entlé pyruvate dans le cycle de I'acide citric epfesphorylation oxydative via la production d
I'acetyl-CoA. La NADH et la FADH2 sont oxydés dalaschaine respiratoire (complexes |, Il, Il et IMgn conditions anaérobie le pyruvate §
oxidé en lacatate.
La regulation par rétrocontroleSi le glucose et les acides gras sont disponilslea&me temps, les AG inhibent le transport d glecogravers la
membrane cellular, I'oxydation de I'acyl-CoA augrteetle rapport mitochondrial acetyl-CoA/CoA et NAINKD+, qui inhibe le complexe
pyruvate déshydrogénase (PDH), I'augentation dietendu citrate (produit dans le cycle des acidteisjees) peut inhiber la phosphofructokinage
(PFK). Ce changement freine I'oxydation du glucesedu pyruvate (PYR) et augmente le contenu duogks®-phosphate (G6P), qui inhibe
I'hexokinase (HK), et diminue le transport du glseolLa créatine kinase mitochondriale (miCK) catalia transphosphorylation directe de ATP
h
e
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mitochondrial et de la créatine (Cr) intermembreman ADP et en phosphocréatine (PCr). L'ADP emta@s la matrice pour stimuler |
phosphorylation oxydative. La PCr est transfér@elainavette cytosolique Cr/PCr vers la CK couplée ATPases (myosine ATPases), résulant
I'hydrolyse de I'ATP. Quand la charge de travaigmente, la synthése de I'ATP et la respiration aergm grace au signal de rétrocontrole via
systeme de la CK, résultant en diminution du cantéml’acetyl-CoA mitochondrial, qui est transféi@ns le cytoplasme via le transporteur carniti
acetyl (carnitine acetyl carrier, CAC). Acetyl-C@Arboxylase (ACC) est responsable de la convedgofacetyl-CoA en Malonyl-CoA, inhibiteu
du CPT-I, pour éviter le surcharge de la mitochiendvec des intermédiaires de I'oxydation des AGand la charge de travail diminug.
L'inactivation de 'ACC via la phosphorylation pdAMP protein kinase (AMPK) induit la diminution dia concentration du malonyl-CoA. L3
diminution du niveau de malonyl CoA desinhibe leTCPresultant en une augmentation de I'oxydatites AG. Le Malonyl-CoA est converti d
nouveau en acetyl-CoA par le malonyl-CoA decartssgl(MCD). L'augmentation de la charge de travaginaente la consommation de 'acetyl
CoA en diminuant le contenu du malonyl — CoA (Setkal. 2006a).

b
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4. Aspects spécifiques du métabolisme énergétique thuscle squelettique

A la fin de 19emem siecle avant la découverte €T et de I'oxydation
phosphorylante (1929-1930), Chauveau et Kaufmanm@eau et Kaufmann 1887) ont
lancé I'hypothése selon laquelle le substrat éniepg® dominant pour la contraction du
muscle squelettique au cours de I'exercice étaglueose. Le role des lipides ils ont limité a
la conversion en glucose et en glycogene dansdelm 1920, Kroght et Linghardt (Krogh et
Lindhard 1920) en proposant de mesurer le quotesmiratoire (QR=VC&VO,) au cours de
I'exercice ont montré que le substrat énergétiguéfépentiel pour un exercice de longue
durée (2 heures) sont les lipides. Aujourd’hui st &ien connu que le choix du substrat
energeétique, la synthése et I'intensité de utiisate I'ATP, les mécanismes de la régulation
du métabolisme énergétique sont dépendants dedyibre. Schiaffin a décrit 3 isoformes
de chaine lourde de myosine (MyHC) constituant lesete squelettique de ’'Homme : type |,
lla, 1Ix (llb dans le muscle squelettique du rai8greira Sant'ana et al. 1997, Schiaffino et
Reggiani 1996). Les fibres de type | sont lent, dative, résistantes a la fatigue car
dépendantes du métabolisme oxydatif. Les fibrestyge IIx sont des fibres rapides
glycolytiques, fatigables car la conversion d’émeest basée sur le métabolisme glycolytique
(Armstrong 1988, Harridge et al. 1996, Mccomas }9Bés fibres de type lla possédent une
capacité oxydative et une résistance a la fatigtegrnédiaires entre les fibres de type | et de
[1X.

Les fibres de muscldents oxydatifs sont adaptées pour soutenir wair@rolongé
(Kay et al. 2000, Saks et al. 2001, Ventura-Clapteal. 1998). Elles contiennent 6-10 % de
mitochondries par rapport au volume de fibres #iseht en grande partie des acides gras
comme substrat énergétique. L'ATP mitochondriatdramsphosphorylé par la MtCK en PCr
qui est transférée via la navette CK/PCr vers ites sl'utilisation de 'ATP. Le rétrocontréle
métabolique est réalisé par la créatine (Figure B2)muscle rapide glytolytique est adapté a
une bréve et intens

Glycolytic muscle

utilisation de I'énergie
basée sur ||
disponibilité

immédiate du stock

myofilaments misrckondria mofilamants

cytosolique de la PCj
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glytolytique élevée (Kuznetsov et al. 1996, Vekgeal. 1995). Le contenu en mitochondries
du muscle glycolytique est d’environ d’'un pourceat rapport au volume des fibres. C’est
pour cela que ce type de muscle n’est pas capa&blaéaboliser intensivement les acides
gras. Les fibres glycolytiques ont un contenu ingoar en PCr et une affinité élevée de la
mitochondrie pour I'ADP libre, ce qui joue un rélans le signal métabolique pour la
respiration mitochondriale. Une partie de la MM-CWosolique est couplée aux complexes
glycolytiques et assure ainsi le transfert des geawents Pvers les ATPases. Dans ce type de
fibre, la MtCK est mal couplée a la respirationaultondriale et ne sert qu’a compléter les
stocks cellulaires de la PCr.

Ainsi, les mécanismes de régulation des flux d'éieedans les cellules font parti des
propriétés étudiées au niveau des systémes, qanigas prédictibles a partir des propriétés
des composants isolés mais dépendent des interacimracellulaires. Ces meécanismes
complexes de régulation de I'énergétique cellulgicempartimentation métabolique et
mécanismes de régulation de la respiration) pewdteatdonc expliqués par des approches de
la Bioénergétique Systémique Moléculaire.

Notre but sera d’étudier la régulation de la regpn mitochondriale des cellules
perméabilisée en appliquant la théorie de rétrabtmiafin de comprendre les mécanismes

intracellulaires de I'homéostasie métabolique.
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Dans cette étudda théorie actuelle de régulation de la respiratiormitochondriale
par un mécanisme de rétrocontrdle métabolique et paun transfert de I'énergie (via les
réactions hors d’équilibre des isoformes companiid® de la CK) est basée sur de multiples
études expérimentales, concernant les propriétégtiqgiues de la CKin vitro des
mitochondries isolées, la cinétique de régulatienlalrespiration des cellules et des fibres
perméabilisées, la spectroscopie par résonancedatiqige nucléairén vivoet la modélisation
mathématique.

Selon cette théorie, la MtCK est considérée conétaamt le facteur principal de
régulation de la respiration mitochondriale dars dellules de haute demande en énergie
comme dans les cellules cardiaques. Cependantjaucdes données expérimentales sur les
propriétés fonctionnelles et cinétiques de la Mt@K situ, dans les cellules vivantes,
manquent a cause de la complexité de ce systemes & conditionsin vivo, la
phosphorylation oxydative est influencée par desitsystemes utilisant TADP, comme par
exemple, la glycolyse, et les mitochondries sontrédées par des protéines du cytosquelette
grace aux interactions structurales.

C’est pourquoi, le but de notre travail a été d'étulier les mécanismes de
régulation de la respiration mitochondriale, contrdée par la créatine kinase
mitochondriale, et des flux d’énergie dans les celles musculaires.

Pour cela, nous avons étudié la cinétique de régualde la respiration mitochondriale
contrblée par la MtCHKn situ dans les cardiomyocytes perméabilisés. Afin deeniles effets
de la glycolyse dans les cardiomyocytes perméabilis.e. l'utilisation de I'ADP et la
régénération de 'ATP endogene extra-mitochondmalys avons utilisé le systéme piége
pour I'ADP libre constitué du phosphoénolpyruvatede la pyruvate kinase, qui permet
d'étudier la cinétique de la réaction de la MtKsitu. Ce protocole a également été utilisé
pour I'étude de l'effet toxique de la doxorubici(edriamycine) sur les cellules cardiaques
musculaires de rat.

De plus, les méthodes d'investigations de la g de la respiration
mitochondriale dans les muscles, validées chezalg éht été utilisées pour I'étude de la
bioénergétique des cellules musculaires squeleliqthez 'Homme (malades atteints de

bronchopneumopatie chronique obstructive).
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|. Préparation du matériel biologique

1. Animaux

Les expérimentations animales ont été effectuéesfiormité avec le « Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals » publié parNi&ional Institute of Health (NIH
Publication, No 85-23, révisé en 1985). Les ratst#imales d’environ 300 g ont été utilisés
pour la préparation des fibres musculaires (vanlFicgauche, muscle soléaire et
muscle.gastrocnémien), lisolement des cardiomyexyt des mitochondries du muscle

cardiaque

2. Préparation des fibres musculaires de rat

Les fibres issues de trois types de muscles onisétées : le ventricule gauche, le
muscle soléaire (oxydatif) et le muscle gastroce@nblanc (glycolytique). La technique
appliguée a été récemment décrite dans Nature pandfsov (Kuznetsov et al. 2008) et
antérieurement par Saks (Saks et al. 1998b). ltedNVastar sont anesthésiés au pentobarbital
sodique (50 mg/kg du poids corporel), le cceur suntescles prélevés sont transférés dans la
solution de conservation a 4°C (cf. 8lll). Le coest ouvert le long du ventricule gauche et
des fines bandelettes de muscle cardiaque sonevged. Le muscle soléaire entier
(totalement oxydatif) et le muscle gastrocnémiembl(partie glycolytique) sont utilisés pour
la dilacération. Les fibres sont séparées les dessautres en les écartant, avec des pinces
courbes fines, non aimantées et aux extrémités,fidans la solution de conservation (cf.
8lll), & 4°C. Ensuite, les fibres sont perméabds@ar la saponine et lavées dans la solution
Mitomed (cf. 8lll). Avant d’étre utilisées, les fids sont gardées a 4°C dans la solution
Mitomed. A la fin des tests, chaque bout de filfes/iron 5 mg poids frais) est séché dans

des feuilles d’aluminium a 100°C pendant 48h agérddterminer le poids sec.

3. L’isolement des cardiomyocyte adultes de rat

Le systeme de perfusion de Langendorf est utilisénoe procédure d’isolement
classique avec des petites adaptations. Les rails aswesthésiés en conformité avec la

procédure décrite précédemment et un anticoagektnnjecté (500 U of héparine) dans la
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veine fémorale. Le coeur excisé est transféré dansolution d’isolement (température
ambiante, pH 7,1) et canulé par I'aorte ascendaeteceur est perfusé pendant 5 min avec la
solution d’'isolement (cf. 8lll) (débit 15-20 mL/mia 37°C) afin d’éliminer le sang. Ensuite,
puis avec 1 mg/ml de collagénase A (20-30 min).cbeur est ensuite transféré dans une
solution contenant 20M de CaC}, 10uM de leupeptine, 2M d’inhibiteur de trypsine (STI)

et 2 mg/ml BSA pour stopper la digestion enzymagidLe coeur est émincé et I’homogénat
filtré. Puis, la sédimentation et le lavage desuted se déroulent 3—4 fois a la température
ambiante dans la méme solution. Ensuite le culailage est transféré progressivement dans
la solution Mitomed sans calcium, contenantud® leupeptin, 2uM STI et 5 mg/ml BSA et
lavé 5 fois. Le culot final contenant 70-90% deda@@nyocytes en batonnet est gardé pas plus
de 3 heures a 4°C pour des les expériences.

4. Isolement des mitochondries de cceur de rat

Les mitochondries cardiaques ont été isolées ar pls coeurs des trois rats Wistar
d’environ 300 g chacun, en conformité avec la tegn décrite par Saks (Saks et al. 1975).
Les rats ont été anesthésiés avec du pentobafbtaihg/kg du poids corporel). Les cceurs
excisés sont transférés dans la solution de sudddseslll) a 4°C. Les ventricules sont
émincés et homogénéisés a l'aide d’un potter ereetearance 0,7-0,8) a 200 rpm, a 4°C
pendant 30 sec. Ensuite la digestion du tissu oatijoest réalisée en utilisant 0,125 mg/mL
trypsine pendant 15 min a 4°C. L’action de I'enzyese stoppée par 0.5 mg/mL d’inhibiteur
de trypsine (soybean trypsin inhibitor, STI) et xildaomogénéisations sont réalisées en
utilisant des potters de clearance décroissant 80-3R0 rpm, a 4°C suivies par la
centrifugation de I'homogénat a 6300 g pendant 1@ @n 4°C. Le culot obtenu est
ressuspendu et recentrifugé trois fois dans latisolue sucrose supplémentée avec 1 mg/mi
de BSA (fatty acid free bovine serum albumin) a@gQour 10 min chaque fois, a 4°C. Le
culot final est ressuspendu dans 1 ml de solutesutrose et gardé a 4°C pendant le temps

des expériences (pas plus de 3 heures).

5. Culture des cellules HL-1

Les cellules HL-1 NB sont cultivées dans un incabathumidifié a 37°C dans une
atmosphere de 5% GO 95% Q. Le milieu de culture utilisé (Claycom medium, JRH

Bioscines) est élaboré spécifiqguement pour cajtek. Les flacons et boites de culture sont
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préalablement traités avec une solution contenad2% de gélatine et 12,5 mg/L de
fibronectine. Les cellules sont détachées régutierg a confluence, soit environ 200 000 a
300 000/crf, par incubation en présence de 0,05% trypsine & 53 mM EDTA pendant 5
min a 37 °C.

[l. Méthodes

1. La procédure de perméabilisation des cardiomyotgs ou des fibres

musculaires

Le but de la perméabilisation est de permettrecBaaontrélé des métabolites vers les
mitochondries afin d’étudier la régulation de lsspieation mitochondriale. La saponine
(détergent) est utilisée comme agent de perméaiidis pour sa forte affinité pour le
cholestérol contenu en grande quantité dans lalsanme. Dans ces conditions, la membrane
externe mitochondriales restent intactes car a@leantiennet pas ou trés peu du cholestérol.
Les fibres sont perméabilisées dans la solutionateservation (cf. 8lll) supplémentée avec
25 pg/mL saponine pendant 30 min a 4°C et sousatamitlégere. Puis trois lavages de 10
minutes dans la solution Mitomed (cf. 8§lll) (4°Cagjitation légere) permettent d’éliminer la
saponine et de stopper la perméabilisation. Lediarayocytes sont perméabilisés
directement dans la chambre d’oxygraphe dans latisnl Mitomed supplémentée avec 25

pg/mL saponine, pendant 10 min a 25°C.
2. La procédure de digestion protéolytique par lariypsine.
Afin d’étudier le réle du cytosquelette dans lapiestion mitochondriale, les cellules

perméabilisées sont pré-incubées avec |(WB de trypsine pendant 6 min, a 25°C. La
digestion est arrétée aveq® de STI (inhibiteur de trypsine) et 5 mg/ml de BSA
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3. Oxygraphie

3.1. Principe

Un oxygraphe polarographique de haute résolutiomolf@os Oxygraph-2k,
Innsbruck, Austria) permet la mesure et la suiwiecaurs du temps de la concentration en
oxygeéne contenue dans un milieu liquide. La pasgentielle de I'appareil est I'électrode qui
est composé d’'une anode d'argent et d’'une cathode mliées par un pont de 1 mM de KCl
et séparées d'une membrane de téflon perméabbeygdhe. Le courant électrique produit est
proportionnel & la concentration en oxygene dissduas variation de concentration en
oxygene dans la solution produit une variationtefisité du courant mesurable a l'aide d'un
enregistreur. Chaque jour d’expérience, I'électrestecalibrée (concentration de 0 et de 100
% d'oxygene). Toutes les mesures oxygraphiques maalisées a 25°C pour les fibres
musculaires et les cardiomyocytes et a 30°C paumigochondries, dans la solution Mitomed
(cf. 8lll) supplémentée avec 5mM de glutamate em® de malate comme substrats
respiratoire et de 2 mg/mL de BSA.

3.2. Les modeéles expérimentaux

Deux modeles expérimentaux sont utilisés lors dieenétude : les mitochondries
isolées (schéma | et Il de la Figure 33) comme tétanmodele de référence et les
cardiomyocytes perméabilisés (schéma Il et IV ad-igure 33). La figure xx montre les
expeériences réalisées avec la stimulation de [areg®on par 'ATP exogéene (schémas | et Il
de la Figure 33) ou I'ADP endogéene (schémas IIVetle la Figure 33) issue de la réaction
d’hydrolyse de 'ATP exogene par les ATPases. Lesémas Il et IV de la Figure 33
montrent les modéles dans lesquelles la respiratitachondriale est stimulée par la créatine
en présence de I'ATP (c'est-a-dire, en présence lale MtCK activée). L'ADP
extramitochondrial est piégé par le systeme cotgl@é du phosphoenolpyruvate (PEP) et
de la pyruvate kinase (PK). La réaction de déphasgdition du PEP catalysée par la PK
utilise 'ADP libre et rétablie le niveau extramitwondrial de I'ATP. L’ADP endogéne
produit par la MtCK est transporté dans la matgae 'acheminement direct entre la MtCK
et '’ANT.
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3.3. Tests oxygraphiques

3.3.1. Test de contrble de la respiration mitochonchle par I'accepteur d’ADP et

de I'intégrité des membranes mitochondriales

Premierement, la réaction d’oxydation du NADH paD,l est couplée a la
phosphorylation de 'ADP. En absence d’ADP, la ssé&e de consommation d’O2d)\est trés
faible et n'est pas accompagnée par la synthedéAdP. Cet état correspond au Stade 2
selon Chance, et la membrane interne mitochondesti@olarisée au maximum. En présence
d’ADP, la vitesse de consommation d'(Wmay) augmente, 'ADP est phosphorylé en ATP et
la membrane interne mitochondriale est dépolar{@éediminue). Cet état correspond au
Stade 3 de la respiration. Lorsque tout I'ADP dsbgphoryl€, la respiration chute, c’'est le
Stade 4 de la respiration. Le phénomeneahiréle par I'accepeur (acceptor control ratio,
ACR) est le contrdle de la vitesse de transportatisstrons par I'ADP (ACR=Vay{ Vo). Il est
exprimé par le rapport entre la vitesse de respirahitochondriale en présence et en absence
de I'ADP. Cette valeur est autour de 10 pour legodmiondries intactes et diminue
considérablement jusqu’au zéro en cas de découpagkoxydation et phosphorylation
mitochondriale.

L’intégrité de la membrane externe est testée parajout du cytochrome c exogene en

présence d’ADP. La vitesse de respiration ne dast ghanger si la membrane est intacte et
dans le cas contraire, on observe une accélérdiofa respiration due au transport des
électrons par le cytochrome ¢ exogéne. L'intégiégda membrane interne mitochondriale est
testée en ajoutant l'inhibiteur de la translocass dhucléotides adényliques (ANT) —

I'atractyloside. L'atractyloside en présence d’ARPa condition d’'une membrane interne

mitochondriale intacte, inhibe la respiration mitondriale jusqu’a la ¥
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Figure 34 : Tracé oxygraphique. La courbe en btdig¢ehelle de gauche montre la consommation de
'O, et la courbe rouge avec I'échelle de droite mente flux d’O, (la consommation divisée par le

temps).
3.3.2. Le contrble de la respiration par 'ADP

Le but de ce test est de mesurer I'affinité apparele 'ANT (ou de I'oxydation
phosphorylante car 'ANT ne limite pas la transkima des nucléotides adényliques) pour
I'ADP exogéne en cas de stimulation directe paDIPAexogene, ou pour 'ADP endogene
issue des réactions des ATPases (myofibrillairesdes CK cellulaires a partir de I'ATP
exogene. En pratique, la respiration est stimulredes concentrations croissantes d’ADP
(0,05-0,1-0,3-0,5-0,75-1,0-2,0 mM ADP) ou d’ATP (®5-0,05-0,1-0,25-0,5-1,0-2,0 mM
ATP). La cinétique de I’ADP suit I'équation de HerMichaelis et Menten :

, — VmlS] ,
g (é9.2)

Dans cette équation, le Km est le parametre apparamactérisant I'affinité du
systeme pour le substrat. Sa valeur est trouvéapaéthode de linéarisation (représentation

en double-inverse) donnée par I'équation suivante :
1_Em1 1
v Vm [5] Vm

(é9.3)

3.3.3. Le contréle de la respiration par 'ADP en pédsence de la créatine

La cinétique de I'ADP ou de 'ATP exogene mesuréepeesence de 20 mM de
créatine change radicalement les conditions ductasta MtCK intervient comme étant un
nouveau acteur du contréle de la respiration mdadnale. La MtCK activée grace au
couplage fonctionnel avec 'ANT recoit, par I'achieement direct, ’ATP mitochondriale qui
transfert son groupement B la créatine exogene, I'ADP ainsi formé retoutndans la
matrice. De ce fait, I'oxydation phosphorylante eshtrdlée par 'ADP endogéne produit
localement dans I'espace inter membranaire mitodtiale par la réaction de la MtCK. Ce
test nous permet de mesurer l'affinité apparent€ AT pour 'ADP endogene. L’analyse

des résultats est faite de la méme fagon qu’'unkysmainétique classique.
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3.3.4. Le contrdle de la respiration par la créatie en présence du systeme piege pour
I'’ADP (PEP-PK)

La MtCK étant une enzyme a deux substrats, segiptép cinétiques sont étudiées en
présence de concentrations fixées d’'un des deustrsith et de concentrations variables du
deuxiéme substrat ou du produit (PCr) (Figure 35).

Pour se faire, la respiration mitochondriale eshsiee d’abord par 'ADP endogene
issue de de I'hydrolyse de I'ATP exogene par le$?AJes (myofibrillaires). Ensuite, 'ADP
extramitochondriale est piégé par le systeme camitele phosphoenolpyruvate et la pyruvate

kinase (PEP-PK). La réaction catalysée par la @teukinase:
FE
PEP + ADP — Piruvate + ATP (ég.4)
piege 'ADP endogene et restitue 'ATP extramitoctivale (mais endogéne). L'ajout de

concentrations croissantes en créatine en presbATe extramitochnodrial, active la MtCK.

L’expérience est réalisée en présence de 1, @, 5i\M d’ATP.

Cardio- pqaTp PK . Ccr(mM) — =
_ myocytes amm 20 UmL 1 3 5 7.9 1 | g
L P e
= °
200 1 5
.E. ‘ W) 200 :
& 1507 v 150
g £
£ 100 v 100 &'
S o
g £
50 ]
S 50 £
o~ [}
O o 0 5‘
0:32:05 0:38:30 0:44:55 0:51:20 0:57:45 1:04:10 7]
[h:min:s]: 0:38:30 o

Figure 35

3.3.5. L’analyse cinétique de la réaction catalysgmr la créatine kinase.

La CK catalyse la réaction chimique du transfert ghoupement Pentre les

nucléotides acétyliques et la créatine conformérémqaation générale :

. CE - .
MgATP*™ + Cr &= MgADP~ + PCri~ + H* (éq.5)

En conformité avec la classification de Cleland€laction catalysée par la CK est une
réaction aléatoire, de type Bi-Bi, quasi en équélibLe schéma suivant représente l'inter-
conversion des complexes enzymatiques enzyme-ath&K.Cr.MgATP et enzyme-produits
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CK.PCr.MgADP. On va analyser la cinétique de latiéa en présence de I'ATP, créatine et
PCr.

MgATP /Cr
Kia .

Les k et k; sont les constantes des vitesses de réactionstedie¢ inverse. Les
complexes CK.MgATP.PCr et CK.Mg.ADP seront négligésis notre travail car ils ont de
tres hautes constantes de dissociation (Saks £9ah). Les kK, et K; sont les constantes de
dissociation du MgATP de ses complexes binairésragires (CK.MgATP et CK.Cr.MgATP
respectivement). Les jKet K, sont les constantes de dissociation de la créatineses
complexes binaires et tertiaires (CK.Cr et CK.CrAMI& respectivement). La jKest la
constante de dissociation de la PCr de son compieeaire avec la CK (CK.PCr).

Les constantes de dissociations pour la réactioectd sont données par les

équations (€q.6) :

_ [cK][MgATP] _ [cK.cr][MgATP]
‘@ [CK.MgATP] @ [CK.Cr.MgATP]
_ [cx][cr] _ [ck.MgAaTP][Cr]
B [cK.cr] > [CK.Cr.MgATP]
_ [CcK][PCr]
®  [CK.PCr]

En conformité avec la loi de conservation de I'engy 'enzyme total [CK]t peut
exister sous cing formes : forme libre [GK} formes conjugués avec les substrats
[CK], = [CK],+ [CK.MgATP] + [CK.Cr. MgATP]+ [CK.Cr]+ [CK.PCr] (éq.7)

En remplacant dans cette équation les concentsaties complexes enzymatiques par

leurs constantes de dissociations (éq.6), on a :

[cxl[MgaTP] + [cEMgaTr][cr] + [cEllcr] +[CK][P|‘.'?~] (éq.8)

CK|,. =[CK| +
k], = [cK] Hig Ep Eip Eip
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Dans une réaction aléatoire, comme c’est le cas lpaéaction de la CK, la variation

finale de I'énergie libre de Gibbs est indépendhnta voie empruntée et donc :

AG, + AG, = AG, + AG, (é9.9)

RTInK,_ + RTInK, = RTInK,, + RTInK, (é9.10)
In(K, K,)=In(K,K_) (ég.11)
Kighy = Ky (é9.12)

En simplifiant les constantes de dissociation disant I'équation 12, on peut écrire :

[cEl[MgATE] | [CEIMgATEl[Ex] | [CE][Cr] | [CEILPCY] ( [MgATE]
CK|, =|CK]+ + + + =|CK||L+——+
[cK]. = [CK] L KigKp Ejp Eip K] Kig
[MgarFllcr] | [er] | [Perl _
e tm T } [CK]D
(é9.13)
Soit :
[cK], = [CK]D (éq.14)
donc :
[CE] .
[CK] === (€q.15)
et:
_ [Mgare]l | [Mgarrllce] | [cr] | [PEr] ,
D=1+ o + P + T + . (é9.16)

La vitesse de réaction directe (ou la vitesse dadtion des produits) en conformité
avec la loi d’action de masses est :
v=k_,.|[CK Cr.MgATP] (€q.17)

En utilisant I'’équation des constantes de dissimriabn peut écrire :

[ckMgaTF]lCr] _ [cE][M gaTF] [cr]

V=g Koae ™ g (60.18)
En remplacgant la [CK] par I'équation 15, on a:

S kcﬂr[r:;:]r ng;i]h[cr] (é9.19)
La vitesse maximale de la réaction est égale a :

v, =k .[CK], (é9.20)

d’ici :

ot = o (éq.21)

On remplace dans I'équation 19 lgpar I'équation 21 et [CKJpar I'équation 14, on

a
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Vi [MgaTP]lcr]

B Ew, (€q.22)

'E;]:

En remplacant D par I'équation 16 et en simplifieast constantes de dissociation en

utilisant I'équation 12, on a :

S Vi [M g4TE][Cr] _ (€q.23)

. F
H; By # &y [MgaTP]+Ey[crl+[MgaTP] [Er]+%j[}’fr]
1

Pour déduire les constantes de dissociation destratd de leurs complexes
enzymatiques, on va supposer que la concentragispbduits finaux de la réaction est égale
a zéro (PCr=0). Dans le cas ou les concentratiammbles en MgATP et les différents
concentrations fixées en créatine I'inverse deatkesse de réaction en fonction de I'inverse de

la concentration en substrat est :

1_ 1 [gare] | [mgarpllcr] | ler] KoKy i
v Vm (1 T T Kaky (L‘-IQAI'P] [I‘_'r]) (€q.24)
1_1(_KaFp By KigKp .
v ([MQAI'F] [cr] *er [crl] Ti Ky [Mg_qrp]) (€q.25)
Si on simplifie I'équation 24 en utilisant 'équaiti 12 on a :
E _ L Ep K K;_., .
v ; (L‘rngI'P] [ew] 7= [£7] 1+ LHQ'AI'P]) (eq-26)
1__ 1 1 (EpKy 1 Ky ,
v [MgaTF] [ ( [cr] T K, )] + Vi ([E?‘] + 1) (é9.27)
1_ |%a (K )
v [Vm ([E?‘] + 1)] [MgATP] o ([cr] 1) (€q.28)

Cette équation correspond a une équation de régndgseaire de type y=axtydans
laquelle :
la pente (a) est:

([Cr] - ) (€q.29)
et 'ordonnée a l'origine est:

o= () €3

En condition des concentrations variées de laioeat différent concentrations fixées

du MgATP créatine, I'équation devient :

i= [Ka ([MQATP] T ]] [cr] T {ngﬂrp] + 1) (€q.31)
la pente (a) est:
a, = f—j(m +1) (69.32)

et 'ordonnée a l'origine est:
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i =—(—2=+1) (é9.33)

< ¥, \IMmgarre]

Les constantes de dissociation (interception aaee Ides abscisses) de la CK avec le
MgATP (Kia et Ka) et la créatine (Kib et Kb) sonetdrminées graphiquement en
représentant les pentes et les ordonnées a l'erigirtcédemment obtenues) en fonction de

l'inverse des concentrations en ATP et Cr respeuntant (figure 36).

1/[MgATP]

+ : 4 ;
I T T

7 ——t—t—>1/[Cr] > 1[C]
Figure 36 b

Kib

A - Analyse primaire en double inverse 1/V en foamtide 1/S en condition de la [Cr] fixée et
la [MgATP] variable.

B et C — analyse secondaire des pantes et desr@e®ra l'origine en fonction de la
concentration du second substrat.

B — Constantes de dissociation du complexe terhdti@K.Cr.MgATP pour la créatine

C - Constantes de dissociation du complexe biMdieK.Cr. pour la créatine (k)

La constante de dissociation de la PCr (Kip) dumlenxe CK.PCr est calculée a partir

de I'équation de la vitesse de réaction (€qg.23) :

_ Vi [M gaATE][Cr] i
v KKy +Ey [M AI‘P]+T€ [crl+[MgaTP][Crl+~ 8B [pey] (€q.34)
iat*h b LG gl 4 T, Kim r

Le double inverse de cette équation donne :

1_ E;in Ky K n By 1 i Ky [BCP] — |Kafs (4 +[,P|‘.'r'] .
Vv VplMgarrllcr]  vplor] Vg lMgarrl Wy EjpVmlMgarpllcr] Vim Eip
! Bpf. 2t o Ko 41
[Mgarr]l — V| [cr]  VglMgdTP] ¥,
(€q.35)

Le pente de régression en double inverse €t/ fonction de 1/[Cr] en présence des
concentrations variables de la PCr et du MgATPYleanée par I'équation :

_ Eig Ep [perl 1 1 )
T Ty, (1 * Ky )L‘r:'gATP] + Vi K (ég.36)

Le graphique construit en utilisant en ordonnéevldsurs de ces pentes en fonction

des [PCir] est décrite par I'équation :
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;g K [rer] .

L’intersection de la pente avec I'axe des abssiskne directement la constante de

dissociation de la PCr de son complexe binaire &€, CK.PCr.
3.3.6. Traitement des fibres cardiaques avec la dosobicine

La DOXORUBICINE (Adriamycine™) fait partie de larfalle des anthracyclines.
Elle inhibe la synthése de 'ADN et de 'ARN emtgrcalant dans sa structure donc la
multiplication cellulaire.

Le coeur du rat Wistar est perfusé en présence absance de 2 uM de doxorubicine
(DOX) pendant 2 h puis les fibres musculaires gyatevées du ventricule gauche aprées la
perfusion, et perméabilisées a la saponine diremtérdans la chambre d’oxygraphe en
présence de 2, 4, 8, 16, 32, 100, 200 et 500 uM pPe&xlant 20 min a 25°C. La respiration
basale (V) et stimulée par 2 mM ADP @y est mesurée en présence soit de 5 mM
glutamate et de 2 mM malate, soit de 50 palmytoil-L-carnitine et de 2 mM malate. Les
consommations de l'oxygene {\ét VimaADP) des fibres perméabilisées en provenance du
cceur perfusé avec 2 uM de DOX et des fibres nofiugizs avec la DOX mais pré-incubées
avec 2 UM de DOX avant les mesures d’oxygraphiet s@surées ainsi que son effet sur la

régulation de la respiration mitochondriale.
4. Spectrophotométrie
4.1. Principe

Un spectrophotomeétre mesure la lumiere absorbéergasolution (échantillon) a une
longueur d’onde donnée, ce qui permet d’en dédlareoncentration, et de ce fait, la
cinétique de réaction (détermination d’activitégygnatiques).

Le spectrophotometre donne directementotg I/, appelé densité optiqu® Q) ou
absorbance (grandeur sans dimension)y@st 'intensité du faisceau de lumiére incidente e
| l'intensité du faisceau de lumiére émergeant apessage au travers de la solution. A
chaque longueur d'onde, I'absorption de la lunpareune molécule en solution dépend de la
concentration de cette molécule (C, M)let du chemin optique (L, cm) parcouru par la

lumiére a l'intérieur de la solution. En confornaiéec la loi de Lambert-BedpO = ¢L.C oue
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est une constante caractéristigue de l'espéce utailec (I'absorption moléculaire ou
extinction moléculaireg s'exprime en L-Mcm®). Pour notre étude, nous avons utilisé le

spectrophotometre Cary 50 Bio, Varian, Palo Alt8AJ

4.2. L’appréciation de la concentration en cytochrme ag

Le contenu en cytochrome sagest mesuré dans les mitochondries et les
cardiomyocytes afin de normaliser la vitesse desgommation d’oxygéne en fonction de la
concentration ercyt aa dans ces deux modéles utilisés. La concentraticcychrome aa3
est mesurée par spectrophotométrie en conforméé Evméthode décrite par Fuller (Fuller
et al. 1985). Les cellules ou les mitochondriest smiubilisées dans un tampon phosphate
(100 mM KH,PQO,, pH = 8) contenant 1 % de sodium deoxycholate.spestres de 400 a 650
nm dans les conditions de réduction (avec desaaristle sodium dithionite) et d’oxydation

des cytochromes sont obtenus et soustraits I'Ufad&e (Fgure 37).

T
.
T
aagb by.ccy

0,04

0,034 B —M

Abs

g
0,02
aasby by.cc, bby, a3

0,01

0,00 , , , Figure 37
450 500 550 600
Wavelength (nm)

La valeur du pic correspondant a 605 nm corresandontinu en cytochrome aa
(cytochrome c oxidase). Le coefficient d’extinctiorolaires est égal & 24 mMcmi* (Van
Gelder 1966).
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5. Chromatographie en phase liquide de haute perfomance et de ultra-
performance avec des paires dions (HPLC/UPLC - Hig Performance liquid

chromatography

Afin d’évaluer en quelle mesure la MtCK prend lendle sur [|'oxydation
phosphorylantén situ, dans les cardiomyocytes, nous avons mesuré tugtion de la PCr
lors des mémes conditions que celles réaliséeslpsuinétique de la créatine en oxygraphie
(cf.8 11.3.3.4). Le flux de production de PC rapgoa la vitesse de consommation gifdnne
I'efficacité du contrdle respiratoire par la créatilou MtCK). Les mesures de la production
de la PCr sont réalisées en utilisant la technidqaechromatographie liquide de haute
performance (HPLC) et dUPLC.

Les échantillons de 100 pl sont préleves avangjleut de la créatine et aux 3, 6 et
10éme minute de la réaction, acidifiés (200 pul HMIO, (a 4°C), 5 ul 100 mM EDTA) et
néutralisés (0,5 — 1 min avec 210 ul de 0.952 M KOs lls sont ensuite centrifugés
pendant 2 — 3 min a 16 000 g et 4°C. Le surnagestnimmédiatement congélé (-40°C) et
analysé 5 — 6 heures plus tard. La séparation deéktine, de la PCr et des nucléotides
adényliques est réalisée (cologne 2.1 x 100 mm ACQ@WPLC HSS T3 Gg avec 1.7
particule de um, Waters) en enregistrant la demngité&ue simultanément a 210 nm pour la
créatine et la PCr et & 254 nm pour les nucléotidignyliques. Le volume d’échantillon de
10 upl est injecté automatiquement. La phase matolesiste en un tampon A (20 mM
KH,PQO,, 3 mM tetrabutylammonium bisulfate (TBAS)) et @amipon B (200 mM KKPQO,,
10% (v/v) acetonitrile, 0.3 mM TBAS), les deux dfissa pH 5.0 avec 2 M phosphoric acid et
filtré (filtre de 0.2 um). L’élution est réaliséams le tampon A pendant 2 min (0.4 ml/min)
suivie par I'élution (gradient 1:1) avec les tampdnet B pendant 8,5 min et ensuite avec le
tampon B pendant 10 min, e temps total d’analysetéestimé de 20 min. Le temps de
rétention des métabolites est de 0.63 min pourrjad€ 1.70 min pour la PCr, de 6.33 min
pour 'AMP (traces), de 6.95 min pour 'ADP et d&29 min pour I'ATP A= £0.01 min).
L’aire sous la courbe de chaque pic est calculée lpiconcentration de chaque métabolique

est déterminée en fonction de la courbe de caildorat
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6. La détermination de la concentration des protéiaes

Les mitochondries et les cellules sont préalableresges avec le tampon Ripa. La

concentration en protéines est déterminée enatrttlie kit BCA (Pierce, USA).

7. La microscopie confocale

Les mitochondries sont marquées en utilisant uneesduorescente, le MitoTracker
Red™ et visualisées par microscope confocale (LeMalRE2, objectif 63X a immersion a
eau). Le principe de fonctionnement du microscogiebasé sur I'excitation par le laser
d’émission des photons par la sonde fluorescents da point focalisé dans la profondeur de
I'échantillon. Pour imager la surface completeyil@ation extrémement rapide des miroirs
oriente le faisceau laser de facon a balayer laseichoisie d’échantillon. Le point focal peut
étre positionné aux différents niveaux de pénétnatie I'échantillon. Le logiciel reconstruit
ensuite I'image analysée.

Les cardiomyocytes non permeéabilisées ont été réagjpendant 30 min a la
température ambiante avec 200 nM de MitoTrackerRéMlolecular Probes, Eugene, OR).
La sonde diffuse passivement a travers le sarcoteeins’accumule dans les mitochondries
vivantes. La longueur d’onde d’excitation est d8 B4n (Helium-Neon laser) et d’émission
580 nm.

8. Etude clinique : biopsie musculaire

Dans I'étude ont été inclut 9 patients atteintsbdenchopneumopathie obstructive
bronchique (BPCO) modérée (stade II-lll d’apresléssification GOLD (Global Obstructive
Lung Diseases)) et 9 volontaires sains appariéforetion de I'age, du sexe et du niveau
d’activité physique.

Deux biopsies du muscle vaste externe sont réalise chaque participant
(Localisation : face antéro-externe de la cuissegtjon 1/3 inférieur - 1/3 moyen du segment
joignant l'interligne fémoro-tibial et I'épine itjae antéro-supérieure), une biopsie réalisée
avant la réhabilitation et une aprés trois moigaebilitation qui inclut un entrainement en
endurance sur le vélo ergométrique. Les biopsies smlisées sur le méme muscle sous
anesthésie locale (peau et tissu sous-cutane)la@¥ Xylocaine. La peau et I'aponévrose

sont ouvertes sur une longueur de 6 a 10 mm. Lasl@est réalisée a la profondeur d’un cm
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avec l'aiguille de Bergstrom pour les biopsies numces (5mm de diamétre). La plaie est
fermée sans sutures, uniquement par bandes adhésaiatenues en place pendant 5 jours.
Cette technique permet de prélever un fragment mdge200 a 300 mg de tissu musculaire.
Le tissu musculaire est utilisé pour I'étude deelspiration mitochondriale en oxygraphie (80
mg), pour I'étude histologique (morphométrie, histionie) (40-60 mg), pour I'étude de
I'expression des genes par le micro-array (60 mgpear I'étude de stress oxydant (40 mg).
Le tissu destiné pour I'étude de la respirationoshibndriale est plongé directement
dans la solution de conservation contenant desholéts énergétiques (ATP, PCr) a 4°C
Apres une légere dilacération afin de permettrecs a I'Q aux fibres, I'échantillon est
transporté au laboratoire ou il est soumis a laéutare de dilacération et de perméabilisation
en conformité avec le protocole décrit pour lesuianimale (cf. 81.2).
La mesure de la vitesse de consommation deddd oxygraphie a inclut :
- la mesure de la vitesse basale et maximale stinpale2 mM d’ADP, afin de calculer
'ACR (Vm/V0)
- le contréle de la respiration par ’'ADP, en absegicen présence de créatine
- le contrble de la respiration par la créatine e¥s@nce du systeme piege pour 'ADP
(PEP-PK)

Le tissu musculaire destiné pour I'étude histologica été congelé dans un récipient
rempli d'isopentane, plongé lui-méme dans I'azaeitle.

Le typage des fibres musculaires est réalisé pstodtiimie par détermination de
l'activité de la myosine ATPase selon la techniggeMabuchi (Mabuchi et Sreter 1980a,
1980b), réecemment décrite par Whittom (Whittom let1898). Ce dosage, réalisé sur des
coupes de tissu musculaire, repose sur l'activitférdnciée de la myosine ATPase en
fonction du type de fibres. L’action de cette eneyiégrade 'ATP en ADP + Pi. Les ions Pi
produits par cette réaction, se combinent aved@les calcium du mélange réactionnel pour
former du phosphate de calcium. Ce précipité irndelet presque incolore est transformé en
phosphate de cobalt puis en sulfate de cobalt. €aiet s’identifie facilement par sa
coloration brun-noir. L'intensité de la coloratipermet de différencier les fibres de type |
(non marquées) et des fibres de type lIx (franchgrs@mbres).

Les tissus, destinés pour I'étude des ARN et desstoxydant, sont placés dans des
cryotubes et congelés directement dans l'azotedégypour étre stocker ensuite a -80°C

jusqu’a I'analyse, qui n’est pas encore réalisée.
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L’analyse statistiquea éte réalisée en utilisant le programme SPSS L&Lrésultats

présentés en Moyenne + Erreur type de la MoyenB#MJSLe teste Student-t a été utilisé.

I1l. Solutions

1. Solution de sucrosegour l'isolement des mitochondries 300 mM sucrose, 10
mM HEPES, pH 7,2, and 0,2 mM EDTA

2. Solution d’isolement des cardiomyocytesl17 mM NacCl, 5,7 mM KCI, 4,4 mM
NaHCG;, 1,5 mM KHPQ,, 1,7 mM MgC}, 11,7 mM glucose, 10 mM creatine, 20
mM taurine, 10 mM PCr, 2 mM pyruvate and 21 mM HERPRH 7.1

3. Solution de conservation des fibres1,9 mM CakEGTA, 8,1 mM KEGTA, 20
mM Imidazole, 0,5 mM DTT, 9,5 mM MgGlL.50 mM K-MES, 20 mM Taurine,
2,5 mM NaATP, 20 mM PCr, pH 7,1

4. Solution Mitomed: 0,5 mM EGTA, 3 mM MgCi(6H.0), 60 mM K-Lactobionat,
3 mM KH,POy, 20 mM Taurine, 20 mM HEPES, 110 mM Sucrose, OMb DT T,
pH 7,1

5. Tampon CRC (pour I'ouverture des PTP) : 250 mM Succrose, 10 RiMTis, 10
mM Tris-MOPS. Chelex

6. Milieu de culture pour le lignée des cellules HL-1 Claycomb medium
supplémenté avec : 0,3 mM acide ascorbique, [Morepinephrine, 2 mM L-
glutamine, 100U/mM-100y/mL penicilline/streptomycin, 10% fetal bovine wer

80



RESULTATS

81



1°" étude expérimentale:

ETUDE COMPARATIVE DES DIFFERENTE CINETIQUES DE
REGULATION DE LA RESPIRATION MITOCHONDRIALE DANS LE S
CARDIOMYOCYTES PERMEABILISES ET LES CELLULES CARDIA QUES HL-1
NB: IMPORTANCE DE L'ORGANISATION STRUCTURALE DANS LA
REGULATION DE LA RESPIRATION CELLULAIRE (article 4)

L’objectif de ce travail était d’étudier les mécansmes cellulaires de régulation de
la respiration mitochondriale des cellules cardiagas en fonction de leur organisation
structurale. Les cellules cardiaques adultes de cceur de tas eellules HL-1 non-battantes
(HL-1 NB) tumorales de cceur de souris ont été ab®isomme modeles expérimentaux.

Dans les cellules cardiagues adultes sont carsééfripar leur organisation réguliere
des sarcomeres et des mitochondries (Figure 28#g, rhitochondries sont couplées
fonctionnellement aux multiples processus intrataglles consommant de I'ATP par
lintermédiaire de réseaux de transfert des growgmesP au sein des modules énergétiques
nommes unités énergétiques intracellulaires (Saék 2001).

Par contre, les cellules HL-1 NB sont issues d'Uigmée de cellules atriales
tumorales, en prolifération continue, qui, néanmmpprésent les caractéristiques d’'une cellule
cardiaque, puisqu’elles expriment la desmine, laneaine 43, la myosine sous forme libre,
les récepteurs cardiaques dihydropyridine, le prartsur (échangeur) NiC&* Ces cellules
ne se contractent pas puisqu’elles sont dépourdaesructures sarcomeériques et possedent
un réseau mitochondriale irrégulier et dynamiquegure 28B) (Beraud et al. 2009, Pelloux
et al. 2006).

Nos résultats montrent que, dans les cellules HUB, le niveau de respiration
stimulée par 2 mM d’ADP (stade 3, d’apres Chanseyignificativement plus bas par rapport
a celui mesuré dans les cardiomyocytes (3,6-6,7 |@gmin™-mg’protéines et 40-60
nmolOy-min™-mg’protéines, respectivement). De plus, le rapporreeés niveaux de
respiration en stade 3 et en stade 2 (en préskngiutamate/malate) est égal a 3 pour les
cellules HL-1 NB et & 7-9 pour les cellules cardiesjadultes.
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Figure 28A et B. Image de

microscopie fluorescente confocal
(Leika ...). Figure 28A montre le

réseau hautement organisé de
mitochondries du cardiomyocyte
adulte marqué avec MitoTraKer

Deep Red.
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Figure 28D et E représentent la mesure spectroptéttmue de I'activité des ATPases en présencgsteme d’enzymes couplés
PEP-PK-LDH, oxydant 1mole NADH pour chaque mole diAconsommé. Le flux d’ADP extramitochondriale is&ul’hydrolyse
de I'ATP par les ATPases diminue en présence destrais respiratoires (+S) dans les cardiomyodffiegire 28F) et ne change
pas dans les cellules HL-1NB (Figure 28G), montten& insuffisance fonctionnelle de I'ajustement’ddlisation et de la synthése
de I'ATP par les mitochondries des cellules HL-1XIBes images sont pris de Anmann et al. 2006
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Figure 28C montre la représentation graphique de la
respiration mitochondriale des différents typeselkules
en fonction de la concentration variable de 'ADP.
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Figure 28F et G montrent les tracés d’oxygrapf@imboros 2K) de la respiration des cardiomyocy&sngabilisées (Figure 28C)
stimulées par des concentrations croissantes déreéen présence de I'ATP et du systéme piége IpADP libre (PEP-PK). Figure
28D montre I'absence de la stimulation de la redjpn des cellules HL-1NB par la créatine. L'axe cjai et la courbe bleu

b

correspond a la consommation de,|'Caxe droite et la courbe rouge — le flux de camsation de I'Q.
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Dans les cellules HL-1 NB, le Kapparent pour 'ADP libre est proche des valeurs
caractéristigues pour les mitochondries cardiaqissiées (K *PADP 25+4 pM)
contrairement aux cardiomyocytes perméabilisés femguels le K*PADP est d’environ de
300 puM (Figure 28C). Le traitement protéolytiquer duM de trypsine provoque une
désorganisation de la structure cellulaire desigargbcytes associée a une diminution du
KmPPpour 'ADP libre et la stimulation de la respiratipar 'ADP libre reste inchangée dans
les cellules HL-1 NB. De plus, aucune différenamniicative entre le K**° pour 'ADP libre
en absence et en présence de la créatine n’a stéveb.

Afin de mieux comprendre ces differences de rémulatde la respiration
mitochondriale par la créatine, I'affinité de la®K pour la créatine a été étudiée. Pour ce
faire, la respiration mitochondriale est stimulé& PADP endogene issu de I'hydrolyse de
'ATP exogene. Puis, les flux extra-mitochondriadiADP libres sont piégés par le systeme
PEP-PK rajouté au milieu expérimental. Dans cesditioms, une titration avec des
concentrations croissantes de créatine (de 1 a NID est réalisée. Notre premiére grande
observation est que de faibles concentrations@atioe (K,"""Cr ~2,5 mM) activent
rapidement la respiration des cardiomyocytes pebifigds jusqu’a la Vmax (correspondant
au stade 3 de la respiration, d’apres Chance, &ig8F). L’autre observation importante était
'absence de l'activation de la respiration mitoctivale par la créatine dans les cellules HL-
1NB dans les mémes conditions (Figure 28G).

Aussi, la régulation de la respiration mitochonldridans ces deux types de cellules a
éte également étudiée en suivant les flux d’ADPodhibndriaux, issus de I'hydrolyse de
I'ATP exogéene par les ATPases cytosoliques, pactspghotométrie. Les flux d’ADP sont
estimés en suivant la diminution de la densité queti du NADH, provoquée par sa
consommation dans les réactions d’enzymes coupl&esDH. Dans les cellules cardiaques
adultes, la respiration mitochondriale activéesgil’ADP libre en diminuant (presque 2 fois)
les flux d’ADP disponibles pour les réactions dé’ka et de la LDH (Figure 28E). La méme
étude, réalisée sur les cellules HL-1 NB, ne répale de modification significative des flux
d’ADP en présence des mitochondries activées (BiQd8E). Ces résultats montrent une
altération de la régulation de la respiration nfitwadriale avec un mauvais ajustement entre
I'utilisation et la production de 'ATP.

Nous venons de montrer que régulation de la respiration mitochondriale des
cellules cardiaques perméabilisées est dépendent diveau d’organisation cellulaire.
Dans lescellules cardiaques adultesles mitochondries hautement organisées ont ubke fa

affinité pour I'ADP libre, une forte affinité poula créatine et sont capable d'ajuster
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rapidement la régénération de 'ATP grace a somdiyse par les ATPases cytosoliques. Par
contre, dans legellules HL-1 NB, les mitochondries dynamiques, formant des réseaux
irréguliers, ont une affinité trés élevée pour 'RMbre, comparable a celle des mitochondries
isolées et ne répondent pas a la stimulation parélatine et ne participent pas a la régulation
des flux d’ADP intracellulaires: il n'y a pas deansfert direct de 'ADP entre les
mitochondries et les ATPases cytosoligues dans@lades. Ultérieurement, il a été montré
que les cellules HL-1 NB possedent un profil méligiie glycolytique avec une activité
totale de la créatine kinase basse et une hautétécte I'hexokinase Il (enzyme spécifique

pour le métabolisme énergétique des cellules cansés) (Monge et al. 2009).

L’étude suivante va nous permettre d’approfonds résultats et de suivre la cinétique
de la régulation de la respiration mitochondriabe fa créatinein situ dans les cellules

cardiaques permeéabilisées.
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2°" étude expérimentale:

ETUDE DE LA REGULATION DE LA RESPIRATION IN SITU CONTROLEE PAR
LA MtCK ET DE LA MESURE DIRECTE DES FLUX ENERGETIQU ES DES
MITOCHONDRIES VERS LE CYTOPLASME DANS LES CELLULES
CARDIAQUES PERMEABILISEES : importances des propriétés au niveau du systeme
et quelques évidences en faveur de I'interactosom@tochondrial (articles 5 et 6).

Lors de cette étude nous avons suivi deux grangstifs :

- I'étude despropriétés cinétiques de la créatine kinase mitochnariale in situ
dans les cardiomyocytes perméabilisést son réle dans la régulation de la
respiration mitochondriale et,

- I'étude durdle de la membrane externe mitochondriale dans leégulation de
la respiration de la mitochondrie in situ dans les cardiomyocytes
perméabilisés.

Deux grands modeles expérimentaux ont été étudiés de ce travail : les
mitochondries cardiaques isolé&s yitro) comme modele de référence (Figure 29A et 29A)
et les cardiomyocytes perméabilisés (la mitochanidrsitl) comme modéle d’étude (Figure
31A et 32A). Les expériences ont été réalisées ansonditions suivantes: premiérement,
en présence de la réaction MtCK nonactivée oweetet, deuxiemement, en présence de la
réaction de la MtCK activée et du systeme piegd’(PK) pour I'ADP libre.

Tout d’abord, une série de tests est effectuééesumitochondries isolées (Figure 29
et 30) et sur les cardiomyocytes perméabilisésu(Ei®l) afin d’évaluer les propriétés du
systeme expérimental (Figure 31).

En absence d’'un systéme de recyclage de I'ADP itachondrie isolée stimulée par
des concentrations faibles d’ADP (0,2-0,4 mM) netpgas maintenir un niveau stable de
respiration (Figure 29B). En présence de la créalm Stade 3 de la respiration (Chance et
Williams 1956), devient stable (Figure 29Ckg contrble de la phosphorylation oxydative
dans ce cas est réalisé par la MtCK activée graceu arecyclage localisé de I'ADP

endogene.
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Figure 29A. Modele expérimentale —
mitochondrie  isolée. La  respiration
mitochondriale est stimulée par la créatine en
présence de I'ATP, glutamate, malate
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Figure 29B. La respiration des mitochondries
isolées stimulée avec 0,2 et 0,4 mM ADP es
instable a cause de I'absence du recyclage e
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Le systéme piege PEP-PK rajouté aux mitochondriesalées inhibe partiellement
(~50%) la respiration mitochondriale stimulée par la créatine en présence d’ATHi.e
MtCK activée) ((Figure 30A, Figure 30B). Cette inhibition, esteda la sortie de 'ADP de
'espace inter-membranaire mitochondriale dans ikem Ce test a été proposé pour la
premiere fois par Gellerich afin de montrer le ré&ela perméabilité de la membrane externe
mitochondriale dans la régulation de la respiratioitochondriale, dans le cadre de son
hypothése de compartimentation dynamique (Gellerath Saks 1982). En effet, la
perméabilité de la membrane externe des mitochemdsolées pour 'ADP est un parametre
tres importantFigure 30B) et dépend de la procédure d’isolentantcette procédure doit
totalement détruire les interconnexions des mitadnies avec les protéines du cytosquelette.

En effet, cette haute sélectivité de la membrarteainondriale externe peut étre due,
conformément aux publications récentes, a la mmatitin de la perméabilité du VDAC qui

est dépendant de la fixation des hétérodimeéresitudine (le K, apparent pour I'’ADP libre
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est dépendent de la présence de la tubuline dastgahtillon des mitochondries isolées, partie
du travail réalisée par C.Monge).

Tout d’abord, nous nous sommes assurés de I'eitiicda systeme piege pour '’ADP.
Difféerentes quantités d’ADP ont été rajoutées eés@nce du systeme piege PEP-PK aux
mitochondries isolées stimulées par 'ATP (FiguBCR Le résultat de ce test montre que
I’ADP ne stimule pas la respiration des mitochondis isolées en présence de ce systeme
Puis, nous avons étudié le r6le de la membranarexides mitochondries isolées dans la
régulation de la respiration, mais cette fois emspnce de la MtCK activée. Des
concentrations croissantes en créatine (en présdecdATP) ont été ajoutées aux
mitochondries isolées aprés avoir piégé I'ADP lipar le systeme PEP-PK (Figure 30D).
Nous avons observé que la créatine stimule la na&gm mitochondriale (~50% Vmax)
méme en présence d’'un systeme puissant consomowsntADP accessible dans le milieu.
La préservation partielle de la respiration mitochadriale contrélée par la MtCK activée
en présence du systeme piége pour '’ADP indique Xestence d’'un couplage fonctionnel
entre la MtCK et 'ANT qui est responsable de I'acleminement directe de I'ATP et de
I’ADP entre la matrice mitochondriale et la MtCK.

Les résultats obtenus permettent de valider le teatiréférence en se basant sur les
conclusions déja publiées et obtenues expéerimengaie(Gellerich et Saks 1982, Jacobus et
Saks 1982) et mathématiquement (Vendelin et al0R00
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Figure 30A. Schéma du modéle expérimentale — mitodtie
isolée. La respiration mitochondriale est stimujgar la
créatine en présence de I'ATP, glutamate, malateeet
systeme piege pour I'ADP libre constitué du
phosphoénolpyruvate (PEP) et du pyruvate kinas¢.(PK
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Dans les cardiomyocytes perméabilisés, le stade & despiration mitochondriale
(d’aprés Chance) est maintenu grace a la stimalatmtinue par I'ADP issue de I'hydrolyse
de 'ATP mitochondriale par les ATPases (Figure B1Ea stimulation de la respiration des
cardiomyocytes permeéabilisés par des concentratarissantes en ATP en absence et en
présence de créatine (Figure 31C) montre une diftér importante dans le comportement du
modeéle expérimentale. Le)Kapparent pour I'ATP exogene en présence de ceddiminue
6 fois par rapport au K en absence de la MtCK activée (Figure 31C). Esqmée de
'ATP exogene et de la MtCK activée, la respiratibes cardiomyocytes permeéabilisés est
stimulée par deux sources I'ADP endogene extrammdtodriale : soit issue de la réaction de
'hydrolyse de 'ATP exogéene, soit de 'ADP endogéproduit localement par la MtCK
activée (Figure 31A)L’activation plus rapide de la respiration des cardomyocytes
perméabilisés stimulée par la créatine en présencke I'ATP exogene par rapport a la
stimulation uniquement par I'ATP exogene est due aucontrdle préférentiel de la
phosphorylation oxydative par la MtCK Couplée avecl’lANT (comme nous allons le

Voir).
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31A. Modéle
expérimentale -
cardiomyocyte perméabilisé.
La respiration
mitochondriale est stimulée
par la créatine en présence
de I'ATP, glutamate, malate
(Image repris de Guzun et
al., 2009)

Figure 31B. Les cardiomyocytes sont perméabilisé
directement dans la chamber d’oxygraphe (25 pg/ni
Saponine, 10 min, 25°C, agitation). Le niveau d

respiration stimulé par ADP est stable. L'ACR (acoept
control ratio) Vna/Vo est 10. Le cytochrome ¢ n’induit
pas de stimulation de la respiration, témoignant d
l'intégrité de la membrane mitochondriale exter@eus
action de I'atractyloside le niveau de respiratievient
a la VO, témoignant de lintégrit¢ de la membran

mitochondriale interne.

Figure 31C. La cinétique de la régulation de lairatipn
mitochondriale des cardiomyocytes perméabilisés p
I’ATP exogéne en absence et en présence de lanaéat
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La plupart des tests et les conclusions faitestér pies études du modele de référence,
les mitochondries isolées, et des cardiomyocyteeméabilisés (décrites plus haut)
n'apportent pas de nouvelles connaissances, measmins, ont été nécessaires pour valider
le modele expérimentale destiné a I'étude des g cinétique de la MtCkd situ et de
son réle dans la régulation de la respiration d’oekule cardiaque vivante. Les propriétés
recherchées sont les suivantes :

- le couplage fonctionnel de la MtCK avec 'ANT quewttait assurer 'acheminement
efficace des nucléotides adényliques entre la Me€Cla matrice mitochondriale,

- la compartimentation des métabolites adényliquass d&@space inter membranaire
grace, en partie, a la fonction de barriére dedmnbrane mitochondriale externe,

- la réalisation de ces deux conditions qui permiettta relier la consommation de
'oxygéne par la cellule perméabilisée a la rephosgation de I'ADP produit
localement par la MtCK.

La premiere propriété, le couplage fonctionnel MtEKT, est testée sur les
mitochondries isolées (Figure 30A, B, D). Pourdesda deuxieme condition, le réle de la
membrane mitochondriale externe dans la régulal®la respiration dans les cardiomyocytes
perméabilisé, nous avons répété lI'expérience déel@dtl (Gellerich et Saks 1982) avec
l'utilisation du systéme piege pour 'ADP, PEP-RBe systéme rajouté aux cardiomyocytes
perméabilisés, stimulés par la créatine et 'ATBireament dit, en présence de la MtCK
activée n’inhibe pas la respiration. (Figure 32A), Be résultat est tres important car
I'absence de linhibition de la respiration, contr6ée par la MtCK en présence du
systéeme piégeant 'ADP, est due a la restriction ddiffusion de I'ADP au niveau de la
membrane externe mitochondriale (ie I'absence de d@® de I'ADP de l'espace
intermembranaire) des cardiomyocytes perméabilisedPar contre, dans les mitochondries
isolées (Figure 30B), et dans les cardiomyocytesn@abilisés, en présence du systeme
piegeant 'ADP libre (PEP-PK), un traitement prdygique (trypsine 0,2 uM, 5 min, 30°C)
provoque une inhibition importante de la respiratgiimulée par la créatine (i.e. la MtCK
activée) (Figure 32C, E). Ces deux expériencesemettn evidences limportance des
interactions de la membrane externe mitochond@akec les protéines cellulaires pour sa

fonction de barriere de diffusion pour 'ADP.
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IV saelemma. r — Figure  32A.  Modéle

fibrile expérimentale -
cardiomyocyte
perméabilisé. La respiration
mitochondriale est stimulée
par la créatine en présence
de I'ATP, glutamate,
malate et le systeme piege
pour I'ADP libre constitué
du  phosphoénolpyruvate
(PEP) et pyruvate kinase
(PK).

Figure 32C. L'image du méme
cardiomyocyte aprés 5 min
d’incubation en présence de 0,2
UM trypsine

Figure 32B. Image en
microscopie confocal des
mitochondries dans le
cardiomyocyte perméabilisé
marqué avec le MitoTracker
Red™ (0,2 uM)
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Figure 32D et E montre I'enregistrement oxygraphide la respiration mitochondriale des cardiomyesyperméabilisée
stimulées par la créatine en présence de 'ATRajaut du PEP et du PK ne change pas la respirdésrcardiomyocytes
perméabilisées (Figure 32D) et I'inhibe de maniamgortante aprés 5 min d’incubation en 0,2 uM tiypgFigure 32E).
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Nous avons donc validé les criteres nécessairesn@ms plus haut) pour I'étude les
propriétés cinétiqgues de la MtCiK situ dans le modéle expérimental, les cardiomyocytes
perméabilisé. Dans ce modéle, le systeme piégéabP| (PEP-PK) mime les effets du
systeme glycolytique : la consommation de '’ADRaetégénération de 'ATP endogene extra
mitochondriale. La description schématique et déedroxygraphique de ce test sont donnés
dans les figures 32A et 33A. La respiration egtdl@ment stimulée par ’'ADP endogéne, issu
de I'hydrolyse de I'ATP exogene puis le systeme P est ajouté dans la chambre
d’oxygraphie. Dans les conditions de la régénénatie I'ATP extramitochondriale par le
systeme PEP-PK, la créatine, rajoutée progressiveemeconcentrations croissante, active la
MtCK et stimule la respiration (Figures 32A et 33A)e protocole permet de relier la
consommation de I'©@a la phosphorylation de I'ADP endogeéne, recyclé la MtCK
localement dans I'espace intermembranaire mitochaled Tenant compte du fait que la
MtCK catalyse la réaction de deux substrats, ceprgtés cinétiques ont été étudiées en
présence d’'une concentration fixée d’'un des suksttade concentration variable de I'autre et
vis versa (Figure 33B et 33C). Nous avons compsé@arametres cinétiques de la MteK
situ déterminés lors de nos expériences avec les cuestde dissociations de la MtGK
vitro publiées dans la littérature (Jacobus et Saks)1@8halyse des parametres cinétiques
de la MtCKin situ a mis en évidence une augmentation de 10 a 180dfs constantes
apparentes de dissociation de le MgATP du complexaire et tertiaire (1,94+0,86 mM et
2,04+0,14 mM pour le K et le K, respectivement) par rapport aux valeurs carattfress
pour les mitochondries isolées (0,44+0,08 mM efl640,01 mM respectivement) (Table 2
de la Figure 33)La diminution de I'affinité de la MtCK in situ pour le MgATP exogéene
est due, probablement, a la restriction de la diffsion de I'ATP au niveau de la
membrane mitochondriale externe dans la cellule penéabilisés. Les constantes
apparentes de dissociation de la créating k) diminuent de 2 a 15 fois par rapport a la
mitochondrie isolée (K de 28+7 a 2,12+0,21 mM et,Kle 5+1,2 a 2,17+0,4 mM), traduisant
une augmentation de I'affinité de la MtCK pour téatine (Table 2 de la Figure 33). L’étude
de l'affinité apparente de la MtCK pour la PCr & étalisée en utilisant le méme modele
présenté en figure 33A en présence de concentsafie@es en ATP et en créatine et des
concentrations variables en PCr. L’affinité de 1&OM pour la PCr n’a pas changé dans les
cellules cardiaques permeabilisées par rappormnatochondries isolées (Kest environ de
0,9 mM dans les deux cas) (Table 2 de la Figure G@8)résultat montre gua PCr et la
créatine circulent librement a travers la membrane mitochondriale externe de la

mitochondrie in situ dans les cellules perméabiliséegt que le flux énergétique d’une
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cellule cardiaque est représenté par le flux de @6t que par le flux de '’ADP qui est

limité au niveau de la membrane.
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Figures 33B et C montrent la respiration des cardamylgs perméabilisés en présence (Figure XXB) aleohcentration
fixe de I'TATP] et variable de la [Cr] et en présern(Eigure XXC) de la concentration fixe de la [Ef]variable de I'TATP].

P

KuMgATP KMgATP | KipCr  KyCr Kip
(mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
M'\jic;rc:,; " | 0441008 0.016:0.01 287 5+1.2 | 0.840.2
Mitoch. inSitU| 4 94,086 2.04:0.14 2.12+0.2D.17+0.40| 0.89+0.17
(with PEP-PK)| —77" DA, i
D
s ——— CK.MgATP.PCr --—-—--—— -~
MgATP 'Cr MgADP. PCr

Kia

ky
CK.Cr.MgATP = CK.PCr.MgADP
Ky

CK

a_ CE - 2
MgATF*™ 4 Cr&@MgADP™ + PCr*” 4+ HF

Table 2. Constantes cinétiques apparent
de la MtCK cardiague in vitro
(mitochondrie  isolée et in  situ
(cardiomyiocyte perméabilisé). (* - les

constantes cinétique pour la Mitochondri
isolées ont été prises de Jacobus & Sa
1982, Monge et al., 2007)

Figure 33D. Schéma de la
catalysée par la CK présentée en conformi
avec la classification de Cleland, réactio

aléatoire, de type Bi-Bi, en quasi équilibre|

Les K, et K, sont les constantes d¢g
dissociation du MgATP de ses complexe
binaires et tertiaires (CK.MgATP et
CK.Cr.MgATP respectivement). Les;Ket

K, sont les constantes de dissociation de
créatine de ses complexes binaires

tertiaires (CK.Cr et CK.Cr.MgATP
respectivement). La jKest la constante de
dissociation de la PCr de son complex
binaire avec la CK (CK.PCr). Les lt k;

sont les constantes des vitesses de réacti
directe et inverse. (Les complexe
Ck.MgATP.PCr et Ck.Mg.ADP seront
négligés dans notre travail car ils ont de trg
hautes constantes de dissociation. (Sa

réactiof

h

ks
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N
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1975) 7
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Pour vérifier I'efficacité du contréle de la resgdion par la MtCK nous avons mesuré
le contenu en PCr et la consommation en oxygeneufsolors du méme test utilisé pour
I'étude cinétique (Figure 33A) le test est réakse présence de différentes concentrations
fixées en MgATP (1, 2, 5 mM) et des concentratiormssantes en créatine (Figure 34). La
réaction catalysée par la CK étant une réactionrsie, la PCr peut étre produit par deux
sources : intramitochondriale (MtCK) et extramitontdriale (MMCK). La production totale
de la PCr est mesurée en présence de la phospimmdaydative activée par le glutamate et
le malate. La production extramitochondriale dePl@r est mesurée en présence de la
respiration mitochondriale inhibée (inhibition dwneplexe | par 10 mM roténone). La
production mitochondriale (par la MtCK) de la PQaigcalculée par soustraction du flux de
PCr produit par les MMCK avec le flux de PCr totdf@ux pcrmick = fluX per.-rot- flUX per +ro)-
Les échantillons collectés apres 3, 6 et 10 mistiabeulation de la respiration par la créatine.
Sont analysés par HPLC/UPLC et les résultats notgpermis d’estimer I'efficacité de la
phosphorylation oxydative stimulée par la créagneprésence de I'ATP (le contrdle de la
respiration par la MtCK)Le Rapport PCr/O; (le flux de PCr mesuré en HPLC, la YO
mesurée par oxygraphie lors du méme testggat a 5,7+0,7 Cette valeur est proche a la
valeur théorique PCr/6 (elle signifie que pour synthétiser 3 moles d”ATa mitochondrie
réduit 1 atome d’oxygéne). Dans notre cas, ’ATRootiondrial est transphosphorylé par la
MtCK avec la production de la PCr qui sort libremdans le milieu. La concentration en
MgATP, mesurée par HPLC, reste stable au cour®uipg confirmant une forte restriction
de sa diffusion au niveau de la membrane mitochaledexterne. Ces résultats confirment un
phénomene bien connu, celui du couplage fonctioantk la MtCK et 'ANT grace auquel
est possible le cheminement directe de 'ATP deddrice vers la MtCK.

Le premier objectif de cette étude est d’évaluerflex de production de PCr par la
créatine kinase mitochondriale et l'efficacité @dephopshorylation oxydative stimulée par
'ADP endogéne produit localement par la MtCK. Lmqédé (phosphorylation oxydative
stimulée par la créatine et 'ATP en présence diésye piege pour I'ADP, PEP-PK) et les
meéthodes (HPLC/UPLC et I'oxygraphie), utilisés ponesurer le contenu en PCr dans des
différents moments de la réaction et la respiratiotochondriale lors de la méme réaction,
correspond a ceux décrits dans la Figure 32A (sah@mla Figure 33A, la seule différence
étant que L’efficacité de production du PCr (PGJ/@e 5,68+0,14.
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Figure 34A montre I'augmentation de la productienla PCr en fonction d’augmentation de

- [PCr at’5 mM MgATP, + rotenone la concentration du MgATP exogéne.
——— [PCr] at 2 mM MgATP, - rotenone
[PCi at 2 mM MgATP. + rotenone Figure 34B montre le niveau stable du MgATP régémirdfacon continu par le systéme
[PCr] at 1 mM MgATP, - rotenone PEP-PK

[PCr] at 1 mM MgATP, - rotenone

6 -

o C
c
2 s
o 5 mM ATP . o . .
e £ Figure 34C montre la différence le niveau de pradact
5 g 4] > M ATP de la PCr dans la réaction catalysée par MtCK en
°‘7 < 5 m présence des différentes concentration fixes du MQA
% g’ 1 mM ATP Ces valeurs sont calculées par soustraction du [PQr]
5 g 2 produit par MtCK et MMCK du [PCr] produit
Tf? = N uniqguement par MMCK : ([P Ga#ck]=[PCrrot-[PClirod)-
g
0 T
0 2 4 6 8 10 12
t, min
VpCr Vo, Table 3. Montre les flux de production de PCr paCKit
VpcrNo (mesurées en UPLC), les flux de consommations dg I{O
) 1 2 (mesurés en oxygraphie) et leur rapport pour déérelintes
Hmol min"*-mg prot concentrations fixes du MgATP
(les figures sont prises de Timohhina et al. 2009).
1 mM ATP 0.23+0.02 0.041+0.001 5.80+0.45
2 mM ATP 0.31+0.02 0.056+0.02 5.44+0.44
5 mM ATP 0.43+0.04 0.074+0.003 5.81+0.48
5.68+0.14
Average
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La diminution tres importante de l'affinité apparente de la MtCK in situ pour le

MgATP extramitochondrial en comparaison avec cell®btenuein vitro, la haute affinité

pour la créatine et pour la PCr, associée a I'effacité de production de la PCr proche de

la valeur théorique indiquent I'existence d'une sdlctivité de permeéabilité de la

membrane externe mitochondriale pour ces métabolite et, par conséquence son role

dans le contréle de la respiration mitochondrialen situ.

Un phénomeéne important a été observé lors de yaaales données de la cinétique

MtCK in situ dans les modeles expérimentaux représentés dafiguess 31A et 32A. La

cinétique de consommation de y@our des concentrations identiques de 'ATP exegest

plus rapide dans les conditions de stimulationadeespiration a la fois par 'ADP endogene

intramitochondriale, issue de la réaction de la KitCet par I'ADP endogéne

extramitochondriale, produit par les ATPases caitas (Figure 35, la courbe en ligne pleine
sur le graphique). Dans ce cas, lg Hpparent pour I'ATP exogene (en présence de la

créatine) est égale a 24.89+0.8 uM. Dans les donditde la stimulation de la respiration

mitochondrialein situ uniguement par 'ADP

endogene, issu de la réaction MtCK (en prése

du systeme piege pour I’ADH

extramitochondriale), le Kapparent pour 'ATP
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£ 601 /./ ———  ATP+Cr (PK-PEP)
cinétiques révele l'importance du signal de 5‘40—‘/1/
] . . . é 20 A
I'’ADP cytosolique pour la stimulation de la | = / | | |
. . . ) . 0 5 10 15 20
respiration mitochondriale et de l'interaction [MgATP], mM
de la phosphorylation oxydative avec le
Figure 35. La régulation de la respiratign

systeme glycolytique.L’effet du rétrocontrole
de la respiration mitochondriale par a la fg
'’ADP endogéne extramitochondriale et par
role de la MtCK comm

créatine et le

amplificateur du signal ADP intracellulaire a

mitochondriale réalisée par l'action simultanée
'ADP endogéene intramitochnodriale (produit par
MtCK) et extramitochondriale (produit par I¢
ATPases) en ligne pleine et réalisée uniqguement
'ADP endogéne intramitochnodriale en présence

systeme piege pour 'ADP extramitochondriale (PK-

de

par
du

PEP).

y

prédit mathématiquement par le modéle VA

(Aliev et Saks 1997, Saks et Aliev 1996, Vendetiale2000). En conformité avec se modele
et nos données expérimentaléss fluctuations d’ADP, produites par I'hydrolyse dce

'ATP, sont en partie traduites dans un signal métholique de rétrocontréle par les

isoenzymes cytosoliques de la CK grace a trois pl@meéne : I'état stationnaire hors
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equilibre de la réaction des CK capable d'acceptedes flux variables d’ADP, le
mécanisme d’acheminement vectoriel du ligand de laavette CK/PCr et I'hétérogénéité

du milieu intracellulaire.
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3*M gtude expérimentale:
EFFET DE LA DOXORUBICINE SUR LA REGULATION DE LA RE SPIRATION

MITOCHONDRIALE DANS LES FIBRES CARDIAQUES PERMEABIL ISEES
(article 7).

Le coeur du rat Wistar est perfusé en présence absance de 2 uM de doxorubicine
(DOX) pendant 2 h puis les fibres musculaires gyatevées du ventricule gauche aprées la
perfusion, et perméabilisées a la saponine diremtérdans la chambre d’oxygraphe en
présence de 2, 4, 8, 16, 32, 100, 200 et 500 uM pPe&xlant 20 min a 25°C. La respiration
basale (V) et stimulée par 2 mM ADP @y est mesurée en présence soit de 5 mM
glutamate et de 2 mM malate, soit de 50 padmytoil-L-carnitine et de 2 mM malate. Les
consommations de l'oxygene {\ét VimaADP) des fibres perméabilisées en provenance du
cceur perfusé avec 2 uM de DOX et des fibres ndfiugszs avec la DOX mais pré-incubées
avec 2 uM de DOX avant les mesures d’oxygraphigiegt comparables (Table 4 de la
Figure 36). La Wax des fibres incubées directement en présence desermiations
croissantes de DOX, diminue progressivement jusgo& valeur de 28,5% pour la derniere
addition de DOX (500 uM) par rapport aux fibres noaitées (Figure 36A). L'étude de la
cinétique de régulation de la respiration mitochaie par I'ADP libre a révélé une
différence non significative duKapparent pour les fibres non traitées et traiées 2, 4, 8,
16, 32 ou 100 et uM DOX, une tendance a la dimimutiu K,**P pour les fibres traitées avec
200 uM DOX et une diminution significative du,kapparent pour 'ADP libre en présence de
500 uM DOX (180,9+26,6 UM par rapport a 319,8+2AN pour les fibres non traitées,
p<0,001). Le kK, apparent pour I'ADP libre en présence de la anéafautrement dit en
présence de la MtCK activée) est de 17,7+6,3 pesifibres non traitées et de 128,5+24,3 uM
pour les fibres traitées avec 500 puM DOX (p<0,00Ces résultats montrent une
augmentation de [laffinit¢é de la phosphorylationydative pour I'ADP libre et un
affaiblissement du couplage fonctionnel entre |£Kitet 'ANT. Afin d’évaluer I'effet de la
DOX sur le couplage MtCK-ANT, l'affinité de la MtCkour la créatine en fonction de
différentes concentrations fixées en DOX a été rgeiee. L'analyse montre que lenK
apparent pour la créatine dans le cceur perfus#ees26+0,27 mM. Ce parametre augmente
progressivement en fonction de la concentratioD@iX jusqu’a 6,9+1.5 mM pour les fibres
incubées en présence de 200 uM DOX. La concemraiovante de 500 uM DOX a
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provoque la perte totale de I'effet stimulateurl@eréatine sur la respiration mitochondriale

(Figure 36).
coeur perfuse coeur perfuse
| +2umDOX +2 uM DOX
Mean+SE 5mM Gl+2mM Mal p 0.05 Palm-Carn + 2 Ma| p Table 4. Les paramétres de la
| \./‘?1 g 3.66+0.76 | 4.0+0.52| 0,74 | 2.89+0.66| 2.08+0.69 0,79 respiration mitochondriale des
(nm\c/) OzerQM n;gDow) fibres cardiagues perméabilisées
e 23.0#3.59| 17.67+3.6] 0,39 | 9.61+3.3| 6.38+0.83 0,61
(nmolQ,-min~-mg-dwf)
ACR 6.3+2.17 | 3.67+0.76 3.34+0.7 3.3+0.7
Fibres ADP DXR (M)
(Gl+MI)  2mM 2 8 16 32 100 200 500
— 250 100 _
S 200 % 80 % Figure 36A. Enrégistrement oxygraphie de la
= 15¢- v CT M, f \ 60 E consommation de I'©des fibres cardiaques
= 0 R | Pt & perméabilisées en fonctions de différentep
| | | | . .« .
§ ’ ‘I‘[' \ ‘I ‘I\J‘ 1| 1‘ |‘ |‘ fg’. concentrations de Doxorubicin.
Q | | 1.4 | -
o 50 | v | | 0 @
S, ) I ) -
00:22:10  00:20:33  00:36:57  00:44:20  00:51:4%  00:59:07
hh:mm:ss \
[ Perfuzed heart
S00 - * [ Perfuzed heart+ ZUM D oxorobicine
—_—gy 200 UM l:amc_vr_pplun‘
- 3;2%?18 B 500 Darcbisine
e G0
£ oo - 1o0s Figure 36B. Diagramme représentant le Km appareut paDP libre
& +26.6 (-/+ 20 mM créatine) des fibres cardiaques perntiéébs, traitées par
£ am 9699 1328433? différentes concentrations de Doxorubicin
2596 £138
200 4 I?.?34-‘111 A b
#.3
0 rf:-rl‘! |
Y ¥
K, ADP K, ATADE,
under 20mmCr
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44 8 T S d‘
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24 I Figure 36C montre le diagramme représentant I'adfide la MtCK pour
TIT la créatine dans les fibres cardiaques perméadslisg présence de
0 ‘ ' ‘ : différentes concentrations de DOX
Doxo 0 UM 2 UM 16 UM 200 UM Figure 36D. Le tracée d’oxygraphie sur lequel oie Vabsence de
stimulation de la respiration mitochondriale paciéatine

y

102



4°™ gtude experimentale:

LA BIOENERGETIQUE DE LA DYSFONCTION MUSCULAIRE ET L ES EFFETS
DE L’ENTRAINEMENT EN ENDURANCE DES MALADES ATTEINTS DE

BRONCHOPNEUMOPATHIE OCHRONIQUE OBSTRUCTIVE (article 8).

La dysfonction musculaire des patients atteints deroncho-pneumopathie
obstructive chronique

La broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPC&st une maladie
inflammatoire chronique des voies aériennes et drerghyme pulmonaire définie par
l'installation progressive d’'un trouble ventilatooobstructif. Etant en progression constante,
la maladie sera la troisieme cause de déces 62€ A opez et al. 2006a, Lopez et al. 2006b).

En dehors des conséquences pulmonaires, la BPG&gadsiment associée a des effets
systémiques comme par exemple a la dysfonction uhaise, a la malnutrition, a la perte du
poids corporel (Agusti et al. 2003, Wong et al. @00 'étiologie du dysfonctionnement
musculaire squelettique chez les patients attaietsBPCO est multifactoriel et inclut la
limitation de I'activité physique due a la dysprgegressive, au mode de vie sédentaire, a
'hypoxie tissulaire, a I'inflammation systémiquay dommage oxydatif et a la denutrition
(Agusti 2008, Agusti et al. 2004, Agusti et al. 20@8roekhuizen et al. 2006, Li et al. 1998,
Yende et al. 2006). Le dysfonctionnement ou la lése musculaire squelettique sont
caractérisés par des changements fonctionnelsr(diion de la force et de I'endurance) et
anatomiques et contribue de maniere significatiVe lémitation de la capacité d'exercice et
de la qualité de vie (Agusti 2008, 2003).

Plusieurs études ont montré que chez les patidiggta de BPCO, il y a une
diminution du pourcentage des fibres de type Inet augmentation du pourcentage des fibres
de type lIx, (Gosker et al. 2002a, Gosker et a02B) Jakobsson et al. 1990, Maltais et al.
1999, Satta et al. 1997, Whittom et al. 1998,) film®s de type intermédiaires I-1Ix ont été
également observés. Ce changement de type des éraccompagné par 'augmentation de
la capacité glycolytiques des fibres (lactate débgéinase, hexokinase, phosphofructokinase)
et la diminution de l'activité des enzymes oxydesi(citrate synthétase, des enzymes du

cycle de Krebs, de 3-hydroxyacyl-CoA déhydogénaseH, enzyme de I$-oxydation des
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acides gras) (Gosker et al. 2000, Maltais et #6)9Ces modifications reflétent la capacité
aérobie réduite résultant du rephosphorylationfireefe de I'ATP (Pouw et al. 1998). Les
rapports Pi/PCr et d'ADP/ATP sont élevés et assoai€augmentation légere de l'inosine
monophosphate (IMP) due probablement a la dégmadaugmentée de I'AMP par la
désamination. Plusieurs études utilisant la technide spectroscopie dP par résonance
magnétique nucléaire®PRMS) réalisée chez les patients atteints de BP@Omis en
évidence la diminution de la capacité oxydative desscles squelettiques induits par
'exercice et caractérisée par I'épuisement rapedela régénération lente de la PCr,
'augmentation du taux Pi/PCr, la diminution du pitracellulaire et méme la diminution de
'ATP et de la créatine (Kutsuzawa et al. 1995 Whuyat al. 1992). L'estimation de la
cinétique de régénération de la PCr aprés I'exerest le paramétre le plus informatif de
'étude de la phosphorylation oxydative dans le cleusquelettique (Pipinos et al. 2000,
Weiss et al. 2005). L'analyse cinétiqgue de la niéactle la CKin vivo en utilisant la
spectroscopie difPRMS, peut donner I'estimation des flux de la riéactde la variation d
I'énergie libre d’hydrolyse de I'ATP, I'efficacitét les réserves de la réaction CK (le rapport
entre le flux de la réaction CK et la phosphorgatoxydative, (Greiner et al. 2007, Neubauer
2007, Ten Hove et Neubauer 2007, Weiss et al. 2005)

L’adaptation métabolique du muscle squelettiqueexkrcice

La capacité aérobie des muscles (I'activité ddtlate synthase (CS), de la succinate
déshydrogénase (SDH), et du cytochrome oxydase JLE&sX en corrélation directe avec le
niveau de I'activité physique spontanée journali@en Hoed et al. 2008). La réponse du
muscle a I'entrainement dépend de la nature dwhisradaptatif. L'exercice en résistance a
comme consequence I'hypertrophie des cellules raises avec une augmentation de la
force, sans changements importants biochimiquesxelk¢ice en endurance induit une
augmentation de la capacité du métabolisme aépai€intermédiaire de I'augmentation du
nombre des mitochondries, sans hypertrophie du leusic d'augmentation de la force
musculaire (Holloszy 2008). Cette augmentation dunlore de mitochondries explique
'amélioration de la cinétique d’extraction de Kaene en présence d’un apport du sang et de
'oxygene comparable entre le muscle entrainé et emrainé. (Hochachka 2003, Holloszy
2008). Le quotient respiratoire (QR) devient plas {0,81) chez les sujets entrainés par
rapport aux non entrainés, indiquant un décalage l&e combustion des acides gras. Ce

décalage se manifeste par 'augmentation de l& gtisdu transport intracellulaire des AG,
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laugmentation de l'activité des enzymes Hexydation des acides gras, du cycle de Krebs
(citrate  synthase,aconitase, NAD-spécifigue isat@tr déshydrogénase, succinate
déshydrogénasey-glutarate déshydrogénase, malate déshydrogéndesg)enzymes de la
navette malate-aspartate mitochondriale et ded#netrespiratoire mitochondriale ayant pour
résultat 'augmentation de la synthése de I'ATP leigphosphorylation (Alsted et al. 2009,
Hochachka 2003, Holloszy et Booth 1976, Hood 2(@dwald et al. 1985, Hwang et al.
2001, Kiens et al. 1993). Ces modifications touth®n seulement les muscles oxydatifs,
mais également les muscles glycolytiques. Le magude I'homogénat du muscle
gastrocnémien par-C]palmitoyl-CoA, permettant la mesure de la protuctdu *CO,,
montre que I'entrainement en endurance (80-115dmma®é' — 10 semaines) augmente 7
fois la capacité d@-oxydation des acides gras (Costill et al. 197%9).éRidiant I'activité des
isoenzymes de la CK dans les biopsies du muscaisel et gastrocnémien des coureurs,
I'entrainement marathonien de 9 semaines induitaugmentation de l'activité de la MtCK
en approchant le pattern du muscle soléaire du ma#emuscle cardiaque (Apple et Rogers
1986), et une augmentation de I'expression de |&CKMBlans le muscle gastrocnémien suite
probablement a 'endommagement musculaire induit gbeess répétitif (car la MBCK et
caractéristique plutdt pour la formation embryonmalu muscle squelettique) (Apple et al.
1985). Plusieurs auteurs ont montré que I'exereitendurance augmente la sensibilité de la
respiration mitochondriale a la créatine : l'augtaéon du \&/Vapp (Walsh et al. 2001,
Walsh et al. 2006) ou la diminution du,®” ADP en présence de la créatine dans les muscles
squelettique du rats (soléaire, plantaire, gaséogen) (Zoll et al. 2002), dans les muscles
gastrocnémien et le vaste latérale externe destesh{(Ponsot et al. 2006, Zoll et al. 2006),
des insuffisants cardiaques (Zoll et al. 2003), pitsents atteints de BPCO (Guerrero et al.
2005) ou atteintes d’ostéo-arthrite (Eimre et 80&). Une des adaptations le plus typique du
muscle squelettique a I'entrainement est 'augnentale I'ajustement entre l'utilisation et la
production de I'ATP : 'augmentation moins importame la concentration de 'ADP, AMP,
IMP, créatine et Pi et une diminution moins impotéade la PCr au cours du travail. Cet
ajustement est accompagné par une stimulation nropartante de la glycolyse, résultant de
la diminution de la production et d’'un meilleur ptage entre 'oxydation du pyruvate et le
flux glycolytigue (Hochachka 2003).

L'objectif de cette étude est d’appliquer les méthdes d’investigations, utilisées
précédemment chez le rat, a I'étude de la régulatiode la respiration mitochondriale des
muscles squelettiques des patients atteints de BPC@vant et aprés I'entrainement en

endurance ; ceci afin de vérifiersi cet entrainement augmente la capacité oxydaties
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muscles squelettiques, en influencant les mécanisnte régulation de la respiration

mitochondriale et en augmentant le role du contrgieétabolique par la MtCK.

Résultats

Deux groupes ont été inclus dans I'étude (TabldeSyroupe « BPCO », formé de 9
patients atteints de BPCO stade I, 1l en confeénasivec la classification GOLD (GOLD -
Global initiative for Chronic Obstructive Lung Dase ; le critere principal est le volume
d’expiration maximale en une seconde qui doit &wepris entre 30% et 80%, avec un
rapport VEMS/CVF<70%) et le groupe contrble « Gtrformé de 9 volontaires sains de
méme age, sexe et avec un niveau comparable dféstiphysiques (estimé en utilisant le
guestionnaire proposé par Voorips pour les sugdersaires et les patients atteints BPCO)
(Voorrips et al. 1991).

Table 5 Ctrl BPCO

Avant entrain.  Aprés entrairl. Avant entrain.  Ape@sgrain.
Age, anées 59,8+3,5 62,3%3,.8
Taille (m) 1,72+0,02 1,7+0,02
Poids (kg) 75,9+1.60 p>0,05 67,5£3,7 p>0,05
VEMS; , % 105,7+4.4 p>0,05 48,3+4,9% p>0,05
VOomax ML-min®kg seids corn 31,05+1,6 32,8+1,5 16,04+0,9** 19,03+1%01
Indexe masse corps, kg’m 25,7+0,4 25,5+0,5 23,3+1,2 23,2413

Les participants a I'étude ne correspondent pas artéres de sédentarité
conformément au questionnaire Voorips (indexe <r@is, néanmoins, leur niveau d’activité
physique est comparable (16,2 + 3,2 dans le gr@&@R€0O et 17,5 £ 1,4 dans le groupe
contrble). Les patients recoivent le traitementfdied constitué de3-agonistes, de anti-
cholinergiques de longue durée d’action et desaamteroides inhalés.

Le schéma expérimental comprend I'évaluation ilgtiat finale (fonctions cardio-
respiratoires, aptitude a [I'exercice, biopsies) wt entrainement en endurance sur
véloergometre pendant 3 mois (12 séances par 45 amague suivant le programme
individualisé) a domicile, donc dépendent de ldsdgé des participants. L’aptitude a
'exercice était réalisée lors d'un exercice incedétal sur cycloergométre avant et apres
I'entrainement. Deux biopsies du muscle vaste dh&xterne ont été effectuées : une avant et

une apres I'entrainement (Bergstrom 1962).
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Méme si le niveau de l'activité physique des pgtints a I'étude était comparable, la

consommation en oxygene lors du test incrémentzatd’entrainement (Tableau 5) était

deux fois plus important chez les sujets sédertadteaugmente significativement apres
I'entrainement dans le groupe BPCO (de 16,04+0,9mmti'-kg & 19,03+1,01 mL-mihkg,

p<0,05).
Tableau 6 Groupe Ctrl Groupe BPCO Tableau 7 Groupe Ctrl Groupe BPCO
Avant Aprés Avant Apres Avant Aprés Avant Aprés
entrain. entrain. entrain. entrain. entrain. entrain. entrain. entrain.
. % 35.645.7 31.3£2.7 Vo,
Fibres diamat nmolO,min” | 0.68+0.08  0.61+0.01 0.69+0.042 0.66%0.0
type 1| RTINS | 67.78£2.04 61+3.8 Lmg* dw f
H p>0.05 p>0.05
. % 64.4%5.7 68.742.7 Vimax,
Fibres diamat nmolOymin” | 2.99+0.64  3.08+0.38 3.12+0.24 3.0+0.11
type Il 'a:“,\j €1 64.22+4.99 52.33+4.03 Lmg* dw f
JGroupe Ctrl avant l'enfrainement 20
rGIoUpe Clil aprés l'entrainement
300 - * Groupe BFCO avant'entraine mer E 1.8
o * E==Groupe BPCO apras'entraingmer =
%_ 2026 z 16
= 250 322 T
— T =1}
. 14 1
S 17717 £ 1
+ 2004 702 ¥ £
o . 1 E 12
0 132.8f } ! 9 ‘a.
< s *ME[7] 1008(0 O 10/
o I_, | 2133 2
m] 1 / E 081
< 100 } /7] - . app,
[ 7/ 488 526 498 = ©  BPCO,avant entramernent Kp“FFCr=1.15¢0.16 mM
& I /Y a5z 41136 2 061 ,
T sl t A T-130 :'1:'_ ¢ DPCO, apids entrainervent Hmappcr =1.12£0.1 mM
f Z //// f I" ’{—‘% ?:_J 54 & Ctlapds entrainement K_"°Cr=1.2710.14 mM
0 ' ‘ , 02 . . ' .
\ \ ) 0 10 15 20 25
Y Y ) [Cr], mmol
K, **PADP K, 2PPADP (+Cr) Figure 38

Figure 37

<

La morphométrie et I'histochimie des fibres musoekdes patients et des volontaires

sains révelent une prévalence des fibres de tyfenlliron 64,4-68,7% du nombre total des

fibres) dans les deux groupes, sans une différemngeificative en diametre des fibres

(mesurés en utilisant la microscopie électroniquia éechnique de mesure de l'activité de la

myosine ATPase selon Mabuchi et Sreter 1980a, )98@icun changement de type de fibres

n'est observé aprés 3 mois d’entrainement (TalB¢au

La respiration basale ¢y des fibres perméabilisées (en présence de 5 mdrghte

et 2 mM malate) est identique dans les deux groapast la réhabilitation et n’a pas changé

apres l'entrainement (Tableau 7). De plus, la aijét de 'ADP exogéne, en absence et en

présence de créatine, a été étudiée (Figure 3£ pour 'ADP libre est comparable dans

les deux groupes avant I'entrainement (132,8+14b g1 108,8+13,3 UM pour le groupe
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BPCO et le groupe contrble respectivement, p>060&g,valeurs reflétant un comportement
et une composition du tissu musculaire plutdt giytiques. Aprés I'entrainement, on observe
une augmentation significative du,®&” pour 'ADP libre dans les deux groupes (jusqu’a
202,6+32,2 uM chez les BPCO et 177,7£17,03 uM ébexolontaires sains).

Etant donnée le rble de la MtCK dans la régulatienla respiration mitochondriale
des cellules musculaires, la mesure de la cinétigugADP en présence de la MtCK activée
(ou en présence de la créatine) a été réaliséaur@ig7). Dans les deux groupes, une
diminution du K. pour 'ADP libre en présence de la créatingntpp cr) a été
observée par rapport aunKapparent sans créatine ((Rpp). Cet effet, préservé aprés
I'entrainement, a induit une modification du rappkn* app/ Km™ ™ app +cn (QUgmMentation
d’'un facteur 2).

En présence de la créatine ajoutée au milieu 8Ad®, la MtCK recyclé localement
de I'ADP endogéne activant préférentiellement Ispietion par rapport a 'ADP exogéne.
Cette augmentation de l'affinité de la mitochongraair 'TADP endogéne est visualisée par la
diminution du K,**",pp en présence de la Cr.

Nous avons, également tester I'affinité de la Mt@dUr la créatine (Figure 38). Pour
ce faire, nous avons appliqué le protocole d’évalnades propriétés cinétiques de la MtCK
in situ élaboré lors de la deuxieme étude sur le Ratfihig# de la MtCK pour la créatine est
comparable dans les deux groupes et n'a pas claggéicativement aprés I'entrainement
(Km?*, a changé de 1,55+0,16 a 1,12+0,1 mM dans le gr&REO et de 1,28+0,7 a

1,27+0,14 mM dans le groupe contréle).
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Les théories conflictuelles de la régulation de leespiration mitochondriale

Dés le début, la découverte du controle métabolagiéa respiration mitochondriale
par la créatine est liée a la découvert de la pimgfation oxydative par Engelhardt.
Engelhardt montre que la consommation de I'oxygéstecouplée a la synthése de I'ATP
(Engelhardt 1982). Ensuite, Belitzer et Tsybakowaupent que la consommation de
'oxygéne est également liee a la production de R&fficacité de cette production, mesurée
par Belitzer (1930) dans I'hnomogénat du muscle qrateé du pigeon en présence de la
créatine (PCr/g), était de 5,2-7 (Belitzer et Tsybakova 1939).sPfard, dans les années
1975-1987, des études prouvent que la haute dticda contrble de la phosphorylation
oxydative par la créatine est due au couplage ifmmuel de la MtCK avec I'ANT (Dolder et
al. 2003, Saks et al. 2008, Saks et al. 2007a, S&a#ds 2004, Schlattner et Wallimann 2004,
Vendelin et al. 2004b, Wallimann et al. 1992, Walinn et al. 2007, Wyss et al. 1992). Bien
gue, des énormes progrés dans I'étude de la bigétigre des mitochondries isolées sont
réalisés (Nicholls et Ferguson 2002), la natureahirble respiratoire, les mécanismes de la
régulation des flux énergétiques dans les cellkedediaquesn vivo restent encore des sujet de
débats. Comme il a été mentionné en introductiois théories ont été proposées au cours de
I'histoire de la recherche, dans le domaine du bo#teme énergétique, mais le probleme est
loin d’étre résolu.

Une des plus anciennes est la théorie de réguldéda respiratiom vivo par 'ADP,
estimée a partir de I'équation a I'équilibre deCld. Cette théorie suppose que I'’ADP diffuse
librement dans le milieu homogéne intracellulaire \{ivo commein vitro) (Beard 2005,
2006, Kushmerick et Conley 2002, Meyer et al. 1988cemment, Wu et al. ont calculé (en
se basant sur la réaction de la CK comme étant raaetion a I'état d’équilibre) le
changement de I'énergie libre d’hydrolyse de I'A@Rn de prédire le comportement du
systeme (Wu et Beard 2009, Wu et al. 2009, Wu .eR@08). Néanmoins, I'argument qui
controverse la théorie d’équilibre de la réactienlal CK reste toujours incontesté — c’est le
phénomene de la stabilité métabolique de la celbal@iaque (I'augmentation linéaire de
consommation de I'oxygéne et de 'ATP en fonctiantdhvail cardiague en présence d’'une
stabilité de la concentration en PCr et en ATRaceHulaire) (Balaban et al. 1986, Dos Santos
et al. 2000, Griffiths et Rutter 2009, Weiss ef&l05, Williamson et al. 1976).

Afin d’expliquer la régulation de la respirationtoghondriale dans les conditions de
la stabilité métabolique, une deuxiéme théoridead# I'activation paralléle par le €aa été
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proposée (Balaban 2002, 2009, Dedkova et Blatt@8 2dom et Sheu 2009). Toutefois, cette
théorie de I'activation « uniquement par le Ca2iexyépond toujours pas au critére du signal
de coordination du métabolisme énergétique desicraydcytes en fonction du travail,
formulé réecemment par O’'Rourke (Liu et O'rourke @00Conformément a ce critere, les
variations de la concentration cytoplasmique eR" @aivent correspondre & la charge de
travail et a la consommation de I'ATP (Liu et Otoai 2009). Toutefois, I'activation
longueur-dépendente du sarcomeére (Frank-Starlisigaractérisée par 'augmentation de la
sensitivité au calcium et de I'activité ATPasiqaeas étre accompagnée par des modifications
de la concentration intracellulaire en*C€Shimizu et al. 2002).

Ces deux théories sont basées sur les donnéesmapiies recueilliegn vitro ou
issues de la modélisation mathématique qui suppogee le milieu intracellulaire est
homogene (Balaban 2009, Wu et Beard 2009, Wu &0al9, Wu et al. 2008). Notre étude
expérimentale montre que les mécanismes de réguldé la respiration mitochondriale sont
dépendants du niveau du systéme, et c’est poumgoeldeur analyse demande une approche
systémique prenant en considération les interaxtgiructurales et fonctionnelles entre les
différentes composantes du systeme. Nous soutastestroisieme théorie de la régulation
du métabolisme énergétique in vivo favorisant émsfert de I'énergie et la signalisation par
rétrocontréle via le circuit de transfert des gremmgnts Pi (navette PCr/CK) (Dos Santos et
al. 2000, Dzeja et Terzic 2003, Saks et al. 1994]liwvann et al. 1992). Le schéma de la
figure 39 montre le principe général de la régatapar le rétrocontréle, proposée par Norbert
Wiener en 1947 (Wiener 1965), adapté pour les m&wes de régulation de la respiration
dans les cardiomyocytes induits par le travail. Daa schéma, I'utilisation de I'ATP (ou la
libération de I'énergie libre d’hydrolyse de 'ATRAGATP) pour réaliser un travail, qui
correspond, dans la figure 39, a la sortie) eegamération (ou I'extraction de I'énergie libre
de phosphorylation de I'ATP (i.e. de I'hydrolysegsd substrats par la phosphorylation
oxydative, qui correspond, dans la figure 39, antfée) sont interconnectés par
I'intermédiaire de la signalisation de rétrocorgrédétabolique par I'ADP cytosolique, le Pi et
la créatine. Dans ce cas, tout 'ATP mitochondest utilisé pour la synthese de PCr par la
MtCK qui est a son tour, utilisée pour la régénérade I'ATP local myofibrillaire par la
MMCK. Ces deux CK participent au transfert d’énergn catalysant leurs réactions hors de
I'état d’équilibre, dans deux directions opposéeEn$ direct pour la MtCK, et sens inverse
pour la MMCK) dépendantes de leur environnemeat firopriétés au niveau du systeme). A

cause de cela, elles possedent deux importantpagigs :
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- les MMCK et les ATPases génerent des signauxboktmes (ADP, Cr et Pi) lors

du travail cardiaque cyclique) et

- les MtCK fonctionnent comme un amplificateur de signal via le couplage

fonctionnel formé de 'ATP-synthasome, de la MtCK¢RA et du VDAC.

Le principe de rétrocontréle de la régulation aledspiration est la condition assurant
la stabilité métabolique nécessaire pour le trawdiln coeur normal. Les signaux
métaboliques énergétiques sont si complexes quectaapréhension en intégralité dépasse

les possibilités et les outils de la biologie atiglye.

Feedback

signaling
[ADP]c ; Pi; CriPCr

Input Signal Amplifier | PS" flux Effector Output
Substrates ATP synthasome-MtCK-VDAC MMCK Work
0OxPhosph E-C coupling

Figure 39 représente le schéma de régulation clenleersion de I'énergie par signalisation de &tnirle dans la cellule

cardiaque adulte

Afin de comprendre les mécanismes intracelluladescette régulationle concept
présenté schématiquement ci-dessus est basées sasldtats expérimentaux obtenus lors de
notre travail basé sutétude de la régulation de la respiration mitochondale dans les

cellules musculaires menée.

Dépendance structure/fonction. Intéractosome

Les études comparatives de la cinétique de régulat la respiratiomitochondriale
et de l'organisation intracellulaire des mitochaedrdans les cellules HL-1 NB et les
cardiomyocytes adultes montregque les mécanismes de régulation du métabolisme
éenergétique dépendent du niveau d’organisation cellaire (Anmann et al. 2006, Beraud et
al. 2009, Monge et al. 20Q9)

Dans les cellules HL-1 NBpossédant unéseau irrégulier des mitochondriesqui
sont en mouvement contiravec des phénomeénes de fusion et de fissi@®eraud et al.

2009, Pelloux et al. 2006), le métabolisme éneggétiestcaractérisépar une diminution de
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la restriction a la diffusion de I'ADP libre, ass@&e aune augmentation de l'affinité de la
phosphorylation oxydative pour I'ADP libre (K, *PADP = 25+4 uM), aune perte du
contrble métabolique par la créatineet, par conséquence, a la perte du transfert diligé
flux d’énergie. Ces propriétés sont semblableslsceles mitochondries isolées, dans un
milieu homogéne. Récemment, il a été montré quecédsiles HL-1 NB ont un profil
métabolique glycolytique caractérisé par une bassgité de la créatine kinase totale et une
haute activité de I'nexokinase Il (Monge et al. 200

En revanche,dans les cardiomyocytes adultescaractérisés par un réseau
mitochondrial hautement structuré grace aux interactions entre les mitochondriesesgt |
éléments du cytosquelette (Beraud et al. 2009, ®lenckt al. 2005),une restriction de
diffusion de I’ADP libre au niveau de la membrane ritochondriale externe (K,,**"ADP ~
300 pM)est associee ane tres haute affinité apparente dda MtCK pour la créatine
(K™ Cr = 2,5 mM).

En étudiant expérimentalement les propriétés nés de la MtCK des
mitochondries cardiaques isolées et en les modélisethématiguement pour les cellules
vivantes (Jacobus et Lehninger 1973, Saks et @#,19aks et al. 1975, Vendelin et al. 2004a)
montrent que ces proprietés sont dépendentes duageufonctionnel de la MtCK avec la
phosphorylation oxydative via I'ANT (Gellerich el 1982). La constante apparente de
dissociation de I'ATP du complexe tertiaire avediECK diminue 10 fois en présence de la
phosphorylation oxydative activée (Jacobus et 98182). Cette forte affinité de la MtCK
pour I'ATP disparait quand la MtCK est détachédalsurface membranaire mitochondriale
(Kuznetsov et al. 1989). Gellerich (1987), a pr@pthypothése de la compartimentation
dynamique de I'ADP, ceci est en accord avec la pahitité de la membrane externe
mitochondriale qui influence [l'efficacité du coug& fonctionnel MtCK-ANT et, par
conséquence, la régulation de la respiration mdandhale. Par analyse mathématique,
Vendelin a montré que les données cinétiques obtepaur les mitochondriés vitro sont
expliqguées par I'acheminement direct de I'ATP d&NT vers la MtCK. Dans cette étude,
nous avons trouvé que le rble de la membrane extenitochondriale, dans la
compartimentation de I'ADP et le couplage fonctiehiMtCK-ANT, est beaucoup plus
importantin vivo qu’in vitro.

Le modele expérimentale des mitochondries situ, dans les cardiomyocytes
perméabilisés, intégrées structurellement (via ilgsrconnexions avec les éléments du
cytosquelette) et fonctionnellement (via le systeéPieP-PK qui imite la glycolyse) permet

d’étudier les propriétés cinétiques de la MtGK situ et le role de la membrane

113



mitochondriale externe dans la régulation de lapiraBon mitochondriale. L’affinité
apparente de la MtCI situ pour la créatine augmente de 2 a 15 foig (i€ 2,12+0,21 mM

et Ky de 2,17+£0,40 mM) par rapport aux mitochondrieés® (28+7 mM et 51,2 mM pour
la Kjp et la K, respectivement) (Guzun et al. 2009, Jacobus et 5282, Monge et al. 2008).
Mais quel est le facteur qui influence l'augmemtatide I'affinité de la MtCK pour la
créatinein situ par rapport an vitro et quelle est la nature du signal qui pourraiuiricer la
vitesse de la réaction directe de la MtCK (de potidn de la PCr), sachant que c’est une
réaction hors de I'état d’équilibre ?

Afin de repondre a la premiere partie de la quastimus avons estimé les constantes
apparentes de dissociation situ du deuxiéeme substrat de la MtCK, d’ATP. L’'affinité
apparente de la MtCk situ pour 'ATP exogéne diminue de 10 a 100 foig @e 1,94+0,86
mM et K, de 2,04+0,14 mM) par rapport aux mitochondriesvitro (0,44+0,08 mM et
0,016+0,01 mM pour la Ket la K, respectivement) (Guzun et al. 2009, Jacobus et 8282,
Monge et al. 2008)Ytémoignant d’'une haute restriction a la diffusian [(ARTP exogéne au
niveau de la membrane mitochondriale externe.

Récemment, Hornikova et al ont montré que la foatie la MMCK a la myofibrille
influence la conformation active de la MMCK en augnrant son affinité pour les substrats
(Hornikova et al. 2009). L’ATP mitochondrial, graaa couplage fonctionnel entre la MtCK
et 'ANT et a la restriction de la diffusion au eau de la membrane mitochondriale externe,
pourraient, de méme, influencer la conformationvactie la MtCK en augmentant l'affinité
pour la créatine (Gellerich et al. 1987, Gellemttal. 2000, Vendelin et al. 2004a).

Nous avons également testé la sélectivité de labrame externe pour I'ADP. Le
systeme piege pour I'ADP libre (PEP-PK) n’inhibespa respiration contrélée par la MtCK
dans les cardiomyocytes perméabilisés. Les comrstapparentes de dissociation de la PCr
sont comparables pour les mitochondries isolégsoet les cardiomyocytes perméabilisés
(Kip de 0,89+0,17 mM)La membrane externe mitochondrialein situ présente une haute
sélectivité de perméabilité avec la restriction aal diffusion de I'ATP et la libre
circulation de la PCr et la créatine.Cette restriction n’existe ni dans les mitochorglrie
isolées ni dans les cellules traitées par la tngogKuznetsov et al. 1996). Les travaux
expérimentaux utilisant I'électrophysiologie, I'aaphie, la microscopie réalisés et publiés
par Rostovtseva, Saks et Monge, montrent que lectbété de la perméabilité de la
membrane mitochondriale externe peut étre due @nddification de la perméabilité de
VDAC, induite par la fixation des protéines du gdaelette — I'hétérodimere de tubuline, la

desmine, la plectine ou une autre protéine appantenla famille des protéines associées aux
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microtubules (microtubule-associated proteins, MARRAP2) (Appaix et al. 2003, Brdizka
2007, Rostovtseva et Bezrukov 2008, Rostovtseah 2008).

Donc, Gellerich avait raison, en supposant le mdlgortant de la compartimentation
des nucléotides adényliques pour I'efficacité duptage MtCK-ANT et pour la régulation de
la respiration. Sauf que cette hypothése est aipéolutét aux mitochondries situ qu’aux
mitochondries isoléeda membrane externe desquelles représente uniérbade diffusion
sélective pour les nucléotides adénylique (Geleeical. 1987).

En se basant sur nos nouvelles données expérimentahcernant les propriétés
cinétiques de la MtCket la sélectivité de la perméabilité de la membran@ahondriale

externesitu et également, sur les données de la littératuneezoant le supercomplexe ATP

synthasome (Chen et al. 2004,
et al. 2003, Pedersen 2007a, 200]
Pedersen et al. 2000) et

complexe formé par la MtCK
'ANT et le (Dolder et al. 2003,
Saks et Aliev 1996, Saks et g
2004, Smith et al. 2004

Wallimann et al. 1992), nous avor

ATP-
synthasome

Sl
'\W.'\.'

intégré ces complexes protéiqus

- H,0
1205 +20F
= o
F==V

Fumarate
Succinate

dans une unité fonctionnelle qu
'on a nommée Interactosome
Mitochondrial (Figure 40)
(Timohhina et al. 2009). La notiof

NADY

d’interactosome peut égaleme = NADH,

inclure le supercomplexe de | MOM  IMS MM Matrix

chaine respiratoire (Lenaz 4

Figure 40. Interactosome formé par le couplage tfonoel entre le
Genova 2007, Vonck et Schafs supercomplexe ATP synthasome (crée par 'ATP sweth@ansporteur
2009)_ Son r6le est d’assurd des nucléotides adényliques ANC et de phosphate (Ri)s de
Pedersen, 2000), créatine kinase mitochondrialeD&C avec la (les)
'acheminement des métabolitg protéine (tubulin et les protéines de liaison quigint le role de 'ancre
, . entre la tubuline et le VDAC: MAP2, dismine, ...). tee unité
adenyllques, la participe a I'achéminement, transphosphorylation treinsport des
transphosphorylation e métabolites phosphorylés et de la créatine (rel@isimohinna 2009)

l'exportation de [I'énergie du V

potentiel de phosphorylation de

I’ATP sous forme de flux de PCr. Son fonctionnemesttsoumis a la théorie du métabolisme
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vectoriel et du cheminement vectoriel du ligandypmsé par P.Mitchell, 1979. Initialement,
cette théorie a été conceptualisée pour expliguergdnisation des enzymes en
supercomplexes permettant le transport scalaire&lgesrons et le cheminement vectoriel des
protons a travers la membrane interne mitochoredneur créer le gradient du potentiel
électro-chimique (Mitchell 1979, Mitchell 2004).t8lieurement, ce concept a été appliqué au
fonctionnement des navettes de transfert des gnoaits phosphates, CK/PCr et AK (Dzeja
et al. 2007, Dzeja et Terzic 2003, Zeleznikar e @b5) et a la transmission du signal [ADP]
de rétrocontrdle pour la respiration mitochondr{®endelin et al. 2000).

En revanche, la désorganisation du réseau mitaclabn 'augmentation de la
perméabilité du VDAC pour les nucléotides adénydi|(k,,"""ADP 25+4 uM), la perte du
contrle de la respiration par la MtCK associééaagmentation de I'activité de I'HK Il
(Monge et al. 2009) des cellules HL-1NB sont redjg@obablement, a la perte de la propriété

fondamentale de [linteractosome - le

cheminement dirigé du ligand qui a po - .
End Products synthasome

Essential for Growth

conséquence la perturbation des fl

d’énergie. Ces nouvelles propriétg

ADP

Py

caractéristiques pour le métabolisn ’
Figure 41. La HK-2, ayant des inteactions avecDAC et

énergétique des cellules cancéreug la membrane externe utilise préferentiellemenmitPA

.. synthétisé par 'ATP-synthasome (effet de Warburg)
décrit par Otto Warburg en 1956, SO| pedersen 2007a

récemment élucidées dans les travaux -
Pedersen (Figure 41) (Pedersen 200 V
2008, Warburg 1956).

Les mécanismes de régulations de la phosphorylatiaxydativein vivo

La réponse a la deuxieme question, concernantglelsiqui pourrait influencer la
vitesse de réaction directe de la MtCK en présehage concentration saturante en créatine,
parait étre évidente — c'est le deuxieme substealadMtCK, 'ATP mitochondriale. Le
mécanisme a été prédit mathématiquement par le Imd@S deVendélin,Aliev et Saks et
en 1996, 1997, 2000 et par Dos Santos en 2000v(Ati&aks 1997, Dos Santos et al. 2000,
Saks et Aliev 1996, Vendelin et al. 2000). Ce mésgaa de régulation peut étre visualisé en
analysant la différence entre deux cinétigues dgulation de la respiration des
cardiomyocytes permeéabilisés. Premierement, latique de régulation de la respiration,
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stimulée par des additions progressives des camtiems croissantes en ATP exogene en
présence de la créatine et, deuxiemement, la gireétie la méme réaction supplémentée avec
le systeme piege pour I'ADP libre, PEP-PK. Dangremier cas, la respiration est stimulée
par deux types d’ADP endogéne : extramitochondripteduit par les ATPases et par les
MMCK a partir de 'ATP exogéne, et intramitochorade, produit dans la réaction de la
MtCK activée. Le K, apparent pour I'ATP exogéne est trés bas (24pM)jMeau maximale
de la respiration est atteint rapidement. En alesates flux d’ADP extramitochondriaux
(consommés par le systeme PEP-PK), la cinétiqueratpilation de la respiration
mitochondriale contrélée uniquement par la MtCK @as lente Cette différence cinétique
est due a l'effet stimulateur de ’'ADP endogene esdamitochondrial sur la respiration de

la mitochondrie in situ. En conformité avec le modele VAS et Dos Santog/drblyse de
I'ATP produit une augmentation de la concentraBanrADP dans la myofibrille et libére le Pi
et le proton. Le Pi, n’étant pas utilisé dans kctén de la MMCK, diffuse librement et entre
dans la matrice mitochondriale via le transportgpecifique (PIC). L'ADP étant en grande
partie utilisé par la réaction de la MtCK grace @n stat hors équilibre, induit une
augmentation du flux de production de 'ATP pows kTPases et la formation d’'un gradient
de concentration d’ADP transmis vers la matricgFé 42a, 42Ba,b). La rephosphorylation
de I'ADP dans la réaction de la MMCK change le @ppCr/PCr dans le sens de
'augmentation du signal métabolique de la créat®e signal est transféré vers la MtCK via
la navette CK/PCr. L’ADP, transmis sous forme dadiggnt cytosolique est rephosphorylé
dans la matrice. L’ATP synthétisé, grace au couplmmctionnel MtCK-ANT, alimente la
réaction de la MtCK (qui est également en état léopgilibre). Le signal initial de I'ADP
cytosolique est transformé, de ce fait, en un flignergie (PCr) amplifié et maintenu grace a
la transphosphorylation des ATP mitochondriaux (Fegd2Bc). L'efficacité de production de
la PCr par la MtCK est proche de l'efficacité maalen de I'oxydation phosphorylante
(PCr/Q, = 5,7+0,7) (Guzun et al. 2009, Timohhina et al. D0®our résultats, les réactions
catalysées par des différentes isoformes compartéae de la CK tendent de maintenir la
stabilité métabolique intracellulaire (Balaban ket1®86, Dos Santos et al. 2000, Williamson
et al. 1976) etcomme «le Démon de Maxwell » (@acé interne située a I'échelle
moléculaire) sélectionnant et dirigant les molésw@ séparares flux informationnelles
(Cr, ADP, Pi) des flux énergétiques (PCrjSaks et al. 2007b). Leysteme de signalisation
inclue trois composantes premiérementle flux de Pi, deuxiemementa modification du
rapport Cr/PCr (ou la créatine joue le réle du rétrocontrble roéligue et la PCr — du flux

énergétique) et troisiemement, I|élsictuations de concentration en ADP endogene
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extramitochondriale amplifiés par la réaction de laMtCK (Figure 42A)(Guzun et al.
2009). Une limitation de la réaction de la MtCK'étdt d’équilibre, en conditions de la
perméabilité non limitée de la membrane mitochraddrexterne pour la PCr et la créatine,
pourrait étre un facteur limitant inutile de la gpborylation oxydative (Saks et Aliev 1996).
Dans les conditions de notre modéle expérimentamacanisme pouvant limiter la réaction
directe de la MtCK est la limitation par le prodfiital de la réaction, la PCr. Le systeme
PEP-PK en utlisant 'ADP endogene régénere en imonun niveau stable d’ATP
extramitochondrial (mesuré en HPLC). En présencmeal’quantité importante de créatine
exogene dans le milieu, les MMCK produisent la R€atte production est également
mesurée en HPLC, la réaction avec l'inhibition dechaine respiratoire par la roténone).
Toutefois, 'augmentation de l'affinité apparentld MtCKin situ pour la créatine témoigne
du contraire. La réaction catalysée par la MtCKl&®ule en sens directe, de production de la
PCr. Ce phénoméne peut étre évité par l'utilisatibane solution contenant du €a

nécessaire pour l'activité des ATPases.
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Figure 42A. Schéma représentant une unité éneugéiiqracellulaire dans les cardiomyocytes.
Les sites d'utilisation de I'ATP (les ATPases derigosine, du réticulum sarcoplasmique, de la poNgiék*) et de régénératior
de I'ATP (FoF; représente la phosphorylation oxydative) songsefpar le transfert du flux de I'énergie (PCr) et signal
métabolique (Cr) via la navette CK/PCr et deux signsupplémentaires : 'ADP cytosolique et le Pi issiesI’hydrolyse de
IATP.

Figure 42B. Représentations graphiques représentaninddélisation mathématique de la régulation derdspiration
mitochondriale dans les cardiomyocytes (Dos Sagitas 2000, Saks et al. 2007¢).

(a) représente les fluctuations des concentrati®BP produites dans les myofibrilles par I'hydredy de I'ATP. (Les pics dg
concentration d’ADP cytosolique correspondent aifféréntes charges de travail (ligne noir — 750 pisl ligne rouge - 1500 uM
et la ligne verte — 2250 uM.)

(b) montre la production nette de I'ATP dans lactiém de la MMCK myofibrillaire (hors équilibre) efonction du travail
cardiaque (pics de concentrations d’ADP) décritsd).

(c) montre la production nette de la PCr dans latidgade la MtCK (hors équilibre) en fonction davail cardiaque (indiqué paf
les fleches colorées).

L’hydrolyse de I'ATP lors de la contraction musdtgaproduit une fluctuation des concentrations dRABssociée a la libératio
du Pi (qui entre dans la matrice mitochondriale séa transporteur). La concentration d’ADP libé¢ég est en grande parti
rephosphorylée dans la réaction de la MMCK (b) &impde la PCr. La créatine libérée par cette réacsiert de signal métaboliqu
de rétrocontréle pour la mitochondrie. En partiedase de I'absence du couplage de la MMCK avecR#sks), les fluctuation
des concentrations d’ADP créént un gradient de enation de la myofibrille vers la mitochondriesetrt a régénérer I'ATPH
mitochondriale en entrant dans la matrice via I'ANCEtte ATP, étant cheminé vers la MtCK (grace awplage fonctionnel entre
la MtCK et 'ANT), est utilisé par cette derniereysgoroduire un flux stable de PCr (c) grace auxsiems ATP/ADP et Cr/PC
entre 'ATP synthase et la MtCK.

CZ ¢y )
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Les estimations théorigues des mécanismes de lalatiyn de la respiration
mitochondriale des cellules cardiaques faites gevASaks, Dos Santos et Vendelin (Figure
43B) ont été prouvéen vivo en utilisant [&'PRMS (Honda et al. 2002, Spindler et al. 2001)
et expérimentalement par notre étude. L’étude pectsoscopie en résonance magnétique du
3P du ceeur isolé et perfusé (Honda et al. 2002)rmipade montrer que la fluctuation des
métabolites phosphorylés au cours du cycle cardigopuvent dépendre de la charge de
travail et des propriétés intrinseques cinétiqueadnyosine (Figure 43A).

A [ Figure 43A. Fluctuations des concentrations
des métabolites phosphorylés dans le cceur [de

ot i Pl | rat isolée et perfusé lors d’'un cycle cardiaque
estimées expérimentalement (A, Honda et a.
2002) et théoriquement par le modele Alie,

e i Saks, Dos Santos et Vendelin (Fig.41B). L
L i BCr fluctuation de 'ATP et de la PCr est entre §
ae : et 10 % (LVP-pression ventriculaire gauche)
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L'influence de la doxorubicine sur la cinétique daégulation de la respiration des

fibres perméabilisées du coeur de rat perfusé.

Les méthodes d’investigations de la régulationadeespiration mitochondriale in situ
utilisées précédemment ont été appliquées afin etdier si I'effet cardiotoxique de la
doxorubicine était lie a la diminution du contrGe la respiration mitochondriale par la
MtCK et, de ce fait, de la production aérobie dEGr.

La préservation de la respiration en Stade 3 (comdment Chance) des fibres
perméabilisées issues du cceur perfusé pendant &h 22yuM DOX, concorde avec les

données de Pélican et al. (Chance et Williams 1%%&fikan et al. 1988). Néanmoins, la
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respiration (Vhay des fibres perméabilisées incubées directement pefsence des
concentrations croissantes de DOX, diminue progresgent jusqu’au 28,5% pour 500 uM
DOX. L’inhibition de la respiration mitochondriafgar la DOX est trés bien décrite et a été
méme proposée comme indicateur de toxicité du ragoat dans les études
pharmacologiques (Ishikawa et al. 2006, Tao e@08, Tao et al. 2006). La diminution
dose-dépendent du,Kapparent pour 'ADP libre des fibres perméabiligédraitées par la
DOX, peut étre due a la diminution de la restrictide la diffusion des nucléotides
adényliques au niveau de la membrane mitochondeaterne, confirmant I'hypothése
d’augmentation de la transition de perméabilité optibndriale proposée antérieurement
(Oliveira et al. 2006, Souid et al. 2006, Tao et 2006). L'augmentation de I'affinité
apparente de la respiration mitochondriale pouDPAlibre était associée a une diminution
importante du couplage fonctionnel de la MtCK alANT. Le rapport du KP,ADP(-Cr)/
K#R ADP(+Cr) était de 1,4 pour les fibres traitées $30 pM DOX et de 18 pour des fibres
non traitées.

L’affinité de la MtCK pour la créatine diminue pragsivement en fonction de la
concentration en MtCK avec la perte totale de éefétimulateur de la créatine sur la
respiration des fibres traitées par 500 uM DOX. €t pourrait étre di a l'altération de la
fixation de la MtCK aux cardiolipines par la DOXevcomme suite la perte du couplage
fonctionnel de la MtCK avec I'ANT décrite par Tokka-Schlattner (Tokarska-Schlattner et
al. 2002, Tokarska-Schlattner et al. 2007). De ,plua été montré que la diminution de la
respiration mitochondriale corréle avec la dimiantde la concentration de la protéine ANT
(Oliveira et Wallace 2006).

En conclusion, la doxorubicine induisant des pertusations des couplages
structurales et fonctionnels de la MtCK avec I'’ANT,provoque des importantes troubles

de régulation du contréle respiratoire par la MtCK.
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LA BIOENERGETIQUE DE LA DYSFONCTION MUSCULAIRE ET L ES EFFETS
DE L’ENTRAINEMENT EN ENDURANCE DES MALADES ATTEINTS DE
BRONCHOPNEUMOPATHIE OCHRONIQUE OBSTRUCTIVE

Les méthodes d’investigations utilisées préecédemmiegr le rat ont été appliquées a
I'étude de la régulation de la respiration mitoathgale des muscles squelettiques des patients
atteints de BPCO, avant et aprés I'entrainementeedurance, afin de vérifier si cet
entrainement augmente la capacité oxydative dexlesusquelettiques, en influencant les
mécanismes de régulation de la respiration mitodhale et en augmentant le role du
contréle métabolique par la MtCK.

Les résultats de notre étude montrent que, chepdgents et les volontaires sains
avant I'entrainement, les vitesses de respiratemsale (\j) et maximale (Max Stimulé par 2
mM ADP), des fibres squelettiques issues des kegpst mesurées en oxygraphie, sont
identigues méme si la consommation en oxygeng, (Miesurée lors d’'un test incrémental sur
cycloergometre) est deux fois plus basse danslgpgrBPCO par rapport au groupe controle.
Ces résultats concordent avec ceux décrits pari€ggfaarnier et al. 2005) lors de son étude
sur les insuffisants cardiaques et les sédenta@ies et par Guerrero (Guerrero et al. 2005)
qui a comparé la respiration des fibres squelatgperméabilisées des transplantés
pulmonaires et les volontaires sains non-sédestaire

Par contre, I'entrainement en endurance a dommcédepas entrainé de modifications
significatives ni de ¥ ni de Vjhax dans chacun des deux groupes. Ce résultat esnegyai
cohérent avec I'absence de changement de typehlies fusculaires, mais n’explique pas
laugmentation de la & dans le groupe BPCO aprés I'entrainement. Plusiétudes
montrent une dépendance linéaire entre Ja ¥t 1a Vozmax0U la Vinax €t 1a Vo2 en seuil ventilatoire
chez les sujets sains en fonction de I'entrainenfieaussin et al. 2008, Garnier et al. 2005,
Zoll et al. 2002) ou une absence de modificatigmificative du rapport ¥a./Vo et 'absence
de corrélation linéaire entre lan et la Vo, chez les transplantés cardiagues suite a un
entrainement (6 semaines, 45 minutes par semagtlegtzal. 2003). L’absence de différence
de la Vlnax €ntre les deux groupes serait en faveur d’'unenaksge myopathie mitochondriale
dans les muscles squelettiques, chez les patietesnta de BPCO.L'absence de
'augmentation de la Vinax Suite a I'entrainement en endurance pourrait étreexpliquée
par le fait que 'amélioration de la capacité maxinale a I'exercice des patients atteints de

BPCO n’est pas reliée a la capacité oxydative desuscles squelettiques.
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De plus, l'affinité apparente de la phosphorylatiorydative pour I'ADP libre,
diminue aprés I'entrainement dans les deux grougiétant 'augmentation des propriétés
oxydative de la régulation de la respiration mitmutiriale. L’augmentation du Kapparent
pour 'ADP libre en fonction de 'augmentation dackivité physique est bien connue et a été
décrite dans le modele animale, pour les patiettsings d’insuffisance cardiaque, de
I'artériopathie périphérique, chez les transplapidlsnonaires et chez les athletes (Guerrero et
al. 2005, Zoll et al. 2002). La diminution de l'afté de la phosphorylation oxydative pour
I'ADP libre peut étre due a 'augmentation de latrietion de la perméabilité de la membrane
externe mitochondriale pour I'ADP (Saks et al. 1993

Afin de vérifier le possible réle de la MtCK surnégulation de la respiration, le Km
apparent pour I'’ADP libre en présence de la crédiie. la MtCK activée) a été mesuré. On
observe une diminution de celui-ci par rapport an &parent pour 'ADP libre sans créatine
dans les deux groupes. Ce comportement du systehenaété décrit dans la littérature
(Guerrero et al. 2005, Ponsot et al. 2006, Zddl 2006, Zoll et al. 2003, Zoll et al. 2002) qui
a été attribué au renforcement du couplage fonotibde la MtCK avec I'ANT dans le
contrble respiratoire apres I'entrainement.

Ensuite, nous avons estimé la cinétique de régulate la respiration mitochondriale
par la créatine en utilisant le protocole élabans ldes études 1 et 2 décrit précédemment.
L’affinité de la MtCK pour la créatine est similaidans les deux groupes et n'a pas changé
lors de I'entrainement. Ces résultats concordent aeux décrits par Garnier, lors de son
étude sur les insuffisants cardiagues, en mesuiativité de la créatine kinase totale,
cytosoligue et mitochondriale dans le muscle sdtigles et ne montrent pas de modification
de l'activité enzymatique induite par I'activité ysique (Garnier et al. 2005).

Dans les deux groupes, l'entrainement a I'endurancea plutét induit des
modifications qualitatives (pas d’augmentation quatitative de la capacité oxydative

(Vmax), manifestées par une régulation de la resmtion mitochondriale plus oxydative.

123



CONCLUSION
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Les mécanismes de régulation du métabolisme énerggie dépendent du niveau
d’organisation cellulaire.

En effet, les cardiomyocytes et les cellules HL-1Bsedent une organisation intracellulaire
différente qui est corrélée a une régulation deelgpiration mitochondriale et des flux
d’énergie (CK) différente.

Dans les cardiomyocytes, caractérisés par un résgamchondrial hautement structuré, la
respiration est contrélée par la MtCK afin de sumieo les restrictions de la diffusion des
nucléotides adényliques alors que dans les cellileENB, possédant un réseau irrégulier et
dynamique des mitochondrielgxpression de la CK est significativement dimiauét le

contrble de la respiration par la créatine estmtbseremplacé par I'HK-I1.

Dans les cardiomyocytesin vivo, il existe une forte restriction a la diffusion de
nucléotides adényliques au niveau de la membranetere mitochondriale in situ.

Cette restriction est due au controle sélectif @epérmeéabilité de la membrane externe
mitochondriale via l'interaction (association) gestéines du cytosquelette (tubuline et linker

proteins) avec le VDAC au sein des Interactosoméschondriaux.

L'utilisation de 'ATP et sa régénération dans la miochondrie sont interconnectées par
lintermédiaire des fluctuations cycliques de 'ADPcytosolique, du Pi et de la créatine
grace au fonctionnement de la MtCK et de la MMCK hes d’équilibre dans directions
opposées et a la signalisation rétrogradge. propriétés au niveau du systeme).

La doxorubicine induit des perturbations dans le coplage structural et fonctionnel de la
MtCK avec I'ANT et provoque dimportantes troubles de régulation du contrble

respiratoire par la MtCK .

Chez les patients atteints de BPCO, l'entrainementa I'endurance a induit une
régulation de la respiration mitochondriale plus oydative, en augmentant le réle du
contréle métabolique par la MtCK di a un renforcemet du couplage fonctionnel de la

MtCK avec 'ANT dans le contrdle respiratoire apresl’entrainement.
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