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Introduction générale

Au cours de cette derniére décennie, de réelles avancées dans le traitement des
maladies coronariennes on été réalisées. Malgré cela, ces pathologies demeurent la deuxieme
cause de mortalité au monde avec, selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), prés de
7,2 millions de décés par an. En France, leur pronostic reste grave puisque I’infarctus du
myocarde est a ce jour encore responsable de 10 a 12 % de la mortalité totale annuelle chez
I’adulte. L'infarctus du myocarde se caractérise par une destruction du tissu cardiaque
résultant d’un apport de sang insuffisant via le réseau artériel coronaire. Le seul moyen de
limiter la mort cellulaire au cours de ce processus est de reperfuser le plus rapidement
possible le territoire ischémié, a I’aide d’agents pharmacologiques et de techniques
endovasculaires ou chirurgicales. Cette restauration de la circulation coronaire, apres un
¢pisode ischémique, n’est cependant pas sans risque et peut entrainer des lésions réversibles
ou non, que 1’on qualifie de lésions d’ischémie-reperfusion (IR). Les lésions les plus
fréquemment observées suite a une séquence d’IR sont la mort cellulaire, les arythmies

ventriculaires, les troubles fonctionnels contractiles associés a une altération des parameétres

hémodynamiques, et une altération de la perfusion tissulaire.

La sévérité des lésions myocardiques associées a ce syndrome d’IR résulte d’une
interaction complexe entre facteurs génétiques et environnementaux. Parmi ces facteurs
environnementaux, la pollution atmosphérique semble jouer un rdle primordial et constitue de
ce fait un probleme de santé publique majeur. Des enquétes épidémiologiques récentes montrent
qu’une augmentation significative des principaux indicateurs de pollution de I’air provoque une
augmentation des taux de fréquentation des services d’urgence hospitaliers, mais aussi des
déces prématures chez les personnes agees et les personnes fragilisees par une pathologie
chronique, en particulier cardiovasculaire (Momas et al., 1993 ; Moolgavkar, 2000 ; Schwela,

2000). Les principaux polluants atmosphériques mis en causes sont : le dioxyde de souffre
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(SOy), les oxydes d’azote (NOy), I’0zone (O3), les oxydes de carbone (COy) et les micro- et
nano-particules. Récemment, de nombreux travaux ont été consacrés a ces derniéres (Schwartz,
1994 ; Wichmann et al., 2000 ; Wellenius et al., 2003). D’autres polluants, dont le monoxyde de
carbone (CO), ont cependant fait 1’objet de beaucoup moins d’attention. Celui-ci constitue
pourtant un polluant majeur, dont le taux d’exposition est trés fortement corrélé avec
I’accroissement du taux de mortalité cardiovasculaire, notamment chez les populations a risque
(coronariens, insuffisants cardiaques) (Burnett et al., 1997). De plus, plusieurs travaux
rapportent une augmentation des arythmies cardiaques lors d’expositions courtes au CO
(Hinderliter et al., 1989 ; Sheps et al., 1990). Les mécanismes biologiques potentiellement
associés a la perte de cohérence fonctionnelle du systéme cardiovasculaire lors d une exposition
de type environnementale urbaine au CO restent, a ce jour, largement inexpliqués. Les
principales connaissances actuelles concernant les effets cardiovasculaires du CO ont été
élaborées dans le cadre de travaux en toxicologie, pour lesquels les taux de CO utilisés sont
tres supérieurs a ceux rencontrés lors de pollutions citadines (500 a 5000 particules par
million (ppm) vs. 15 a 100 ppm). Trés récemment, certains travaux (Bye et al., 2008 ; Andre
et al., 2010) ont rapporté qu’une exposition prolongée a de faibles concentrations de ce
polluant pouvait également conduire a des effets déléteres au plan cardiovasculaire. Ainsi,
Bye et al., (2008) puis Andre et al., (2010) ont établi qu’une exposition prolongée au CO, a
des concentrations similaires a celles mesurées en environnement urbain est a 1’origine d’un
remodelage de I’ultrastructure cardiaque. En particulier, ces auteurs ont mis en évidence des
effets delétéres majeurs du CO sur les cardiomyocytes de rats sains, a 1’origine du
développement d’un phénotype cellulaire pathologique. Dans ces deux études, il n’est
cependant pas rapporté d’effets majeurs de ce type d’exposition sur la cohérence fonctionnelle
de I’organe. Il convient toutefois de noter une exacerbation des arythmies ventriculaires en

condition de stress B-Adrénergiques dans le travail conduit par Andre et al., (2010). Bien que
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le remodelage phénotypique pathologique des cardiomyocytes puisse jouer un réle clé dans la
plus grande vulnérabilité du cceur a un stress majeur, tel que I’IR, et ainsi contribuer a une
meilleure compréhension de ’accroissement du taux de mortalité cardiovasculaire chez les
populations régulierement exposées a ce gaz ; a ce jour aucune étude, ne s’est intéressée aux
effets d’une exposition prolongée a une pollution de type citadine au CO sur la sensibilité du

myocarde a I’IR.

Le premier objectif de ce travail de these sera donc sera donc d’évaluer les effets
du remodelage cardiomyocytaire, induit par la pollution de type environnementale
urbaine au CO, sur la sensibilité du myocarde au syndrome d’IR, et d’en comprendre les

mécanismes sous-jacents (Etudes n°1 et n°2).

L’exercice physique constitue une situation de “stress physiologique” pour
I’organisme et le myocarde en particulier. De nombreux travaux font pourtant état de la
nécessité de pratiquer un exercice physique quotidien, notamment chez les populations a
risque, tant le remodelage est favorable, les améliorations fonctionnelles associées sont
grandes et par voie de conséquence le pronostic de vie amélioré (Paffenbarger et al., 1986 ;
Jolliffe et al., 2001 ; Gulati et al., 2003). Ainsi, parmi les nombreuses méthodes permettant
d’améliorer la protection du muscle cardiaque, dont un grand nombre font appel a des
traitements pharmacologiques lourds, 1’exercice physique en endurance est régulierement
rapporté comme étant un moyen efficace d’améliorer la tolérance myocardique aux troubles
cardiovasculaires, et au syndrome d’IR en particulier (Demirel et al. 2001 ; Powers et al.
2001 ; Hamilton et al. 2003 ; French et al. 2008). Ainsi, une originalité de notre travail sera

d’évaluer les effets potentiellement cardioprotecteurs d’un exercice physique régulier, réalisé
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en environnement sain, sur le phénotype myocardique de la population expérimentale exposée

de fagon prolongée a une pollution de type environnementale urbaine au CO.

Le deuxieme objectif de ce travail de these (étude n°3) sera d’évaluer les effets
potentiellement protecteurs d’une pratique modérée d’exercice en endurance sur le
remodelage phénotypique pathologique de cardiomyocytes de rats exposes au CO et
Uimpact de cette stratégie sur la sévérité des lésions myocardiques induites lors d’un

syndrome d’IR.
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. Ischémie-reperfusion myocardique

1. Généralités

Les pathologies myocardiques ischémiques sont la premiere cause de mortalité
dans les pays industrialisés. L’ischémie myocardique se définit comme une situation de
déséquilibre entre les besoins et les apports en oxygene (O;) et nutriments du myocarde.
Ce déséquilibre peut survenir soit en cas d’augmentation de la demande en O, comme au
cours d’une tachycardie ou d’un exercice musculaire, soit suite a une réduction des
apports. Dans le cas d’un infarctus du myocarde, la réduction de la perfusion myocardique
peut étre due a un rétrécissement du calibre des artéres coronaires, a I’obstruction par un
thrombus ou a la présence d’une plaque d’athérome. Pour des sténoses supérieures a 80 %
et malgré une vasodilatation maximum, la résistance vasculaire augmente trés rapidement
et peut alors se traduire par une ischémie.

Au cours de ces derniéres décennies, le traitement de 1’événement ischémique aigu
est entré dans une nouvelle aire avec le développement de différentes techniques
permettant la reperfusion de la zone ischémiée. Cependant cette stratégie de reperfusion
du myocarde ischémique, essentielle a la survie de I’organe, est rapportée comme étant a
I’origine de 1ésions propres. La reperfusion étant le seul reméde a I’ischémie, celle-Ci est
considérée alors comme une «épée a double tranchant » (Jennings et Reimer, 1983 ;

Crompton, 1999).

1.1. L’ischémie
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L’ischémie myocardique est un processus dont la sévérité des 1ésions dépend de la durée
et de la taille de la zone ischémiée (Reimer and Jeinings, 1979 ; Opie, 1990 ; Ytrehus et al.,
1994). De ce fait on peut différencier les ischémies de courtes durees, dont les effets sont
réversibles et les ischémies prolongées dont certaines conséquences sont irréversibles (Herdson
et al., 1965; Reimer and Jeinings, 1979). Dans des conditions physiologiques, 1’énergie
nécessaire au bon fonctionnement de 1’organe provient principalement de 1’oxydation des acides
gras, apportés au myocarde par la circulation coronaire. La diminution de I’apport en O,
provoquée par I’ischémie conduit dans un premier temps a un ralentissement ou a 1’arrét total
du métabolisme oxydatif et a une stimulation de la glycolyse anaérobie. Celle-ci permet de
compenser en partie le déficit énergétique mais la production d’adénosine triphosphate (ATP)
reste insuffisante pour couvrir les besoins, entrainant ainsi une diminution de 1’activité
contractile (Opie, 1990). L’activation de la glycolyse anaérobie conduit a 1’accumulation de
lactate et de protons H' responsables d’une acidose cellulaire, provoquant une inhibition des
enzymes de la glycolyse et ayant des effets délétéres sur I’intégrité cellulaire (Rovetto et al.,
1975) (Figure 1). L’ischémie myocardique peut alors aboutir a des modifications
hémodynamiques et/ou des troubles du rythme, puis & un stade ultime conduire a la nécrose de

la zone concernée (De Leiris et Opie, 1978 ; Hearse, 1979 ; Mickelson et al., 1990).

1.1.1. Lésions réversibles suite a une ischémie de courte durée

Durant les premicres minutes d’ischémie, les dommages cellulaires sont réversibles : Si
la perfusion coronaire est rétablie, il n’y a pas de mort cellulaire myocytaire (Mickelson et al.,
1990). Les dommages ischémiques sont considérés comme totalement réversibles jusqu’a une
quinzaine de minutes d’ischémie. Dans ce cas, il n’apparait pas d’infarctus et les cellules

ischémiées puis reperfusées retrouvent un métabolisme et une fonction normale dans les heures
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ou jours qui suivent la reperfusion. Si I’ischémie est plus longue, certains dommages

irréversibles apparaissent (Opie, 1990 ; Ytrehus et al., 1994) (Figure 1).

1.1.2. Lésions irréversibles suite a une ischémie prolongée

Si I’ischémie myocardique est prolongée au-delda de 15 a 20 min, les myocytes
cardiaques sont irréversiblement endommagés. Ces lésions se caractérisent par la présence
d’inclusions intermitochondriales denses, des ruptures de membrane qui peuvent conduire a la
fuite des composants cellulaires et a une anarchie architecturale (Mickelson et al., 1990). Par
ailleurs, au niveau cellulaire on observe une aggravation des déséquilibres ioniques, caractérisee
notamment par une surcharge calcique (Hearse, 1988 ; Steenbergen et al., 1990 ; King et Opie,
1998 ; King et Opie, 1998). Le tissu myocardique ainsi endommagé ne pourra recouvrer un

métabolisme adapté ni une fonction normale (Figure 1)

-23-



Revue de littérature
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A glycolyse anaérobie
A Lactate, H”
N Glycogéne
N [ADP, ATP]
N [CP]

15 minutes

Arrét de la glycolyse anaérobie
N [ADP, ATP, CP]
Lésions membranaires
(Edéme mitochondrial

Entrée de Ca®"

Aggravation deslésions membranaires

Poursuite de I'entrée de Ca%*
Fuites d’enzymes, de cofacteurs, et de composants

cellulaires vers le milieu extracellulaire

Figure 1 : Séquence des altérations cellulaires induites par I'ischémie myocardique,
adapté de Mickelson et al., (1990). ATP : Adénosine triphosphate ; ADP : Adénosine
diphosphate ; CP : Phosphocréatine.

1.2. La reperfusion

Il est clairement établi que les cardiomyocytes ne peuvent survivre dans des conditions

d’ischémie sévere prolongée. A 1’heure actuelle, la reperfusion coronaire est reconnue comme
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étant la seule méthode permettant de réduire la taille de I’infarctus, ceci étant valable aussi
bien en clinique que dans les modeles expérimentaux (Cour et Argaud, 2010). Cliniquement,
la reperfusion précoce est possible grace au développement de la thrombolyse et de
I’angioplastie. Cette reperfusion permet la récupération du myocarde tant qu’il n’y a pas eu de
Iésions irréversibles. Cependant la reperfusion est une «épée a double tranchant»: la
restauration d’un flux sanguin provoque des Iésions propres au cours desquelles 1’aggravation
de la surcharge calcique et la formation de radicaux libres de 1’oxygéne (RLO) jouent
probablement un réle majeur (Yellon et Hausenloy, 2007). Ces lésions sont regroupées sous
le nom de «syndrome de reperfusion » (Becker et Ambrosio, 1987). On peut distinguer 4
grands types de lésions :

- lamort cellulaire (nécrose, apoptose et autophagie)

- les troubles du rythme (les arythmies de reperfusion)

- les troubles fonctionnels (sidération myocardique ou « myocardial stunning »)

- les altérations de la perfusion (phénoméne de « no reflow »).

Lors de la reperfusion, I’apport brutal et massif d’O, conduit a la formation de RLO
tres réactifs (Zweier et al., 1987 ; Misra et al., 2009). Le terme radical désigne toute espece
chimique instable possédant un électron non apparié ou célibataire. Les RLO, libérés au cours
de la reperfusion provoquent une inactivation des enzymes et une peroxydation des lipides
membranaires touchant le sarcolemme, le réticulum sarcoplasmique (RS) et les
mitochondries. L’augmentation de la production de RLO est associée au niveau du
sarcolemme & une augmentation du calcium (Ca®") intracellulaire favorisant les lésions
membranaires et conduisant a un dysfonctionnement contractile (Marban, 1991 ; Maxwell et
lip, 1997 ; Bolli et Marban, 1999). L’augmentation de la production de RLO et de la

concentration en Ca** intracellulaire semblent étre les facteurs majeurs a 1’origine des Iésions
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observées au cours de la reperfusion post-ischémique (Myers et al., 1985; Murphy et

Steenbergen, 2008).

1.3. La mort cellulaire au cours de I’IR

La gravité des lésions d’IR, telles que la mort cellulaire, dépend de la duree et de la
sévérité de I’ischémie ainsi que de la taille de la zone ischémique. L’ischémie conduit a la
mort cellulaire en 20 a 60 min et la reperfusion accélére ce phénomeéne (Yellon et Hausenloy,
2007 ; Cour et Argaud, 2010) (Figure 2). La zone a risque, qui correspond a la région du
myocarde vascularisée par I’artére coronaire occluse, est un déterminant essentiel du volume
final de la zone infarcie. Cette mort cellulaire au cours de I’IR évolue de I’endocarde vers
I’épicarde et du centre de la nécrose vers la périphérie (Cour et Argaud, 2010). La mort
cellulaire observée au cours de la reperfusion est caractérisée selon 3 types: la nécrose,

I’apoptose et 1’autophagie.

Mort cellulaire

15’

Temps

Figure 2: Cinétique d'extension temporelle de la mort cellulaire au cours d'un
syndrome d’IR, adapté de Cour et Argaud, (2010).

-26 -



Revue de littérature

La nécrose : lors de la reperfusion, un certain nombre de cardiomyocytes peuvent
entrer en processus de nécrose. Trois hypothéses ont été soulevées pour expliquer
I’origine de la nécrose : le gonflement osmotique des myocytes, la surcharge calcique
et les dommages radicalaires (Piper et al., 1998).

L’apoptose : ou mort cellulaire programmée, est un processus de mort cellulaire
soumis a régulation. Au cours de I’ischémie myocardique, I’activation du programme
apoptotique dans les cardiomyocytes peut étre considérée comme un processus
adaptatif des zones hypoperfusées. Ce phénomeéne serait fortement accentué au
moment de la reperfusion, notamment suite aux lésions mitochondriales (Yaoita et al.,
1998 ; Mocanu et al., 2000).

L’autophagie : est un processus physiologique servant a extraire de la cellule les
composants endommagés mais pouvant cependant conduire a la mort de la cellule.
Bien que le role de 1’autophagie au cours du syndrome d’IR soit encore discuté, il
semblerait que 1’autophagie puisse devenir délétere en présence d’une concentration
élevée de Ca** (Hoyer-Hansen et al., 2007) ou de RLO (Liu et Lenardo, 2007 ; Takagi

etal., 2007).

1.4. Les troubles du rythme au cours de la reperfusion post-ischémique

Les arythmies de reperfusion ont été mises en évidence par Tennant et Wiggers en

1935 et ont depuis fait 1’objet de nombreuses études. Ces arythmies associées a la reperfusion

du myocarde ischémique, peuvent étre plus ou moins séveres et complexes, allant de simples

salves d'extrasystoles a une fibrillation ventriculaire irréversible (Walker et al., 1988). Quelle

que soit I'espéce animale étudiee, ces arythmies apparaissent de fagon précoce, débutant le

plus souvent dans les 30 premiéres secondes de la reperfusion. Plus 1’ischémie est de courte
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durée, plus des arythmies de reperfusion sont observees (Hearse et Tosaki, 1987 ; Hearse et
Tosaki,1988). Bien que les mécanismes responsables de ces arythmies restent débattus, il
semble que la formation de radicaux libres ainsi que la surcharge calcique intracellulaire en

soient les principaux acteurs (Ter Keurs et Boyden 2007 ; Said et al., 2008).

1.5. Les troubles fonctionnels au cours de I’'IR

Dans le cadre de I’IR, le terme de « sidération myocardique » s'applique a une
dysfonction contractile temporaire observée au cours de la reperfusion. Décrite chez le chien
en 1975 par Heyndrickx et al., (1975), cette dysfonction transitoire fut dénommée «stunning »
par Braunwald et Kloner en 1982. Malgré 1’absence de lésion irréversible et en présence
d’une perfusion sanguine normale, la récupération fonctionnelle compléte du myocarde
ischémique peut nécessiter un délai de quelques heures a plusieurs semaines. Cette

dysfonction persiste mais, en absence de nécrose cellulaire, est totalement réversible.

1.6. Le phénomene de no-reflow

Le phénomene de no-reflow se caractérise par une absence de reperfusion de certains
territoires ischémiés, en dépit d'une recanalisation coronaire optimale. Ce phénoméne a été
décrit pour la premiére fois par Kloner et al., en 1974. Bien que discutés, les mécanismes a
l'origine des lésions microvasculaires induites par I’IR feraient intervenir a des degrés
variables :

- une atteinte fonctionnelle de [I'endothélium des micro-vaisseaux consécutive au

relargage de RLO au moment de la reperméabilisation coronaire (Kaeffer et al., 1997).
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une obstruction mécanique (microthrombose) de ces microvaisseaux générée par I'afflux
brutal d'éléments figurés du sang, au premier rang desquels figurent les polynucléaires
neutrophiles (Ito et al. 1999 ; Wakatsuki et al., 1999)

une obstruction des artérioles et capillaires suite a un cedéme tissulaire et une

hypercontracture des cardiomyocytes (Ito et al. 1999).

-29-



Revue de littérature

2. Stress oxydant et Ca®" intracellulaire au cours de I'IR

myocardique.

2.1. Roéle du stress oxydant

2.1.1. Généralités

Le statut redox du milieu intracellulaire est contrdlé par une variété de facteurs actifs.
Ce statut redox de la cellule est le point d’équilibre entre la présence de facteurs pro-oxydants et
de facteurs antioxydants. Dans le cas d’un déséquilibre en faveur des substances pro-oxydantes,

on parle de stress oxydant.

a- Facteurs pro-oxydants

Les facteurs pro-oxydants sont des dérivées de lI'oxygene appelés RLO. Ce sont des
molécules tres réactives qui peuvent interagir avec les molécules de leur entourage. Ce qui
confere aux RLO leur caractere fortement réactif est la présence sur 1’orbitale externe d’un
atome d’O; de la molécule concernée, d’un électron célibataire, pouvant étre a 1’origine de
réactions en chaine.

Ceux-ci sont géneralement produits par le metabolisme cellulaire. Parmi ces facteurs
pro-oxydants on retrouve des radicaux libres tels que le radical superoxyde (O2.), le radical
perhydroxyle (HOy), le radical hydroxyle (OH"), le radical peroxyle (RO,-") et le radical
alkoxyle (RO, ainsi que des formes non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogene (H20,)
(Misra et al., 2009). Le radical O,.” a une durée de vie de I'ordre de quelques secondes, ce qui

lui permet de diffuser au-dela de son lieu de production (Pacher et al., 2007). La toxicité du

-30-



Revue de littérature

radical O,.” est directe via une action délétére sur les constituants cellulaires, mais aussi

indirecte, car il peut former d’autres RLO ou réagir avec le monoxyde d’azote (NO) pour

former des espéces réactives oxygénées azotées (EROA) telles que le peroxynitrite (ONOQO)

(Pacher et al., 2007). Le ONOQ" est un puissant oxydant dont la demi-vie est plus longue que

celle de 1’0O,.". Ce premier peut franchir les membranes cellulaires et provoquer notamment

I’oxydation et/ou la nitration de nombreuses cibles protéiques ainsi que la péroxydation des

lipides membranaires (Szabo et al., 2007 ; Pacher et al., 2007). Les RLO et EROA sont ainsi

capables d’endommager tous les types de composants cellulaires :

Les acides nucléiques : I’attaque radicalaire est responsable d’altérations structurelles et

de lésions directes (bréches) sur la molécule d’ADN (Cochrane, 1991 ; Pacher et al.,
2007). Ces lésions peuvent étre a I’origine d’une altération de la synthése protéique
voire conduire a la mort de la cellule.

- Les protéines : la toxicité des RLO vis-a-vis des acides aminés peut entrainer des

modifications structurales ou catalytiques des protéines (Kako et al., 1987).

- Les hydrates de carbone : Freeman et Crapo (1982) ont suggéré que les RLO

pouvaient induire une modification des récepteurs membranaires en agissant sur les
oligosaccharides membranaires.

- Les lipides membranaires : la peroxydation lipidique d’origine radicalaire a été

largement étudiée. Les altérations des lipides membranaires peuvent conduire a des
modifications de la permeéabilité et du potentiel de membrane, a un dysfonctionnement
mitochondrial, a une surcharge calcique (liece a des variations des permeabilités

ioniques) et a I’inactivation d’enzymes membranaires (Misra et al., 2009).
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b- Facteurs antioxydants

L’organisme a développé des systemes de défense trés efficaces contre la production
de RLO. Les molécules contrdlant cette production sont désignées par le terme
« antioxydants » et désignent toutes substances qui, présentes a faible concentration par
rapport a celle du substrat oxydable, retardent ou inhibent significativement 1’oxydation de ce
substrat (Halliwell et Gutteridge, 1990). On peut distinguer deux catégories d’antioxydants :
les défenses antioxydantes enzymatiques et non enzymatiques. Parmi les défenses
antioxydantes non enzymatiques on retrouve notamment la vitamine E et A, I’acide
ascorbique, le coenzyme Q10 et la cystéine. Bien que certaines études aient mis en avant
I’intérét de ces antioxydants, les défenses de type enzymatiques sont reconnues comme étant
les plus performantes notamment au cours du syndrome d’IR. Il existe 3 principales enzymes
antioxydantes : la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx) et la catalase
(CAT) qui agissent en synergie afin de défendre 1’organisme contre le stress oxydant (Figure

3).

H,O + GSSG
GPx
2GSH 2 o
0, ——20 =Hzozpe\\“’/’Fe OH: + OH-
CAT
H,O + % O,

Figure 3 : Mécanismes d'action des principales enzymes antioxydantes en réponse a une
production d'anion superoxyde.
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- la SOD : est une métalloenzyme qui catalyse la dismutation du radical O,.” en H,0..
Le peroxyde d'hydrogéne ainsi formé n'est pas un radical libre, car tous ses électrons
sont appariés, mais c'est malgré tout un intermédiaire réduit toxique qui posséde une
durée de vie relativement longue (quelques minutes). Comme le radical O, il
possede la capacité de diffuser loin de son site de production et peut également
traverser les membranes. La SOD est présente chez pratiquement tous les organismes
vivants et procurent un systéme de défense essentiel a leur survie en milieu aérobie
(Coassin et al., 1992 ; Irshad et Chaudhuri, 2002).

- La GPx: est une enzyme capable de détoxifier le peroxyde d’hydrogeéne et d’autres
hydroperoxydes. Le substrat de la GPx est le glutathion. La GPx réduit les
hydropéroxydes en H,O ou en alcool, tandis que le glutathion réduit (GSH) est
transformé en glutathion oxydé (GSSH) (Brigelius-Flohe, 1999).

- La CAT : est une enzyme héminique capable de transformer 1’H,O; en eau et en O,
moléculaire. La réaction catalysée par cette enzyme est une dismutation de I’'H,0,

(Kirkman et Gaetani, 2007).

2.1.2. Les radicaux libres au cours de I’IR

a- Les radicaux libres de [’oxygene

Bien que les RLO jouent un réle physiologique dans des conditions basales,

notamment via 1’activation de différentes voies de signalisation (Okabe et al., 2000), au

moment de la reperfusion leur augmentation massive est reconnue comme fortement délétére

(Garlick et al., 1987 ; Bolli et al., 1988 ; Zweier, 1988 ; Vanden Hoek et al., 1996). Plusieurs
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voies potentielles de production de RLO sont stimulées au cours de la reperfusion post-
ischémique myocardique :

- La chaine respiratoire mitochondriale : la mitochondrie est la source intracellulaire la

plus importante de production d’O,-" et de I’'H,0, au moment de la reperfusion (Boveris,
1977). Au cours de I’ischémie, les cofacteurs réduits s’accumulent et au moment de la
reperfusion, les électrons accumulés peuvent étre en partie transférés a 1’O, moléculaire
pour produire de 1’O,.". L’augmentation de 1’activité mitochondriale est ainsi responsable
d’un accroissement de la production d’O,.” a la reperfusion (Boveris, 1977).

- Le systéme de la xanthine oxydase (XO): la XO catalyse la réaction d’oxydation

univalente de 1’hypoxanthine en xanthine qui s’accompagne de la formation d’O,.", de
H,0, et probablement d’oxygene singulet (Chambers et al., 1985). Celle-ci est produite
sous forme de xanthine déshydrogénase, et convertit en XO par les protéases. Au cours
de I’'IR, I’activation des protéases provoquée par 1’augmentation des concentrations
intracellulaires en Ca®* induit une augmentation de la synthése de XO (Ferrari et al.,

1998).

- Les NO synthétases (NOS) : les NOS sont des protéines enzymatiques qui synthétisent
le NO. Dans des conditions physiologiques, celles-ci sont présentes sous forme
d’homodiméres et produisent le NO. Dans des conditions pathologiques, elles peuvent
étre découplées et forment alors de 1’0O,.” a la place du NO (Dumitrescu et al., 2007 ;
Chen et al., 2010). Un découplage fonctionnel des NOS responsable de la formation de
RLO, a été rapporté par Yamashiro et al., (2003) au cours de la reperfusion post-
ischémique.

- Les leucocytes polynucléaires : la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

(NADPH) oxydase des neutrophiles catalyse la réduction de I’oxygeéne moléculaire en
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0,.” et en Hy0,. L’activit¢ de la NADPH oxydase est augmentée en réponse a la
production d’O,.” au cours de la reperfusion post-ischémique (Borchi et al., 2009).

- L’oxydation de petites molécules réduites ou libérées au cours de I’ischémie peut
entrainer la formation d’O,.", comme c’est le cas, par exemple, pour les catécholamines et

les groupements thiols (Kevin et al., 2005).

b- Le monoxyde d’azote

Au cours des dernieres décennies, le NO a pris une place considérable dans le champ
de la biologie. Le NO est un composé chimique formé d'un atome d'oxygeéne et d'un atome
d'azote. Ce gaz, dans les conditions normales de pression et de température, possede une tres
grande diffusibilité. 1l a été mis en évidence au niveau du systeme cardiovasculaire par le
groupe de Furchgott qui démontre en 1980 que I’endothélium vasculaire a la capacité de
libérer un composé responsable d’une vasorelaxation (Furchgott et Zawadzki, 1980). Celui-ci
est identifié peu apres comme étant le NO (Ignarro et al., 1987 ; Palmer et al., 1987). Les
effets régulateurs du NO s’exercent sur la plupart des grandes fonctions physiologiques de
I’organisme. In vivo, la demi-vie du NO n’excede pas quelques secondes (Pacher et al., 2007).
Celui-ci est capable de réagir avec la plupart des espéces oxygénées, avec les fonctions thiols
et le fer héminique de biomolécules (Wink et Mitchell, 1998 ; Loscalzo, 2000). Le NO réagit
avec I’oxygéne pour former 1I’ion nitrite, cependant il peut également réagir avec 1’0,.” pour
former du ONOO'". Cette réaction se fait avec une vitesse 5 fois supérieure a celle de la
dismutation de I’O,.” par la SOD (Pacher et al., 2007).

Le NO est produit par les différents isoformes de NOS. Les NOS sont des
metalloenzymes possédant un groupement héminique. Plusieurs isoenzymes, qui different

entre elles par leur localisation, leur caractére constitutif ou inductible, leur propriété
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catalytique et leur mode de régulation. Le pourcentage d’homologie entre les 3 isoformes est
de I'ordre de 50 % (Groves et Wang, 2000 ; Alderton et al., 2001). Les 3 isoformes
actuellement identifiees sont :

- La NOS neuronale : nNOS (ou NOS1)

- La NOS inductible : INOS (ou NOS2)

- La NOS endothéliale : eNOS (ou NOS3)

En condition physiologique, les NOS forment a partir de I’oxydation de la L-arginine
du NO et de la L-citrulline (Darblade et al., 2000). Leur bon fonctionnement est influencé par
la présence de différents cofacteurs tels que la tetrahydrobiopterine (BH,), la flavine
mononucleotide (FMN) et la flavine adenine dinucleotide (FAD) ainsi que de substrats (L-
arginine et Oy). L’activité des 2 isoformes constitutifs de la NOS (eNOS et nNOS) est
notamment régulée par la formation du complexe calcium-calmoduline alors que le
fonctionnement de la NOS induite (iNOS) est indépendant des concentrations de Ca**
intracellulaire (Xia, 2007).

La iNOS est exprimée dans des conditions pathologiques sous I’influence de produits
bactériens tels que les lipolysaccharides ou les cytokines pro-inflammatoires mais également
par la présence de RLO (Xie et al., 1994 ; Zhen et al., 2008). La iNOS peut étre synthétisée
dans de nombreux types de cellules. Le NO produit intervient dans les réactions
inflammatoires, dans 1’immunité non spécifique et au cours des processus de réparation
cellulaire. Cependant, synthétisé en grande quantité par la iNOS, il peut réagir avec les RLO
et former ainsi en grande quantité des composés capables d’endommager les cellules

(Mungrue et al., 2002 ; Billiar, 1995).

Le NO joue un role fondamental dans le contrdle des fonctions vasculaires par son

action vasodilatatrice. Le NO joue également un rdéle important au niveau cardiaque puisque
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les 3 isoformes de NOS peuvent étre exprimés dans les cardiomyocytes. Bien que les résultats
de nombreuses études soient contradictoires, il semble se dégager un consensus selon lequel
de faibles concentrations de NO dans le tissu cardiaque auraient des effets inotropes positifs
alors que de fortes concentrations de NO auraient des effets inotropes négatifs (Ungureanu-
Longrois et al., 1995; Kojda et al., 1996 ; Kojda et Kottenberg, 1999). Par ailleurs il
semblerait qu’une forte concentration de NO, liée a une majoration de 1’expression induite de
iINOS au niveau cardiaque, soit observée dans le développement de certaines

cardiomyopathies (Joe et al., 1998 ; Shah et MacCarthy, 2000 ; Massion et Balligand, 2007).

Au cours de 1’ischémie, la concentration de NO est diminuée puisque sa synthese
nécessite de 1’0, (Moncada et Erusalimsky, 2002). Au cours des premieres minutes de
reperfusion, on observe par contre une augmentation massive de la production de NO (Wang
et Zweier, 1996) suivie d’une baisse marquée liée a la diminution de la biodisponibilité en
cofacteur BH, (Tiefenbacher et al., 1996).

A ce jour, les effets du NO au cours de I’IR myocardique sont encore trés largement
débattus. En effet, bien que de nombreuses études rapportent des effets protecteurs au cours
de I'IR et que certains auteurs présentent le NO comme un acteur essentiel du pré et post
conditionnement myocardique (Ferdinandy et al., 2007), plusieurs autres travaux attribuent a
celui-ci un role délétére au cours de I’IR (Berges et al., 2003). Ainsi, la synthese de NO est
rapportée dans certaines études comme permettant notamment de réduire la mort cellulaire et
la sévérité des arythmies au cours du syndrome d’IR. (Linz et al., 1992 ; Schluter et al.,
1994 ; Pabla et Curtis, 1995 ; Lefer et Lefer, 1996). Cette cardioprotection NO-dépendante,
au cours du phénoméne d’IR, semble étre liée a une baisse de la surcharge calcique
diastolique (Milbourne et Bygrave, 1995 ; Khan et Hare 2003) et/ou a une amélioration de la

reperfusion tissulaire (Linz et al., 1992 ; Amrani et al., 1995). Neanmoins, il est aussi
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rapporté que lors de la reperfusion, donc en condition pro-oxydante, la surproduction de NO
est également responsable de la formation d’EROA, dont le ONOO™ (Beckman et Koppenol,
1996) a I’origine de nombreux dommages protéiques (Wang et Zweier, 1996). Plusieurs
études ont notamment rapporté un réle délétere majeur du ONOO™ sur les protéines
régulatrices des mouvements calciques intra-cellulaire. Notamment, le ONOQO™ est connu
comme altérant le fonctionnement des pompes sarco/endoplasmic reticulum Ca®*-ATPase 2a
(SERCA-2a) (Lokuta et al., 2005) et comme étant a I’origine d’une nytrosilation des
récepteurs de la ryanodine (RyR-2) (Stoyanovsky et al., 1997 ; Xu et al., 1998) contribuant
ainsi a perturber ’homéostasie calcique au cours de I’IR. L’augmentation de la formation
d’EROA serait par conséquent partiellement responsable de I’altération de la fonction
contractile myocardique (Yasmin et al., 1997 ; Katori et al., 2006 ; Falk et al., 2007), des
phénomeénes de mort cellulaire (Patel et al., 1993 ; Liu et al., 1997) et des arythmies (Naseem

et al., 1995) au cours de la reperfusion post-ischémique du myocarde.

En absence de consensus dans la littérature scientifique, il semble toutefois se dégager
une position commune selon laquelle de faibles quantités de NO synthétisées au cours de I’'IR
pourraient jouer un role protecteur, alors qu’une surproduction de NO (au moment de la
reperfusion ou suite a une expression induite de iNOS), aurait pour conséquence principale
une production massive d’EROA a I’origine d’ une aggravation des lésions myocardiques

(Shah et MacCarthy, 2000 ; Massion et balligand, 2007) (Figure 4).
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: Effets cardiovasculaires du NO, adapté de Shah et MacCarthy, (2000).
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2.2. Role du Ca*" intracellulaire

2.2.1. Régulation du Ca®* intracellulaire et couplage excitation contraction

La concentration intracellulaire de Ca®* varie entre 10 et 100 nM, alors que la
concentration extracellulaire est de 1’ordre de 1-2 mM. Ce gradient calcique est maintenu
grace au fonctionnement de pompes et de transporteurs localisés dans la membrane cellulaire
et de certaines organelles intracellulaires (Carafoli et al., 2001 ; Berridge et al., 2003) (Figure
5). La contraction des cardiomyocytes est activee par une dépolarisation membranaire induite
par un potentiel d’action. S’en suit une entrée de Ca®" via les canaux Ca®* de type L (L-type
Ca®") sensibles a la dihydropyridine (DHP). Cette faible quantité de Ca®* entrant déclenche
I’ouverture des RyR-2, induisant un relargage massif de Ca** par le RS a Iorigine de la
contraction cellulaire. Ce mécanisme est connu sous le nom de « calcium-induced calcium-
released » (Fabiato, 1983). La relaxation des cardiomyocytes est quant a elle provoquée par
une baisse de la concentration en Ca®" intracellulaire. Le Ca** est recapté par le RS suite &
I’activation des canaux SERCA-2a. Il est également extrudé suite a I’activation de
I’échangeur Na*/Ca®* (NCX), et & I’activation des canaux Ca®* ATPase du sarcolemme (Bers

et Weber, 2002 ; Bers, 2002).
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Figure 5 : Flux calciques au cours du couplage excitation-contraction et de la
relaxation dans les cardiomyocytes ; Ical : courant calcique entrant lent ; RyR-2 :
Récepteurs a la ryanodine ; PLB : Phospholamban ; SERCA-2a :
sarco/endoplasmique réticulum Ca*-ATPase ; SR : réticulum.
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2.2.2. Trouble de I’homéostasie calcique au cours du syndrome d’IR

De nombreuses etudes récentes ont mis en évidence un lien entre la surcharge
cytosolique diastolique en Ca®* et les dommages irréversibles observés au cours de I'IR
(Steenbergen et al., 1987 ; Korestune et Marban, 1989 ; Steenbergen et al., 1990;
Steenbergen et al., 1993 ; Murphy et al., 1999 ; Imahashi et al., 2005). Les déséquilibres de
I’homéostasie calcique observés au cours de I’ischémie et la reperfusion sont la résultante de

différents processus.

a- Au cours de lischémie

Dés I’ischémie, la production d’énergie par phosphorylation oxydative de I’ATP et de
la phosphocréatine, devient insuffisante pour assurer le métabolisme et la survie de la cellule
(Opie, 1990). La glycolyse anaérobie devient alors la principale source de production d’ATP.
Elle est peu rentable et entraine une acidose liée & une surcharge intracellulaire en protons H”.
L’acidose active des pompes ioniques comme 1’échangeur Na'/H", afin de restaurer le pH
intracellulaire (Murphy et al., 1991 ; Wakabayashi et al., 1997). L’entrée de Na* active a son
tour I’échangeur NCX en mode inverse (entrée de Ca®* et sortie de Na®), aboutissant & une
surcharge calcique intracellulaire (Imahashi et al., 2005) (figure 6). Cette activité inverse du
NCX semble étre la principale cause de la surcharge calcique intracellulaire au cours de
I’ischémie (Imahashi et al., 2005). De plus, lorsque I’ischémie se prolonge, 1’acidose
intracellulaire inactive finalement la glycolyse anaérobie et entraine 1’arrét des pompes
dépendantes de I’ATP : Na'/K'-ATPase (Dizon et al., 1998 ; Avkiran, 2001) renforcant
I’activité inverse de NCX et bloquant la sortie de Ca®" par les pompes Ca®* ATP dépendantes

(Figure 6).
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A Acidose (HY)

A [Ca%], N ATP

Figure 6 : Altérations de I'homéostasie calcique du cardiomyocyte au cours de I'ischémie.
NCX : échangeur Na‘/Ca*".

b- Au cours de la reperfusion

Le stress oxydant provoqué par la surproduction de RLO au cours de la reperfusion
aggrave la surcharge calcique cytosolique en diastole. Ce phénoméne est notamment la
conséquence d’une hyperphosphorylation RLO-PKA-dépendante des canaux RyR-2
provoquant une fuite calcique au niveau du RS (Gyorke et Carnes, 2008 ; Sun et al., 2008)
associee a une oxydation des pompes SERCA-2a a I’origine d’une réduction du recaptage du
Ca®* par le RS (Kobayashi et al., 2007 ; Kuster et al., 2010). Par ailleurs, I’augmentation du
Ca®* mitochondrial, liée a I’augmentation des concentrations de Ca®* cytosolique, est
¢galement responsable d’une diminution de la synthése d’ATP, exacerbant ainsi la surcharge

calcique via une inactivation des pompes calciques ATP dépendantes (Bolli, 1990) (Figure 7
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et 8). Enfin ’augmentation de la perméabilité du sarcolemme aux ions Ca*, ainsi que les
déséquilibres ioniques, notamment en Na* sont a I’origine, de maniére directe ou indirecte,
d’une aggravation de la surcharge calcique observée au cours de I’ischémie (Bolli, 1990 ;
Dong et al., 2006). Par conséquent, les altérations des flux calciques rapportées au cours de la
reperfusion sont a I’origine d’une diminution de la charge en Ca®" du RS et d’une
augmentation de la surcharge calcique cytosolique (Figure 7 et 8).

Cette accumulation de Ca?* intracellulaire a été rapportée comme étant un facteur
majeur dans 1’explication de la mort cellulaire, des altérations contractiles mais ¢galement des
arythmies observées au cours de la reperfusion, (Murphy et al., 1987 ; Bolli, 1990 ; Bolli et

Marban, 1999 ; Ruiz-meana et Garci-Morado, 2009).
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Figure 7 : Mécanismes déléteres d'une production accrue de RLO sur I'homéostasie calcique, adapté de

Bolli, (1990).

CaZ*-ATPase

Figure 8 : Mécanismes responsables de I'augmentation de la concentration cytosolique en Ca?* au cours de
la reperfusion post-ischémique. RLO : radicaux libres oxygénés ; RyR-2 : Récepteurs a la ryanodine ;
PLB : Phospholamban ; SERCA-2a : sarco/endoplasmique réticulum Ca?*-ATPase ; SR : réticulum
sarcoplasmique ; NCX : échangeur Na*/Ca®*"; mPTP : pore de transition de perméabilité mitochondriale.
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2.3. Lésions d’IR : Rdéle du stress oxydant et de la surcharge calcique

Bien que le stress oxydant puisse étre directement a 1’origine de 1ésions cellulaires
majeures, il semblerait que les principaux effets délétéres de la production accrue de RLO au
cours de la reperfusion post-ischémique soient associés aux troubles de 1’homéostasie
calcique et a la surcharge calcique qui en résulte (Steenbergen et al., 1987 ; Korestune et
Marban, 1989 ; Steenbergen et al., 1990 ; Steenbergen et al., 1993 ; Murphy et al., 1999 ;
Temsah et al., 1999 ; Sharikabad et al., 2001 ; Imahashi et al., 2005). Dans ce chapitre, nous
évoquerons les effets de la production accrue de RLO associée a I’augmentation du Ca®*

intracellulaire sur les différents types de 1ésions observés au cours du syndrome d’IR.

2.3.1. Mort cellulaire au cours de I’IR

Le stress oxydant et la surcharge calcique sont des facteurs clés de la mort cellulaire
au cours de la reperfusion post-ischémique. Ils sont a ’origine de ’apparition de nécrose

cellulaire mais conduisent également a une activation de différents facteurs pro-apoptotiques.

La surcharge calcique associée a la production de RLO a notamment été rapportée
dans la bibliographie scientifique comme étant a ’origine d’une perméabilité transitoire de la
membrane mitochondriale au cours de la reperfusion. Ce phénoméne se traduirait par un
accroissement soudain de la perméabilité de la membrane mitochondriale pour l'eau et les
molécules de taille inférieure a 1,5 kDa (Haworth et Hunter, 1979). Cette perméabilité serait
la conséquence de 1’activation d’un mégapore de nature protéique, non sélectif, inhibé par la
cyclosporine A et activé par le Ca®* (Crompton et Costi, 1988 ; Crompton, 1999) et désigné

sous le sigle mPTP (mitochondrial Permeability Transition Pore) (Weiss et al., 2003). Ce
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phénoméne serait a ’origine de la dissipation du gradient électrochimique des protons A¥n,
(Bernardi, 1992), d’une perte de I'homéostasie ionique (Basso et al., 2005) et d’un
déséquilibre de la balance redox en faveur de 1I’oxydation (Bindoli et al., 1997) conduisant a la
disruption de la mitochondrie. La mitochondrie ainsi altérée relargue différents facteurs pro-
apoptotiques, tels que le cytochrome ¢ ou la protéine AIF (Apoptosis Inducing Factor)
(Lemasters et al., 1998 ; Borutaite et al., 2003 ; Eefting et al., 2004) (Figure 9), mais va
également accentuer la déplétion en ATP aggravant ainsi 1’altération de 1’homéostasie
ionique, a I’origine d’un gonflement cellulaire et d’altérations membranaires pouvant aboutir
a la nécrose cellulaire (Lemasters et al., 1998 ; Crompton, 1999 ; Bernardi, 1999 ; Murphy et

Steenbergen, 2008) (Figure 10).

REPERFUSION

Caspases

Figure 9 : Mécanismes de mort cellulaire apoptotique au cours de la reperfusion post-ischémique.
RLO : radicaux libres oxygénés ; mPTP : pore de transition de perméabilité mitochondriale ;
AIF : Apoptosis Inducing Factor ; Cyt : cytochrome C.
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Figure 10 : Mécanismes de mort cellulaire nécrotique au cours de la reperfusion post-
ischémique, adapté de Murphy et Steenbergen, (2008). RLO : radicaux libres oxygénés ;
mPTP : pore de transition de perméabilité mitochondriale.

Par ailleurs d’autres voies vont étre impliquées dans la mort cellulaire observée au
cours de la reperfusion :
- L’hypercontracture, résultant de la surcharge Ca®" et de la déplétion en ATP, associée

a la fragilisation de la membrane cellulaire au cours de I’IR est rapportée comme étant a
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I’origine d’une disruption de la membrane et ainsi de nécrose cellulaire (Ganote, 1983 ;
Piper et al., 2003).

- L’augmentation de Ca®" intracellulaire peut par ailleurs étre & Dorigine d’une
activation de différentes protéases Ca”*-dépendante dont les calpaines. Les calpaines sont
notamment impliquées dans la rupture membranaire (Vanderklish et Bahr, 2000 ; Liu et
al., 2004), I’activation du facteur pro-apoptotique bid (Chen et al., 2001) et I’altération du

facteur de régulation de 1’autophagie Atg5 (Murphy et Steenbergen, 2008).

2.3.2. Sidération myocardique

La surcharge calcique intracellulaire en diastole est rapportée comme un facteur clé
des altérations fonctionnelles contractiles observées au cours de la reperfusion. (Opie, 1998).
En effet, la diminution de la charge en Ca?* du RS préalablement décrite est & 1’origine d’une
diminution de I’amplitude du transitoire calcique, facteur clé¢ régulant la contraction des
myocytes cardiaques (Valverde et al., 2010).

Par ailleurs parmi les différentes cibles cellulaires des RLO, il a notamment été mis en
¢vidence que la production d’O;.” au cours de I’IR était a ’origine d’une dégradation des
protéines contractiles (myofilaments) et donc d’une altération de la contractilité
cardiomyocytaires et d’une reduction de la sensibilité de la machinerie contractile au Ca®*
(Bolli et Marban, 1999 ; Suzuki et al., 1991 ; Macfarlane et Miller, 1992). Ce phénomene peut
étre renforcé par ’activation de protéines kinases ou de protéases en réponse a 1’¢lévation de
la concentration calcique intracellulaire (Kusuoka et al., 1987 ; Kusuoka et al., 1990 ; Gao et

al., 1996).
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2.3.3. Arythmies de reperfusion post-ischémique

Au cours de la reperfusion post-ischémique, la peroxydation des lipides membranaires
est a l’origine de modifications électrophysiologiques pouvant en partie expliquer les
arythmies de reperfusion (Bernier et al., 1986 ; Bagchi et al., 1989 ; Ter keurs et Boyden,
2007 ; Antoons et Sipido 2008 ). Parmi ces modifications électrophysiologiques, on peut
notamment noter la surcharge intracellulaire en ions Ca®* et Na* rapportée précédemment.
Dés lors, au cours du syndrome d’IR, I’instabilit¢é membranaire associée aux déséquilibres
ioniques peut avoir pour conséquence une modification du seuil d’excitabilité membranaire et
donc I’apparition d’épisodes arythmiques.

Par ailleurs, I’augmentation de Ca”" intracellulaire est 4 I’origine d’un courant
transitoire entrant Ca”*-dépendant, lui-méme & origine de post-dépolarisations retardées qui
peuvent expliquer les extrasystoles ou tachycardies ventriculaires (Opie, 1989 ; Marban et al.,

1994 ; Antoons et Sipido, 2008).

2.3.4. Phénoméne de no-reflow.

Les cellules endothéliales sont les premieres a bénéficier de la réoxygénation. Le
stress oxydant résultant de cette reperfusion a cependant pour conséquence non negligeable,
une atteinte marquee de la fonction endothéliale coronaire se caractérisant notamment par une
vasoconstriction du lit distal coronaire (Kaeffer et al., 1997 ; Vrints, 2009) (Figure 11).

La production importante d’O,.” au cours de ce syndrome, a notamment pour
conséquence la production de ONOO" suite a la réaction entre 1’O,.” et le NO endothélial. Les
répercussions majeures de cette réaction sont i) une diminution de la biodisponibilité du NO

vasculaire (Laude et al., 2001) et i1) ’exacerbation du stress oxydant/nitrosylant cellulaire
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(Pacher et al., 2007). Le NO est responsable de la régulation de la vasodilatation artérielle
coronaire mais est également un inhibiteur de la réaction inflammatoire associée au syndrome
d’IR. La baisse de NO biodisponible joue un role non négligeable dans les 1ésions vasculaires
associées au syndrome d’IR (Figure 11). Ainsi, au cours de ce syndrome, il est rapporté une
modification de 1’ultrastructure artérielle conduisant a une diminution de la lumiére artérielle

et des modifications fonctionnelles entrainant une perte de 1’activité vasomotrice (Kaeffer et

al., 1997).
Reperfusion post-ischemique
o RLO .
Neécrose cellulaire l t NO + 0y = ONOO
Activation des neutrophiles l
Adhésion desneutrophiles < N NO
L » Dysfonction endothéliale » « No-reflow »

Figure 11 : Mécanismes responsables du phénomeéne de "'no-reflow" au cours de la reperfusion post-ischémique
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I1.Le monoxyde de carbone

Le CO est un des oxydes du carbone (Figure 12). La formule chimique s'écrit CO, la
molécule est composée d'un atome de carbone et d'un atome d'oxygene et son poids
moléculaire est de 28 g.mol™. Ce corps composé est présent & I'état gazeux dans les conditions

normales de pression et de température (Ryter et Otterbein, 2004) (Figure 12).

:C=0:
——
112,8 pm

Figure 12 : Formule de Lewis du CO.

Tableau 1 : Propriétés physiques du CO

Monoxyde de carbone

Poids moléculaire 28.01 g.mol™
Température d'ébullition -191.5°C
Température de fusion  -205°C
Température d'ignition  606°C

Solubilité (H20) 3.3ml 100ml* a 0°C
2.3 ml 100 mI™* & 20°C
Densité (vapeur) 0.968 air=1.0

Facteur de conversion 1 ppm =1.25 mg.m & 25°C
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1. Le CO exogene

Le CO exogene est issu principalement de la combustion incomplete des combustibles
fossiles, notamment du gaz naturel, des dérivés petroliers ou du bois. De facon générale, il est
produit par la combustion incompléte de tout composé carboné. Le CO est incolore et inodore
et son mélange avec I’air est facile puisque leur densité est proche. Plusieurs unités de
quantification sont habituellement utilisées dans la littérature : la particule par million (ppm)
ou le milligramme par métre cube (mg/m?®), 1 ppm correspondant & 1,15 mg/m® (a4 760 mmHg
et 25°C). L’unité la plus couramment utilisée reste le ppm. Les principales connaissances
actuelles concernant les effets cardiovasculaires du CO, ont été élaborées dans le cadre de
travaux en toxicologie pour lesquels les taux de CO utilisés sont trés supérieurs (500-5000 ppm)

a ceux habituellement rencontrés en environnement urbain (15-100 ppm).

1.1. Effets cardiovasculaires d’une exposition a de fortes concentrations

de CO

1.1.1. Données épidémiologiques

Les épisodes d’exposition aigue a de fortes concentrations de CO sont la principale
cause de décés par empoisonnement dans de nombreux pays industrialisés et sont
responsables de plus de 50 % de la mortalité par empoisonnement dans ces mémes pays
(Meredith et Vale, 1988 ; Cobb et Etzel, 1991 ; Yang et al., 1998 ; Varon et al., 1999). La
cardiotoxicit¢ du CO, dépendante de la concentration en CO et de la durée d’exposition
(figure 13) (Piantadosi, 2008), est rapportée chez les patients fragilisés par une pathologie
cardiovasculaire (Balzan et al., 1994 ; Diltoer et al., 1995) mais aussi chez les sujets sains
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(Gandini et al., 2001). Les symptomes cardiovasculaires les plus fréquents sont la tachycardie,
les arythmies, 1’hypotension, le choc cardiogénique, ’arrét cardiocirculatoire ou encore
I’cedéeme pulmonaire. Les arythmies cardiaques représentent cependant la cause principale de

la mortalité liée aux intoxications au CO (Gandini et al., 2001).
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Figure 13 : Relation temps-concentration des effets physiologiques, adaptatifs et toxiques du CO dans les
cellules et tissus, adapté de Piantadosi, (2008).

1.1.2. Données expérimentales

Pour des expositions a de fortes concentrations non létales, de 1’ordre de 200 a 1000
ppm, les effets principaux du CO sont dus a I’hypoxémie sanguine et tissulaire (notamment
cardiaque et vasculaire) qu’il génére (Piantadosi, 2004 ; Zuckerbraun et al., 2007). Les effets du
CO sont principalement expliqués par sa fixation a ’hémoglobine, avec une affinité 200 a 230
fois supérieure a celle de ’oxygéne. La carboxyhémoglobine (HbCO) alors formée est
incapable de s’oxyder a I’air comme le fait I’hémoglobine. Cette combinaison avec le CO
inactive ainsi une certaine proportion de I’hémoglobine du sang, qui de ce fait n’est plus apte
a jouer son role de vecteur d’O; au travers de I’organisme (Kimmel et al., 1999) (figure 14).
La libération de 1’0, au niveau cellulaire est par conséquent altérée, provoquant une situation

-54 -



Revue de littérature

transitoire d’hypoxémie tissulaire. La formation d’HbCO dans le sang s’accompagne
¢galement d’une formation de CO dissout dans le plasma dont les répercussions
physiologiques sont consequentes. Ce dernier se fixe en effet a la myoglobine cardiaque (mais
avec une affinité moindre), renforcant la situation d’hypoxémie tissulaire, et pouvant ainsi
conduire, dans certains cas, a des situations d’anoxie-reoxygenation (Piantadosi, 2004). Cette
hypoxémie tissulaire pourrait étre 1’origine de la bradycardie et des troubles du rythme
observés lors d’expositions prolongées a ce gaz. Le CO peut également se fixer au niveau des
cytochromes mitochondriaux, altérant la chaine de transport des électrons et inhibant la
synthése aérobie de I’ATP (Brown et Piantadiosi, 1990), contribuant ainsi a I’altération du

métabolisme des cardiomyocytes.

HbCO (%)

Hir— >

0 40 80 120 160 200 240
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Figure 14 : Cinétique de la formation de HbCO chez le rat, adapté de Kimmel et al.,
(1999). HbCO : Carboxyhémoglobine.

1.2. Effets cardiovasculaires d’une exposition a de faibles concentrations

de CO
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1.2.1. Données épidémiologiques

Les pathologies cardiovasculaires constituent la principale cause de mortalité dans les
pays industrialisés et leur évolution résulte d’une interaction complexe entre facteurs génétiques
et environnementaux. La pollution atmosphérique joue un réle majeur dans le développement
de ces pathologies (Burnett et al., 1997 ; Von Klot et al., 2005 ; Berger et al., 2006 ; Peel et al.,
2007). Divers agents polluants (gaz et particules) semblent étre impliqués, certains (ozone,
particules fines) ont fait I’objet d’importantes recherches au cours de ces derniéres années, alors
que d’autres polluants tels que le CO ont été moins étudiés. Le CO est présent en trés faible
concentration dans 1’environnement cependant, il peut étre retrouvé a des concentrations plus
importantes dans certaines zones particulierement polluées. En effet divers travaux ont pu
mettre en évidence des taux moyens de CO urbains de I’ordre de 20 a 40 ppm dans des
environnements urbains particulierement pollués avec des pics pouvant aller jusqu’a 170 ppm
(Wright et al., 1975 ; Stern et al., 1988 ; Bevan et al., 1991). Par ailleurs, le CO constitue un
polluant majeur rapporté dans le cadre d’enquétes épidémiologiques comme étant trés fortement
corrélé avec I’accroissement du taux de mortalité cardiovasculaire (Brook et al., 2004 ; Henry et
al., 2006 ; Stieb et al., 2009 ; Bell et al., 2009). Ainsi, récemment, une étude réalisée dans le
cadre du projet APHEA (Air pollution and Health : A European approach), centrée sur 19
grandes villes européennes, rapporte une relation linéaire significative entre pollution citadine

au CO et mortalité cardiovasculaire (Samoli et al., 2007).

1.2.2. Donnees expérimentales

a- Remodelage morphologique et fonctionnel cardiaque
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Une hypertrophie cardiaque consécutive a une exposition prolongée au CO a été
rapportée par divers auteurs (Loennechen et al., 1999 ; Sorhaug et al., 2006). Plus récemment,
André et al., (2010) ont caractérisé le remodelage cardiaque chez des rats exposés 4 semaines a
30/100 ppm de CO et ont pu décrire une augmentation de la masse du ventricule gauche (+7 %)
associée a une augmentation du taux de fibrose (+89 %). Ce remodelage myocardique, a
également été mis en évidence au niveau cellulaire par Bye et al., (2008) sur des myocytes de
rats exposés a 200 ppm de CO 5 jours/semaines pendant 18 mois. Ces auteurs ont en effet
rapporté une augmentation de 18 % de la longueur et de 88 % de la largeur des myocytes du
ventricule gauche (VG)

Le remodelage morphologique induit par une exposition chronique a de faibles
concentrations de CO, est également associé a de légers troubles fonctionnels en condition
standard. Ainsi, Andre et al., (2010), ont rapporté une altération de la contractilité myocardique

caractérisée par une diminution de la fraction de raccourcissement (-14 %) et une diminution de
la déformation diastolo-systolique de la paroi postérieure du VG (-21 %) chez des rats exposés
au CO. Ce résultat observé in-vivo par échocardiographie, est expliqué a 1’étage cellulaire par
une altération marquée du couplage excitation-contraction. Ces mémes auteurs ont en effet
observé une diminution de la fraction de raccourcissement des sarcomeéres associée a une
altération du transitoire calcique consécutive a 1’exposition au CO. Ils ont également rapporté en
condition standard une augmentation de 1’occurrence des événements arythmiques chez les rats
exposés chroniquement au CO, ce phéenomene étant par ailleurs exacerbé au cours d’un stress -
Adrénergique. Ce résultat est en accord avec les études épidémiologiques qui ont rapporté une
augmentation des arythmies ventriculaires chez des populations exposées de fagon récurrente

aux polluants urbains (Miller et al., 2007).
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D’aprés Thom et al., (1997 ; 2000), lors d’exposition a de faibles concentrations de CO,
telles que retrouvées en environnement citadin, I’hypoxémie sanguine et tissulaire engendrées
notamment par la formation d’HbCO (6-8 %) ne semble pas suffisante pour expliquer 1I’ampleur
des modifications structurelles et fonctionnelles associées a ce type d’exposition. Ainsi, le
remodelage cardiaque et les altérations fonctionnelles qui 1’accompagnent semblent pouvoir
étre expliqués principalement par les effets du CO sur i) le statut redox cellulaire ; ii)

I’homéostasie calcique cellulaire et iii) la perfusion myocardique.

b- Statut redox cellulaire

Comme déja présenté, le statut redox de la cellule se définit comme le point d’équilibre
entre la présence de facteurs pro-oxydants et de facteurs antioxydants. Dans le cas d’une
exposition a de faibles concentrations de CO, il semblerait que 1’on assiste a la fois a une
augmentation de la synthése de substances pro-oxydantes (Zuckerbraun et al., 2007) et a une
diminution des défenses antioxydantes (André et al., 2010). Cette modification du statut redox
cellulaire est rapportée par ces auteurs comme étant le principal facteur responsable du

remodelage phénotypique cardiaque observé chez des rats exposés au CO (André et al., 2010).

- Facteurs pro-oxydants : le CO agit directement sur la production de substances réactives

dérivées de I’oxygéne. En effet, selon Zuckerbraun et al., (2007), il inhiberait la
cytochrome ¢ oxydase entrainant une production accrue de RLO par les complexes | et 11l
de la chaine mitochondriale de transfert des électrons. Le CO agirait comme un inhibiteur
compétitif de 1’0, au niveau de I’héme ferrique a3 des cytochromes ¢ mitochondriaux
bloquant ainsi la chaine de réaction (D’amico et al., 2006 ; Zuckerbraun et al., 2007 ;

Piantadosi, 2008). De plus, de faibles concentrations de CO ont été rapportées comme
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pouvant induire une augmentation de la biodisponibilité du NO. En effet, le CO posséde
une forte affinité pour les sites de fixation du NO (hémoprotéines) et en occupant ces sites
de fixation il contribue a augmenter les concentrations de NO biodisponibles (Piantadosi,
2008). En condition pro-oxydante (liée notamment a I’exposition au CO), cette
augmentation de la biodisponibilité du NO dans la cellule entraine la formation de ONOO'".
Ainsi, Thom et al. (1997 ; 1999 ; 2000) ont mis en évidence une augmentation du stress
oxydant/nitrosylant liée a la production excessive de NO sur des cellules isolées

endothéliales exposees 1 heure a des concentrations de CO allant de 10 & 100 ppm.

- Facteurs antioxydants : trés peu d’études se sont intéressées aux effets d’une exposition au

CO sur le systeme de défenses antioxydantes, et les résultats hétérogénes de ces études,
sont probablement liés aux différences expérimentales. En effet, Thom et al., (2000) ont
mis en évidence une augmentation de I’activité de la SOD sur des cellules endothéliales
exposées 45 min a des concentrations de CO allant de 10 a 100 ppm, sans aucun effet sur
les autres enzymes antioxydantes. Au contraire, André et al., (2010) ont rapporté une
diminution significative de I’activit¢ de I’ensemble des enzymes antioxydantes
myocardiques (SOD, GPx, CAT) chez des rats exposés 4 semaines a de faibles doses de

CO (30/100 ppm).

c- Homéostasie calcique cellulaire

Suite a une exposition prolongée au CO, Bye et al., (2008) ainsi que Andre et al., (2010)
ont mis en évidence une augmentation de la concentration cytosolique diastolique en Ca?* et
une diminution de I’amplitude du transitoire calcique au cours de la contraction cellulaire. Cette

altération du transitoire calcique était associée dans ces deux études a une diminution de la
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charge calcique du RS, principalement expliquée par une altération du repompage du Ca®* par
les pompes SERCA-2a. Ce phénomene est expliquée par Bye et al., (2008) par une diminution
de I’expression de différents isoformes de phospholamban, ayant pour conséquence une
diminution de I’activité des canaux SERCA-2a. Andreé et al., (2010) ont quant a eux mis en
¢vidence une diminution de I’expression des SERCA-2a dans les cardiomyocytes de rats
exposés au CO. L’augmentation de Ca* intracellulaire en diastole serait également liée & une
fuite calcique au niveau des canaux RyR-2 du RS (André et al., 2010). Celle-ci serait la
conséquence d’une hyperphosphorylation du site PKA dépendant Ser”®® de ces canaux. Outre
les altérations des protéines de 1’homéostasie calcique, André et al. (2010) ont également
décrit une moindre sensibilit¢ des myofilaments au Ca®* chez les rats exposés au CO
probablement liée a une augmentation de I’hyperphosphorylation PKA-dépendante de la

troponine C.

d- Perfusion myocardique

Plusieurs études se sont intéressées aux effets potentiellement délétéres d’une
exposition prolongée au CO sur la perfusion myocardique. Le CO est reconnu comme un
agoniste du NO pouvant se fixer au niveau de la guanylate cyclase soluble (GCs) et ainsi
induire une relaxation de la cellule musculaire lisse et a fortiori une vasodilatation (Furchgott
et Jothianandan, 1991 ; piantadosi, 2008). Cependant la fixation du CO sur la GCs entraine
une formation de GMPc 100 fois inférieure a celle induite par la fixation du NO. Ce premier
agirait donc comme un inhibiteur compétitif du NO et pourrait étre a 1’origine d’altérations de

la fonction vasculaire (Kharitonov et al., 1995) (Figure 15).
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Figure 15 : Effets du CO sur la relaxation NO-dépendante des cellules musculaires lisses. eNOS :
monoxyde d’azote synthétase endothéliale ; CMLYV : Cellule musculaire lisse vasculaire ; GCs :
guanylate cyclase soluble ; GTP : guanosine triphosphate ; GMPc : guanylate monophosphate

cyclique ; PKG : protéine kinase G.

Ainsi, suite a une exposition prolongée au CO exogéne, plusieurs études ont rapporté
des altérations de la perfusion du muscle cardiaque (Favory et al., 2006 ; Gautier et al., 2007).
Les effets delétéres de faibles concentrations de CO sur la perfusion myocardique semblent
fortement liés au stress oxydant (Thom et al., 1997). En effet, ce dernier, caractérisé par la
formation de RLO et d’EROA au niveau vasculaire (Thom et al., 2000), serait a I’origine de
Iésions des cellules endothéliales, et pourrait également jouer un réle sur le découplage
fonctionnel de la eNOS et ainsi altérer la vasodilatation endothélium-dépendante (Kuzkaya et
al., 2003). Indépendamment, I’exposition chronique au CO a également été rapportée comme
¢tant a ’origine de la synthése de facteurs vasoconstrictifs tels que I’endothéline (Loennechen

et al., 1999), exacerbant ainsi 1’altération de la perfusion myocardique.
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1.3. Le CO endogéne

Le CO n’est pas uniquement un compos¢ toxique exogeéne, puisqu’il est produit
naturellement par ’organisme chez tous les mammiferes et posseéde certaines propriétes
physiologiques essentielles. Il existe au moins deux sources endogénes de production de CO. La
source biologique prédominante est la dégradation héminique (70 %) (Tenhunen et al., 1969)
(Figure 16), alors que 1’autre source de production correspond a I’oxydation des molécules
organiques. Le CO endogene a longtemps été considéré exclusivement comme un déchet de la
dégradation héminique, toutefois il est désormais considéré comme un précurseur de fonctions
physiologiques essentielles (Marks et al., 1991). Le r6le du CO endogene est agoniste a celui du
NO. Toutefois a des concentrations élevées, il peut entrer en concurrence avec le NO et ainsi

limiter les propriétés physiologiques bénéfiques de ce dernier.
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Figure 16 : Biosynthese du CO par dégradation héminique
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2. CO et IR myocardique

2.1. Exposition au CO exogene

La gravité des incidents ischémiques myocardiques est dépendante de nombreux
facteurs aggravants tels que I’exposition a divers agents polluants. Diverses études
épidémiologiques ont en effet mis en évidence une corrélation entre 1’exposition au CO a des
concentrations telles que rencontrées en environnement urbain pollué et le taux de mortalité et
de morbidité lie aux pathologies cardiovasculaires (Burnett et al., 1997 ; Bell et al., 2009). En
dépit de ces données épidémiologiques, a ce jour peu de travaux expérimentaux se sont
intéressées a la compréhension des mécanismes sous-jacents a cette mortalité cardiovasculaire
lors d’exposition de type citadine au CO. Lors d’expositions aigues, Bak et al., (2005) ont
rapporté qu’un protocole d’IR sur cceur isolé perfusé réalisé en présence de 10 ou 100 ppm de
CO permet de protéger le myocarde et ainsi de diminuer la sévérité des Iésions de reperfusion
(mort cellulaire et arythmies). Nakao et al., (2003) ont rapporté le méme type de résultats lors
d’une IR cardiaque réalisée suite a une exposition de 1 heure a 20 ppm de CO. Ces auteurs
mettent en avant une possible activation de la voie GCs/GMPc comme étant a I’origine de cette
cardioprotection par le CO.

En ce qui concerne les expositions chroniques prolongées au CO, a notre connaissance,
seules deux études sont disponibles et les concentrations utilisées dans ces études sont beaucoup
plus fortes (600 ppm durant 2/3 semaines) que celles observées dans le cadre de la pollution de
type urbaine (Barbé et al., en 2001 ; Rochetaing et al., 2001). Ces études font 1’état de résultats
contradictoires, I’exposition au CO ayant des effets protecteurs ou au contraire délétéres selon la
population expérimentale étudiée (population hypoxique pour Barbé et al., (2001) ou population

saine pour Rochetaing et al., (2001)). Ainsi aucune étude ne s’est pour I’instant intéressée a
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¢valuer I’impact d’une exposition prolongée a des concentrations de CO semblables a celles
retrouvées dans le cadre de la pollution urbaine sur la sensibilité du myocarde au syndrome

d’IR.

2.2. CO endogene

Plusieurs études se sont intéressées aux effets du CO endogene sur le syndrome d’IR et
ont mis en évidence un effet cardioprotecteur de ce dernier (Bak et al., 2002 ; Bak et al., 2003).
Ces mémes études rapportent par ailleurs qu’une inhibition de la formation de CO endogéne
induit une aggravation des lésions de reperfusion alors qu’une augmentation de sa production a
des effets cardioprotecteurs. Les effets bénéfiques du CO endogene seraient liés a la diminution
du stress oxydatif (Nakao et al., 2005), la normalisation de I’homéostasie calcique (Szabo et al.,
2004) ainsi qu’aux propriétés anti-inflammatoire et anti-apoptotique du CO (Li Volti et al.,
2006). D’autres études se sont intéressées aux effets du CO endogéne sur le syndrome d’IR via
I'utilisation de molécules relargant du CO (CO releasing molecules, CORM). Ces dernieres ont
également mis en évidence qu’un traitement par CORM permet de réduire sensiblement les
Iésions de reperfusion (Stein et al., 2005), notamment via une normalisation de 1’homéostasie

ionique cellulaire (Varadi et al., 2007).
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I1l. Exercice d’endurance et cardioprotection

1. Données épidémiologiques

I1 est aujourd’hui largement reconnu que 1’activité physique réguliére est un facteur
essentiel dans I’amélioration de la qualité de vie. En effet, dés la fin des années 1980, un
nombre conséquent de travaux semble conforter la relation entre activité physique réguliére et
réduction de la mortalité prématurée (toutes causes confondues) (Paffenbarger et al., 1978 ;
Paffenbarger et al., 1986 ; Paffenbarger et al., 1986). Le systéme cardiovasculaire apparait
comme une cible privilégiée de I’activité physique réguli¢re. Ainsi, un grand nombre d’études
rapportent une relation inverse entre la pratique réguliére d’une activité physique et le taux de

mortalité prématurée pour raisons cardiovasculaires (Ignarro et al., 2007).

2. Données expérimentales

Parmi les nombreuses méthodes permettant d’améliorer la protection du muscle
cardiaque, dont un grand nombre font appel a des traitements pharmacologiques lourds,
I’exercice physique est réguliérement rapporté comme étant un moyen efficace de limiter les
atteintes cardiovasculaires et en particulier celles liées au syndrome d’IR (Powers et al., 1998
; Demirel et al., 2001 ; Hamilton et al., 2003 ; French et al., 2008 ; Powers et al., 2008). Bien
que les mécanismes responsables de la cardioprotection induite par 1’exercice restent
partiellement inexpliqués, un remodelage phénotypique myocardique caractérisé par une
amélioration du statut antioxydant et une modification de I’expression/activité des protéines

régulant les mouvements calciques intracellulaires sont rapportés. Cependant d’autres voies
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de cardioprotection telles que 1’amélioration de la perfusion myocardique, 1’induction de
protéines de choc thermique (Heat shock proteins, HSPs) et I’augmentation de 1’activité des
canaux potassiques sont aujourd’hui évoquées, pour expliquer les effets bénéfiques de
I’exercice (Figure 17) (Powers et al., 2008).

Bien que I’exercice physique puisse entrainer de nombreuses modifications
structurales et fonctionnelles au niveau des cardiomyocytes, nous aborderons dans cette partie

uniquement les facteurs potentiellement impliqués dans les mécanismes de cardioprotection.

Entrainementen endurance

A défenses /1 homéostasie A HSPs 71 canaux A Circulation
antioxydantes calcique Cardiaques potassiques coronaire

Phénotype cardioprotecteur

Figure 17 : Effets potentiellement cardioprotecteurs de I'activité physique, adapté de Powers et al., (2008). HSPs :
protéines de choc thermique.

2.1. Statut antioxydant

Dans le cadre d’un entrainement en endurance, de nombreuses €tudes ont rapporté des
effets bénéfiques de I’exercice régulier sur le statut enzymatique antioxydant. En effet,
I’augmentation de la consommation d’O, au cours de I’exercice est associée a une augmentation
de la production de RLO (Jenkins, 1988 ; Ji, 1996). La récurrence de ce stress oxydant est a
I’origine d’une adaptation du myocarde, caractérisée notamment par une augmentation de ses

défenses enzymatiques antioxydantes (Ji, 1995 ; Atalay et Sen, 1999 ; Ji, 1999). La littérature
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scientifique sur le sujet fait principalement apparaitre une augmentation de I’activité/expression
de la SOD dans le tissu cardiaque, suite a une période d’entrainement (Yamashita et al., 1999 ;
Hamilton et al., 2003). Cependant des travaux de Lew et Quintanilha, (1991) et de Ascensao
et al., (2006) ont aussi rapport¢ un effet bénéfique non négligeable de 1’exercice sur
I’expression et ’activité de la GPx et de la CAT. Cette amélioration du statut enzymatique
antioxydant suite a un entrainement permet de développer un phénotype cardioprotecteur,
notamment vis-a-vis de I’infarctus du myocarde (Powers et al., 2002 ; French et al., 2006 ;
French et al., 2008 ; Kavazis et al., 2008). En effet les travaux de French et al., (2006 ; 2008)
associent ’augmentation de I’activité antioxydante a une moindre apoptose et nécrose
myocardique au cours d’une IR. La diminution de la mort cellulaire serait la conséquence,
d’une diminution du stress oxydant au cours de I’'IR, permettant notamment de protéger les
protéines régulatrice de 1’homéostasie calcique intracellulaire (French et al., 2008 ; Kemi et
Wisloff, 2010). D’autres travaux ont également montré qu’une augmentation de 1’activité des
enzymes antioxydantes associée a un entrainement en endurance permettait de réduire
sensiblement la sévérité des arythmies de reperfusion (Hamilton et al., 2004). Bien que la
majorité des résultats de la littérature scientifique rapportent que ce type de stratégie
cardioprotectrice est a I’origine d’une augmentation de 1’activité enzymatique antioxydante, il
convient toutefois de noter que certains travaux n’établissent pas d’amélioration du statut
enzymatique antioxydant. Cette discordance entre les différents travaux est trés probablement
liee aux caractéristiques qualitatives (durée/intensité) du programme d’entrainement utilisé

(Powers et al., 2008).

2.2. Homéostasie calcique
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2.2.1. Généralités

Les effets bénéfiques d’un entrainement en endurance se traduisent au niveau
cellulaire notamment par une amélioration du transitoire calcique (Wisloff et al., 2001 ; Kemi
et al., 2005). Cette amélioration de la libération de Ca®* du RS au cours du transitoire est
rapportée comme étant notamment la conséquence d’une amélioration de la vitesse et de la
probabilité d’ouverture des canaux RyR-2 au cours du couplage excitation-contraction
(Palmer et al., 1998) (Figure 18) et d’une surexpression des pompes SERCA-2a permettant,
dans ces conditions, de maintenir la charge en Ca** du RS (Wisloff et al., 2001). De plus, un
entrainement en endurance permettrait aussi d’augmenter 1’activité des canaux SERCA-2a
suite @ une élévation de 1’expression et de 1’état de phosporylation du phospholamban
(Wisloff et al., 2001 ; Kemi et al., 2008). Cette activité accrue des différents systemes de
recaptage du Ca’* a pour conséquence une amélioration de la vitesse de relaxation du
myocarde. Par ailleurs, le maintien ou I’amélioration du repompage calcique par le RS joue
aussi un role non négligeable dans 1I’amélioration de la fonction systolique myocardique. En
effet, ’amélioration du repompage calcique a pour conséquence une €lévation de la charge en
Ca®* du RS en fin de diastole et donc une augmentation de la quantité de Ca®* relarguée au
cours du transitoire (Wisloff et al., 2001 ; Wisloff et al., 2002 ; Lu et al., 2002) (Figure 18).
Enfin, il a également ét¢ montré que 1’entrainement en endurance augmentait la sensibilité des
myofilaments au Ca?* intracellulaire (Wisloff et al., 2001 ; Diffee et al., 2001) (Figure 19),
améliorant ainsi la réponse des protéines contractiles a ’élévation de la concentration de Ca®*

intracellulaire.
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Figure 18 : Transitoire calcique de cardiomyocytes isolés chez des rats sédentaires et entrainés,
adapté de Kemi et al., (2008).
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Figure 19: Sensibilité au calcium de cardiomyocytes isolés chez des rats
sédentaires et entrainés, adapté de Kemi et al., (2008).
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2.2.2. Dans le cadre de pathologies

En conditions pathologiques, et particulierement au cours du développement de
I’insuffisance cardiaque, il est classiquement rapporté que I’entralnement en endurance
conduit a une normalisation des mouvements calciques intracellulaires, a ’origine d’une
amélioration de la fonction contractile myocardique (Wisloff et al., 2002). Ces améliorations
sont expliquées comme secondaires a une normalisation de I’expression des protéines de
I’homéostasie calcique (Wisloff et al.,, 2002 ; De Waard et al., 2007) ainsi qu’a une
normalisation de la sensibilité des protéines contractiles au Ca®* (Wisloff et al., 2002). Par
ailleurs, au cours du syndrome d’IR, French et al., (2008) ont rapporté des effets protecteurs
d’un entrainement régulier, conduit préalablement a 1’accident ischémique, sur la régulation
des mouvements calciques intracellulaires. Sans pouvoir réellement négliger de potentiels
effets bénéfiques de I’exercice sur les protéines impliquées dans la régulation du cycle
calcique au cours de la révolution cardiaque, ces auteurs expliquent ce résultat comme étant
1i¢ aux effets bénéfiques de 1’exercice sur I’activité enzymatique antioxydante myocardique.
En effet, cette amélioration des capacités de défenses antioxydantes permettrait, au cours de
I’IR, de prévenir ’oxydation et la dégradation de certaines protéines, essentieclles dans le
maintien de ’homéostasie calcique (SERCA-2a, Phospholamban, NCX, L-type Ca®") (French
et al., 2008) et considérées comme redox-sensibles (Kobayashi et al., 2007 ; Gyorke et

Carnes, 2008 ; Sun et al., 2008 ; Kuster et al., 2010) (Figure 20).
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Figure 20 : Mécanismes de cardioprotection liés a I'expression de SOD suite a un entrainement en endurance. RLO :
radicaux libres de I’oxygéne ; SOD : superoxyde dismutase.
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2.3. Autres facteurs

Bien que I’amélioration de 1’homéostasie calcique et du statut redox cellulaire
semblent étre les principales voies de cardioprotection induites par I’exercice, d’autres
facteurs ont également été proposés afin d’expliquer les effets cardioprotecteurs d’un
entrainement en endurance. Ces mécanismes sont :

- Des modifications structurales et fonctionnelles de la circulation coronaire
(développement d’un réseau coronaire collatéral). Il a été montré qu’un entrainement
en endurance pouvait améliorer ’angiogénése ainsi que la vasomotricité des arteres
coronaires (Laughlin et al., 1998 ; Brown, 2003)

- Une induction des protéines de choc thermique (heat shock protein HSPs). Certaines
HSPs (telles que la HSP72) pourraient étre responsable d’une cardioprotection

notamment au cours d’un syndrome d’IR (Knowlton, 1994 ; Benjamin et McMillian,
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1998 ; Powers et al., 2001). Ainsi HSP72 a été rapporté comme pouvant protéger la
mitochondrie contre le stress oxydant et pourrait également limiter 1’apoptose
cellulaire (Mosser et al., 1993 ; Polla et Cossarizza, 1996).

- Une amélioration de I’activité des canaux potassiques ATP-dépendants (SarcoKate-
mitoKatp) (Brown et al., 2005), qui semble étre impliquée dans 1’amélioration du
statut redox et de I’homéostasie calcique, protégeant ainsi le myocarde notamment au

cours de I’'IR (Kong et al., 2001 ; O’Rourke, 2004).
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. Population

Les expériences ont été realisees sur un total de 190 rats males de souche Wistar agés
de 16 semaines. Le bon état de santé des animaux était garanti a chaque livraison par un
certificat sanitaire. Les expérimentations se sont déroulées de septembre 2007 a Mai 2010 au
sein des locaux de I’EA:4278 (Avignon, dirigé par le Pr Philippe Obert) ainsi qu’au sein des
locaux de 1’U637 pour la partie cellulaire au sein (Montpellier, dirigé par le Dr Sylvain
Richard) et des locaux de ’'UMR5525, TIMC-IMAG équipe PRETA/Cceur & Nutrition, pour
certains dosages biochimiques (Grenoble, dirigé par le Pr Joél de Leiris). Les animaux ont été
placés dans des conditions standards de température et d’humidité et éclairés selon un rythme
12 heures de jour/12 heures de nuit. L’acces a I’eau et a la nourriture était libre.

Ce travail est organisé et présenté selon 3 études distinctes. Pour les études 1 et 2, les
rats ont été aléatoirement répartis en début de protocole dans les 2 groupes suivants :

- Rats Ctrl : rats placés en environnement standard d’animalerie (Air filtré standard)
- Rats CO : rats placés 12 heures par jour en environnement pollué au CO (30-100 ppm)

et 12 heures en environnement standard d’animalerie, pendant 4 semaines.

Pour I’étude 3, afin d’évaluer les effets potentiellement protecteurs d’un entrainement
conduit dans les semaines précédant I’exposition & un environnement pollué, les rats ont été
répartis aléatoirement dans les 3 groupes suivants :

- Rats Ctrl-Sed : rats placés en environnement standard d’animalerie
- Rats CO-Sed : rats placés 12 heures par jour en environnement pollué au CO (30-100

ppm) et 12 heures en environnement standard d’animalerie, pendant 4 semaines.
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- Rats CO-Ex : rats entrainés, en environnement standard d’animalerie, 5 jours par
semaine pendant 4 semaines, puis 2 jours par semaine pendant les 4 semaines

d’exposition en environnement pollué au CO (cf. exposition des rats CO, Il.).

Toutes les expériences ont été menées en accord avec les directives du ministére

francais de 1’agriculture et les conventions européennes sur 1’utilisation et le conditionnement

des animaux de laboratoire.
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1. Exposition au CO

L’OMS a estimé des seuils d’exposition au CO au-dela desquels la santé de 1’individu
est mise en cause. Des expositions a 9 ppm pendant 8 heures constituent une limite
recommandée a ne pas dépasser. Cependant il existe des périodes de la journée, ou ces
concentrations sont largement supérieures en milieu urbain. En effet, différentes enquétes
portant sur la qualité de 1’air rapportent des concentrations allant de 2 a 40 ppm mais pouvant
atteindre 170 ppm en cas de trafic important (Wright et al., 1975 ; Stern et al., 1988 ; Bevan et
al., 1991 ; Finkelstein et al., 2005). Ainsi, de maniére a simuler une exposition de type
citadine au CO, les animaux ont été placés 12 heures par jour dans un caisson hermétique relié
a une bouteille de CO. La concentration en CO au sein du caisson était controlée en continu a
I’aide d’un analyseur de CO de type CHEMGARD Infrared Gas Monitor NEMA 4 Version,
(MSA) et régulé grace a un systéme d’électrovanne dont I’ouverture et la fermeture étaient
contr6lées par informatique. Les rats ont été exposés a une concentration résiduelle de 30 ppm
complétée par 5 pics de 1 heure a 100 ppm. lls étaient ensuite placés 12 heures en

environnement standard d’animalerie (air filtré standard d’animalerie, AFS) (Figure 21).
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Figure 21 : Pattern type d’exposition au CO (24 heures).

Afin d’éviter tout effet aigu du CO au cours des expérimentations, les rats étaient
placés, a la fin des 4 semaines d’exposition, 24 heures en environnement AFS avant d’étre
utilisés pour les expériences. En effet, des travaux préliminaires ont montré que les
concentrations d’HbCO, supérieures chez les rats CO par rapport aux rats Ctrl 1 heure et 3
heures aprés la derniére exposition, ne différent pas entre les 2 groupes 24 heures apres la

sortie du caisson d’exposition (Figure 22).
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Figure 22 : Evolution des taux d'"HbCO sanguine suite au protocole
d’exposition au CO, * p<0,05 ; rats CO vs. Ctrl.
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I1l. Entrainement en endurance

Selon les recommandations de I’OMS, I’activité physique régulieére, définit comme la
pratique d’une activité¢ d’une durée minimum de 30 min a intensité modérée au moins 5 jours
par semaine (OMS et FIMS, 1995) est bénéfique pour la santé. Partant de ces
recommandations, un protocole d’entrainement en endurance a intensité modérée a été mis en
ceuvre. Ce protocole a été conduit en environnement AFS durant les 4 semaines précédant la
période d’exposition au CO a raison de 5 séances consécutives par semaine et les exercices
ont été réalisés sur tapis roulant motorisé (Image 1). Durant la premiere semaine, les animaux
étaient familiarisés au tapis roulant avec une premiére séance de 15 min a une vitesse de 17
m/min. Chaque jour, une augmentation du temps de course de 5 min était réalisée afin
d’atteindre 40 min de course en fin de semaine. Les semaines suivantes, chaque séance durait
40 min de course a une vitesse de 17 m/min, puis 18 m/min la troisieme semaine, et 20 m/min
la derniére semaine. Durant toute la durée du protocole, chaque séance débutait par un
échauffement de 5 min & 10 m/min, avec une augmentation progressive de la vitesse jusqu’a
atteindre celle requise pour I’entrainement. L’intensité d’effort était estimée tout au long du
protocole a environ 50 % de la vitesse maximale aérobie (VMA) des animaux. A 1’issu du
programme d’entrainement, les rats CO-Ex maintenaient, lors des 4 semaines d’exposition au
CO, un entrainement en condition AFS identique a celui réalisé lors de la derniére semaine du

protocole d’entrainement, mais a raison de 2 séances par semaine uniquement (Figure 23).
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Image 1 : Entrainement de rats sur tapis roulant
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Figure 23 : Organisation du protocole d'entrainement et d'exposition au CO.
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1V. Ischémie-reperfusion myocardique

Afin d’évaluer spécifiquement les effets d’une exposition chronique au CO sur le
myocarde et ainsi de limiter 1’influence des différents facteurs circulants possiblement
modifiés par une exposition a ce polluant, le protocole d’IR a été réalisé sur un modele de
cceur isolé perfusé de Langendorff (Image 2).

Aprés une injection d’héparine (3000 Ul/kg, i.p.), les rats étaient anesthésiés avec du
pentobarbital sodique (50 mg/kg, i.p.). Une thoracotomie était réalisée, le cceur rapidement
prélevé était immergé dans une solution de Krebs-Henseleit a 4°C afin de stopper toute
activité contractile. L’aorte était canulée et le cceur perfusé de facon rétrograde, a pression
constante (80 mmHg). Le dispositif de perfusion était constitué d’un réservoir de liquide reli¢
a un piege a bulle et d’une enceinte thermostatée pour maintenir le liquide de perfusion a
37°C (Image 2). Le liquide de perfusion était une solution de Krebs-Henseleit composée de :
NaCl 118.3, NaHCO;3 25, KCI 4.7, MgSQO, 1.2, KH,PO,4 1.2, Glucose 11.1, CaCl 2.5 ; mM.
Cette solution était tamponnée a pH 7.4 et équilibrée par un mélange gazeux composé de 95
% d’0; et 5 % de CO,. La mesure du débit coronaire, tout au long du protocole, permettait
d’évaluer la qualité du montage du cceur sur le systéme, et ainsi de s’assurer de la viabilité de

I’organe tout au long du protocole.
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Image 2 : Systéme de cceur isolé perfusé de Langendorff.

1. Fonction cardiaque et mort cellulaire au cours de I’IR.

Les atriums gauche et droit étaient excisés et le nceud sinusal délicatement écrasé de
maniere a stopper la contraction autonome du cceur. Un ballonnet en latex, relié a un capteur
de pression, était introduit dans le VG via les valves mitrales afin de mesurer la pression
développée par ce dernier. Une fois le ballonnet introduit, le ceeur était stimulé électriquement
a une fréquence de 300 battements par minute. Le volume du ballonnet était ensuite ajusté
afin que celui-ci adhére aux parois de la cavité, puis réglé afin d’obtenir et de maintenir une
pression diastolique de 5 mmHg tout au long de la période de stabilisation. Afin de réaliser
I’ischémie, un fil de suture (fil de soie 6-0) était placé autour de I’artére coronaire antérieure

gauche (ACG). Au bout de 30 min de stabilisation, I’occlusion était réalisée en nouant le fil
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de suture sur un tube en plastique placé a la surface du cceur, formant ainsi un point de
compression sur I’artére. L’ischémie myocardique régionale était maintenue 30 min, puis le
tube en plastique était retiré, permettant ainsi la reperfusion de la zone ischémiée. La
reperfusion était maintenue pendant 2 heures.

A partir des tracés de pression, la pression développée (Pdev ; mmHg ; définie comme
la différence entre la pression systolique et diastolique), ainsi que les dérivées maximales
(+dP/dtmax ; mmHg/s) et minimales (-dP/dtyax ; mmHg/s) de pression ont été calculées tout au
long du protocole d’IR (Figure 24).

La mesure du débit coronaire (ml/min) était réalisée par recueil et quantification des
effluents coronaires tout au long du protocole de cceur isolé. La perfusion tissulaire était
calculée a 1’aide du rapport entre le poids du cceur et le débit coronaire (perfusion

myocardique en ml/min/mg).
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Figure 24 : Paramétres de pression au cours du protocole d'IR sur ceeur isolé perfusé

Apreés 2 heures de reperfusion, le fil de suture était renoué de maniere a obtenir une
occlusion totale de la zone a risque (zone ischémiée). Une solution de Bleu d’Evans (5 ml, 2
%) était alors injectée progressivement afin de distinguer la zone perfusée (colorée en bleue)
de la zone non perfusée ou zone a risque (non colorée) (Figure 25). Le cceur était ensuite
congelé, puis ultérieurement découpé en 5 fines tranches (perpendiculairement a I’axe base-
apex), incubées chacune pendant 25 min a 37°C dans une solution de triphenyl-tetrazolium
chloride (TTC, 0.5 mg/ml). L’incubation dans le TTC permet de faire apparaitre, en présence
d’enzymes déshydrogénases, une coloration rouge brique du myocarde sain. Au contraire,
dans les zones infarcies, caractérisées notamment par une absence d’activité enzymatique,
aucune coloration n’est observée (blanc/brun) (Figure 25). Aprés coloration au TTC, les

coupes de cceur étaient maintenues pendant 72 heures dans du Formol, puis analysées par
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planimétrie (logiciel ImageJ, VV1.28 image processing and analysis software from the National
Health Institute, U.S.A.). La zone a risque était exprimée en pourcentage de la surface du

ceeur, et la zone infarcie était exprimée en pourcentage de la surface de la zone a risque.

Figure 25 : Evaluation planimétrique de la zone a risque et de la zone
infarcie. En bleu : zone saine ; en rouge et blanc : zone a risque ; en blanc :
zone infarcie.

2. Evaluation des arythmies de reperfusion.

Un protocole d’IR était réalisé sur coeur isolé battant afin d’évaluer les arythmies de
reperfusion. Pour cela, une fois 1’aorte canulée, le cceur était laissé intact et deux électrodes
épicardiques (fil d’argent) étaient placées afin d’obtenir un tracé électrocardiographique
(ECGQG). Les arythmies étaient évaluées durant les 4 premicres min de reperfusion. L’analyse
de PECG a permis d’évaluer différents types d’arythmies a partir de la classification décrite
dans la convention de Lambeth (Walker et al., 1988) (Figure 26). Afin de comparer la sevérité
des arythmies de reperfusion, un systeme de scorage adapté de celui décrit par Walker et al.,
(1988) était utilisé (Table 2). Les cceurs étaient notés selon un systéme graduel, rapporté dans
la table 1, allant de O pour les cceurs ne présentant pas d’arythmie a 4 pour les cceurs
présentant une fibrillation ventriculaire irréversible, complication rythmique considérée

comme la plus grave.
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Figure 26 : Rythme sinusal et événements arythmiques identifiés au cours de la

reperfusion post-ischémique.

Tableau 2 : Systéeme de scorage de la sévérité
des arythmies de reperfusion post-ischémique,
adapté de Walker et al., (1988).

Score d'arythmie

Score Evénements arythmiques

0 Aucun événement arythmique
1 ES uniquement

2 TV avec ou sans ES

3 FV réversible

4 FV irréversible

ES : extrasystole; TV : Tachycardie
ventriculaire; FV : Fibrillation ventriculaire
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V. Homéostasie calcique sur cardiomyocytes isolés

1. Isolement cellulaire

La procédure d’isolement cellulaire a été réalisée comme décrite par Andre et al.,
(2010). Briévement, le coeur était prélevé et canulé sur un systéme de perfusion rétrograde de
Langendorff, avec une solution Hanks-HEPES dépourvue de Ca®* afin de fragiliser les
connections intercellulaires (NaCL 117 ; KCL 5,7 ; NaHCO3; 4,4 ; KH,PO,4 4,5 ; MgCl, 1.7 ;
HEPES 21 ; Glucose 11,7 ; Taurine 20, mM ; pH=7.5). Aprés 5 min de ringage, le cceur était
ensuite perfusé pendant 20 min avec une solution enzymatique contenant de la collagénase de
type A (0,8 mg/mL), afin de digérer la matrice extracellulaire. Les cellules myocardiques
¢taient extraites mécaniquement a I’aide d’une pipette. La préparation était ensuite filtrée
(Nylon 250 Mesh) pour éliminer les tissus non dissociés, et les cellules étaient incubées
pendant 15 min & 37°C. Durant ces 15 min la concentration en Ca®* était augmentée
progressivement jusqu’a 1 mM. Les cellules reposaient alors 1 heure dans une solution

physiologique & 1 mM Ca**.

2. Imagerie calcigue et raccourcissement cellulaire

Le systeme lonoptix (Boston, USA) permet d’étudier le couplage entre les mouvements
calciques et le raccourcissement des sarcomeres. La mesure de la longueur des sarcomeres
repose sur une propriété structurale intrinséque des cardiomyocytes : I’alternance réguliére des
bandes claires (isotropes) et sombres (anisotropes) des protéines contractiles (actine et myosine).

Cette alternance peut étre assimilée a une fonction périodique de I’espace, analysée par une fonction
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mathématique : la transformée de Fourrier rapide (FFT). Cette fonction permet de transformer un
signal périodique pur (de périodicité T) en une raie de fréquence dont la valeur fondamentale est
I/T. L’analyse fréquentielle des sarcomeres par la FFT donne un spectre de fréquences dont la
valeur fondamentale est inversement proportionnelle a la distance moyenne entre deux sarcomeres.
L’acquisition et la mesure de la longueur des sarcomeéres étaient réalisées a 1’aide du logiciel
lonoptix. L’analyse de la longueur des sarcomeres s’effectuait a Iintérieur d’une fenétre
d’acquisition dont la position était choisie de telle sorte que I’on puisse avoir le maximum de
sarcoméres. L’analyse de I’image numérisée était effectuée toutes les 20 ms, durée inférieure a la
durée moyenne de contraction des cellules cardiagues a température ambiante (22° C) qui est de
plusieurs centaines de millisecondes. La résolution de la mesure de la longueur des sarcomeres selon
ce dispositif expérimental est de + 7 nm. Afin de mesurer les variations de Ca®" intracellulaire, les
cellules étaient incubées avec un indicateur calcique ratiométrique fluorescent, 1’'Indo-1AM,
pendant 30 min (50000 cellules/uL d’Indo). Apres décantation, le surnageant était préleve et
remplacé par la solution physiologique d’une concentration calcique de 1,8 mM. L’Indo-1
AM est un fluorochrome utilisé en simple excitation (UV 360) et double émission (480 et 405
nm). La forme libre de 1’Indo-1 émet & une fluorescence a 480 nm alors que la forme liée au
Ca’* émet 4 405 nm. Ainsi quand la concentration intracellulaire augmente, I’amplitude du pic
a 480 nm diminue, alors que celle du pic a 405 nm augmente. Le rapport F405/F480 reflete la
concentration de Ca** intracellulaire dans une gamme de concentration de 5 nM & 30 pM, en
minimisant les artéfacts de mouvement (Figure 27).

Les cellules placées dans la cuve de solution physiologique & 1,8 mM Ca®" étaient
stimulées électriguement a une fréquence de 0,5 Hz par des électrodes de platine. La longueur
des sarcoméres et la concentration en Ca®* étaient mesurées en temps réel a I’aide du systéme
lonoptix (Boston, USA). La sonde était excitée par une lampe Xénon 75 W (XBO 75, 14 V) a

360 nm. Les signaux de fluorescence étaient collectés par deux photomultiplicateurs (PM1,
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PM2, Hamamatsu R1104). L’acquisition et ’analyse des transitoires calciques ont été réalisées

gréce au logiciel lonoptix.

3. Parametres mesures

A partir de I’enregistrement du transitoire calcique et du raccourcissement cellulaire, étaient
calculés : i) la fraction de raccourcissement cellulaire (pourcentage de variation de la longueur des
sarcoméres lors de la stimulation) ; ii) le Ca®* basal, reflétant la concentration diastolique de Ca®*
cytosolique ; iii) 'amplitude du transitoire calcique, reflet de la quantité de Ca** libérée a chaque
stimulation (différence entre le pic du transitoire et le niveau basal) ; iv) la vitesse de décroissance
du Ca® cytosolique (Tau, temps de restauration de 50 % du Ca?* basal), permettant d’apprécier la

cinétique de repompage et d’élimination du Ca®* cytosolique (Figure 7).

25ms

0.1

FA405/F480
AMPLITUDE

AMPLITUDE

0.5 pm

Ca?*basal

Longueur du sarcomere

Tau (s)

Figure 27 : Parameétres calculés : A. Raccourcissement cellulaire B. Transitoire calcique.
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4. Protocole d’anoxie-reoxygenation cellulaire

Les cardiomyocytes une fois isolés étaient transférés dans une cuve et placés pendant
60 min dans une chambre d’anoxie ou la concentration d’O, était d’environ 2 %; puis ces
cuves ¢taient placées 60 min a air ambiant a une concentration d’O, d’environ 19,4 %. Afin
d’évaluer les effets déléteres de ce protocole d’anoxie-réoxygénation (A/R) sur 'intégrité
fonctionnelle des cardiomyocytes, une étude préliminaire a été réalisée. Les résultats de cette
¢tude ont démontré que ce protocole d’A/R est a I’origine de troubles fonctionnels
caractérisés par une altération du raccourcissement cardiomyocytaire (Figure 28A), une
élévation du Ca** basal (Figure 28B) et une réduction de I’amplitude du transitoire calcique
(Figure 28C). La prévention des effets délétéres de 1’A/R par 1’incubation dans le milieu de
N-acetylcystéine (NAC, 20 puM), un antioxydant non spécifique, a permis de mettre en

évidence le réle majeur des RLO dans les atteintes cellulaires liées a d’A/R (Figure 28 DEF).
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Figure 28 : Effets de I"anoxie-réoxygénation cellulaire sur A, le raccourcissement cellulaire ; B, le Ca®* cytosolique
diastolique ; C, L’amplitude du transitoire calcique ; et effets de I’incubation de N-Acetylcysteine (NAC, 20 M)
au cours de I'anoxie-réoxygénation cellulaire sur D, le raccourcissement cellulaire ; E, le Ca®* cytosolique
diastolique ; F, L’amplitude du transitoire calcique. Les valeurs sont présentées sous la forme moyenne = SEM. *
p<0,05
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VI. Traitements pharmacologigues

Au cours des divers protocoles d’IR et d’A/R, différents traitements pharmacologiques

ont été utilisés.

1. Le N-Acetylcystéine (NAC)

Le NAC est un antioxydant non spécifique utilisé a une concentration de 20 uM au
cours des expérimentations sur cardiomyocytes isolés. Ainsi, afin d’évaluer I’implication de la
formation de RLO, des lots de cardiomyocytes étaient incubés avec du NAC tout au long de la

période d’anoxie et de réoxygénation.

2. Le S-methyl isothiourea (SMT)

Le SMT est un inhibiteur spécifique de la iNOS quand il est utilisé a la concentration
de 0,5 uM (Virdis et al., 2009). Afin d’évaluer I’implication de cette enzyme dans les atteintes
morphologiques et fonctionnelles, son inhibition spécifique par le SMT a été réalisee au cours
du protocole d’A/R cellulaire et d’IR myocardique. Lors de la phase cellulaire, les cellules
¢étaient incubées avec du SMT tout au long de la période d’anoxie et de réoxygénation. Lors
du protocole d’IR myocardique, le SMT était dilué¢ dans la solution de Krebs-Henseleit, et

permettait donc d’inhiber la iNOS tout au long de I’IR.
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VI1I. Biochimie

1. Activité enzymatique

1.1. Statut enzymatique antioxydante

Afin d’évaluer le statut enzymatique antioxydant myocardique des rats de chaque
population a la fin des différents s€jours expérimentaux, des coeurs ont été prélevés, clampés a
froid dans de I’azote liquide puis conservés a —80°C. Les tissus ventriculaires prélevés étaient
homogénéisés dans un tampon Tris-HCl (Tris HCl 60mM), contenant 1 mM d’acide
diéthylenetriaminepenta-acétique (pH 7.4, 10ml/g w.wt), a ’aide d’'un homogénéisateur de
téflon. Les tissus homogénéisés étaient ensuite centrifugés a 2000 g et 4°C pendant 10 min
afin d’¢éliminer les débris cellulaires. L’homogénat ainsi obtenu était utilisé pour évaluer les
activités enzymatiques de la SOD, de la CAT et de la GPx. Les activités enzymatiques sont
exprimées en unité internationale par milligramme de protéine (Ul/mg prot). Le dosage des

protéines de I’homogénat était réalisé selon la méthode décrite par Lowry et al., (1951).

1.1.1. Evaluation de I’activité enzymatique de la SOD.

Le dosage de I’activité de la SOD cardiaque a été réalisé selon la méthode décrite par
Marklund (1976), fondée sur 1’inhibition de I’auto-oxydation du pyrogallol avec 1’0, par la
SOD. La réalisation d’une droite de référence de la variation de la densité optique par min
(ADO/min) a partir de solutions gammes de SOD commerciale (de 0 a 25 mg/L) permettait
d’évaluer la concentration de SOD des échantillons tissulaires. La ADO/min était déterminée

par spectrophotométrie a 410 nm.
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1.1.2. Evaluation de I’activité enzymatique de la CAT.

Le dosage de I’activité de la CAT cardiaque a été réalisé selon la méthode décrite par
Beers et Sizer (1952), fondée sur la décomposition de I’H,O; par la CAT. L’activité de la

CAT était déterminée par spectrophotométrie suivant la disparition de I’H,O, a 240 nm.

1.1.3. Evaluation de I’activité enzymatique de la GPx.

Le dosage de I’activité de la GPx cardiaque a été réalisé selon la méthode décrite par
Flohe et Gunzler (1984), fondée sur la réduction des hydroperxydes organiques en alcools par
la GPx parallélement a 1’oxydation du glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG).
Ce dernier, dont la formation est dépendante de I’activité de la GPx, est ensuite réduit par la
glutathion réductase (GRx) en présence de NADPH. L’activité de la GPx était déterminée par

spectrophotométrie suivant la décroissance de 1’absorption du NADPH a 340 nm.

GPx
2GSH + ROOH > GSSG + H,0 + ROH

GRx
GSSG +NADPH + H* 2 GSH +NADP*

1.1.4. Evaluation de P’activité de la thioredoxine réductase

La thiorédoxine est une enzyme a activité antioxydante intrinseque qui est réduite par
la thiorédoxine réductase (TrxR). L’évaluation de I’activit¢ de la TrxR peut étre utilisée

comme marqueur du stress oxydant. En effet, en situation de stress oxydant, I’expression de la
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thiorédoxine et de la TrxR est activée de fagon a renforcer le statut antioxydant cellulaire
global. Le dosage de I’activité de la TrxR a été réalisé selon la méthode dérivant de celle
d’Ellman Riddles (Arner et al., 1999). Ce dosage est fondé sur la réduction du réactif
d’Ellman (le DTNB) en TNB en présence de NADPH. L’activit¢é de I’enzyme était

déterminée en suivant I’augmentation de 1’absorption du TNB a 405 nm.

1.2. Activité de la lactate déshydrogénase (LDH) dans les effluents coronaires

au cours du protocole d’IR

La LDH, utilisée comme marqueur de mort cellulaire, a été dosée a partir du recueil
des effluents coronaires réalisé¢ au cours du protocole d’IR. L’évaluation de son activité était
effectuée a 1’aide d’un kit de dosage spécifique (LDH-P, BIOLABO SA, France). Le principe
repose sur la réaction, médiée par la LDH, du pyruvate avec le NAD pour former du lactate et

du NADH. L’activité de la LDH était déterminée par spectrophotométrie suivant la disparition

du NAD a 340 nm.

2. Production de NO au cours du protocole d’IR

La production de NO a été estimée a partir de I’évaluation de la concentration de
dérivés nitrés (nitrites/nitrates) dans les effluents coronaires. La quantification des
nitrites/nitrates dans ces effluents est en effet classiqguement utilisée dans la littérature
scientifiqgue comme indice de la production de NO (Kobara et al., 2003 ; Bitar et al., 2005 ;
Heinzel et al., 2008). Le dosage des nitrites totaux a été réalisé suivant la méthode de Griess
apres réduction des nitrates en nitrites (QuantiChrom Nitric Oxide Assay Kit (DINO-250)).
La quantité de nitrite était déterminée par évaluation de 1’absorbance a 540 nm.
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3. Peroxydation lipidigue myocardique

La peroxydation lipidiqgue myocardique a été estimée a partir de la concentration
tissulaire en substances réagissantes avec 1’acide thiobarbiturique (TBARS). Les tissus VG
prélevés étaient homogéneises dans 1 ml de solution d’acide trichloroacetic 0,1 % (TCA).
L’homogénat était ensuite centrifugé a 12000 g pendant 15 min et 0.5 ml de surnageant était
ajouté a 1 ml de solution a 0.5 % d’acide thiobarbiturique (TBA) et 20 % de TCA. La solution
était incubée dans 1’eau bouillante pendant 30 min, puis la réaction était stoppée en la placant
dans un bain d’eau glacée. Les tubes étaient vortexés et 200 pl étaient placés dans une plaque
96 puits afin de lire 1’absorbance du surnageant a 532 nm. La valeur d’absorption non
spécifique a 600 nm était soustraite. La concentration de TBARS était ensuite calculée en

utilisant un coefficient d’extinction de 155 mM™>.cm™.

4. Western blots

4.1. Préparation des échantillons

Les échantillons tissulaires congelés étaient homogenéisés au potter, dans une solution
tampon a 4°C (50 mM Tris-HCI, pH=6,7 ; 1 % SDS ; 10 % glycerol, inhibiteurs de la protéase
(AEBSF 104 mM ; Aprotinine 80 uM ; Leupeptine 2 mM ; Bestatine 4 mM ; Pepstatin A 1.5

mM ; E-64 1.4 mM ; P8340 Sigma-Aldrich)).
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4.2. Dosage des protéines

La méthode de I’acide bicinchonique (BCA) a été utilisée pour la quantification des
protéines. Ce dosage est basé sur la réduction du Cu®* en Cu* par les protéines et la réaction
de ce dernier avec le BCA. Le complexe coloré BCA-Cu® formé présente une trés forte
absorbance a 562 nm, laquelle est linéaire avec I’augmentation des concentrations protéiques.
Une gamme étalon d’albumine bovine était réalisée puis les échantillons étaient testés (100
pL d’échantillons pour 2 ml de réactif). Apres 30 min d’incubation a 37°C avec le réactif kit
de dosage BSA Pierce (BCA Protein Assay Kit, Pierce, Rockford IL), la densité optique était

mesurée a 562 nm.

4.3. Western immunoblotting

Les échantillons étaient préparés avec du f-mercaptoethanol, bouillis pendant 5 min a
95°C puis, une quantité identique de protéines de chaque échantillon était placée sur le gel
SDS-PAGE (gel a gradient de 4 — 20 % pour 1’évaluation de I’expression des SERCA-2a et
gel simple a 15 % pour I’évaluation de I’expression de TNF-a) et 1’¢lectrophorese était
réalisée. Un marqueur de poids moléculaire était mis a migrer simultanément avec les
échantillons. Les protéines étaient ensuite transférées sur une membrane en polyvinylydéne
difluoride (PVDF) par electroblotting dans un appareil de transblot « Bio-Rad transfer
apparatus » (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA). Les membranes étaient placées a incuber
dans une solution de blocage pendant 1 heure a température ambiante (TBS 1X, 0.1 %
Tween-20 et 3 % BSA). Ensuite, les membranes étaient incubées sous agitation avec
I’anticorps primaire spécifique soit pendant 1 heure a température ambiante, soit toute la nuit

a 4°C (TNF-a: 1/1000; SERCA-2a: 1/12500; GAPDH: 1/2000). Puis, I’anticorps
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secondaire spécifique était mis au contact de la membrane 1 heure & température ambiante.
Un systéme luminescent ECL (Pierce, Rockford, IL) était ensuite utilisé pour la mise en
évidence autoradiographique. La photographie était scannée, puis I’intensité de chaque bande
était quantifiée par le logiciel ImageJ (Image J, V1.28 image processing and analysis software
from the National Health Institute, U.S.A.). La quantité de protéines était exprimée en

fonction de la quantité de GAPDH.

4.4. Evaluation immuno-histologique de 1’expression de iNOS cardiaque

Les cceurs étaient fixés durant un minimum de 24 heures dans la formaline (10 %,
Sigma HTS50) puis étaient coupés en tranches de 4 pum au microtome. Apres avoir réalisé un
déparaffinage et un démasquage antigénique (Dako S2031), un blocage des péroxydases
endogénes était réalis¢ (Dako S2001). Les coupes étaient incubées avec 1’anticorps primaire
toute la nuit a 4°C (iNOS ; 1/200) ; puis incubées 25 min avec I’anticorps secondaire biotinylé
a température ambiante (Anti-mouse, anti-rabbit; Dako (K5003)). Elles étaient ensuite
incubées 25 min avec de la streptavidine peroxydase (Dako) et 6 min avec de I’AEC (substrat
de la peroxydase). Les lames étaient enfin montées a 1’eau (Faramount aqueous Dako
(S3025)) et photographiées. L’expression de iNOS était évaluée par quantification
colorimétrique a 1’aide du logiciel ImagelJ (Image J, V1.28 image processing and analysis

software from the National Health Institute, U.S.A.).
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VIII. Traitement statistigue

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = somme des erreurs standards
(SEM). Le traitement statistique a été effectué a 1’aide du logiciel Statview 5.0. (SAS institute
Inc., Cary, NC, USA). Les différents paramétres évalués transversalement ont fait 1’objet
d’une analyse de variance factorielle (ANOVA a un facteur ou deux facteurs lorsque
nécessaire). Les différents parametres longitudinaux (pressions, débits coronariens...) ont été
analysés a I’aide d’'une ANOVA a mesures répétées. En cas d’interaction entre 2 facteurs, des
tests a posteriori (test de Tukey-Kramer) ont été réalisés. La distribution des coeurs basée sur
les scores d’arythmies a été analysée a partir du test non paramétrique de Mann-Whitney. Les
variables réparties de fagon binomiale ont été¢ analysées a 1’aide d’un test non paramétrique de
comparaison des proportions dit du « Chi carré », corrigé pour la continuité par la méthode de
Yates. Pour toutes les comparaisons statistiques réalisées dans ce travail, le risque d’erreur de

1% espéce o est fixé 4 5 % et le degré de significativité est fixé a 5 % (p<0,05).
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1. Résumé article 1

1.1. Contexte scientifique

Les effets cardiovasculaires du CO ont été fortement étudiés dans le cadre de travaux
en toxicologie, toutefois peu d’études se sont intéressées aux effets d’une exposition
chronique a de faibles concentrations de CO telles que retrouvées dans le cadre de pollutions
urbaines. Quelques travaux récents ont cependant mis en évidence qu’une exposition
prolongée a ce gaz, a des concentrations observées en milieu urbain, était a 1’origine du
développement d’un phénotype cardiomyocytaire pathologique (Bye et al., 2008 ; Andre et
al., 2010). Celui-ci est caractérisé, chez une population de rats exposée a des faibles
concentrations de CO, par une modification du statut redox cellulaire et une altération du
couplage excitation-contraction expliquée notamment par des troubles de 1’homéostasie
calcique. Ce remodelage cellulaire pathologique, sans incidence fonctionnelle majeure au
niveau de ’organe, est néanmoins discuté par les auteurs (Andre et al., 2010) comme étant un
facteur important pouvant influencer la sensibilité du myocarde a un stress ischémique aigu
(Myers et al., 1985 ; Steenbergen et al., 1987 ; Steenbergen et al., 1990 ; Steenbergen et al.,
1993 ; Imahashi et al., 2005 ; Murphy et Steenbergen, 2008). Ainsi, 1’objectif de cette étude

n°1 était :
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D’évaluer limpact du remodelage phénotypique cellulaire, observé chez une
population de rats exposés a une pollution de type citadine au CO, sur la sensibilité du
myocarde au syndrome d’IR ? Plus particulierement, le travail a été axé sur limplication

potentielle de la surcharge calcique et du stress oxydant.

1.2. Méthodologie

Les rats sont répartis en 2 groupes expérimentaux. Un groupe est conservé en milieu
sain et ’autre exposé durant 4 semaines 12 heures par jour a une pollution résiduelle de 30
ppm de CO complétée par 5 pics d’une heure a 100 ppm. Suite a cette période d’exposition,
un protocole d’IR régionale sur ceeur isolé perfusé de Langendorff est réalisé. Afin d’évaluer
le role du Ca?* intracellulaire sur la sensibilité du cceur a I'IR, un protocole d’A/R était
également mis en oeuvre sur cardiomyocytes isolés chargés avec un indicateur calcique.
Enfin, ’implication du stress oxydant est évaluée par incubation des cardiomyocytes avec de
la N-acetylcystéine (NAC, 20 puM) au cours du protocole d’A/R et par I’évaluation du statut

enzymatique antioxydant.

1.3. Résultats majeurs

Ce travail montre pour la premicre fois qu’une exposition prolongée a de faibles
concentrations de CO rend le cceur plus vulnérable a un accident ischémique aigu. En effet,
les lésions de reperfusion sont plus marquées chez les rats CO comparés a leurs homologues
exposés en environnement standard d’animalerie. Ceci est notamment caractérisé par une

aggravation des arythmies de reperfusion et une augmentation de la mort cellulaire. Ce
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résultat semble pouvoir étre expliqué par le remodelage phénotypique cardiomyocytaire
défavorable (diminution des défenses enzymatiques antioxydantes et altération de

I’homéostasie calcique).

Les rats exposés pendant 4 semaines au CO sont plus sensibles a I’IR myocardique.
La surcharge calcique diastolique et un stress oxydant plus important au cours de la

reperfusion post-ischémique semblent pouvoir expliquer ce résultat.

2. Article n°1:
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Meyer G, André L, Tanguy S, Boissiere J, Farah C, Lopez-
Lauri F, Gayrard S, Richard S, Boucher F, Cazorla O, Obert P,
Reboul C. Simulated urban carbon monoxide air pollution exacer-
bates rat heart ischemia-reperfusion injury. Am J Physiol Heart Circ
Physiol 298: H1445-H1453, 2010. First published March 5, 2010;
doi:10.1152/ajpheart.01194.2009.—Myocardial damages due to ische-
mia-reperfusion (I/R) are recognized to be the result of a complex
interplay between genetic and environmental factors. Epidemiological
studies snggested that, among environmental factors, carbon monox-
ide (CO) urban pollution can be linked to cardiac diseases and
mortality. The aim of this work was to evalnate the impact of exposure
to CO pollution on cardiac sensitivity to I/R. Regional myocardial I/R
was performed on isolated perfused hearts from rats exposed for 4 wk
to air enriched with CO (30-100 ppm). Functional variables, repet-
fusion ventricular arrhythmias (VA) and cellular damages (infarct
size, lactate dehydrogenase release) were assessed. Sarcomere length
shortening and Ca®* handling were evaluated in intact isolated car-
diomyocytes during a cellular anoxia-reoxygenation protocol. The
major results show that prolonged CO exposure worsens myocardial
I/R injuries, resulting in increased severity of postischemic VA,
impaired recovery of myocardial function, and increased infarct size
(60 * 5 vs. 33 = 2% of ischemic zone). The aggravating effects of
CO exposure on I/R could be explained by a reduced myocardial
enzymatic antioxidant status (superoxide dismutase —45%; glutathi-
one peroxidase —49%) associated with impaired intracellular Ca?*
handling. In conclusion, our results are consistent with the idea that
chronic CO pollution dramatically increases the severity of myocar-
dial I/R injuries.

environmental pollution; myocardial infarction; antioxidant status

MYOCARDIAL DAMAGES RESULTING from ischemia-reperfusion
(/R) are a major cause of morbidity and mortality in western
nations. Those myocardial I/R injuries result in cardiac dys-
function, arrhythmias, as well as irreversible myocyte damages
(25, 28). The sensitivity of the myocardium to I/R-induced
cellular injuries is recognized today to be the result of a
complex interplay between genetic, pathological, and environ-
mental factors. Moreover, it appears to be aggravated in several
diseases, including hypertension, metabolic disorders, and
complications from cigarette smoking and environmerntal pol-
lution.
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Among the environmental factors that could influence the
development of cardiovascular diseases, several epidemiolog-
ical studies have recently suggested that urban atmospheric
pollution may exert adverse effects on cardiovascular health (7,
11, 12, 15). Among the numerous pollutants, carbon monoxide
(CO) has been described as one of the main pollutants respon-
sible for the development of cardiovascular diseases (9, 35). In
urban environments, CO concentration usually varies from 2 to
40 ppm, but during heavy traffic it may be as high as 170 ppm
(10, 34, 40). At this level, CO exposure has been correlated
with hospital admissions, mortality, and morbidity related to
cardiovascular diseases (9, 13, 29). Today, although the patho-
physiological mechanisms regarding acute CO poisoning are
well known, mechanisms associated with chronic exposure to
lower concentrations of CO, consistent with urban environ-
mental pollution, remain unclear. We (2) and Bye et al. (14)
have recently reported that prolonged CO exposure induces a
pathological myocardial cellular phenotype characterized by a
major remodeling of the excitation-contraction coupling. Such
deleterious consequences may worsen the effect of cardiovas-
cular diseases.

The aim of this experimental work was to challenge the
impact of a chronic exposure to simulated CO urban pollution
on the sensitivity of the myocardium to I/R in a rat model. The
major result shows that prolonged exposure to CO at a level
found in the urban environment has a dramatic deleterious
impact on the sensitivity of the myocardium to I/R.

METHODS

Experiments complied with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals published by the United States National Institutes of
Health (National Institutes of Health Publications no. 85-23, revised
1996) and was approved by the French Ministry of Agriculture.

Animals and CO Exposure

Adult, male Wistar rats (n = 64; 345 = 7 g Charles River
Laboratories) were randomly assigned to the following two groups:
CO rats (exposed for 4 wk to simulated CO urban pollution, n = 32)
and control animals (Ctrl rats, exposed to standard filtered air, n =
32). CO rats were housed in an airtight exposure container for 4 wk.
Exposure was performed according to a 12:12-h CO in the air-ambient
air cycle. To simulate CO urban pollution, exposure was performed as
follows: during CO exposure, a CO concentration of 30 ppm was
maintained in the airtight container and monitored with an aspirative
CO analyzer (CHEMGARD Infrared Gas Monitor NEM A 4 Version;
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MSA). This initial concentration was supplemented with five 1-h
peaks at 100 ppm CO. During ambient air exposure, animals were
placed in the laboratory animal house with a CO concentration of 0
ppm. Ctrl rats were confined in the laboratory animal house for 4 wk
and were manipulated daily. At the end of the 4-wk CO exposure, rats
were housed 24 h in standard filtered air to avoid the acute effects of
CO on the myocardinm.

Regional Myocardial Ischemia and Reperfusion on Isolated
Perfused Rat Heart

Rats were anaesthetized with pentobarbital sodivm (50 mg/kg ip).
A thoracotomy was performed, and the heart was rapidly removed, by
cutting the great vessels, and immersed in ice-cold Krebs solution.
The heart was transferred to the perfusion apparatus, and the aorta was
camnulated for perfusion with oxygenated (95% 02-5% CO2) Krebs
solution (37°C) composed of (in mM) 118.3 NaCl, 25 NaHCOs3, 4.7
K{, 1.2 MgS0O4, 1.2 KHoPO4, 11.1 glucose, and 2.5 CaCl (pH =
7.4). The hearts were perfused at a constant pressure (80 mmHg).

Evaluation of postischemic reperfitsion infitry. On a first set of rats
(n = 8/group), the atrioventricular node was crushed using fine
forceps, the right atrium was excised, and the hearts were paced at a
rate of 300 beats/min with an electrical stimnlator (low voltage
stimulator, BSL MP35 SS58L, 3V). An ultrathin, water-filled balloon
was inserted in the left ventricle via the mitral valve, and the balloon
volume was adjusted to achieve a left ventricular (L'V) end diastolic
pressure of 5 mmHg. Coronary blood flow was measured by collec-
tion of the infiltration effluents. A suture on a round-bodied needle
was placed around the left anterior descending coronary artery (LAD),
and the suture ends were placed around a small length of tubing to
form a snare. The heart was allowed to stabilize for 30 min. Following
the stabilization period, the LAD was occluded for 30 min. Subse-
quently, the snare occluder was released to allow reperfusion of the
previously ischemic vascnlar bed for 120 min. The LAD was then
reoccluded, and Evans blue dye solution (5 ml, 2%) was injected in
the left ventricle to allow perfused (stained blue) and nonperfused
(unstained) areas of the heart to be distingnished. After removal of the
hearts, it was divided into five slices perpendicular to the apex-base
axis. Triphenyltetrazolium chloride staining (0.5 mg/ml for 20 min at
37°C) was used to assess myocardial tissue viability and to determine
myocardial infarct size. Tissue slices were photographed, and area at
risk and infarcted area were then determined nsing a computer-based
system (Imagel; NIH).

Evaluation of postischemic reperfitsion-induced ventricular arrhy-
thmins. On a second set of rats (n = 14/group), arthythmic events were
evaluated on isolated nonpaced hearts. The heart was mounted, and
the LAD occlusion was performed as previously described. A com-
puterized electrocardiogram was obtained continuously during the
protocol. The various types of arthythmias were defined as described
in the Lambeth conventions (39). The analysis of the electrocardio-
gram enabled assessment of the incidence (percent no. of hearts
exhibiting a given type of arrhythmia) of different types of ventricular
arrhythmias (Fig. 1A) as follows: sinus rhythm, ventricular premature
beats (VPB), ventricular tachycardia (VT), and ventricular fibrillation
(VF). To allow the comparison of the severity of thythm disturbances
occurring upon reperfusion, each individual heart was characterized
according to a five-point arthythmic score previously described by
Tanguy et al. (37) and designed so that the more severe the arthyth-
mia, the larger the number (Fig. 1B). Such a simplified scoring system
allows the assignment of a single number to each heart, and the
comparison of the distribution of the hearts by various scores.

Cardiomyocyte Excitation-Contraction Analysis After Cellular
Anoxia-Reoxygenation

On a third set of rats (n = 4/group), single ventricular cardiomyo-
cytes were isolated by enzymatic digestion as previously described
(24). Cardiomyocytes were transferred to a glass petri dish and placed

CO POLLUTION AND MYOCARDIAL ISCHEMIA-REPERFUSION

in an anoxic chamber (O, level ~2%) for 60 min, followed by a
60-min reoxygenation in ambient air (O, ~19.4%). Unloaded cell
shortening and Ca?™* concentration (indo 1 dye) were measured using
field stimulation (0.5 Hz, 22°C, 1.8 mM external Ca®*) before and
after anoxia-reoxygenation (A/R). Sarcomere length (SL) and fluo-
rescence (405 and 480 nm) were recorded simultaneously (TonOptix
system; Hilton). The A/R experiment was then carried out in the
presence or absence of a nonspecific antioxidant [N-acetylcystein
(NAQO), 20 pM].

Biochemical Assays

Heart antioxidant enzyme activity. A fourth set of rats (n =
6/group) was nsed to evaluate the enzymatic antioxidant status of the
myocardinm consecutive to chronic CO exposure and before I/R.
After the end of CO exposure (24 h), the hearts were freeze-clamped,
and the frozen veniricular tissue was homogenized in Tris HCl buffer
(60 mM Tris-HCI and 1 mM diethyltriaminopentaacetic acid, pH 7.4,
10 ml/g wet wt) using a Teflon potier homogenizer. Tissue homoge-
nates were then centrifuged for 10 min at 200 g at 4°C to remove all
nuclear debris. Cardiac superoxide dismutase (SOD) activity was
assessed in the supernatant according to the method described by
Marklund (22). Cardiac glutathione peroxidase (GPx) activity was
assessed spectrophotometrically on the cytosolic fraction according to
the method described by Flohe and Giinzler (18). Catalase activity
was determined according to the method described by Beers and Sizer
(8). All enzyme activities were expressed in units per milligram
protein (U/mg protein). The modified method of Lowry et al. (21) was
used to determine protein content of tissue homogenates, using BSA
as standard.

Lactate dehydrogenase in coronary effluents. Lactate dehydrogenase
(LDH) activity was measured in coronary effluents by spectrophotormetry
using an LDH kit (LDH-P; BIOLABO). Measurements were made at the
end of stabilization and at 10, 30, and 60 min of reperfusion. LDH
activity was normalized to coronary blood flow.

Thicbarbituric acid-reactive substances it LV fissues. Thiobarbi-
turic acid-reactive substances (TBARS) were assessed in LV tissues
after 30 min of reperfusion using the thiobarbituric acid (TBA) test.
Frozen heart tissue (120 mg) was homogenized in 1 ml 0.1% TCA
solution, The homogenate was centrifuged at 12,000 g for 15 min, and
0.5 ml of the supernatant was added to 1 ml of 0.5% TBA in 20%
TCA. The mixture was incubated in boiling water for 30 min, and the
reaction was stopped by placing the reaction tubes in an ice bath.
Tubes were briefly vortexed, triplicate 200-pl aliquots were taken
from each tube and placed in 96-well plates, and the supernatant
absorbance was read at 532 nm in a microplate reader. The value for
nonspecific absorption at 600 nm was subtracted. The amount of
TBARS (red pigment) was calculated using an extinction coefficient
of 155 mM ~t.em~1

Statistics

Data were analyzed using one-way ANOVA between groups and
repeated-measures ANOV A when necessary. When significant interac-
tions were found, a Tukey-Kramer test was applied. The distribution of
the hearts based on the various arthythmic scores was analyzed by a
nonparametric Mann-Whitney U-test. Binomially distribnted variables
(such as incidence of VF) were analyzed using nonparametric Yaies™ chi
square test (Statview; Adept Scientific, Letchworth, UK). Alevel of P <
0.05 was considered statistically significant. Data are expressed as group
means or group mean fractions of baseline = SE.

RESULTS

Effects of CO Exposure on Myocardial Reperfusion
Ventricular Arrhythmias

The time course of reperfusion-induced VPB, VT, and VF in
individual hearts is shown in Fig. 1C. Figure 1D shows a
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Fig. 1. Effects of carbon monoxide (CO) expo-
sure on the severity of postischemic reperfu-
sion-induced arrhythmic events. Electrocardio-
graphic recordings (A) of normal sinus rhythm
and of arrhythmias identified during postisch-
emic reperfusion as described in the Lambeth
Convention [sinus thythm, ventricular prema-
ture beat (VPB), ventricular tachycardia (V'T).
and ventricular fibrillation (VF)] and related
arthythmic scores (B). C: time course of reper-
fusion-induced VPB (crossed out bars), VT
(gray bars), and VF (black bars) of each heart of
the control (Cul) group (left) and CO (right)
group (nos. on left refer to the order of the
experiments). [): categorization of arrhythmia
classes (score) according to B. Values are ex-
pressed as a percentage of the total no. of hearts

I
]
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for each group (Ctrl rats n = 11, CO rats n =

| I | I | l

13, distribution was tested using nonparametric
Mann-Whitney’s test, Ctrl vs. CO rats: P <
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Duration of reperfusion (s)

55 ] C_]CtrRats

Ctrl vs CO : p<0.05
(n=11) (n=13)

Duration of reperfusion (s)

120 180 240 0.05). M1, myocardial infarction. E: effects of
CO exposure on mean arrthythmic score (data
are presented as means * SE, Cul rats n = 11,

CO rats n = 13, one-way ANOVA, *P < 0.05,

* Ctl vs. CO rats).

% of rats of each group

Arrhythmic score

significant difference in the distribution of the arrhythmic
scores observed in both experimental groups. According to the
increased mean arrhythmic score observed in CO rats during
reperfusion, the arrhythmia severity was higher in CO rais
compared with Cul rats (Fig. 1E). Moreover, sustained VF
were triggered more frequently in the CO rats compared with
Cirl rats (54 vs, 9%, P << 0.05 nonparamelric Yales™ chi square
test).

Effects of CO Exposure on Postischemic Recovery of
Mvyocardial Function

Any difference regarding cardiac function was reported
between CO and Ctrl rats before ischemia (Table 1). Postische-
mic recovery of LV developed pressure and conlractility,
assessed during reperfusion, was significantly lower in CO rats
compared with Cirl (Fig. 2). Indeed, the postischemic recovery

Ctrl rats

COrats

of L.V developed pressure, +dP/dipy,. and —dP/dly., were
significantly altered in the CO rats compared with Cirl rats
(Fig. 2, A-C).

These functional results were paired with some deleteri-
ous effects of CO exposure on postischemic myocardial
coronary blood flow recovery (Fig. 2D). Indeed, although no
difference in coronary blood flow was reported between CO
and Cirl rats before ischemia (Ctrl rats: 11.5 = 0.9 ml/min
vs. CO rats: 11.8 £ 1.4 ml/min), coronary blood flow was
significantly lower in CO rats compared with Citrl rats
during reperfusion.

Effects of CO Exposure on Myocardial Postischemic
Reperfusion-Induced Cellular Death

The deleterious effects of CO exposure on I/R-induced
injury were characterized by an increase in myocardial infarct
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Table 1. Myocardial funclion during regional
ischemia-reperfusion protocol in Ctrl and CO rats

+dPidtan, — AP/,
LVDP, mmHg mmHg/s mmHg/s

Baseline

Ctd rats 91.79 =747 3,365 + 304 —1,944 + 123

CO rats 03.85 = 12.11 2,932 + 369 —1,994 + 219
30 min of Ischemia

Ctrl rats 6550 =482 2,304 + 487 —1,447 + 199

CO rats 5329 = 5.66 1,757 £ 240 —1,111 + 162
5 min of Reperfusion

Ctd rats 6128 =3.05 2,169 + 318 —1,255 + 103

CO rats 41.86 £3.61% 1,372 £276% =002 + 131*
30 min of Reperfusion

Ctd rats 6331 =515 2,376 £ 331 —1344 + 114

CO rats 43.71 £5.66% 1,541 & 364* —887 + 216*
60 min of Reperfusion

Ctal rats 50.99 = 1.85 1,996 = 320 —1,063 + 81

CO rats 36.10 = 6.62*% 1,332 + 365 —761 & 115%
90 min of Reperfusion

Ctrl rats 4354 +1.33 1,747 + 376 —020 + 120

CO rats 3178 £9.7¢ 1,203 £ 331 =703 + 121
120 min of Reperfusion

Ctd rats 30.85 +2.52 1,609 *+ 258 —832 + 110

CO rats 24,52 £591*% 1,028 +237* —570 + 169*

Values are means = SE; LVDP, left ventricular developed pressure; +dP/
dtpa;, maximal derivative of left ventricular pressure; —dP/dfynin, minimal
derivative of left ventricular pressure; Ctrl rats, rats exposed to filtered standard
air; CO rats, rats exposed to carbon monoxide. *P < 0.05 vs. Ctrl rats.

size in CO rats compared with Ctrl rats (Fig. 3, A and B).
Indeed, no difference regarding the risk zone (ischemic zone)
was observed between CO and Cirl rats after 120 min of
reperfusion. However, the infarct size was markedly increased

A
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in CO rats (60 + 5 vs. 33 = 2% of the risk zone; P < 0.05).
LDH released in coronary effluents, used as an index of cell
death, was significantly augmented at the onset of reperfusion
in both Ctrl and CO rats (1.91 = 030 to 5.84 + 1.45 U/min for
Ctrl rats; 2.69 = 0.54 to 14.26 = 3.20 U/min for CO rats; P <
0.05). Moreover, the peak of LDH release at the onset of
reperfusion was significantly higher in CO rats than in Ctrl rats.
Finally, LDH release remained significantly higher in CO rats
after 30 and 60 min of reperfusion. No difference regarding
LDH release was observed during the stabilization period
{Fig. 3C). LV TBARS concentration was significantly in-
creased in CO compared with Ctrl rats after 30 min of
reperfusion (6.43 * 0.76 vs. 4.40 = 0.35 nmol/g; Fig. 3D).

Effects of CO Exposure on Cardiomyocyte
Excitation-Contraction Coupling Before and After A/R

At the cellular level, prolonged CO exposure induced im-
pairments of ventricular myocyte function (Fig. 4). Indeed,
before A/R, SL shortening (Fig. 4, A and B) as well ag Ca®*
transient (Fig. 4, C and D) were significantly impaired in CO
rats compared with Ctrl rats. In addition, diastolic cytosolic
Ca®" was markedly higher in CO compared with Ctrl rats (Fig.
4F). Consecutively to A/R, SL. shortening was decreased in
both groups (Fig. 4, A and B) and remained significantly lower
in CO compared with Ctrl rats. This decreased SL shortening
was associated with a decreased Ca®™ transient in both groups
consecutive to A/R. It is of note that Ca?¥ transient from CO
rats remained lower than Ca®* transient from Ctrl rats (Fig. 4,
C and D). Following A/R, diastolic Ca?* increased in the two
experimental groups; however, for this parameter, statistical
significance was reported only in Ctrl rats. Consequently,
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80 'g:?w_ Fig. 3. Effects of CO exposure on I_/R-induced
£ '8 ™ cellular death. A: representative sections of rat
3 ~ ° hearts stained with triphenyltetrazolium chloride
T 60 | é’ ) (TTC) after a regional ischemia of 30 and 120 min
s s % reperfusion from the isolated heart experiments in
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DISCUSSION

following A/R, no difference was observed concerning intra-
cellular diastolic Ca®>* between Ctrl and CO rats (Fig. 4E).
Following A/R, the incubation of NAC (a nonspecific anti-
oxidant) reduced the impairment of cardiac cell contraction in
both Ctrl and CO rats. In addition, NAC infusion partly blunted
the higher sensitivity of CO rat cardiomyocytes to A/R, since
in this condition no difference was reported between Ctrl and
CO groups regarding SL shortening (Fig. 5A). As far as the
alterations of Ca?* handling are concerned, the incubation of
NAC improved Ca®" transient in both Ctrl and CO rats.
However, the difference between the two experimental popu-
lations was still reported (Fig. 5B). Finally, diastolic cytosolic
Ca’" was significantly reduced in CO rat cardiomyocytes in
the presence of NAC compared with the corresponding con-
trols (Fig. 5C). In the presence of NAC, no difference was
reported regarding this variable between Ctrl and CO rats.

Effects of CO Exposure on Myocardial Antioxidant Enzyme
Activity

In CO rats, following 4 wk of exposure to simulated urban
CO pollution, cardiac SOD and GPx activities were signifi-
cantly lower compared with Ctrl rats (Fig. 6, A and B). No
significant change in catalase activity was observed in this
model of CO exposure (Fig. 6C).

To the best of our knowledge, our study is the first to
investigate the effects of prolonged exposure to simulated
urban environmental CO pollution on myocardial sensitivity to
I/R. The major result is that prolonged exposure to simulated
urban CO pollution worsens myocardial I/R injuries, promot-
ing a major increase in the severity of arrhythmic events, an
impairment of myocardial function observed at both global and
cellular levels, and an increase in the infarct size. These
phenomena could be mainly related to hidden effects of CO
exposure on myocardial phenotype, including /) an impair-
ment of cellular Ca®>" handling and 2) an altered antioxidant
status of the myocardium.

CO Exposure and Myocardial I/R

Eventhough CO urban pollution has been associated with
increased cardiovascular disease and cardiac mortality (9, 13,
29), we demonstrate here that chronic CO exposure renders the
heart more vulnerable to I/R. Previous experimental studies
have only documented the effect of acute CO exposure or to
CO-releasing molecules used as preconditioning strategies to
protect the myocardium against I/R injury (3, 6, 19). It was also
reported that endogenous CO production could protect the
heart from I/R injuries. These beneficial effects of endogenous
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Fig. 4. Effects of CO exposure on cardiomyo-
cyte excitation-contraction before and after cel-
lular anoxia-reoxygenation (A/R). A: represen-
tative contraction of intact myocytes. B: con-
traction of intact myocytes, measured by
sarcomere length (SL) shortening. SL shorten-
ing is presented as a mean of the percentage of
shortening + SE [# = 4 rats/group, 2-way
ANOVA, P < 0.05, pre-A/R vs. post-AR #)
and Ctul vs. CO mats (*)]. C representative 4
superimposed Ca®" transients in intact myo-
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cytes. Ca®* transients (D) and diastolic Ca?+
(E) in intact myocytes. Ca’" transients and
diastolic Ca’* are presented as means = SE
[# = 4 rats/group, 2-way ANOVA; P < 0.05,
pre-A/R vs. post-A/R (#) and Ctrl vs. CO rats
(*]. NS, not significant.
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CO production during /R could be because of a decrease in
oxidative stress (26), an enhanced Ca>" handling (36), and CO
anti-inflammatory and anti-apoptotic properties (20), which
may ultimately lead to a decrease in I/R-induced VF (4, 5). In
our model, no difference regarding cardiac function and coro-
nary blood flow was evidenced between Cirl and CO rats
before I/R. Remarkably, only postischemic reperfusion al-
lowed us to distinguish the hearts of CO-exposed rats from
those of Ctrl rats, thereby pointing out the deleterious effect of
CO. These results are in line with our previous study (2), which
exhibited no difference of cardiac function in the basal condi-
tion but highlighted functional impairments in CO rats in
stressful conditions (i.e., B-adrenergic stimulation). Therefore,
discrepancies between our results and studies reporting the
protective role of CO exposure could be explained by differ-
ences in the duration and severity of CO exposure (3, 6, 19). In
our model, CO rats experimented a chronic (4 wk with 12 h
daily exposure) CO exposure mimicking urban concentrations
(30-100 ppm). In addition, it has to be noted that, in our
model, to avoid the acute effects of CO on the myocardium,
rats were housed for 24 h in standard filtered air before I/R

Pre AR Fost AR
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study. Therefore, under our experimental conditions, no differ-
ence of carboxyhemoglobin was made obvious between Ctrl
and CO rats at the time of the VR procedure (carboxyhemo-
globin 24 h after exposure, CO rats: 1.2 = 0.4% vs. Ctrl rats
1.0 £ 0.5%; not significant).

Effects of CO Exposure on Postischemic Myocardial Injuries

The higher susceptibility of the myocardium to I/R in CO-
exposed rats was notably characterized by higher propensity
to arrhythmic events at the onset of reperfusion. Higher
arrhythmic score and higher occurrence of sustained VF (54
vs. 9%) were evidenced. Arrhythmias, and more particularly
sustained VF, are the most dangerous consequences of
myocardial /R, since they induce an impairment of blood
circulation and ultimately lead to sudden cardiac death.
Sheps et al. (31, 32) have already highlighted the proar-
rhythmic effect of CO exposure (1 day at 100 or 200 ppm)
in patients with documented coronary artery diseases. How-
ever, as mentioned above, in our model, no difference of
carboxyhemoglobin was reported between Ctrl and CO rats
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Fig. 5. Effects of N-acetylcystein (NAC) in-
cubation on the sensitivity to A/R of cardio-
myocytes from Ctrl and CO rats. A: contrac-
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at the time of the I/R procedure, avoiding then the acute
effects of CO on the myocardium. In CO rats, the higher
sensitivity of the myocardium was also characterized by an
impairment of postischemic recovery of myocardial func-
tion. This could be related to the significantly impaired
cellular contractile function observed, consecutive to A/R,
on isolated cardiomyocytes of CO rats compared with Ctrl
rats. This result suggests that cardiomyocyte damages lead
to a reduced postischemic recovery of cardiac function. It
seems, however, that the main factor involved in the expla-
nation of this result was that CO pollution is associated, in
our model, with a marked increase of I/R-induced cardiac
cell death. I/R injuries, including cardiomyocyte impair-
ments as well as arrhythmic events, were mainly explained,
in past literature, by increased oxidative stress and Ca®™"-
handling alteration (25, 41).

Implication of Ca®* and Oxidative Stress

The increased sensitivity to I/R of the myocardium after
CO exposure was characterized by the increase of arrhyth-
mic events, increased functional disturbances, and cell
death. The cellular mechanisms underlying theses aspects of
the reperfusion syndrome may involve impairments of Ca>*
handling or overproduction of oxygen-derived free radicals.
In a recent study, we have shown that CO pollution by itself
initiates a pathological phenotype of the cardiomyocytes
involving a profound remodeling of the excitation-
contraction coupling through Ca®*-handling alteration (2),
which was confirmed in the present work. This remodeling
was characterized by an impairment of cardiomyocyte short-
ening that was not observed at the whole heart level. This
phenomenon, which has already been reported by our team,
may involve compensatory mechanisms (2) that remain to

tion of intact myocytes, measured by SL
shortening. SL shortening is presented as a
mean of the percentage of shortening = SE. B
and C: Ca®" transients (B) and (C) diastolic
Ca®* (C) in intact myocytes. Ca®* transients
and diastolic Ca®* are presented as means +
SE [r = 4 rats/group, 2-way ANOVA; P <
0.05, with NAC vs. without NAC ($) and Ctrl
vs. CO rats (%)].

CiA/R COAR COAR
NAC NAC

be investigated. The cardiomyocytes also exhibit an increase
in diastolic Ca®* resulting from an altered Ca®" reuptake in
the sarcoplasmic reticulum (SR) due to a decreased sarco-
(endo)plasmic reticulum Ca®>"-ATPase (SERCA) 2a expres-
sion and also potentially from a Ca?* leak from the SR
through the ryanodine receptors (2). Alterations of Ca®"
handling may be involved in cardiomyocyte dysfunction and
ultimately in cell death during I/R (1, 33, 38). It is therefore
very likely that these alterations, associated with CO expo-
sure, increase the severity of cardiomyocytes and whole
heart injuries related to I/R. Indeed, in our study, at the
whole heart level, CO exposure increases cardiomyocyte
death after I/R. Considering only viable myocytes, we report
here that SL shortening and Ca?* handling are altered by
A/R to the same extent in both Ctrl and CO rats, resulting
therefore in more pronounced dysfunctions in CO rats
compared with Ctrl rats. Therefore, it seems that Ca®*
handling in viable cardiomyocytes was not more impaired
by A/R in CO rats, but that the lower amplitude of Ca®>*
transient reported in this population following A/R was the
result of prolonged CO exposure-induced phenotypical
changes. Consequently, a major finding of the present study
was that the impaired Ca®>* handling observed before to A/R
is a key factor in the development of functional impairments
and arrhythmic events observed at the onset of reperfusion
in CO rats and is therefore a candidate to explain higher
sensitivity of CO rat myocardium to I/R.

The essential role of oxidative stress in the pathogenesis of
myocardial I/R injury has been largely reported (16, 30, 41).
Indeed, exacerbated oxidative stress during I/R is a key factor
in the worsening of postischemic arrhythmias, cardiac dysfunc-
tion, and irreversible cardiomyocyte damages (16, 17, 25, 41).
Oxidative stress is defined as an imbalance between the pro-

AJP-Heart Circ Physiol - VOL 298 - MAY 2010 - www.ajpheart.org

0102 ‘g Aely uo Bio ABojoisAyd-peaydle woiy papeojumoq

- 110 -




Etude n°1

H1452

5000 *

4000

3000+

2000

SOD (mU/mg prot.)

1000

Ctrl rats

CO rats

N

g

GPx (mU/mg prot.)
g

Ctrl rats CO rats

0O

NS

30000

5

:

Catalase (mU/mg prot.)

1]

Ctr rats

Fig. 6. Effects of CO exposure on superoxide dismutase (SOD, A), glutathione
peroxidase (GPx, B), and catalase (C) activities expressed in mU/mg protein.
Data are presented as means = SE (1 = 6 rats/group, 1-way ANOVA, *P <
0.05, Ctd vs. CO rats).

CO rats

duction of reactive oxygen species and biological antioxidant
systems that are involved in the detoxification of reactive
intermediates. An important result of our study is the impaired
enzymatic antioxidant status of the myocardium, including a
major decreased activity of SOD (—45%), GPx (—49%), and
catalase (—26%, not statistically significant). We previously
discussed the potential role of altered redox status of the

CO POLLUTION AND MYOCARDIAL ISCHEMIA-REPERFUSION

myocardium to explain the effects of prolonged exposure to
CO on excitation-contraction coupling (2). Indeed, since pro-
teins involved in Ca®* handling are potential targets for redox
alterations, decrease of antioxidant defenses associated with
the increased activity of thioredoxin reductase observed in our
previous study (2) confirmed a CO-induced oxidative stress.
Therefore, those alterations of enzymatic antioxidant defense
could play a major role in phenotypical changes of CO-
exposed rat myocardium, mainly affecting Ca** homeostasy.
Besides, SOD prevents changes in myocardial function, and
Ca®" homeostasis in isolated hearts subjected to /R (27),
catalase, and GPx plays a major role in protecting the myocar-
dium from /R injury (16). We have observed an increase in
TBARS production, used as a marker of lipid peroxidation, and
therefore oxidative stress, in CO-exposed rats following I/R.
Therefore, we can postulate that the lower enzymatic antioxi-
dant defense that was observed consecutively to CO exposure
could contribute to the increased sensitivity of the myocardium
to I/R damages. To prevent oxidative stress-induced alter-
ations, an acute antioxidant strategy, using a nonspecific anti-
oxidant (NAC), was performed during cellular A/R. This acute
antioxidant strategy was found able to prevent the deleterious
effects of CO exposure on SL shortening during A/R. This
result highlights the implication of an increased cardiac oxida-
tive stress in our model of CO-exposed rats. However, the
deleterious effects of CO exposure on Ca®" transient were not
prevented by this acute antioxidant strategy. This observation
is not surprising, since prolonged exposure to CO pollution
results in phenotypical remodeling of Ca®"-handling proteins,
such as decreased SERCA2a expression (2). This profound
remodeling of the Ca®"-handling phenotype, which was re-
ported in CO rat myocardium, could not be reversed by such an
acute antioxidant strategy. Therefore, chronic antioxidant ther-
apy, notably by preventing myocardial phenotypical changes,
could be a promising strategy for protecting the heart against
the deleterious effects of chronic CO exposure on myocardial
sensitivity to I/R.

In conclusion, this study shows that chronic exposure to CO
consistent with air pollution from the urban type significantly
increases the effects of a myocardial infarction in rats and
could be considered as a major health risk. Indeed, the World
Health Organization estimates that air pollution is responsible
for 800,000 premature deaths worldwide each year, and, par-
ticularly, exposure to air pollution increases the risk of mor-
tality from cardiovascular disease by 76% (23). Among the
numerous pollutants, CO has been described as one of the main
pollutants responsible for the development of cardiovascular
diseases (9, 35). Prolonged CO exposure worsens [/R-linked
cardiac injuries and therefore provides an experimental ratio-
nale to explain the increased risk of cardiac mortality observed
in exposed populations. In summary, prolonged CO exposure-
induced cardiac phenotypical changes, such as an imbalance in
the cardiomyocyte oxidant status and an impairment of Ca®*
handling, are likely to predispose the heart to I/R injuries.
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3. Résultats additionnels

Au cours du protocole d’IR myocardique, nous avons également mesuré la production
de NO au moment de la reperfusion dans nos deux populations. De plus, une évaluation de
I’expression de la eNOS cardiaque a aussi été réalisée. Ces résultats, n’ayant pas donné lieu a

publication, font I’objet de cette présentation séparée.

Le NO

La quantité de NO synthétisée est aujourd’hui largement décrite comme jouant un rdle
non négligeable dans la sévérité des lésions d’IR myocardique (Jones et Bolli, 2006 ;
Ferdinandy et al., 2007). Une surproduction de NO li¢e a 1’apport massif d’O, au niveau des
NOS a préalablement été rapportée au moment de la reperfusion, (Wang et Zweier, 1996). En
condition pro-oxydante, cette production accrue de NO pourrait jouer un role délétere
notamment via sa réaction avec 1’0O," a I’origine de la formation de ONOO™ (Beckman et
Koppenol, 1996 ; Wang et Zweier, 1996). Il semblait donc intéressant d’évaluer les effets du
CO sur la production myocardique de NO au cours de la reperfusion post-ischémique.

La production de NO estimée a partir du dosage des nitrites/nitrates au cours des
premiéres minutes de reperfusion est dans notre travail significativement augmentée chez les
rats CO comparés aux rats Ctrl (10,02 + 0,89 vs. 4,86 + 0,65 pM.mlI™.min™; p<0.05) (Figure
29). Le role potentiel de cette surproduction de NO dans la plus grande vulnérabilité du

myocarde au syndrome d’IR sera I’objet de 1’étude n°2 de ce travail de these.
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Figure 29 : Production myocardique de NO apres une séquence
d’ischémie (30 min) et de reperfusion (5 min), évaluee par
quantification des nitrites et nitrates dans les effluents
coronaires. * p<0,05 rats CO vs. rats Ctrl.

La eNOS cardiaque

L’expression des différents isoformes de NOS est modulable en condition
physiopathologique. Il a notamment été montré qu’une grande variété de stimuli peut
entrainer une augmentation (Insuline, VEGF, forces de cisaillement...) ou une diminution
(Erythropoiétine, TNF-a, iNOS...) de I’expression tissulaire de eNOS (Govers et Rabelink,
2001 ; Balligand et al., 2009). Bien qu’une surproduction de NO liée a une activité/expression
augmentée de la eNOS soit le plus souvent rapportée comme bénéfique, dans notre modele,
cette production accrue de NO au cours du syndrome d’IR est associée, chez la population de
rats CO, a une plus grande vulnérabilité du myocarde. Cependant, il nous a semblé
intéressant, au vu des résultats présentés, d’évaluer 1’expression de la eNOS cardiaque chez

nos rats exposés de facon prolongée au CO.

- 114 -



Etude n°1

L’expression de la eNOS cardiaque est dans notre travail inchangée chez les rats
exposés au CO comparés aux rats Ctrl (Figure 30). Il apparait donc probable que cette
surproduction de NO chez la population de rats CO soit liée a une modification d’expression
d’un autre isoforme de NOS. Ainsi la potentielle implication d’une expression induite de
iNOS dans le tissu myocardique de nos rats exposés au CO sera étudiée dans 1’étude n°2 de ce

travail de thése.
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Figure 30 : Expression myocardique de eNOS évaluée par western blot.
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Aggravation des Iésions cardiaques d’ischémie-reperfusion par une

pollution de type citadine au CO : Réle crucial de la iNOS

Carbon monoxide air pollution exacerbates cardiac ischemia-

reperfusion injury: a pivotal role for iINOS.

G. Meyer, L. André, S. Tanguy, C. Rugale, S. Gayrard, S. Richard, F. Boucher, O.

Cazorla, P. Obert, C. Reboul
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I1.Etude n°2

1. Résumé article 2

1.1. Contexte scientifique

L’étude n°1 a mis en avant des effets aggravants d’une exposition de type citadine au
CO sur la sensibilit¢é du myocarde au syndrome d’IR. Par ailleurs, I’exposition a de faibles
concentrations de CO est également a 1’origine d’un remodelage pathologique
cardiomyocytaire qui semble pouvoir étre expliqué par une modification du statut redox
cellulaire (Andre et al., 2010). Il est classiquement rapporté dans le cadre de pathologies
myocardiques associées a un stress oxydant récurent, une augmentation de I’expression
induite d’un isoforme de la NOS, appelé iNOS ou NOS2 (Xie et al., 1994 ; Zhen et al., 2008).
Cette enzyme est rapportée dans la littérature scientifique comme étant a 1’origine d’une
surproduction de NO, notamment expliquée par son absence de régulation post-
traductionnelle (Cho et al., 1992 ; Xia, 2007). Par ailleurs, son expression cellulaire est
rapportée comme é€tant responsable, au niveau myocardique, d’un remodelage pathologique
(Mungrue et al., 2002 ; Gealekman et al., 2002 ; Massion et Balligand, 2007) associé a une
plus grande sensibilité a I’IR (Marfella et al., 2004 ; Hu et al., 2006). Dans notre modéle, nous
avons pu observer, dans I’étude n°1, un pic de production de NO au cours des premieres
minutes de reperfusion (cf. résultats additionnels de 1’étude n°1) chez la population de rats
CO. En l’absence d’effet du CO sur I’expression de eNOS myocardique (cf. résultats
additionnels de I’étude n°1), I’objectif de cette étude n°2 était de répondre au questionnement

suivant :
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L’exposition au CO, via notamment une modification du statut redox cellulaire, est-
elle associée a une expression induite de iNOS cardiaque a l’origine d’une surproduction
de NO ? Cette surproduction de NO en condition pro-oxydante peut-elle expliquer la plus

grande sensibilité du myocarde au stress d’IR ?

1.2. Méthodoloqie :

Les conditions expérimentales concernant 1’exposition au CO sont similaires a celles
décrites dans 1’étude n°1. Suite a la période d’exposition, une évaluation du statut redox
(activité de la TrxR) et de I’expression tissulaire du TNF-a et de la iNOS est réalisée. Afin
d’étudier les effets de I’expression de la iNOS au niveau cellulaire, notamment sur les
altérations de I’homéostasie calcique, un protocole d’A/R, en présence ou non de SMT (0,5
UM) (inhibiteur spécifique de iINOS) ou de NAC (20 uM) (antioxydant non spécifique) est
réalisé sur cardiomyocytes isolés, chargés avec un indicateur calcique. Enfin, un protocole
d’IR régionale sur ceeur isolé perfusé de Langendorff est réalisé en présence ou non de SMT
pour évaluer I’implication de la iNOS dans la sensibilité accrue a I’IR des myocardes de rats

exposeés au CO.

1.3. Résultats majeurs :

Un résultat majeur de cette étude est que I’exposition au CO est caractérisée par un
état pro-oxydant et un stress inflammatoire a I’origine d’une surexpression de iNOS au niveau
myocardique. Ce phénotype a notamment comme conséquence une surproduction de NO

dépendante de la iNOS. Enfin, il est intéressant de noter, que I’inhibition spécifique de cette
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enzyme au cours du syndrome d’IR, permet, via une inhibition de la surproduction de NO, de

normaliser le Ca?* diastolique basale et ainsi la sensibilité du myocarde au syndrome d’IR.

L’exposition au CO est a lorigine d’une surproduction de NO, dépendante d’une
surexpression de la iINOS myocardique. Cette production accrue de NO en condition pro-
oxydante semble jouer un réle majeur dans la plus grande vulnérabilité du myocarde au

stress d’IR chez les rats exposés au CO.

2. Article n°2:
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Abstract

Carbon monoxide (CO) is a ubiquitous environmental pollutant, which impacts
on mortality and morbidity from cardiovascular diseases. We have previously shown
that CO exposure aggravates myocardial ischemia-reperfusion (IR) injury in rats.
Nevertheless, the cellular mechanisms underlying cardiac CO toxicity still remain
hypothetical. The aim of the present study was to investigate whether iNOS
expression is involved in the deleterious effects of prolonged CO exposure on
myocardial sensitivity to IR. Wistar rats were exposed to simulated urban CO
pollution (low level of CO) for 4 weeks. Myocardial IR was performed on isolated
perfused hearts in presence or absence of S-methyl-isothiourea (SMT, 0.5 uM) a
specific iNOS inhibitor. Calcium (Ca**) handling was evaluated on isolated myocytes
after an anoxia-reoxygenation sequence performed with or without SMT or N-
acetylcystein (NAC), a non specific antioxidant. Finally, the effects of CO exposure
on myocardial NO production and INOS expression were evaluated. Our main
results are that 1) CO exposure induces a pro-inflammatory state to the heart, with
an increased cardiac level of TNF-a. ; 2) INOS expression and cardiac NO production
are increased in CO rats ; 3) Specific INOS inhibition reduces CO-induced NO
overproduction and reduces infarct size in CO rats (29 % vs. 51 % of risk zone). This
last result may be explained by the deleterious effects of NO derivatives on Ca**
handling observed at the cardiomyocytes level and probably due to oxidative/nitrative
stress. In conclusion, this study highlights the involvement of INOS over-expression

in the pathogenesis of simulated urban CO air pollution exposure.
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1. Introduction

Nitric oxide (NO) is produced in eukaryotic cells by a group of three NO
synthases (NOS). Two of them are constitutive: the neuronal (NNOS) and the
endothelial (eNOS) isoforms; and the third one is inducible (iINOS). Contrarily to
constitutive NOS, INOS expression is upregulated in response to inflammatory
cytokines, such as TNF-q, or to oxidative stress (31). Therefore INOS expression is
generally associated with pathological states characterized by pro-inflammatory
and/or pro-oxidative background. Because INOS is irreversibly bound to calmodulin
throughout the range of physiological Ca?* concentration, increased iNOS expression
is usually associated with elevated NO production (4). Induction of iINOS-expression
has been associated with pathological cardiac remodeling (16), notably in response
to alterations of calcium (Ca**) homeostasis (12, 28, 29). Indeed, high concentrations
of NO impair Ca?* handling proteins such as the sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-
ATPase (SERCA-2a) or the ryanodine receptor (RyR-2). In addition, increased iNOS
expression has been reported to increase myocardial sensitivity to ischemia and
reperfusion (IR) (9, 24, 30). Indeed, in recent literature, oxidative/nitrative stress,
resulting mainly from the reaction of NO with superoxide anion (O,") to form
peroxinitrite (ONOQO’), was mainly involved in myocardial damages observed during
IR (11, 15, 17, 24). Moreover, in rodent models overexpressing iNOS, specific
inhibition of this enzyme markedly reduced myocardial IR injuries (9).

Carbon monoxide (CO) is a ubiquitous environmental pollutant, which was
reported to increase cellular oxidative stress (21, 32). Recently, we and others
reported that a chronic exposure to low concentration of CO, relevant to urban

environment, induces pathological changes of cardiomyocytes phenotypes, with an
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associated decrease in antioxidant defences and impairment of Ca** handling (2, 5).
We also highlighted that these alterations render the heart more vulnerable to IR
(13).

Today, it is generally recognized that CO exposure induces both oxidative (2,
13, 21, 32) and inflammatory stresses in the heart (1), leading to profound
rearrangements of the phenotype of myocardial cells. However, whether low
concentrations of CO are responsible for an increased cardiac expression of INOS
has never been challenged. In the present work, we investigated : i) whether CO-
induced myocardial stress results in inducible expression of INOS; and, ii) whether
induction of INOS expression in CO-exposed rat hearts contributes to enhance

oxidative/nitrative stress and, thereby, renders the heart more vulnerable to IR.
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2. Methods

Experiments complied with the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals published by the US National Institutes of Health (NIH Publications No. 85-

23, revised 1996) and was approved by the French Ministry of Agriculture.

2.1. Animals and carbon monoxide exposure

Adult, male Wistar rats (n=66; 367 = 7 g; Charles River Laboratories) were
randomly assigned to 2 groups, carbon monoxide exposed rats (CO rats, exposed for
4 weeks to simulated CO urban pollution, n=33) and Control rats (Ctrl rats, exposed
to standard filtered Air, n=33). CO rats were housed in an airtight exposure container
for 4 weeks. Exposure was performed according to a 12:12-hours CO in air-ambient
air cycle, as previously described (2, 13). During CO exposure, a CO concentration of
30 ppm was maintained and completed with five 1 hour peaks at 100 ppm. At the end
of the 4 week CO exposure, rats were housed for 24 hours in standard filtered air, in

order to avoid the acute effects of CO on the myocardium.

2.2. Regional myocardial ischemia and reperfusion on isolated perfused rat hearts

On a first set of rats (n=16 per group) a regional myocardial IR was achieved
as previously described (13). The IR protocol was performed with or without SMT, a
specific INOS inhibitor at the concentration of 0.5 uM (n=8 per condition). The heart
was mounted on a Langendorff isolated heart system and perfused with an

oxygenated (95 % O, / 5 % CO,) Krebs solution (37°C) composed of (in mM) NaCl
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118.3, NaHCO3 25, KCI 4.7, MgSO4 1.2, KH,PO4 1.2, Glucose 11.1, CaCl 2.5 (pH=
7.4). When necessary, SMT was added to the Krebs solution (SMT, 0.5 uM). The
hearts were perfused at a constant pressure (80 mmHg) and paced at 300 beats/min
with an electrical stimulator (Low voltage stimulator, BSL MP35 SS58L, 3V). The
heart was allowed to stabilize for 30 min. Then a regional ischemia (left anterior
descending coronary artery occlusion) was performed during 30 min. Subsequently
the heart was allowed to reperfuse for 120 min. At the end of the protocol, a staining

protocol was performed in order to assess infarct size (13).

2.3. Cardiomyocyte excitation-contraction analysis after cellular anoxia/reoxygenation

On a second set of rats (n=4 per group), single ventricular cardiomyocytes
were isolated by enzymatic digestion (14). Cardiomyocytes were transferred into a
glass Petri dish and placed in an anoxic chamber (O, level ~ 2 %) for 60 minutes,
followed by a 60-minute reoxygenation in ambient air (O, ~ 19.4 %). Unloaded cell
shortening and Ca?* concentration (Indo-1 dye) were measured using field stimulation
(0.5 Hz, 22°C, 1.8 mM external Ca®") before and after anoxia/reoxygenation (A/R).
Sarcomere length (SL) and fluorescence (405 and 480 nm) were simultaneously
recorded (lonOptix system, Hilton, USA). The A/R experiment was carried out in
presence or not of SMT (0.5 uM) or in presence or not of a non specific antioxidant

N-Acetylcystein (NAC, 20 uM).

2.4. Biochemical assays

2.4.1. Lactate dehydrogenase in coronary effluents
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Lactate dehydrogenase (LDH) activity was measured in coronary effluents
from isolated hearts, by spectrophotometry using an LDH kit (LDH-P, BIOLABO SA,
France). Measurements were made at 5, 10 and 15 min of reperfusion time. LDH

activity was normalized to coronary blood flow.

2.4.2. Nitrites/Nitrates in coronary effluents

Nitrites/nitrates in coronary effluents from isolated hearts, used as an index of
total NO production, were determined using a quantitative colorimetric assay kit
based on the Griess method (QuantiChrom™ Nitric oxide Assay Kit (DINO-250).
Measurements were made at the end of stabilisation and at 5, 10 and 15 min of

reperfusion. NO production was normalized to coronary blood flow.

2.4.3. Immunohistological detection of INOS expression

On a third set of rats (n=7 per group), LV tissues sections of 5-um-thick were
removed and used for immunohistological study. Identification of INOS protein was
performed using a Rabbit polyclonal anti-iNOS (Santa-cruz). INOS was quantified

using colorimetric quantification (20 X objective).

2.4.4. Thioredoxin reductase activity

On a another set of rats (n=6 per group), hearts were freeze-clamped and the
frozen ventricular tissue was homogenized in Tris—HCI buffer (Tris HClI 60 mM,
diethyltriaminopentaacetic acid 1 mM, pH 7.4, 10 ml/g w.wt), using a Teflon Potter
homogenizer. Tissue homogenates were then centrifuged (10 min at 20.000xg at
4°C). Activities of thioredoxin reductase (TrxR), reflecting the oxidant status, were

measured using supernatants as previously described (Andre et al., 2010).
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2.4.5. Immunoblotting detection of TNF-a expression

TNF-a expression in LV tissues was evaluated using western immunoblotting.
Proteins were separated using 15 % SDS-PAGE. Identification of TNF-a protein was
performed using a goat polyclonal anti-TNF-a (Santa-cruz 1:1000) and were

expressed relative to GAPDH content.

2.5. Statistics

Data were analyzed using two-way ANOVA between groups and repeated
measures ANOVA when necessary. When significant interactions were found, a
Tukey-Kramer test was applied (Statview; SAS Institute, NC, USA). A level of p<0.05
was considered statistically significant. Data are expressed as group means or group

mean fractions of baseline + Standard error (S.E.).
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3. Results

3.1. CO-induced iNOS expression in myocardial tissues

As assessed by immunostaining, INOS was overexpressed in CO rats when
compared to Ctrl ones (Figure 1A). INOS expression in tissues can be the
consequence of both increased inflammatory cytokines and/or oxidative stress. In our
model, both an overexpression of TNF-a (Figure 1B) and an increased oxidative
stress, characterized by a higher TrxR activity (Figure 1C) was observed in CO rats

compared to controls.

3.2. INOS induced NO overproduction in coronary effluents

The consequence of the increased INOS expression was that total NO
production, measured in coronary effluents, was significantly higher in hearts from
CO rats compared to controls (Figure 1D). The involvement of iNOS in CO induced
NO overproduction was confirmed by the incubation of 0.5 puM SMT (a specific
inhibitor of INOS), which prevented this overproduction and maintained its level close

to Ctrl level (Figure 1D). No effect of SMT incubation was observed on Ctrl rats.

3.3. Infarct size and myocardial cell death.

Infarct size measurements (Figure 2A) revealed a worsening effect of CO
exposure on IR-induced cell death (Figure 2B). The adverse effect of CO exposure

on myocardial necrosis was prevented by SMT incubation (Figure 2B). In presence of
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SMT, the infarct sizes in CO rats were similar to those of Ctrl animals (Figure 2B). No
effect of SMT per se was observed in Ctrl rats (Figure 2AB). Evaluation of LDH
release in coronary effluents, used as an index of cell membrane damage,
corroborated these results (Figure 2C). Indeed, during post-ischemic reperfusion,
LDH release was increased in the CO group when compared to the Ctrl group. This
augmentation was prevented by specific inhibition of INOS with SMT. LDH release
was lower in the coronary effluent of CO+SMT rats during reperfusion, and the
difference between Ctrl and CO rats was abolished by SMT. No effect of SMT per se
was observed on LDH release in Ctrl rats. During IR, NO production evaluated by
nitrite-nitrate assessment was increased in CO rats (Figure 2D). This increase was
prevented by the specific inhibition of INOS by SMT incubation, since NO release
was significantly lower in the effluents of CO+SMT rats during reperfusion and the

difference between Ctrl and CO rats was abolished by SMT (Figure 2D).

3.4. Ca** handling after anoxia-reoxygenation

At the cellular level, prolonged CO exposure sensitizes ventricular myocytes to
A/R (Figure 3). This is characterized by a marked alteration of sarcomere length (SL)
shortening in CO rats when compared to Ctrl ones following A/R (Figure 3AB). In
addition, higher sensitivity of CO rat cardiomyocytes to A/R was associated with a
significant diastolic Ca?* overload (Figure 3CD) resulting in an altered Ca** transient
in this population (Figure 3CE).

To evaluate the potential implication of NO overproduction but also of the
reaction of NO with O," to form ONOO’, we have incubated isolated myocytes during

the A/R procedure, with a specific inhibitor of INOS (SMT, 0.5 uM) or with a
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scavenger of ROS (NAC, 20 pM). Incubation with NAC reduced the impairment of
cardiac cell contraction in both Ctrl and CO rats, confirming the contribution of ROS
in the deleterious effects of A/R. In addition, NAC incubation prevented the CO-
induced increase in cardiac sensitivity to A/R. Indeed, in this condition, no difference
was reported between Ctrl and CO groups regarding SL shortening (Figure 3B). As
far as Ca®* handling is concerned, no effect of NAC incubation was observed in both
Ctrl and CO rats, therefore the difference between the two experimental populations
was still observed (Figure 3E). Finally, the diastolic cytosolic Ca** overload observed
in CO rat cardiomyocytes after A/R was prevented by incubation with NAC and no
difference between Ctrl and CO rats was observed (Figure 3D). Specific INOS
inhibition by SMT significantly prevented the increased sensitivity of CO rat
cardiomyocytes to A/R (Figure 3). Indeed, the deleterious effects of prolonged
exposure to CO on SL shortening and diastolic Ca** level after A/R were prevented
by the specific inhibition of INOS (Figure 3BD). In presence of SMT, the sensitivity of
cardiomyocytes to A/R in CO and Citrl rats was similar. No effect of SMT incubation

was observed during A/R in Ctrl groups (Figure 3).
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4. Discussion

To the best of our knowledge, our study is the first to investigate the
implication of iINOS-induced NO overproduction in the enhanced sensitivity of the
myocardium to IR after prolonged exposure to CO in conditions relevant to urban
pollution. The major results are that: i) chronic CO pollution induced expression of
INOS in CO rats myocardium, and ii) specific inhibition of INOS prevented increased

NO production and subsequent worsening of myocardial vulnerability to IR.

4.1. How does CO exposure induce INOS overexpression?

Our study provides evidence that chronic CO exposure upregulates iINOS
expression in the heart, as revealed by immunochemical staining, which resulted in
increased NO production. This production, indeed, was prevented specifically by
acute treatment with a selective iINOS inhibitor. It is well-established that iINOS is
expressed in response to inflammatory and/or oxidative stresses (22, 31). Yet, we
show here that inflammatory cytokines and pro-oxidative marker, such as TNF-a and
TrxR respectively, were increased in response to prolonged CO exposure. We also
previously showed in the same experimental model that CO exposure is associated

with lower enzymatic antioxidant activities and altered redox status (2, 13).

The mechanism responsible for upregulation of iINOS in response to oxidative
stress is unclear. It is possibly mediated by ROS-induced activation of nuclear factor
kKB (NFkB) and subsequent initiation of the inflammatory cascade that includes

induction of INOS (10, 31). The close relationship between inflammatory stress and
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INOS expression is in contrast better understood. Indeed, it is well recognized that
NFkB -dependent activation of the INOS promotor promotes an inflammation
mediated stimulation of this transcript (27). Then, further studies are needed to
illustrate potential interaction between pro-inflammatory/oxidative mediators and

INOS up-regulation in CO exposed rats.

4.2. Implication of INOS in CO rats’ myocardium sensitivity to IR

The major result here was that the higher cardiac vulnerability of ‘CO rats’ to
IR was prevented by specific inhibition of iINOS. As opposed to the Ca**-dependent
regulation of constitutive NOS enzymes, iINOS has been described as Ca?*
insensitive, likely due to its tight non-covalent interaction with calmodulin and Ca** (6,
26). INOS isoform can produce large amounts of NO that are up to 100 times greater
than normal level in cardiac cells (16). Basal NO production protects cardiomyocytes
from cells death, whereas high production by INOS promotes cells death (8, 18).
Indeed, NO is a short-lived and relatively unreactive radical, but in pro-oxidative
condition, high amount of NO can combine with superoxide to form the potent oxidant
ONOO" shown to play a significant role in INOS-mediated post-IR cell damages (3,
23). It is well recognized that, during IR, interaction between ROS and high amount
of NO promotes cell death, notably due to the formation of ONOO™ (11, 30).
Consequently, the specific inhibition of INOS was found to be protective in hearts
submitted to IR (9, 11, 25, 30). Such an implication of INOS-induced NO
overproduction in the higher vulnerability of CO rats myocardium to IR was reported
in our model. In addition, in our work, specific inhibition of ONOQO" precursors (NO

overproduction by INOS and ROS) blunted the exacerbated sensitivity of CO rat’s
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myocytes to A/R. This result is notably explained by normalized Ca** homeostasis
alterations. Oxyradical generation and peroxynitrite formation play an important role
in the development of intracellular Ca?" overload in cardiomyocytes as a
consequence of IR injury (7, 19). Particularly, in pathological conditions, formation of
ONOO' due to iINOS is responsible for an alteration of Ca®* handling proteins through
a nitration of SERCA-2a (12), and a s-nitrosylation of RyR (20, 29), leading then to
intracellular Ca®* overload. Then, in CO rats’ myocardium, the specific inhibition of
INOS, blunting the overproduction of NO, prevents exacerbated IR-induced

intracellular Ca?* overload and then normalizes heart vulnerability to IR.

In conclusion, we have shown that urban CO pollution upregulates inducible
expression of INOS, which renders the heart more vulnerable to stress or damages,
notably in pro-oxidant conditions such as IR. Specific INOS inhibition, by reducing
NO overproduction, has protective effect and reduce IR injuries in CO exposed rats.
A possible explanation of the increased myocardial IR injury consecutive to CO
exposure is the deleterious effect of NO overproduction on Ca?* homeostasis,

probably mediated by its reaction with ROS to form peroxynitrite.
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Legends to figures

Fig. 1 A, Effects of CO exposure on iNOS expression evaluated by immunostaining
on myocardial slices, quantified by colorimetric assessment (red color) and
expressed in arbitrary unit. Data are presented as mean + S.E. (one-way ANOVA, *
p<0.05 vs. Citrl rats). B, Effects of CO exposure on TNF-a expression, expressed
relative to GAPDH content. Data are presented as mean + S.E. (one-way ANOVA, *
p<0.05 vs. Ctrl rats). C, Effects of CO exposure on thioredoxin reductase (TrxR)
activity expressed in U/mg of protein. Data are presented as mean + S.E. (one-way
ANOVA, * p<0.05 vs. Ctrl rats). D, Effects of INOS inhibition and CO exposure on NO
synthesis (Nitrites/Nitrates). Data are presented as mean + S.E. (n=10 per group,

repeated measures ANOVA, *p<0.05 Ctrl vs. CO rats; #p<0.05 SMT vs. non-SMT).

Fig. 2 Effect of INOS inhibition and CO exposure on IR-induced cellular death. A,
Representative sections of AAR and infarct size of rat hearts stained respectively
with Evans Blue and triphenyltetrazolium chloride (TTC) after 30 min regional
ischemia and 120 min reperfusion from isolated heart experiments in each
experimental group. B, Infarct zone expressed as a percentage of risk zone. Data are
presented as mean = S.E. (n=8 per group, one way ANOVA, *p<0.05 Ctrl vs. CO
rats; #p<0.05 SMT vs. non-SMT) C, LDH activity observed in coronary effluents at 5,
10 and 15 min of reperfusion and used as a marker of cell death. Data are presented
as mean = S.E. (n=8 per group, repeated measures ANOVA, *p<0.05 Ctrl vs. CO
rats; #p<0.05 SMT vs. non-SMT). D, Effects of INOS inhibition and CO exposure on

NO synthesis at 5, 10 and 15 min of reperfusion time during IR protocol. Data are
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presented as mean + S.E. (n=8 per group, repeated measures ANOVA, *p<0.05 Ctrl

vs. CO rats; #p<0.05 SMT vs. non-SMT).

Fig. 3 Effects of INOS inhibition and antioxidant treatment on the sensitivity to A/R of
cardiomyocytes from Ctrl and CO rats. A, Representative contraction of intact
cardiomyocytes measured by sarcomere shortening at 0.5 Hz. B, Contraction of
intact myocytes, measured by sarcomere length (SL) shortening. Data are presented
as percentage of baseline + S.E. C, Representative Ca®" transient during
cardiomyocyte excitation-contraction. D, Diastolic intracellular Ca** and E, Ca®'
transient amplitude in intact myocytes. Data are presented as mean + S.E. (n=4 per
group, two-way ANOVA, *p<0.05 Ctrl vs. CO rats; # p<0.05 SMT vs. without SMT; $

p<0.05 NAC vs. without NAC).
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LDH activity (U/mL/min)

Fig. 2

20

=
o
1

=
o
1

a
1

o900

Ctrl

90 -
so-
70-
eo—-
50—-
40-
so-

20

Infarct zone (% of area at risk)

10+

Ctrl SMT (60] CO SMT

bk

I I I I
Ctrl Ctrl+SMT Cco CO+SMT
(n=7) (n=8) (n=8) (n=8)

[ JcCtrl D
CtriSMT
= co *
) COSMT

[N
N
J

=
© o
N 1

NO (uM/mL/min)

5’ reperf.

10’ reperf.

15’ reperf. 5’ reperf. 10’ reperf. 15’ reperf.

- 142 -



Etude n°2

Sarcomere length

SL shortening (% of baseline)

0.5um

-
N
J

i
o
1

25ms

Ctrl Rats
—— CORats

-- CO SMT Rats

Ctrl Rats
——CO Rats
o - CO-SMT Rats
[co)
<
L —
B o 25
9 ms
<
LL

A,
Ay iy
RPN

NIV
i

i
P

0.54

0.4+

Diastolic Ca2* (F405/F480)

0.3
AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR
+SMT +NAC +SMT +NAC +SMT +NAC +SMT +NAC
Ctrl Cco Ctrl Cco

Ca?* transient amplitude

(F405/F480)

E

0.5+
0.4
0.3+
0.24

0.1

0.0

AR AR AR AR AR AR
+SMT +NAC +SMT +NAC
Ctrl Cco

- 143 -



Etude n°3

Etude n°3

Prévention par I’exercice des effets déléteres d’une exposition au CO
sur ’homéostasie calcique cardiomyocytaire : implication dans la

sensibilité a I’ischémie-reperfusion

Exercise prevents impaired Ca** handling in heart of CO exposed rat:

implication for sensitivity to ischemia-reperfusion
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I11. Etude n°3

1. Résumé article 3

1.1. Contexte scientifique :

La plus grande sensibilit¢ du myocarde a I'IR est expliquée par le remodelage
phénotypique délétére des cardiomyocytes de rats exposés pendant 4 semaines au CO (Etude
n°l). Ce remodelage est notamment caractérisé par une moindre capacité de défense
enzymatique antioxydante et par une surcharge calcique plasmatique cardiomyocytaire. La
pratique réguliere d’exercice a intensité modérée est une stratégie de prévention largement
reconnue aujourd’hui comme permettant notamment d’améliorer la protection du muscle
cardiaque contre la survenue d’événements pro-oxydants aigus (French et al., 2006 ; French et
al., 2008 ; Kavazis et al., 2008 ; Powers et al., 2008). Par ailleurs, 1’exercice est reconnu
comme permettant d’améliorer le pronostic vital cardiaque dans le cadre du développement de
cardiomyopathies, notamment via une normalisation de [’homéostasie calcique
cardiomyocytaire (French et al., 2008 ; Kemi et Wisloff, 2010). Le développement d’un
phénotype cellulaire de type pathologique semblant secondaire a 1’augmentation du stress
oxydant dans notre modeéle. L’objectif de cette étude n°3 était de répondre aux interrogations

suivantes:

- 145 -



Etude n°3

Quels sont les effets protecteurs d’un entrainement en endurance sur le remodelage
phénotypique cardiomyocytaire associé a une période d’exposition prolongée au CO ? Cette
stratégie préventive influence—¢’elle la sensibilité du myocarde, de rats exposés au CO, au

syndrome d’IR ?

1.2. Méthodologie :

Pour répondre a ces questions, une troisiéme population de rats entrainée pendant 4
semaines avant d’étre exposée au CO (rats CO-EX) a été ajoutée aux deux groupes de rats
sédentaires (rats Ctrl et rats CO). Suite aux différents protocoles d’exposition et/ou
d’entrainement, une évaluation du statut enzymatique antioxydant et des mouvements
calciques intracellulaires au cours du couplage excitation-contraction a été réalisée. Enfin,
afin d’évaluer I’implication des différentes modifications phénotypiques sur la sensibilité du

cceur a I’IR, un protocole d’IR régionale sur cceur isolé perfusé était conduit.

1.3. Résultats majeurs :

Le résultat majeur de notre étude est la prévention, par 1’entrainement régulier a
intensité modérée conduit préalablement a 1’exposition au CO, du développement d’un
phénotype cellulaire cardiaque pathologique. En effet, les conséquences déléteres d’une
exposition au CO sur Pactivité enzymatique antioxydante sont prévenues par 1’exercice en
endurance. De plus, un tel entrainement permet également d’inhiber les effets délétéres du CO
sur I’expression de SERCA-2a et ainsi de préserver ’homéostasie calcique cellulaire chez les

rats exposés au CO. Enfin, ces effets bénéfiques de I’exercice, rapportés a 1’étage cellulaire,
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ont permis de normaliser la sensibilit¢ du myocarde au syndrome d’IR chez la population de

rats CO.

L’entrainement a intensité modérée permet de prévenir le développement d’un
phénotype cardiomyocytaire pathologique chez la population de rats exposés au CO, et

ainsi de normaliser la sensibilité myocardique au syndrome d’IR.

2. Article n°3:
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Abstract

Sustained urban carbon monoxide (CO) exposure exacerbates heart
vulnerability to ischemia reperfusion via deleterious effects on the antioxidant status
and Ca®" homeostasis of cardiomyocytes. The aim of this work was to evaluate
whether moderate exercise training prevents these effects. Wistar rats were
randomly assigned to control group and to CO groups, living during 4 weeks in
simulated urban CO pollution (30-100 ppm, 12 hours/day) with (CO-Ex) or without
exercise (CO-Sed). Exercise procedure began 4 weeks before CO exposure and was
maintained twice a week in standard filtered air during CO exposure. On a first set of
rats, myocardial ischemia (30 min) and reperfusion (120 min) were performed on
isolated perfused rat hearts. On another set of rats, myocardial antioxidant status and
Ca*" handling were evaluated following environmental exposure. Exercise training
prevented CO-induced myocardial phenotypical changes. Indeed, exercise induced
myocardial antioxidant status recovery in CO exposed rats, which is accompanied by
normalization of SERCA-2a expression and then of Ca** handling. Importantly, in CO
exposed rats, the normalization of cardiomyocytes phenotype with moderate exercise
was associated with restored sensitivity of the myocardium to IR. Indeed, CO-Ex rats
present a lower infarct size and a significant decrease of reperfusion arrhythmias
when compared to their sedentary counterparts. To conclude, moderate exercise, by
preventing CO-induced Ca*" handling and myocardial antioxidant status alterations,

reduces heart vulnerability to IR.

Keywords: Myocardial infarction, Environmental pollution, Endurance training,

antioxidant status
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1. Introduction

The severity of myocardial infarction results from a complex interplay between
genetic, pathological and environmental factors (20, 24). Among environmental
factors, numerous epidemiological studies have demonstrated that carbon monoxide
(CO) pollution correlated with hospital admissions for cardiovascular diseases (3, 15),
as well as cardiovascular mortality (25). We recently reported that sustained low level
CO exposure, similar to that found in an urban environment, induced a pathological
remodelling of the myocardium (1) rendering the heart more vulnerable to ischemia-
reperfusion (IR) (16). This remodelling involves a marked alteration of enzymatic
antioxidant status associated with marked changes in Ca*" handling (1), promoting
cardiomyocyte death and severe ventricular arrhythmias (16).

Today, amongst numerous cardioprotective strategies used to prevent
deleterious myocardial remodelling associated with several pathological states,
and/or to reduce the vulnerability of the heart to acute ischemic events, regular
endurance exercise training is reported as one of the most practicable and
sustainable methods (2, 7, 11, 22, 23). Although mechanisms responsible for
exercise-induced cardioprotection remain unclear, many studies suggest that
increased enzymatic antioxidant status plays an important role (7, 10, 32). In
addition, exercise training is also reported to normalize Ca?* homeostasis in the
pathological myocardium (26, 29). Therefore, we have hypothesized that regular
exercise training started prior to sustained CO exposure could prevent pathological
cardiac remodelling and/or modulate heart vulnerability to IR.

The aim of this study was to evaluate potential cardioprotective effects of

regular bouts of endurance training in an experimental rat model exposed to
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simulated sustained urban CO pollution. Especially, we focused on the effects of
exercise training on Ca* handling, myocardial enzymatic antioxidant status
alterations and consequences on heart vulnerability to IR. The major results showed
that regular bouts of endurance training prevented the pathological cardiac
remodelling and the higher vulnerability to IR of the hearts of rats exposed to chronic

CO.
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2. Methods

All investigations complied with the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals published by the US National Institutes of Health (NIH Publications No. 85-
23, revised 1996) and with the approval of the French Ministry of Agriculture. All
experiments have been approved by the local research ethics committee (Comité

Régional d'Ethique).

2.1. Animals

Adult male Wistar rats (n=57; 38448 g; Charles Rivers Laboratories) were
randomly assigned to three experimental groups: 1) sedentary control group (Ctrl-
Sed rats), 2) sedentary CO exposed group (CO-Sed rats), 3) trained CO exposed
group (CO-Ex rats). All experimental groups were maintained on a 12:12 hour light-

dark cycle and provided rat chow and water ad libitum.

2.2. Exercise training protocol

Exercise training protocol was performed on a motor driven treadmill for 4
weeks, 5 days/week at a relative work rate corresponding to 50 % of maximal aerobic
velocity (20 m/min; 40 min/day). During the 4 following weeks, corresponding to CO
exposure period, to preserve exercise training benefits, exercise training was

maintained in CO-Ex rats on a frequency of 2 days/week.

2.3. Carbon monoxide exposure
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CO groups were exposed to simulated CO urban pollution for 4 weeks, 12
hours/day during the night phase. CO rats were housed in an airtight exposure
container and exposure was performed as follows: i) During CO exposure, a CO
concentration of 30 ppm was maintained in the airtight container and monitored with
an aspirative CO analyzer (CHEMGARD Infrared Gas Monitor NEMA 4 Version,
MSA), this initial concentration was completed with five 1 hour peaks at 100 ppm CO;
if) During ambient air exposure, animals were placed in the laboratory animal-house
at a CO concentration of 0 ppm. Throughout this CO exposure period, Ctrl-Sed rats
were confined in the laboratory animal-house and were manipulated daily. At the end
of the 4 weeks of CO exposure, the rats were housed for 24 hours in standard filtered

air before euthanasia in order to avoid acute effects of CO on the myocardium.

2.4. Ca** handling in cardiomyocytes

In the first set of rats (n=4/group), evaluation of exercise training and CO
exposure on excitation-contraction was performed on single ventricular
cardiomyocytes isolated by enzymatic digestion (19). Unloaded cell shortening and
Ca?* concentration (Indo-1 dye) were measured using field stimulation (0.5 Hz, 22°C,
1.8 mM external Ca®*). Sarcomere length (SL) and fluorescence (405 and 480 nm)

were simultaneously recorded (lonOptix system, Hilton, USA) (1).

2.5. Regional myocardial ischemia-reperfusion protocol on isolated perfused heart

In a second set of rats (n=10/group), a regional myocardial IR protocol on

isolated-perfused heart was performed (16). The coronary occlusion-induced
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myocardial regional ischemia was maintained for 30 min. Subsequently, the heart
was allowed to reperfuse during 120 min. Lactate dehydrogenase (LDH) release,

incidence of ventricular fibrillation and infarct size were evaluated.

2.6. Biochemical assays

2.6.1. Heart antioxidant enzyme activity

In order to assess the effects of exercise training and/or CO exposure on the
antioxidant capacity, heart enzymatic antioxidant status was measured in the third
set of rats as previously described (n=5/group), (16). Superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) enzymatic activities were

evaluated.

2.6.2. Lactate dehydrogenase activity in coronary effluents
LDH activity, used as an index of cell membrane damage, was measured in
coronary effluents at 5 min of reperfusion. LDH activity was measured

spectrophotometrically using a LDH kit (LDH-P, BIOLABO SA, France).

2.6.3. Western blot analysis

Proteins were separated using 4-20 % SDS-PAGE and blotted onto a
nitrocellulose membrane (Protran, Schleichen and Schuele, Dassel, Germany).
Membranes were incubated overnight at 4°C with the SERCA-2a antibody (A010-20,
Badrilla, UK), and levels were expressed relative to glyceraldehydes 3-phosphate

dehydrogenase (GAPDH) content on the same membrane. Immunodetection was
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carried out using the ECL Plus system (Amersham Pharmacia, Little Chalfont

Buckinghamshire, England).

2.7. Statistics

Data were analyzed using either one-way factorial or repeated measures
ANOVA. When significant interactions were found, a Student-Newman-Keuls test
was applied. Binomially distributed variables (such as incidence of ventricular
fibrillations) were analyzed using a non parametric Yates’ chi square test (Statview;
Adept scientific, Letchworth, UK). A level of p<0.05 was considered statistically
significant. Data are expressed as group means or group mean fractions of baseline

+S.E.
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3. Results

3.1. Contraction and Ca** handling in single cells

Chronic exposure to CO pollution decreased SL shortening (Fig. 1 AB),
increased diastolic cytosolic Ca®* (Fig. 1 CD), and decreased the amplitude of the
Ca?* transient (Fig. 1 CE). In addition, the decay kinetics (tau) of the Ca®" transient
were impaired (Fig. 1 F), which was explained by a decrease in SERCA-2a
expression in CO rats (Fig. 1 G). Exercise training prevented both SERCA-2a
reduction (Fig. 1 G) and Ca®" handling alterations (Fig. 1 DEF). Exercise training
therefore preserved normal SL shortening, which was similar to that of rats living in

standard filtered air (Fig. 1 AB).

3.2. Myocardial enzymatic antioxidant status.

After 4 weeks of sustained CO exposure, myocardial enzymatic antioxidant
status was depressed. The SOD and GPx activities were reduced in CO-Sed rats
compared to Ctrl-Sed rats (Fig. 2 AB). Exercise training prevented these deleterious
effects as SOD and GPx activities did not differ between CO-Ex rats and Ctrl-Sed
rats. In contrast, no effect from CO exposure or exercise training was reported on

CAT activity (Fig. 2 C).

3.3. Infarct size and myocardial cells death.
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Cardiac cells death induced by IR was aggravated by prolonged CO exposure
(Fig. 3 AB). Indeed, infarct size was higher in CO rats than in controls. In addition,
LDH release, measured in coronary effluents at the time of post-ischemic myocardial
reperfusion and used as an index of cell membrane damage, was higher in CO
exposed rats than in their counterparts. The promoting effect of CO exposure on
myocardial necrosis was fully prevented by regular exercise as no difference in
infarct size was observed between CO-Ex and Ctrl-Sed rats (Fig. 3 AB). Consistently,
the same result was obtained regarding the effects of exercise on LDH release

during post-ischemic reperfusion (Fig. 3 C).

3.4. Myocardial reperfusion arrhythmias.

Although no difference was observed in the incidence of VF (33 %, Ctrl-Sed
vs. 50 % CO-Sed), chronic CO exposure was responsible for a marked increase in
the severity of post-ischemic reperfusion VF. Indeed, sustained VF (Fig. 3 D)
occurred in 25 % of CO-Sed rats, whereas this phenomenon was not observed in
Ctrl-Sed rats (Fig. 3 E). Interestingly the pronounced deleterious effect of CO
exposure on the severity of reperfusion arrhythmias was fully prevented by exercise

training since no VF was reported in CO-Ex rats (Fig. 3 E).

- 157 -



Etude n°3

4. Discussion

The major results of this study are that endurance training prevents the
deleterious effects of sustained CO exposure on myocardial antioxidant status,

cellular Ca?* handling and myocardial vulnerability to IR injury.

4.1. CO exposure and cardioprotective effects of exercise training

In line with previous reports, including ours, we confirmed here deleterious
effects of simulated urban CO exposure on enzymatic antioxidant status and
cardiomyocyte Ca?* handling (1, 4). Low and sustained levels of CO exposure
promoted pathological cardiac remodelling with impaired Ca?* handling due to
increased diastolic Ca?*, decreased Ca?' transient and Ca*' reuptake in the
sarcoplasmic reticulum (SR) due to reduced SERCA-2a expression (1, 4). These
changes are related to CO-induced oxidative stress (16, 34), being associated with
altered redox (1) and enzymatic antioxidant statuses (1, 16).

One main result of the present study was that exercise training conducted
prior to CO exposure, successfully prevented the deleterious effects of CO exposure
on myocardial enzymatic antioxidant activities (SOD and GPx). Even if the underlying
mechanisms are not fully understood yet, exercise training is well-recognized today
as one of the most efficient cardioprotective strategies, notably through the
enhancement of myocardial antioxidant status (2, 7, 12-14). Consistently, exercise
preserved antioxidant status and, thereby, prevented cytosolic Ca®" overload and
depressed Ca®" transient in CO-trained rats, in line with various reports of beneficial

effects of exercise training on Ca®* handling in pathological population (19, 26, 29).
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Maintenance of normal SERCA-2a expression mainly explained this benefit on Ca?*
homeostasis. Although direct effects of exercise training on SERCA-2a expression
could not be ruled out (19, 30), our results are consistent with indirect effects
mediated by the normalization of enzymatic antioxidant status on this redox sensitive

protein (8, 18, 28, 31).

4.2. Endurance training and sensitivity to IR consecutive to CO exposure

We recently reported that sustained CO-exposure increased the vulnerability
to IR (16). We showed here that occurrence of sustained ventricular fibrillations and
cellular death were enhanced after IR in CO-Sed rats. Our results are in line with the
well-reported determinant role of oxidative stress and Ca®* overload in the severity of
post-ischemic reperfusion arrhythmias, cardiac dysfunction, and irreversible
cardiomyocyte damages (5, 6, 20, 33). A major result of our study was that
endurance training, by preventing CO-induced cellular alterations, fully prevented the
worsened sensitivity of CO rats to IR. This is in accordance with numerous studies
supporting the successful cardioprotective effect of exercise training against IR
injuries (2, 7, 11, 22, 23). This beneficial effect has been largely proposed to reflect
improved myocardial enzymatic antioxidant status (7, 9, 22, 32). In our work,
normalization of enzymatic antioxidant activities certainly contributed to decrease the
sensitivity of CO-rat hearts to IR. In addition, various studies also reported the
preservation of Ca?* homeostasis as being a key factor for improvement in ischemic
heart disease tolerance (27). In particular, the functional level of SERCA-2a is one of
the factors that determines intracellular Ca®* overload following IR injuries (21, 27).

Taken together, our results show that indirect effects (mediated by antioxidant
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effects) or/and direct beneficial effects of exercise on SERCA-2a expression play a

major role to normalize heart vulnerability to IR in rats exposed to sustained CO.

Taken together, our results demonstrate that regular exercise training mainly
prevents the toxicity of prolonged exposure to environmental CO due to urban
pollution. These results point out the essential role of CO-induced cellular Ca**
handling and antioxidant status alterations in the higher vulnerability of CO rats’
myocardium to IR and the prevention of these alterations by exercise training.
Endurance training, recognized as an efficient antioxidant strategy, seems to be a
relevant cardioprotective approach capable of preventing higher cardiac vulnerability
to ischemic stress. Given that exposure to air pollutants is an important health issue,
responsible for 800,000 premature deaths worldwide each year and with increases in
the risk of mortality from cardiovascular disease by 76% (17), such a workable

preventive strategy is very attractive and deserves further interests.
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Legends to figures

Fig. 1. Effects of exercise training and CO exposure on sarcomere length (SL)
shortening and Ca®* handling in cardiomyocytes. A, Representative contraction of
intact cardiomyocytes measured by sarcomere shortening at 0.5 Hz. B, Amplitude of
sarcomere length shortening. Data are presented as percentage of baseline. C,
Representative Ca?* transient during cardiomyocyte excitation-contraction. D,
Diastolic intracellular Ca?*. E, Ca*" transient amplitude. F, Ca®" reuptake kinetics
(Tau). G, Cardiac expression of SERCA-2a. The GAPDH blot (37KDa) was used as a
loading control to normalize SERCA-2a protein expression. Data are presented as
mean = S.E. (n=5 per group, one way ANOVA; 8§, p<0.05 Ctrl-Sed vs. CO-Sed, *,

p<0.05 CO-Sed vs. CO-Ex).

Fig. 2. Effects of exercise training and CO exposure on myocardial antioxidant
enzyme activities. A, Superoxide dismutase (SOD) activity; B, Glutathione peroxidase
(GPx) activity; C, Catalase (CAT) activity. Activities are expressed in U/mg of protein.
Data are presented as mean + S.E. (n=5 per group, one way ANOVA; §, p<0.05 Ctrl-

Sed vs. CO-Sed, *, p<0.05 CO-Sed vs. CO-EXx).

Fig. 3. Effects of exercise training and CO exposure on IR-induced cellular death and
post-ischemic ventricular fibrillations. A, Representative sections of area at risk and
infarct size of rat hearts stained respectively with Evans Blue and triphenyltetrazolium

chloride (TTC) after 30 min regional ischemia and 120 min reperfusion from isolated
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heart experiments in each experimental group. B, Infarct sizes expressed as
percentage of area at risk. Data are presented as mean = S.E. (Ctrl-Sed n=7, CO-
Sed n=6, CO-Ex- n=6, one way ANOVA, 8§, p<0.05 Ctrl-Sed vs CO-Sed, *, p<0.05
CO-Sed vs CO-Ex). C, LDH activity observed in coronary effluents at 5 min of
reperfusion and used as a marker of cell death. Data are presented as mean *
S.E.(Ctrl-Sed n=9, CO-Sed n=7, CO-Ex n=10, one way ANOVA, §, p<0.05 Ctrl-Sed
vs. CO-Sed, *, p<0.05 CO-Sed vs. CO-Ex). D, Representative plot of ventricular
fibrillation (VF). E, Incidence of ventricular fibrillations occurring during the 5 first
minutes of reperfusion. Data are presented as percentage of rats per experimental
group. (Ctrl-Sed n=6, CO-Sed n=8, CO-Ex n=9, non parametric Yates’ chi square

test; §, p<0.05 Ctrl-Sed vs. CO-Sed, *, p<0.05 CO-Sed vs. CO-EXx).
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I. Exposition prolongée a de faibles concentrations de CO et

sensibilité du myocarde a IR

L’exposition prolongée a de faibles concentrations de CO, telles que retrouvées dans
le cadre d’une pollution urbaine, est reconnue comme étant a 1’origine d’un remodelage
pathologique cardiomyocytaire (Bye et al., 2008 ; Andre et al., 2010) caractérisé notamment
par une altération de la régulation des mouvements du Ca®* intracellulaire. L’hyper-
phosphorylation PKA-dépendante des RyR-2 associée a une diminution de 1’expression des
pompes SERCA-2a au niveau du RS semblent étre a I’origine de ce phénoméne avec pour
conséquence une surcharge sarcoplasmique diastolique en Ca?*. Ces altérations cellulaires,
également retrouvées dans notre travail, sont discutées par Andre et al., (2010) comme
pouvant résulter d’un stress oxydant exacerbé chez la population de rats CO. En effet,
I’exposition prolongée au CO est a I’origine d’une baisse marquée des défenses enzymatiques
antioxydantes associée a une modification du statut redox cardiomyocytaire (Andre et al.,
2010 ; étude n°l). Dans ce contexte, il est intéressant de noter que les protéines régulant
I’homéostasie calcique intracellulaire sont aujourd’hui largement décrites comme étant
« rédox » sensibles (Zima et Blatter, 2006). Ainsi, une augmentation du stress oxydant
cellulaire est rapporté comme étant a ’origine d’une hyperphosphorylation PKA-dépendante
des canaux RyR-2, avec comme conséquence principale une fuite de Ca** du RS (Gyorke et
Carnes, 2008 ; Sun et al., 2008) et une oxydation des pompes SERCA-2a, a ’origine d’un
moindre recaptage du Ca®* par le RS (Kobayashi et al., 2007 ; Kuster et al., 2010). Ainsi, en
condition de stress oxydant, la fuite de Ca®* (hyperphosphorylation des RyR-2) associée &
I’altération du repompage calcique (oxydation des SERCA-2a), se traduit par une baisse de la
charge calcique du RS et une augmentation de la concentration cytosolique en Ca?*.
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Un premier résultat majeur de ce travail de thése (étude n°1) est que, le remodelage
pathologique des myocytes cardiaques, résultant d’une exposition prolongée a une pollution
de type environnementale urbaine au CO est a ’origine d’une plus grande vulnérabilité du
cceur au stress d’IR. Celle-ci est caractérisée, dans notre travail, par une sévérité accrue des
arythmies de reperfusion, une augmentation de la mort cellulaire au cours de la reperfusion et
une moindre récupération de la fonction contractile cardiaque. L’aggravation des Iésions d’IR
chez la population de rats CO semble pouvoir étre expliquée dans notre travail par i) une
diminution des capacités de défenses enzymatiques antioxydantes, et ii) une surcharge
calcique cellulaire, certainement a 1’origine d’une instabilité membranaire, confirmant ainsi
notre hypothése impliquant le stress oxydant dans les désordres observes.

L’augmentation massive de la production de RLO au moment de la reperfusion post-
ischémique, joue une réle majeur dans le développement des lésions de reperfusion (Zweier,
1988 ; Vanden Hoek et al., 1996). Il est ainsi largement reconnu qu’une altération du statut
enzymatique antioxydant est a I’origine d’une exacerbation des lésions liées au stress oxydant
au cours de la reperfusion post-ischémique (Yoshida et al., 2000 ; Marczin et al., 2003 ; Van
Remmen et al., 2004). Dans notre travail, I’incubation d’un antioxydant non spécifique
(NAC) au cours du protocole d’A/R cellulaires, permet de limiter la sévérité des atteintes
fonctionnelles cardiomyocytaires.

Les effets protecteurs de l’incubation d’un antioxydant non spécifique semblent
pouvoir étre expliqués, dans ce travail, par une normalisation de la surcharge cytosolique en
Ca®" au cours de la reperfusion. En effet, a 1’étage cellulaire, I’état pro-oxydant est associé
chez les rats exposés au CO & une altération de la régulation des mouvements de Ca®*
intracellulaires, ayant comme conséquence majeure une surcharge cytosolique en Ca®*. Le
role du Ca?* cytosolique dans la sévérité des 1ésions de reperfusion est aujourd’hui largement

décrit (Netticadan et al., 1999 ; Abdallah et al., 2006 ; Venetucci et al., 2008). Ainsi, cette
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surcharge ionique, induite au cours du phénoméne d’IR est reconnue comme pouvant étre a
I’origine de modifications électrophysiologiques favorisant 1’apparition de troubles du
rythmes (Marban et al., 1994 ; Antoons et Sipido 2008), d’altérations fonctionnelles
contractiles (Valverde et al., 2010), mais également de 1’initiation de processus conduisant a
la mort de la cellule par nécrose ou apoptose, via différents mécanismes tels que 1’ouverture
du mPTP (Crompton, 1999), une hypercontracture myocytaire associée a une péroxydation
des phospholipides membranaires (Ganote, 1983) ou encore I’activation de différentes
protéases & activité Ca®*-dépendantes telles que les calpaines (Liu et al., 2004). Dés lors, il
semble que chez la population de rats CO, I’exacerbation, stress oxydant-dépendante, de la
surcharge cytosolique en Ca** au cours de la reperfusion myocardique soit impliquée de
maniére majeure dans la sensibilité accrue du cceur au syndrome d’IR.

Un résultat original de ce travail de thése est que 1’exposition au CO, caractérisée a
I’étage cellulaire par un état pro-oxydant, mais aussi pro-inflammatoire (identifié ici par
I’expression myocardique de TNF-a), est a I’origine d’une surexpression tissulaire de
I’isoforme inductible de la NOS (iNOS) (étude n°2). Cette surexpression de iNOS a pour
conséquence principale une surproduction de NO au niveau myocardique chez les rats CO. Le
role de la iNOS au cours de I’IR myocardique est encore sujet a controverses. En effet,
certaines études mettent en avant le rdle de la iNOS dans le préconditionnement myocardique
a I’'IR (Zhao et al., 1997 ; Imagawa et al., 1999), alors que dans un grand nombre de travaux
I’expression tissulaire de cette enzyme est associée a une aggravation des lésions d’IR
(Wildhirt et al., 1997 ; Wildhirt et al., 1999 ; Wang et al., 2007 ; Ji et al., 2010 ). La iNOS est
une enzyme exprimée dans des conditions pathologiques sous l’influence de produits
bactériens, de cytokines pro-inflammatoires ou encore du stress oxydant (Xie et al., 1994 ;
Zhen et al., 2008). Contrairement aux isoformes constitutifs de la NOS, la synthese de NO par

la iNOS n’est pas régulée de facon post-traductionnelle et est Ca®* indépendante (Cho et al.,
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1992 ; Xia, 2007). Ainsi I’expression tissulaire de cet isoforme peut étre a ’origine d’une
synthése de NO jusqu’a 100 fois supérieure a celle induite par les isoformes constitutifs
(Pacher et al., 2007). Bien que le NO soit reconnu comme bénéfique et cardioprotecteur dans
des conditions physiologiques, il peut s’avérer délétere lorsqu’il est produit en trop grande
quantité (Shah et MacCarthy, 2000). En effet, il a été demontré que le NO libre, lorsque
synthétisé en grande quantité par la iNOS, a tendance en condition pro-oxydante, & réagir
avec 1’0+ pour former du ONOO™ (Mungrue et al., 2002 ; Billiar, 1995). Cette réaction se
fait a une vitesse 5 fois supérieure a celle de la dismutation de 1’O,-" par la SOD (Pacher et al.,
2007). Le ONOO" ainsi produit est un EROA hautement réactif, reconnu comme étant le
principal responsable d’un grand nombres de réactions cytotoxiques impliquées dans les
1ésions du tissus myocardique lors de I’IR (Yasmin et al. 1997 ; Wang et al., 2007 ; Ji et al.,
2010). Plusieurs études ont notamment rapporté un réle délétere majeur du ONOQO™ sur les
protéines régulatrices des mouvements calciques intracellulaire telles que les SERCA-2a
(Lokuta et al., 2005) et les RyR-2 (Stoyanovsky et al., 1997 ; Xu et al., 1998) contribuant
ainsi a perturber 1’homéostasie calcique au cours de I’IR. Par conséquent, la potentielle
formation en excés de ONOQ™ chez la population de rats CO, lié a la surproduction de NO par
la iNOS, pourrait, également contribuer a 1’exacerbation des 1ésions cellulaires au cours de
I’IR. Cette hypothese est en partie confirmée lors de la phase cellulaire de notre étude n°2,
puisque I’inhibition des précurseurs de la formation de ONOQO", O,-~ et NO, par I’incubation
respective de NAC et de SMT, a permis de normaliser la surcharge calcique cytosolique
consécutive a I’A/R et ainsi de réduire la sensibilité des cardiomyocytes de rats CO au stress
d’A/R. A T’étage de I’organe isolé, il est d’ailleurs intéressant de noter que 1’inhibition
spécifique et exclusive de la iNOS au cours de I’IR permet de normaliser la sévérité des

lésions de reperfusion post-ischémique chez les rats CO au niveau des rats Ctrl. Ce résultat
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suggére donc un role majeur de la surproduction iINOS-dépendante de NO au cours de I'IR

dans la physiopathologie d’une exposition de type citadine au CO.

La surproduction de NO par la iNOS myocardique, en condition pro-oxydante
exacerbée (baisse de [’activité enzymatique antioxydante), semble jouer un réle majeur dans
les troubles de [’homéostasie calcique cardiomyocytaire. Ce phénomene, a [’origine d’'une
surcharge calcique cytosolique est rapporté dans ce travail comme étant responsable de la
plus grande vulnérabilité du cceur a un stress d’IR chez des rats exposés pendant 4 semaines

a une pollution de type environnementale urbaine au CO, (Figure 1).

CO (30/100 ppm)

TTTT—

N activité enzymatique

/) [Caz‘]i < /1 RLO —— antioxydante (SOD, GPx)

@VIN D-INL

INOS

A lésions d’ischémie-reperfusion : arythmies, fonction contractile,
mort cellulaire.

Figure 31 : Mécanismes déléteres du CO entrainant le développement d'un phénotype cellulaire
pathologique et a I'origine d'une plus grande sensibilité a I'l R.
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I1.Entrainement en endurance et cardioprotection

Comme discuté préalablement dans ce travail, le stress environnemental lié a
I’exposition au CO est a l’origine d’un remodelage pathologique cardiomyocytaire,
caractérisé notamment par i) une hausse du stress oxydant cellulaire et ii) une altération de
I’homéostasie calcique intracellulaire. Ce remodelage cellulaire consécutif a 4 semaines
d’exposition au CO semble jouer un role majeur dans la plus grande sensibilité du myocarde
au syndrome d’IR. Dés lors, un autre objectif de ce travail de these était d’évaluer les effets
potentiellement cardioprotecteurs d’un exercice physique régulier sur le remodelage
pathologique cardiomyocytaire et sur la sensibilit¢ du myocarde de rats CO au syndrome
d’IR. L’exercice est en effet classiquement reconnu comme étant responsable d’une
amélioration du statut enzymatique antioxydant et d’une amélioration/restauration des
mouvements intracellulaires de Ca®* (Powers et al., 2008 ; Kemi et Wisloff, 2010). Dans notre
travail, la pratique d’une activité physique réguliere, préalablement a la période d’exposition
environnementale, a permis de prévenir les effets délétéres du CO sur la régulation de
I’homéostasie calcique cardiomyocytaire. En effet, alors que 1’on observe au niveau des
cardiomyocytes de rats exposés au CO une surcharge calcique cytosolique expliquée
notamment par une fuite de Ca** au niveau du RS et un moindre repompage de cet ion,
conséquence d’une baisse d’expression des pompes SERCA-2a; les rats CO entrainés en
endurance, présentent un phénotype cellulaire sain, caractérisé notamment par une
concentration intracellulaire en Ca®* normalisée. Ce résultat est expliqué dans ce travail par
une restauration de I’expression des pompes SERCA-2a permettant ainsi une restauration de
la séquestration du Ca?* dans le RS. Ces résultats sont cohérents avec la littérature, puisque
dans les différentes études centrées sur les effets bénéfiques de I’exercice chez des

populations présentant des pathologies cardiaques, il est classiquement rapporté une
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normalisation et/ou une amélioration des mouvements calciques intracellulaires a 1’issue
d’une période d’activité physique réguli¢re (Wisloff et al., 2001 ; Kemi et al., 2008 ; Kemi et
Wisloff, 2010). Dans ce travail, nous avons également rapporté une prévention des effets
déléteres du CO sur I’activité enzymatique antioxydante se traduisant par une normalisation
de I’activité de la SOD et de la GPx chez les rats CO entrainés. Cette amélioration du statut
enzymatique antioxydant suite & un entrainement en endurance pourrait étre a I’origine de la
prévention des altérations calciques (French et al., 2008). Toutefois, on ne peut écarter de
potentiels effets bénéfiques directs de I’entrainement sur les protéines régulatrices de
I’homéostasie calcique (Wisloff et al., 2001 ; Kemi et al., 2005).

Les effets protecteurs de [D’exercice sur le remodelage phénotypique des
cardiomyocytes de rats exposés au CO sont associés a une normalisation de la sensibilité du
myocarde au syndrome d’IR, constituant un autre résultat majeur de ce travail de these. En
effet nous avons pu observer, dans ce modele, une diminution de la sévérité des arythmies de
reperfusion et de la mort cellulaire chez les rats exposés au CO et préalablement entrainés en
endurance. Comme discuté au chapitre précédent, la sévérité accrue des Iésions de reperfusion
semble étre en grande partie liée aux troubles de I’homéostasie calcique cellulaire (Netticadan
et al., 1999 ; Abdallah et al., 2006 ; Venetucci et al., 2008) et a 1’altération du statut
antioxydant myocardique (Dhalla et al., 1999 ; Dhalla et al., 2000). Dans la littérature, les
effets protecteurs de 1’exercice permettant de réduire la sévérité des lésions d’IR sont
largement décrits (Yamashita et al., 1999 ; Powers et al., 2008). Ces effets sont lies a une
amélioration des capacités de defenses enzymatiques antioxydantes, dont notamment la SOD
(Powers et al., 2008 ; French et al., 2008) et la GPx (Lew et Quintanilha, 1991 ; Kavazis,
2009), résultats également retrouvés dans ce travail. Les effets cardioprotecteurs de cette
normalisation des défenses enzymatiques antioxydantes pourraient donc étre directs (Powers

et al., 2007), via un meilleur piégeage des RLO au cours de la reperfusion post-ischémique et
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donc une meilleure préservation de I’intégrité cellulaire ; mais également indirects via une
préservation des effets délétéres du stress oxydant sur les protéines régulatrices de
I’homéostasie calcique (French et al., 2008). En effet, il a été mis en évidence dans plusieurs
¢tudes qu’'un entrainement en endurance permettait de réduire la sévérité des Iésions d’IR, via
notamment une meilleure préservation des mouvements calciques au cours du cycle cardiaque
pendant I’IR (French et al., 2006 ; French et al., 2008). 1l semble donc, que la normalisation
de la sévérité des Iésions d’IR chez la population de rats CO préalablement entrainés puisse
étre expliquée par une préservation du statut enzymatique antioxydant permettant
potentiellement une protection des protéines impliquées dans la régulation des mouvements

de Ca?* intracellulaire, dont les pompes SERCA-2a.

Un résultat majeur de ce travail est qu’une stratégie de cardioprotection par un
exercice d’intensit¢é modérée pratiqué de maniére réguliere, permet de prévenir le
remodelage pathologique cardiomyocytaire, via notamment une prévention des effets
déléteres du CO sur les capacités de défenses enzymatiques antioxydantes myocardiques et
une normalisation de la concentration de Ca®" cytosolique basale. Cette normalisation du
phénotype cellulaire myocardique a notamment permis de prévenir la plus grande

vulnérabilité du myocarde au syndrome d’IR.

I1l. Conclusion

Ce travail de doctorat a permis de mettre en avant les effets aggravants d’une
exposition de type environnementale urbaine au CO sur la sensibilitt du myocarde au

syndrome d’IR. En effet, alors qu’il avait été clairement rapporté dans une étude préalable que
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ce type de stress environnemental ¢tait a 1’origine d’un remodelage pathologique
cardiomyocytaire (Andre et al., 2010), les conséquences de ce phénotype cellulaire altéré sur
la cohérence fonctionnelle myocardique ne semblait pas apparaitre comme étant majeur. Dés
lors, nos travaux mettant en évidence des effets potentiellement aggravants du CO sur le
pronostic vital post-infarctus, permettent, au moins en partie, de mieux appréhender la relation
mise en avant dans les enquétes épidémiologiques, entre pollution citadine au CO et morbi-
mortalité cardiovasculaire (Samoli et al., 2008 ; Stieb et al., 2009 ; Bell et al., 2009). Par
ailleurs, ce travail de thése a permis, via 1’étude des différents mécanismes potentiellement
impliqués dans ce phénomeéne, de mettre en avant des cibles cellulaires d’intéréts dans la mise
en place de stratégies de prévention des effets cardiovasculaires néfastes d’une pollution de
type urbaine au CO. Parmi ces cibles nous pouvons notamment retenir les protéines de
I’homéostasie calcique, le statut enzymatique antioxydant et la iNOS. Ainsi, de nouvelles
études pharmacologiques, permettant notamment de renforcer les défenses antioxydantes
et/ou d’inhiber spécifiquement la iNOS au cours de la période d’exposition au CO, semble
étre nécessaires afin d’améliorer la compréhension des effets physiopathologiques
cardiovasculaires d’une exposition de type environnementale urbaine au CO.

Enfin, un autre résultat majeur de ce travail est qu’une activité physique réguliere
méme pratiquée a intensité modérée, telle que conseillée par ’OMS (OMS et FIMS, 1995),
permet de prévenir le remodelage pathologique des cardiomyocytes de rats exposes au CO et
ainsi d’améliorer le pronostic vital post-infarctus. Ces résultats méritent d’étre confirmés, in-
vivo sur un modele de rongeur, puis chez I’homme, et doivent donc étre pris avec beaucoup de
précautions. Néanmoins, il semblerait que chez les sujets exposés de maniére prolongeée et
réguliere a une pollution atmosphérique urbaine, notamment au CO, la pratique réguliére d’ un

exercice physique a intensité modérée en environnement sain non pollué soit particulierement
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pertinente afin de luter contre le développement d’un phénotype cardiaque a risque, voire

pathologique.
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Les résultats présentés dans ce travail suggérent une potentielle implication de la
formation de ONOO" consécutive a la surproduction de NO par la iNOS, dans les effets
déléteres du CO. Ainsi, une premiere perspective de ce travail de thése serait de tenter de
mieux comprendre I’implication, dans notre modéle, de la formation de ONOO™ dans la
sévérité accrue des 1ésions d’IR. Ainsi il serait intéressant de pouvoir comparer la production
de ONOQO' entre les cceurs de rats CO et de rats Ctrl au cours de I’IR. Pour cela une évaluation
de la formation de dityrosine comme le préconise Yasmin et al., (1996), permettrait d’évaluer
de facon indirecte la synthése de ONOQO™ dans le myocarde. De plus, nous avons rapporté
dans notre travail que la surproduction iNOS-dépendante de NO, certainement a 1’origine de
la formation de ONOO", était certainement responsable de la surcharge calcique exacerbée au
cours de I’IR chez la population de rats CO. Ainsi, il semblerait particulierement pertinent,
dans ce modele, d’évaluer 1’état de nitrosylation des protéines régulatrices de 1’homéostasie
calcique en condition basale mais aussi au cours de I’IR. Enfin, afin d’évaluer I’implication
du ONOOQ' dans I’aggravation des I1ésions de reperfusion chez notre modéle de rats exposés au
CO, 1l apparait essentiel de pouvoir inhiber les effets du peroxynitrite au cours de I'IR.
L’acide urique était a ce jour décrit comme un des seuls inhibiteurs du ONOO", néanmoins
son action est rapporté comme étant peu efficace (Kuzkaya et al., 2005). Récemment, depuis
les travaux de Jiao et al., (2009), I’INO-4885 apparait comme un catalyseur efficace de la
décomposition du ONOO’, notamment au cours de I’IR. Afin d’évaluer I’implication de la
formation de ONOO'™ dans la sensibilité accrue du myocarde au syndrome d’IR chez la
population de rats CO, il semblerait intéressant de pouvoir réaliser ce méme protocole d’IR en

présence ou non d’INO-4885.

Dans ce travail de thése nous avons également mis en évidence qu’un entrainement en

endurance, préalable a la période d’exposition au CO, permettait de prévenir le
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développement des altérations du statut enzymatique antioxydant et de la régulation du Ca?".
Cependant, nous n’avons pas pu évaluer, dans ce travail de thése, les effets de 1’exercice sur
I’expression myocardique de la iNOS. Etant donné¢ I’impact de la surproduction iNOS-
dépendante de NO sur la régulation de I’homéostasie calcique, une des hypothéses de ce
travail serait que les effets cardioprotecteurs de 1’exercice, dans notre modéle de rats exposés
au CO, puissent étre liés a une régulation/prévention de I’expression de la iNOS dans le tissu
cardiaque. Il semblerait donc intéressant d’évaluer, chez la population de rats exposés au CO
et préalablement entrainés, la production de NO par le tissu cardiaque et I’expression induite

de cet isoforme de la NOS.

Enfin, dans notre 3°™ étude, les bénéfices d’un entrainement en endurance, conduit en
environnement sain ont été mis en évidence. La pratique d’une activité physique réguliére en
environnement non pollué a permis de prévenir le développement du phénotype cellulaire
pathologique et ainsi de prévenir I’exacerbation des l1ésions d’IR chez les rats exposés au CO.
Cette étude semble donc favorable a la pratique sportive réguliere dans un but de
cardioprotection. Cependant, de nombreuses personnes pratiquent une activité physique en
milieu pollué, notamment au CO. Il semblerait donc intéressant par la suite de conduire une
¢tude s’intéressant aux effets d’une activité physique réguliere, en milieu pollué au CO, sur le

remodelage phénotypique cellulaire et la sensibilité du myocarde a I’'IR.
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