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Introduction générale

La maladie coronaire d’origine ischémique est et reste I’une des principales causes de mortalité dans
le monde industrialisé. Le traitement de I’ischémie aigué du myocarde est cependant entré dans une
nouvelle ere ou la mortalité peut étre diminuée de moitié en utilisant des procédures qui permettent
un retour rapide du débit sanguin dans la zone ischémique du myocarde, c'est-a-dire la
revascularisation. Toutefois, cette reperfusion entraine par elle-méme des complications appelées
Iésions de la reperfusion qui ont été décrites pour la premiére fois par Jennings et al., en 1960. Par
conséquent, le développement de stratégies cardioprotectrices associées a la reperfusion constitue
donc un besoin majeur en clinique afin d’améliorer la fonction myocardique, de diminuer I'incidence
des arythmies, de retarder I'apparition de la mort cardiomyocytaire et de limiter la taille de I’infarctus
du myocarde lors de l'ischémie/reperfusion (I/R) (Yellon et al., 2007, Berdeaux, 2007). La
découverte de deux formes principales de mécanismes cardioprotecteurs endogenes, qui consistent
en la réalisation de brefs cycles d'I/R appliqués avant l'ischémie (pré-conditionnement ischémique)
ou apres une longue période d'ischémie et du décours de la reperfusion (post-conditionnement
ischémique), a encouragé l'exploration de nouveaux moyens pharmacologiques afin de protéger le
myocarde ischémié/reperfusé et a développé nos connaissances sur les bases moléculaires des Iésions
et de la survie cellulaire au cours des processus d’I/R.

Ainsi, I’étude de modeéles expérimentaux d’infarctus myocardiques induits par I/R a permis de mettre
en évidence I’implication de la mitochondrie, notamment 1’augmentation de la perméabilité des
membranes mitochondriales a la reperfusion, dans I’induction de la mort cellulaire. Cette
augmentation de perméabilité est notamment causée par la formation/ouverture d’un pore au niveau
des points de contacts entre les membranes mitochondriales; ce pore a été appelé « pore de transition
de la perméabilité mitochondriale » (mPTP). Plusieurs études ont montré que ce pore pouvait étre
une cible pharmacologique intéressante pour protéger le myocarde des effets délétéres de I’I/R.

En outre, la proposition que les lésions de reperfusion soient directement dues a la réadmission de
I'oxygéne et a la production d’espéces réactives de ’oxygéne (EROs) a attiré l'attention sur
I'importance du stress oxydant dans la physiopathologie de I'l/R et I'effet qu’il pourrait avoir sur le
mPTP.
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Dans ce travail de these, nous nous sommes intéresses a 1’étude de la relation entre le stress
oxydant et la perméabilité membranaire mitochondriale, plus précisément le mPTP, afin d’explorer
des stratéegies pharmacologiques permettant de limiter cette perméabilité lors de
I’hypoxie/réoxygenation cardiomyocytaire experimentale. Pour cela, nous avons mis au point

plusieurs variantes d’un modele cellulaire d’hypoxie/réoxygénation (H/R).

Le présent manuscrit est composé de deux parties :
» La premiére reprend les donnees de la littérature concernant la cardioprotection, 1I’implication
de la mitochondrie au cours de ce processus et expose plus précisément le réle du mPTP.
» La deuxiéme partie décrit la mise au point du modele d’H/R ainsi que les protocoles
expérimentaux que nous avons utilisés, puis présente les résultats que nous avons obtenus

ainsi que leur discussion.
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1°" Chapitre : La Cardioprotection

I. Introduction

Le concept de cardioprotection permet de distinguer deux fenétres de protection : la premiere,
dite précoce, résulte d'interventions expérimentales ou d'agents pharmacologiques modulant le
métabolisme des cellules ou les voies de signalisation, directement ou via des modifications post-
traductionnelles des protéines, et la seconde, responsable des effets a long terme, nécessite une
nouvelle transcription ou traduction de protéines. Dans le contexte de la cardioprotection précoce, les
agents cardioprotecteurs exercent leur effet en diminuant I’évolution des Iésions et/ou en atténuant
I’activité des voies de la mort cellulaire. D’autres approches comme 1’hypothermie, diminuent le
métabolisme et la consommation de I'ATP. Dans tous les cas, la pathogenése de I'l/R est associée a
une mort cellulaire et la plupart des stratégies cardioprotectrices ont donc mis l'accent sur la
réduction de la mort myocytaire au cours d'un épisode aigu d’I/R. Dans ce contexte, au cours des
derniéres années, l'objectif majeur des chercheurs a été de comprendre les mécanismes de
signalisation impliqués dans la mort cellulaire afin de la prévenir et a permis d'améliorer notre

capacité a faire de la cardioprotection une stratégie utilisable en clinique.

I1. Les différents types de la mort cellulaire

Pendant longtemps, 1’origine des 1ésions survenant au cours d’un épisode d’I/R a fait débat :
les cardiomyocytes subissaient-ils des dommages irréversibles principalement pendant I'ischémie
mais uniquement visibles a la reperfusion ou bien des lésions supplémentaires se produisaient-elles
pendant la reperfusion (lésions de la reperfusion) ? On a longtemps pensé que la mort cellulaire
survenant au cours de I'ischémie occupait une place prépondérante dans les 1ésions induites lors d’un
épisode d’I/R. La reperfusion était considérée comme essentielle afin de restaurer la production de
I'ATP et protéger les cellules non-lésées par I'ischémie. Certains ont méme fait valoir que les cellules

qui meurent pendant la reperfusion étaient déja irréversiblement endommagées et condamnées a
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mourir et que cette mort était principalement accelérée par la reperfusion. Dans le paradigme actuel
de ’'I/R et de la cardioprotection, la formation et/ou 1’ouverture du mPTP a la reperfusion apparait

comme un facteur déterminant de la mort ou de la survie cellulaire.

1.1 Apoptose

La notion de mort cellulaire programmée ou apoptose a été introduite par Kerr et al. (1972)
pour désigner une forme de mort cellulaire totalement différente de la seule connue jusqu’alors c’est
a dire la nécrose. Au cours de ce phénomene, les cellules se caractérisent par un grand nombre de
changements morphologiques et biochimiques : externalisation des résidus phosphatidylsérines de la
membrane plasmique, diminution du volume cellulaire, fragmentation non randomisée de I’ADN
(laddering) et condensation de la chromatine. Les cellules bourgeonnent sous la forme de corps
apoptotiques (blebs) qui sont phagocytés par les cellules voisines ou par les macrophages.
L’apoptose est considérée comme une mort cellulaire propre puisque la phagocytose rapide des

débris cellulaires permet de limiter 1’établissement d’une réaction inflammatoire.

L’apoptose « physiologique » est un phénomeéne génétiquement prédéterminé qui peut étre
induit par différentes voies moléculaires dont les mieux caractérisées sont la voie extrinseéque
(également connu sous le nom de «voie des récepteurs de mort cellulaire ») et la voie intrinseque
(également connue comme la "voie mitochondriale™). La premiére est médiée par des facteurs
extracellulaires venant se fixer sur des récepteurs situés sur la membrane cytoplasmique des cellules
déclenchant une cascade d’activation d’enzymes appelées caspases qui représentent le principal lien
entre cette voie et la voie intrinséque. Cette derniére dépend de I’activation d’une cascade
d'événements intracellulaires qui convergent vers la mitochondrie, entrainant la perméabilisation de
ses membranes et la libération de facteurs proapoptotiques comme le cytochrome ¢ permettant

I’activation des caspases effectrices conduisant a la mort de la cellule (figure 1).
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Figure 1
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Figure 1: Signalisation de I’apoptose.

L’apoptose est régulée par deux voies :

1. lavoieextrinseque est caractérisée par la liaison de signaux extracellulaires a leurs
récepteurs spécifiques situés sur la membrane plasmique et appelés récepteurs de
mort.

2. lavoieintrinséqueconvergevers la mitochondrie afin de permettre la libérationde
protéinesapoptogenes.

Figure adaptée de Whelan et al., 2010.

Cette forme de mort cellulaire a aussi été décrite dans le cadre de I’'l/R. L’inhibition des
protéines proapoptotiques ainsi que 1’augmentation de I'expression des protéines antiapoptotiques ont
en effet été impliquées dans la réduction de la mort cellulaire lors de I’I/R. Ainsi, la surexpression de
la protéine antiapoptotique Bcl-2 (B-cell leukemia) réduit la taille de I’infarctus (Chen et al., 2001).
Malgré le role central joué par les caspases au cours de 1’apoptose, 1’effet de leur inhibition dans la
réduction de la taille de I’infarctus reste sujet a discussion. Pour certains auteurs, l'inhibition des

caspases entraine une modeste réduction de la taille de l'infarctus (Gottlieb et al., 2005) alors que
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pour d’autres les inhibiteurs de caspases la diminuent fortement (Stephanou et al., 2001). Souktani et
al. (2009) ont méme démontré que I’inhibition de la voie d’activation des caspases pouvait limiter
I’extension d’un infarctus expérimental par 1’injection de la protéine PTD-Bir3 jusqu’a 3 heures

apres le début de la reperfusion.

1.2 Autophagie

L’autophagie est un processus cellulaire, physiologique, lui aussi essentiel pour assurer a long
terme I'noméostasie des cellules. Une partie du réseau trans golgien entoure progressivement la
région cytoplasmique a détruire contenant les organites indésirables ou endommagés tels que les
mitochondries et le réticulum endoplasmique. L’autophagosome ainsi formé va fusionner avec un
lysosome pour former un autolysosome dans lequel les organites ingérés sont dégradés grace a
I’action conjointe du pH acide et des hydrolases (figure 2).

Figure 2
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Figure 2: Formation de I’autolysosome au cours de I’autophagie.

Figure adaptée de Levine et al., 2008.

Au cours d’un épisode d’I/R ou d’un stress oxydant, la mitochondrie représente la cible

principale de 1’autophagie qui peut protéger la cellule en séquestrant et dégradant les mitochondries
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susceptibles de la faire basculer vers un processus d’apoptose et/ou de nécrose (Gottlieb R et al.,
2009). Par ailleurs, il existe des situations au cours desquelles une autophagie excessive peut amener
le taux de mitochondries a un seuil critique, inférieur a celui permettant de répondre aux besoins
énergétiques de la cellule. De telles situations extrémes conduisent a la mort de la cellule (Rothermel
et al., 2008).

De nombreuses études ont impliqué le processus d’autophagie dans la cardioprotection. Yan
et al. (2005) ont montré que I’autophagie augmente suite a une ischémie chronique du myocarde et,
plus récemment, Gurusamy et al. (2009) ont montré que I’autophagie contribue aussi a la

cardioprotection induite par le pré-conditionnement.

Plusieurs liens unissent les différents types de mort cellulaire. L'augmentation de la
concentration calcique observée pendant I'ischémie déclenche 1’autophagie et entraine 1’activation
d’une protéase calcium-dépendante, la calpaine, qui est impliquée dans le clivage de la protéine Atg5
qui intervient dans le processus autophagique. Atg5 subit alors une translocation vers les
mitochondries puis se lie a Bcl-2, stimulant ainsi I'apoptose (Hamacher-Brady et al., 2006). Enfin, il
a été montré que la liaison entre Bcl-2 et beclin-1, un géne impliqué dans I’autophagie, entraine
I'inhibition de ce type de mort cellulaire suggérant que la famille Bcl-2 peut fonctionner non
seulement en bloquant directement l'apoptose, mais aussi en inhibant I’autophagie (Pattingre et al.,
2005). En conclusion, il semble que le calcium, la calpaine, les caspases et les membres de la famille
Bcl-2 constituent une interconnection entre 1’autophagie et les autres voies de mort cellulaire actives
lors de I’'I/R.

11.3 Nécrose

Ce phénomene se caractérise par un gonflement cellulaire correspondant a une perte précoce
du métabolisme énergétique necessaire au maintien de I'homéostasie ionique. En effet, la nécrose est
caractérisée par une hyperosmolarité intracellulaire due a la formation d'ADP et de phosphate
inorganique (P;) par hydrolyse de I'ATP et des trioses par glycogénolyse. Il s'en suit une entrée d'eau

dans la cellule et donc une augmentation du volume cellulaire. Cette inflation volumique peut a
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terme devenir excessive, entrainant ainsi la rupture des membranes cytoplasmiques et le relarguage

du contenu intracellulaire, responsable de I'apparition d'une réponse inflammatoire (figure 3).

Figure 3
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Figure 3: Voies de signalisationde la nécrose.

La nécrose a longtemps été considérée comme une forme de mort cellulaire passive et
non-régulée mais des études récentes montrent que cette forme de mort cellulaire serait
en partie régulée et impliquerait I’ouverture/la formation du pore de transition de
perméabilité mitochondriale (mPTP).

Figure adaptée de Whelan et al., 2010.
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Le choix de la mort par apoptose ou par nécrose est en partie dicté par I'abondance des
réserves énergétiques intracellulaire. En effet, alors que I'apoptose nécessite une quantité minimale
d’ATP intracellulaire, la nécrose est généralement accompagnée d’un épuisement total des stocks
d’ATP (Nicotera et al., 1998). Ainsi, la nécrose n'est pas génétiquement prédéterminée et se produit
normalement dans un court délai suite au stimulus déclencheur (2-4 h). Des études récentes (Golstein
et al., 2007) suggerent que la nécrose peut étre controlée, et que des stratégies cardioprotectrices
qu’elles soient interventionnelles ou pharmacologiques, interagissant avec les événements qui sont
impliqués dans la rupture de la membrane plasmique, tels que I'activation des protéases avec perte
d'ATP, la modification de 1’homéostasie ionique et le gonflement des cellules, peuvent réduire la
mort cellulaire par nécrose. Une augmentation de la concentration de calcium intracellulaire libre
dans le cytosol est systématiquement observée au cours de I’ischémie et au début de la reperfusion.
Cette augmentation de la concentration de calcium intracellulaire provoque une activation des
calpaines a I’origine du clivage de protéines (Bid [BH3 interacting domain death] et Atg5) engagées
dans la rupture de la membrane plasmique. L'augmentation de la concentration calcique et de la
production d’EROs peut conduire a I'activation du mPTP. L’ouverture de ce canal conduit a la chute
des stocks d’ATP aboutissant au gonflement de la matrice mitochondriale et la libération du
cytochrome c. Si un grand nombre de mitochondries dans une cellule ouvrent ou forment leurs
mPTP, la cellule perd sa capacité a produire de I'ATP et a maintenir son homeéostasie ionique;
I’ensemble contribue a 1’augmentation du volume cellulaire entrainant ainsi la rupture des

membranes cytoplasmiques, le relarguage du contenu intracellulaire et au final a la mort cellulaire.

L’I/R semble faire intervenir les trois types de morts cellulaires : I'apoptose, 1’autophagie et la
nécrose. Au vu des données récentes (Murphy, 2008) montrant les liens inextricables les unissant, il
est raisonnable de penser qu’il est plus utile d'analyser les mécanismes de la mort cellulaire que de
tenter de définir précisément le mode exact de cette mort. Le point crucial est que les dommages
cellulaires provoqués par 1’l/R semblent résulter d’un processus actif qui peut étre modulé par des
stratégies cardioprotectrices appropriees instaurées le plus tot possible au cours de I'ischémie et/ou a

la reperfusion.
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I11. Pourquoli la mort cellulaire suite a DPischémie/

reperfusion?

Avec une prévalence d’environ 120.000 cas/an en France, I’infarctus du myocarde reste 1’une
des principales causes de morbidité et de mortalité. 1l est du a une ischémie myocardique prolongee
qui résulte d’une diminution de 1I’apport sanguin au niveau du myocarde et qui engendre un apport en
oxygeéne insuffisant au niveau des mitochondries pour soutenir la phosphorylation oxydative et donc
le métabolisme cellulaire. La phase de reperfusion qui correspond a la restauration du flux sanguin et
donc a la réintroduction de I'oxygene et des substrats métaboliques est nécessaire a la sauvegarde du
tissu. Cependant, bien que ce soit la stratégie la plus efficace pour réduire la taille de I'infarctus, la
reperfusion est par elle-méme associée a des modifications biochimiques, structurales et
fonctionnelles supplémentaires qui peuvent amplifier la mort des cardiomyocytes. Ce phénomene,
appelé lésions de reperfusion myocardique, peut paradoxalement réduire les effets bénéfiques de la
reperfusion (figure 4). Il est courant de considérer les Iésions dues a I’'l/R comme une entité
composite puisque la reperfusion ne peut jamais se produire indépendamment de I'ischémie. Les
investigateurs ont néanmoins étudié les deux phénomeénes isolément de maniére a décrire

précisément les évenements liés a I’ischémie et ceux survenant lors de la reperfusion.
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Figure 4

Taille d’infarctus
(% aire a
risque)

Occlusion artére coronaire > 704

Occlusion artere coronaire | Reperfusion — 304

Reperfusion

. 5 . +

0

Figure4 : Concept de lésions de reperfusion coronaire et cardioprotection.

Ce schéma représente la réduction de taille d’infarctus obtenue apres reperfusion suite
a une ischémie. Le pré- ou post-conditionnement ischémique ou 1’administration
d’agents pharmacologiques cardioprotecteurs au moment de la reperfusion permettent
de réduire de 25% la taille d’infarctus par rapport a la reperfusion seule.

La zone blanche correspond a la zone infarcie alors que la zone colorée en rouge
correspondal’aire a risque.

Figure Adapté de Yellonetal., 2007
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I11.1 Les événements liés a I'ischémie

Au cours de l'ischémie, I’arrét de la circulation sanguine provoquée par 1’occlusion d’une
artére coronaire est a 1’origine d’une forte diminution de 1’oxygéne et des substrats métaboliques
cellulaires. La conséquence immédiate est un ralentissement de la chaine respiratoire mitochondriale
et donc de la production d’ATP, aggravée par d’importantes perturbations du metabolisme des acides
gras a I’origine de la diminution des equivalents réducteurs (FADH,, NADH) disponibles pour la
phosphorylation oxydative (Solaini et Harris, 2005). L’hydrolyse de I’ATP, en absence de
phosphorylation oxydative, conduit a une rapide chute des concentrations d’ATP et du potentiel
électrochimique mitochondrial. Parallelement, 1’ischémie provoque une augmentation de la
production d’EROs qui est & I’origine d’une altération de la composition des membranes cellulaires
(figure 5A).

Au cours de I’ischémie, les concentrations calciques cytosoliques sont également modifiées.
Les mécanismes de capture du calcium par le réticulum sarcoplasmique (RS) sont altérés entrainant
une accumulation intracellulaire de calcium. De plus, le métabolisme anaérobique est associé a une
acidose provoquée par 1’accumulation intracellulaire de phosphate inorganique (Pi), de lactate et de
protons. Cette acidose intracellulaire cause I’activation de 1'échangeur sodium/proton et par
conséquent I'accumulation de sodium intracellulaire. Cette surcharge sodique est exacerbée par
I'inhibition de la pompe sodium/potassium ATPase suite a une diminution des stocks d’ATP.
Cependant, la diminution d’ATP et l'augmentation du calcium intracellulaire pendant I'ischémie ne
semblent pas entrainer immédiatement de lésions irréversibles. En revanche, si I’ischémie perdure,
I’augmentation cytosolique des concentrations ioniques entraine un gonflement osmotique des

cellules cardiaques qui peut aboutir a la rupture de la membrane plasmique (Ferdinandy et al., 2007).

111.2 Les événements liés a la reperfusion

La réintroduction soudaine de l'oxygeéne stimule la réactivation de la chaine respiratoire

mitochondriale avec une production massive d’EROs. Ces EROs provoquent des lésions cellulaires
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telles que la rupture du RS a I’origine de la libération du calcium. De plus, lors de la levée de
I’occlusion coronaire, I’afflux d’oxygene est a I’origine de la restauration des stocks d’ATP et d’une
correction rapide du pH; par activation de 1’échangeur sodium/proton. Ceci conduit a I’augmentation
du sodium cytosolique qui secondairement provoque la mise en route de 1’échangeur sodium/calcium
qui permet I’entrée du calcium conduisant & une surcharge cytosolique. L’association de ces trois
évenements, surcharge calcique, production d’EROs et alcalinisation du pH; favorise 1’ouverture du
mPTP (figure5B).
Figure 5 A&B
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Figure5: Sequences des événements intervenant au niveau de la mitochondrie pendant’ischémie (A)
et la reperfusion (B).

Ce schéma illustre la relation existante entre la consommation d’oxygéne, la production d’ATP,
I’accumulation de calcium, la production des espéces réactives d’oxygene et 1’activation de I’ouverture/la
formation du mPTP au cours d’un épisode d’I/R.

CR, chainerespiratoire; CU, uniporteur calcique mitochondrial; Aym, potentiel de membrane;

Figure adaptée de Morinet al., 2009

Il résulte de ’ensemble de ces données que les stratégies cardioprotectrices, pré- et post-
conditionnement ischémiques ainsi que les traitements pharmacologiques qui miment ces deux

mécanismes, peuvent protéger le myocarde par des voies communes convergeant vers la
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mitochondrie qui apparait comme un carrefour incontournable dans la régulation de toutes les formes

de mort cellulaire associées a I’I/R.

IV. Les voies de signalisation

Au cours des dernieres décennies, de nombreuses études ont recherché des stratégies
permettant de prévenir les Iésions d’I/R. La découverte du pré-conditionnement ischémique par
Murry et al. (1986) qui consiste en la réalisation de brefs séquences d’I/R permettant de protéger le
cceur d’un épisode ischémique plus long et qui reste la stratégie protectrice de référence, a non
seulement permis d’évaluer les niveaux de protection possibles mais aussi de comprendre les
mécanismes cellulaires impliqués. Plus récemment, les post-conditionnements ischémique (des brefs
séquences d’I/R avant la reperfusion) et pharmacologique se sont également révélés comme des
stratégies cardioprotectrices efficaces (Cour al., 2011 ; Ovize al., 2010; Piot al., 2008). Selon
certains auteurs, il parait assez vraisemblable que le pré- et le post-conditionnement ne soient que
deux modalités d’un méme mécanisme de cytoprotection concourant a 1’activation des kinases de la
voie dite « Reperfusion injury salvage kinases » «RISK». De fagon schématique (figure 6), le signal
cytoprotecteur est véhiculé par deux cascades intracellulaires, celle de la PlzKinase-Akt
(phosphatidylinositol-3-Kinase-Akt) et celle de ERK (p42/44 extracellular signal regulated kinase)
dont les stimuli pourraient étre des médiateurs endogenes tels que 1’adénosine, les dérivés opioides

ou la bradykinine via I’activation de récepteurs membranaires (Hausenloy et Yellon, 2004).

Plusieurs autres protéines kinases telles que les MAPKinases (Mitogen Activated Protein
Kinases), la p38 MAPKinase (p38 mitogen Activated Protein Kinase) et la JNKinase (c-Jun-NH2
terminal kinase), sont également impliquées dans les mécanismes cardioprotecteurs (figure 6). Plus
récemment une autre voie, la voie «<SAFE» (Survivor Activating Factor Enhancement pathway) a été
individualisée par Lecour et al. (2009). Cette voie met en jeu les facteurs JAKinase (Janus kinase) et
STAT-3 (signal transducer and activator of transcription 3) (figure 6).

Etant donné la complexité inhérente & I’ensemble des voies de signalisation impliquées dans
les mécanismes de cardioprotection, nos discussions seront centrées sur les voies de signalisation les

plus étudiées.
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Figure 6
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Figure6: Signalisationintracellulaire du pré- et du post-conditionnement

Deux voies de signalisation ont été principalement décrites pour expliquer le pré-et le post-
conditionnement :

La voie RISK, qui est activée par stimulation des récepteurs couplés aux proteines G (RCPG) , et qui est
composéede lavoie PI;K/AKT etde la voie MAPKS.

La voie SAFE, avec I’activation du récepteur TNFR2 et la translocation de STAT-3

Ces deux voies aboutissent a I’inhibition de 1’ouverture du mPTP.

Abréviations : PI;K, phosphoinositide 3-kinase ; PKC, protein kinase C ; ERK, extracellular regulated
kinase ; MEK, mitogen activated kinase/ERK ; eNOS, endothelial NOS ; GSK-3B8, glycogen synthase

kinase 313 ; K*ATP, mitochondrial potassium channel ; mPTP, mitochondrial permeability transition pore.
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IV.1 Les récepteurs couplés a la protéine G (RCPG)

Plusieurs études suggerent que le pré- et post-conditionnement produisent la libération de
médiateurs endogénes (Gross et Gross, 2006) tels que I'adénosine (Liu GS et al., 1991), les opioides
(Gross et al., 2004) et la bradykinine (Goto et al., 1995) qui se lient aux RCPG et activent les voies

de signalisation évoquees précédemment, notamment la voie PlsKinase et la voie MAPKinase.

IV.2  La Phosphatidylinositol-3-Kinase (P1;Kinase)

L'action de la PlsKinase est généralement attribuée a la formation de phosphatidyl inositol
3,4,5-trisphosphate (PIP3) qui, par action de la phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDK1)
facilite la phosphorylation de substrats comme Akt (aussi denommée protéine kinase B ou PKB), la
p70 Ribosomal S6 Kinase (p70S6K), la protéine kinase C (PKC) et la NO synthase endothéliale
(eNOS). L’activation de la PlsKinase est associée a une protection cellulaire et une réduction de
I’apoptose, tandis que son inhibition par la wortmannine ou le LY294002 bloque I'effet protecteur du
pré- et du post-conditionnement ischémique (Bopassa et al., 2006 ; Tong et al., 2005 ; Tsang et al.,
2004).

IV.3 LaProtéine Kinase B ou Akt

Il a été démontré que le pré-conditionnement ischémique augmente la phosphorylation d’ Akt
et cette activation est inhibée par la wortmannine et le LY 294002, deux inhibiteurs de la PIzKinase,
suggérant un réle de la PlsKinase dans 1'activation d’Akt au cours du pré-conditionnement (Tong et
al., 2000). Akt agit en phosphorylant un certain nombre de protéines cibles (Murphy, 2008) telles
que la glycogen Synthase kinase-3p (GSK-3pB), eNOS, les protéines proapoptotiques de la famille
Bcl-2 (Bax [Bcl-2 associated x protein], Bad [Bcl-xL/Bcl-2-Associated Death]) et la caspase 9
(Fayard et al., 2005). Ceci se traduit par I’activation de eNOS et I’inactivation de GSK-3p, deux

facteurs fortement impliques dans les mécanismes cardioprotecteurs. Par ailleurs, la surexpression
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d’Akt bloque I’activation hypoxie-dépendante des caspases 3 et 9 ainsi que la phosphorylation de
Bad, inhibant de ce fait I’apoptose (Uchiyama et al., 2004).

IV.4 La“Glycogen Synthase Kinase-3B” (GSK-3B)

Le r6le de GSK-3 dans la protection des cellules au cours de I’l/R a été mis en évidence par
Tong et al. (2002) qui ont montré que le pré-conditionnement entraine une augmentation de la
phosphorylation de la GSK-3p qui peut étre bloquée par des inhibiteurs de la PlsKinase. De méme,
plusieurs agents cardioprotecteurs augmentent la phosphorylation de la GSK-3 dans des modeles de
cardiomyocytes (Juhaszova et al., 2004). Des études pharmacologiques ont confirmé in-vivo
I’importance de cette protéine. Ainsi, I’inhibition pharmacologique de cette protéine réduit la taille
d’infarctus et améliore la fonction cardiaque post-ischémique (Tong et al., 2002). Son inhibition est
impliquée dans la cardioprotection induite par I’administration d’opioides et reste efficace lorsque les
inhibiteurs de la GSK-3p sont ajoutés a la reperfusion (Gross et al., Circ Res 2004). Le role de la
GSK-3pB a également été mis en evidence dans le post-conditionnement ischémique. En effet, son
inactivation génétique limite les lésions de la reperfusion (Gomez et al., 2008). Par ailleurs, comme
nous le verrons dans la partie résultats de ce travail, nous avons montré que 1’administration lors de
I’'l/R de morphine ou d’un inhibiteur de la GSK-3f3, le SB 216763, retarde 1’ouverture du mPTP et

limite ainsi la mort cellulaire (Obame et al., 2008), liant ainsi 1’inhibition de la GSK-3 au mPTP.

Les mécanismes par lesquels I'inhibition de la GSK-3p retarde 1I’ouverture du mPTP ne sont
pas bien établis ; ils pourraient étre indirects et impliqués des intermédiaires au niveau du cytosol. Il
est possible que GSK-3B modifie I’ouverture du mPTP en altérant la phosphorylation de plusieurs
substrats cibles (Samarjit Das et al., 2008).
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IV.5 La «Nitric oxide Synthase/endothelial nitric oxide
synthase » (NOS/eNOS)

La phosphorylation de I’eNOS par 1’Akt conduit a la production de NO responsable de
I’augmentation de 1’activité du canal potassique mitochondrial ATP-dépendant (mKarp) (Sasaki et
al., 2000). De récentes études ont montré cependant que les effets du NO sur le mKatp ne seraient
pas directs mais pourraient faire intervenir la protéine kinase G (PKG) et la protéine kinase C-epsilon
(PKC-¢). En effet, le NO active la guanylyl cyclase qui, via PKG, stimulerait la PKC-¢
mitochondriale entrainant I'ouverture du mKarp (Costa et al., 2005). Alternativement, le NO pourrait
induire la S-nitrosation d'un certain nombre de protéines, comme par exemple, le complexe |
mitochondrial conduisant ainsi a I’inhibition de I’ouverture du mPTP et a la diminution des 1ésions

d'l/R (Fontaine et al., 1998).

IV.6 La Protéine Kinase G/ la Protéine Kinase C-g
(PKG/PKC-g)

La PKG semble étre I'étape terminale de la cascade de transduction des signaux
cardioprotecteurs au niveau du cytosol, phosphorylant une cible encore inconnue de la membrane
mitochondriale externe. Les études de Costa et al. (2005) ont clairement montré que la
phosphorylation de la PKG méne a I’ouverture du canal mKarp. Cependant, la PKG est incapable de
traverser la membrane mitochondriale externe, elle ne peut donc pas étre a l'origine d’une
phosphorylation directe de ce canal. La PKG pourrait induire la phosphorylation d’une cible
inconnue de la membrane mitochondriale externe qui activerait ultérieurement la PKC-¢ présente au

sein de l'espace intermembranaire mitochondrial.

Plusieurs études ont montré le réle important de la PKC-¢ dans le processus de
cardioprotection. La PKC-¢ est activée par des donneurs de NO (Ping et al., 1999), ce qui suggére
que la eNOS se situe en amont de cette protéine. Le pré-conditionnement ischémique induit par

I’activation de la PKC-¢ peut étre bloqué par la wortmannine (Tong H et al., 2004) suggerant que la
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PKC-¢ se positionne en aval de la PlsKinase. En outre, Philip et al. (2006) ont observé que la
protection provoquée par un activateur de la PKC, le phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA)
administré au moment de la reperfusion, est abolie par un antagoniste des récepteurs A, de
I'adénosine ou par la wortmannine. Ces données suggerent que la protection induite par I’activation
de la PKC-¢ au cours de la reperfusion pourrait étre due a la stimulation des récepteurs de I'adénosine
et de la PlsKinase. La PKC-¢ semble aussi étre activée par les EROs générées pendant le pré-
conditionnement. La PKC-¢ joue également un rdle au cours du post-conditionnement ischémique
puisque Zatta et al. (2006) ont montré que I’inhibition de la PKC-¢ limite la réduction de la taille
d’infarctus causée par le post-conditionnement. La PKC-¢ formerait avec la MAPKinase un
complexe de signalisation localisé au niveau de la mitochondrie (Baines et al., 2002). D’autres
complexes formés avec le VDAC (Voltage dependent anion channel), ’ANT (anion nucleotide
translocator) et I’HKII (hexokinase Il) (Baines et al., 2003) ont aussi été mis en évidence par

coimmunoprecipitation.
En résumé, la PKG conduit a I’activation de la PKC-g qui, a son tour active le mKarp

entrainant une modeste production d’EROs qui serait responsable de l'activation accrue de la PKC-¢
et de I’inhibition de 1’ouverture du mPTP (Costa et al., 2006).

IV.7  “Mitogen Activated Protein Kinase” (MAPKiIinase)

La voie de signalisation de la MAPKinase est composée de trois grandes branches
dénommeées selon leurs effecteurs terminaux, les voies ERK (extracellular signal-regulated protein
kinases), JNKinase (c-Jun NH,-terminal kinases) et p38 MAPKinase. Une fois activées, ces kinases
phosphorylent directement diverses protéines cytoplasmiques, nucléaires et mitochondriales afin de
moduler I'expression de génes, le métabolisme cellulaire et la mort cellulaire (Baines et al., 2005).

1VV.7.1“Les Extracellular signal-Requlated protein Kinases” (ERKS)

S’il est bien établi que la voie Plzk-Akt est impliquée dans les mécanismes de protection du pré- et

du post-conditionnement ischémique et pharmacologique, I’implication de ERK dans ce cadre est
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plus discutée (Mocanu et al., 2002 ; Fryer et al., 2001). Baines et al. (2002) ont montré que ERK est
phosphorylée chez des souris exprimant la forme active de la PKC-¢ suggérant ainsi que cette
tyrosine kinase se positionne en aval de la PKC-¢. Les agonistes du canal mKarp ont également été
décrits comme activant ERK (Samavati et al., 2002). Cependant, plusieurs autres travaux suggerent
qu’ERK pourrait également agir parallelement a la PKC (Vahlhaus et al., 1998) puisque le pré-
conditionnement ischémique augmente la phosphorylation d’ERK, un effet bloqué par un inhibiteur
du canal mKatp, le PD 98059. A noter que Mocanu et al. (2002) contredisent cette hypothése en
montrant que PD98059 n’abolit pas les effets protecteurs du pré-conditionnement ischémique. Par
ailleurs, Hauselnoy et al. (2004) ont montre que le pré-conditionnement ischémique entraine une
phosphorylation biphasique d’Akt et d’ERK dans un modele de ceeur isolé de rat, la premiere phase
ayant lieu a la fin du pré-conditionnement c'est-a-dire avant 1’ischémie prolongée, la deuxiéme se
déroulant durant la reperfusion. Cette activation a la reperfusion serait responsable de 1’inhibition de
I’ouverture du mPTP (Ping et al., 1999).

Il est a noter que la modulation de I’activité¢ des facteurs de transcription par ERK pourrait

étre plus particulierement impliquée dans le pré-conditionnement tardif.

1VV.7.2 “P38 Mitogen Activated Protein Kinase” (p38 MAPK)

La p38 MAPKinase est activée par des signaux de stress. Son réle dans le processus de
cardioprotection est controversé (Sun et al., 2006 ; Schneider et al., 2001) et ceci pourrait étre dd a
I’évolution de sa concentration cytosolique. En effet, cette kinase est rapidement phosphorylée au
début de I’ischémie alors que son niveau de phosphorylation diminue lorsque 1’ischémie se prolonge
avant d’augmenter a nouveau au moment de la reperfusion (Shimizu et al., 1998). D’autres raisons
pourraient expliquer cette controverse, notamment I'équilibre relatif existant entre les différentes
isoformes de la protéine dans les différentes espéces et modeéles expérimentaux ainsi que la

sélectivité et la dose des inhibiteurs utilisés dans les études (Yellon et Downey, 2003).
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1V.7.3 c-Jun NH,-terminal kinases (JNKinase) :

JNKinase est un autre membre de la famille MAPKinase activé par le stress. Pour certains
auteurs, JNKinase est fortement activé au cours de la reperfusion. Pour d’autres, JNKinase est
phosphorylé pendant I’ischémie (Behrends et al., 2000) alors que pour d’autres encore cette
phosphorylation est diminuée pendant 1’ischémie et augmentée lors du pré-conditionnement (Nakano
et al., 2000). Sun et al. (2006) ont noté une diminution de I’activité de JNKinase et de la p38
MAPKIinase lors du post-conditionnement.

Le role de cette protéine dans I’I/R et la cardioprotection reste encore une source de débat.

IV.8 La voie “Survivor Activating Factor Enhancement”

(SAFE)

Depuis quelques années, une autre voie dénommée «SAFE» (Survivor Activating Factor
Enhancement pathway) par Lecour et al. (2009) est I’objet de travaux croissants. Cette voie met en
jeu les facteurs JAKinase (Janus kinase) et STAT-3 (signal transducer and activator of transcription
3).

L'activation de STAT-3 aprés I’induction d’un infarctus aigu du myocarde a été démontrée
chez le rat en 2000 (Negoro et al., 2000). Cette activation persiste jusqu’a 24 h aprés ligature de
I'artére coronaire gauche chez le rat (Negoro et al., 2001). Le groupe de Bolli et al. (2001) a ensuite
mis en évidence la phosphorylation de JAKinase et la translocation de STAT-3 dans le noyau au
cours de la phase tardive du pré-conditionnement ischémique dans un modéle murin (Xuan et al.,
2001). Plus tard, la méme séquence d’événements a été décrite durant la phase aigué du pré-
conditionnement ischémique (Hattori et al., 2001) ainsi qu’au début de la reperfusion, I’effet
cardioprotecteur du pré-conditionnement étant bloqué par I’administration a la reperfusion d’un
inhibiteur de JAKinase, ’AG490 (Lecour et al., 2005). L’implication de STAT-3 a également été
démontrée lors de pré-conditionnements pharmacologiques : traitement par I'érythropoiétine (Rafiee
et al., 2005), les agonistes des cannabinoides (Montecucco et al., 2009), les opiacés (Gross et al.,
2006) ou le TNFa (Tumor Necrosis Factor) (Suleman et al., 2008).
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La voie «<SAFE» a aussi été impliquée dans la protection induite par le post-conditionnement.
En effet, le post-conditionnement ischémique est inefficace chez des souris délétées pour le géne
codant pour STAT-3 (Boengler et al., 2008) et inversement le post-conditionnement
pharmacologique induit par I’administration de l'insuline au moment de la reperfusion induit la
phosphorylation de STAT-3 (Fuglesteg et al., 2008). Cette voie «<SAFE» semble donc bien étre une
alternative a la voie «RISK». Néanmoins, l'inhibition de I’une de ces deux voies abolit totalement la

protection induite par le pré-conditionnement ischémique, ce qui suggere une relation entre elles.

Il convient de noter que plusieurs cibles de STAT-3 ont été identifiées, notamment des
protéines impliquées dans la survie cellulaire comme Bcl-2, Bcl-xL (Hattori et al., 2001) et GSK-38
(Gross et al., 2006) ce qui suggeére, comme 1’ont fait Boengler et al. (2010), que cette voie pourrait
converger vers le mPTP, méme si cela n’a pas été intensivement étudié comme c’est le cas pour la
voie «RISK».

IV.9 Des voies alternatives ?

La présence d’autres voies de protection que celles évoquées précédemment a aussi été
suggérée dans le pré-conditionnement ischémique. Par exemple, 1’adénosine semble capable
d’induire une protection indépendamment de I'activation de la voie «RISK» (Downey, 2007) et de la
voie «<SAFE» puisque des souris délétées pour le géne codant pour le TNF alpha sont encore pré-
conditionnables (Smith et al., 2002). Par ailleurs, des résultats récents (Burley et al., 2007) indiquent
que la voie impliquant la guanosine 3', 5'-monophosphate cyclique (cGMP) et la PKG pourrait étre
une voie de survie dans le pré- et le post-conditionnement ischémique. Cependant un lien entre ces

voies et les voies «RISK» et «SAFE» n'a pas encore été étudié.

1V.10 Les effecteurs terminaux de la cardioprotection

Comme nous venons de le voir, plusieurs voies de signalisation et mediateurs de

cardioprotection ont été identifiés mais le (ou les) effecteur(s) terminal(aux) reste(nt) a préciser
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méme si des cibles intéressantes ont déja été identifiées. La premiére d’entre elles est la mitochondrie

ou la formation/I’ouverture du mPTP semble jouer un réle primordial.

Il est également possible que les kinases de signalisation modifient des protéines non-
mitochondriales ainsi que d’autres aspects du métabolisme cellulaire. Par exemple, le pré-
conditionnement provoque une altération des connexines (Schwanke et al., 2002) ainsi qu’une
modification de la régulation du calcium par le RS (Zucchi et al., 2001). De plus, deux types de pré-

conditionnement ont éte decrits, aigu et tardif, ce dernier passant par une régulation des génes.

En résumé, il est probable que le processus de cardioprotection implique des effecteurs
différents mais les mitochondries semblent occuper une place fondamentale dans la décision d’une
cellule a survivre ou a mourir au cours de I’I/R. Plus spécifiquement, au sein de la mitochondrie, les
voies de cardioprotection semblent converger principalement vers le mPTP en inhibant son
ouverture/formation soit directement soit indirectement en empéchant les conditions qui la
favorisent. Le role des mitochondries dans la cardioprotection sera discuté en détail dans le 2°™

chapitre.
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2°™ Chapitre : Cardioprotection et mitochondries

La mitochondrie a longtemps été considérée comme une veritable centrale énergétique puisque
responsable de la production d'ATP. Cependant, depuis plusieurs années, elle a aussi été identifiée
comme un acteur majeur dans le processus de mort cellulaire la mettant au centre d’intenses travaux
de recherche dans le domaine de I’I/R. Dans ce deuxiéme chapitre, nous présenterons quelques
généralités sur la mitochondrie avant d’aborder son role dans les mécanismes de cardioprotection et

plus particulierement I’implication d’un de ces constituants, le mPTP.

Premiere Partie

. Généralités

La mitochondrie serait née lorsque deux bactéries auraient fusionné pour donner un eucaryote
primitif duquel tous les eucaryotes actuels dériveraient. Cette hypothése sur I’origine de la
mitochondrie a été suggérée, en 1963, grace a la mise en évidence dans les cellules eucaryotes d’un
ADN différent de I’ADN nucléaire, I’ADN mitochondrial (ADNmt de 16 Kb chez les mammiféres).
Chaque cellule de I’organisme contient entre 500 et 2000 mitochondries de 0,5 a 1 um de diametre.
Ces organites de forme variée peuvent fusionner les uns avec les autres avant de se séparer a
nouveau. Les mitochondries sont trés mobiles et se déplacent dans le cytoplasme en utilisant les

microtubules du cytosquelette comme rails.

Les mitochondries sont responsables de la production d’ATP, source d’énergie nécessaire au
fonctionnement cellulaire. De par leur fonction, elles se localisent donc préférentiellement dans des
zones de forte demande énergétique. On peut donc distinguer des mitochondries péri-nucléaires, des

mitochondries subsarcolemmales et des mitochondries inter-fibrillaires.
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I1. Structure de la mitochondrie

Le mot mitochondrie dérive du grec mitos, « filaments », et chondros, « graine » en raison de
I’aspect de cet organite au microscope électronique (figure 7A). Bien qu’il ait été mis en évidence
différentes formes de mitochondries (cylindriques, arrondies) (figure 7B), la structure caractéristique
de base demeure la méme (figure 7C). Elle est formée de deux membranes concentriques hautement
spécialisées, une membrane externe et une membrane interne qui délimitent deux compartiments,

I’espace matriciel et I’espace inter-membranaire, beaucoup plus étroit.

1.1 La membrane externe mitochondriale

La membrane externe est constituée d’une bicouche phospholipidique classique, composeée de
40% de lipides et de 60% de protéines. Elle contient des protéines de transport, les porines,
permettant le transport passif et non sélectif de molécules dont le poids moléculaire est inférieur a
10KDa et des canaux ioniques transmembranaires appelés VDAC (Voltage-Dependent Anion
Channel) dont I’ouverture dépend de la différence de potentiel entre les membranes. Le VDAC
fournit également des sites de liaison pour certaines protéines du cytosquelette et de nombreuses
kinases cellulaires comme 1’hexokinase, et il peut interagir avec les récepteurs périphériques aux
benzodiazépines localises dans la membrane externe. Le canal VDAC peut former un complexe avec
des protéines de la famille Bax. La membrane externe contient également d’autres canaux comme
des translocases appelées TOM (Translocase of the Outer Membrane) impliqués dans le transport des

protéines dans 1’organite.

11.2 LLa membrane interne

La membrane interne présente de nombreuses circonvolutions, crétes et replis, qui
augmentent sa surface de contact avec I’espace matriciel. Elle se caractérise par une grande richesse

protéique (80%) et par un lipide spécifique appelé cardiolipine.
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La membrane interne renferme la chaine respiratoire mitochondriale qui se compose de cing
complexes protéiques :

» Le complexe | ou NADH ubiquinone oxydoréductase est le plus gros des complexes de la
chaine respiratoire avec une masse moléculaire supérieure a 800 000 daltons. 1l existe
plusieurs inhibiteurs spécifiques du complexe | dont la roténone.

» Le complexe Il appelé succinate-ubiquinone oxydoréductase est constitué de quatre peptides
dont deux forment la succinate déshydrogénase, une enzyme intégrée dans le cycle de Krebs,
et les deux autres permettent 1’ancrage du complexe dans la membrane.

» Le complexe 1l ou cytochrome c réductase.

» Le complexe 1V, cytochrome ¢ oxydase est une pompe a protons constituée de 13 sous-unités
protéiques. Son site actif contient un centre bimétallique (Fe-Cu) dans lequel 1’0, peut se
fixer.

» Le complexe V correspond a la FoF;-ATP synthétase. Bien que les premieres expériences sur
les protéines membranaires impliquées dans la phosphorylation oxydative remontent au début
des années 1960, le fonctionnement de la FOF1-ATP synthétase n’a été élucidé qu’en 1997
(Noji et al., 1997). La molécule d’ATP synthétase ressemble & un champignon dont le pied
(F0), ancré dans la membrane interne posséde une fonction de canal a protons. FO est relié au
chapeau (F1) responsable de ’activité catalytique a 1’origine de la synthése de I’ATP.

La membrane interne est imperméable aux protons et a la plupart des ions et des métabolites. Elle
possede donc des systemes trés sélectifs de transport transmembranaire qui assurent
I’approvisionnement en ions et en substrats de la matrice mitochondriale. Nous listerons ici quelques
exemples (O’Rourke, 2007) :

» L’Adenine nucleotide Translocator (ANT) : c’est un antiport responsable de 1’importation de
I’ADP dans la matrice mitochondriale en échange d’une molécule d’ATP. L’ANT participe a
la constitution du mPTP.

» L’Inner Membrane Anion Channel (IMAC) : il véhicule une grande variété d'anions assurant
I'noméostasie mitochondrial. Ce canal, dépendant de la température et du pH (inhibition par
H™) est inhibé par I’ion magnésium.

» L’uniporteur calcique mitochondrial : il permet I’entrée du calcium dans la matrice selon le

gradient électrochimique. Les ions calciques entrent dans la matrice par ’uniporteur calcique
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et en sortent au moyen de 1’échangeur sodium/calcium. L’activité de cet uniporteur dépend
directement du potentiel de membrane mitochondriale et elle augmente lorsque la
concentration du calcium cytosolique augmente. Les composés cytosoliques comme 1’ATP,
le Pi et le magnésium inhibent ou modulent I’ouverture de 1’uniporteur calcique
mitochondrial.

» Les canaux potassiques mitochondriaux : il y a plusieurs types de canaux sélectifs du
transport du potassium existant au niveau de la membrane interne, notamment des canaux
ATP-dépendants (mMKatp). Ils interviennent dans le contrdle de I’homéostasie volumique de
la mitochondrie, et paraissent jouer un réle important dans la protection du cardiomyocyte
contre les effets délétéres de I’'I/R.

» Les récepteurs de la ryanodine : de récentes études ont signalé la présence de récepteurs a la
ryanodine de type 1 sur la membrane interne des mitochondries cardiaques. Ces récepteurs
semblent participer & l'influx ou a la sortie du calcium dans le cytosol mais des études
complémentaires sont nécessaires pour élucider le role précis de ces récepteurs dans la
régulation calcique mitochondriale.

» Les protéines découplantes: les UCPs (UnCoupling Proteins) interviennent dans la
dissipation d’énergie dans le cadre de la thermogénese. Ces protéines permettent aux protons
de s’échapper a travers la double couche membranaire. La chute de gradient de protons et
donc du potentiel membranaire accélere la respiration, stimule I’oxydation des graisses et
augmente la production de chaleur, mais compromet la production d’ATP. Le role
physiologique des UCPs reste encore mal connu mais des études récentes ont mis I'accent sur

I’effet protecteur d’un découplage modéré des mitochondries.

1.3 L’espace intermembranaire

L’espace intermembranaire contient de nombreuses protéines telles que le cytochrome c,
I’apoptosis inducing factor (AIF), Smac/DIABLO impliquées dans le processus de mort cellulaire et
renferme également un important groupe d’enzymes comme la créatine kinase qui métabolisent

I’ATP. L’accumulation de protons au niveau de cet espace est a I’origine de sa charge positive.
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11.4 La matrice mitochondriale

La matrice contient tout un arsenal d’enzymes impliquées dans le cycle de Krebs, la B
oxydation des acides gras, le cycle de I’urée etc.... ; I’ensemble de ces cycles représente le point de
départ de la chaine respiratoire. Elle renferme également plusieurs copies circulaires de I’ADN

mitochondrial ainsi que les composants nécessaires a sa transcription et sa traduction.
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Figure 7: Schéma descriptif de la structure mitochondriale.
(A) L’aspect de la mitochondrie en microscopie électronique
(http://www.ulysse.u-bordeaux.fr).

(B) Representation d’un myocarde et vue d’ensemble des mitochondries dans les
myocytes (http://www.ulysse.u-bordeaux.fr).

(C) Structure de la mitochondrie (http://www.vulgariz.com).
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111. Fonctions de la mitochondrie :

La mitochondrie est clairement impliquée dans de nombreuses fonctions cellulaires, mais
nous ne détaillerons ici que les réles directement liés a notre travail de recherche, c’est a dire (a) la
production d’énergie, (b) ’homéostasie du calcium, (c) la génération et la détoxification des radicaux
libres, et enfin (d) son implication dans les processus de mort cellulaire et par conséquent son role

dans I’effet cardioprotecteur.

I11.1 La mitochondrie : une véritable usine de production

d’énergie

I11.1.1 Le point de départ : les cofacteurs

Fritz Lipmann (prix Nobel de Médecine et Physiologie 1953) a démontré que la cellule utilise
I’ATP comme source universelle d’énergie. Les mitochondries convertissent 1’énergie, contenue
dans les liaisons moléculaires des métabolites provenant des aliments ingérés, en ATP. Les divers
nutriments (glucides, acides gras et acides aminés) fournis par 1’alimentation sont dégradés grace a
plusieurs voies pour donner des cofacteurs réduits, le nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) et
la flavine adénine dinucléotide (FADHS,), nécessaires au fonctionnement de la chaine respiratoire

mitochondriale.

Lors de la glycolyse, une molécule de glucose va générer dans le cytosol deux molécules de
pyruvate, ce qui est associé a la production de deux molécules d’ATP et de NADH. Puis, le pyruvate
pénétre a I’intérieur de la mitochondrie ou il est transformé en acétyl-CoA.

L’acétyl-CoA provient également de la dégradation des acides gras par p-oxydation. L’acétyl-CoA
entre ensuite dans le cycle de 1’acide citrique (ou cycle de Krebs) dont les enzymes se trouvent dans
la matrice ou ancrées dans la membrane interne mitochondriale. Chaque tour de cycle permet, a
partir d’une molécule d’acétyl-CoA, de réduire trois molécules de NAD" en NADH+ H*, une

molécule de FAD en FADH; et de produire une molécule de guanosine triphosphate (GTP). Selon la
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théorie de Mitchell (Mitchell, 1966, prix Nobel de Chimie 1978), 1’énergie libre produite par la
réoxydation des cofacteurs (NADH et FADHy) et convertie sous la forme d’un gradient de protons
généré par le transfert d’électrons au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale est utilisée par

I’ ATP synthétase pour catalyser la réaction de phosphorylation de ’ADP en ATP en présence de P;.

111.1.2 La chaine respiratoire et la phosphorylation oxydative

La chaine respiratoire est composée de cing complexes protéiques et deux transporteurs solubles,
le coenzyme Q (CoQ, encore appelé ubiquinone) faisant la navette entre les complexes I, 11 et 111 et
le cytochrome c, lié a la cardiolipine assurant le transport des électrons entre les complexes Il et 1V
(figure 8). Ces complexes passent d’un état réduit a un état oxydé grace a un transfert d’électrons de
complexe en complexe. Les complexes | et 11 oxydent respectivement NADH et FADH, en prenant &
chaque cofacteur deux électrons. L’énergie fournie au cours de cette réaction d’oxydo-réduction
permet d’éjecter des protons dans 1’espace intermembranaire. Les complexes | et Il retrouvent leur
état oxydé en transmettant chacun un électron au CoQ. Celui-ci, alors réduit, transporte ces 2
électrons au complexe 111, ou cytochrome c réductase, qui a son tour est réduit et se réoxyde par un
transfert des deux électrons au cytochrome c. Cette réoxydation fournit I’énergie nécessaire au
transfert de nouveaux protons dans I’espace intermembranaire. Le cytochrome c transporte les
électrons recus jusqu’au complexe 1V, le dernier complexe de la chaine respiratoire. Le complexe IV
retrouve ensuite son état oxydé en réduisant une molécule d’oxygéne en eau ce qui conduit a la
translocation de 4 protons vers 1’espace intermembranaire. Suite a la réduction successive des
différents complexes, un gradient de protons se forme et crée une force électrochimique due a la
différence de pH et de potentiel électrique (A¥m) a travers la membrane interne qui est imperméable
aux protons. Ceux-ci ne peuvent donc revenir dans la matrice qu’en empruntant un canal spécifique
pour les protons. Cette force protomotrice propulse les protons a travers la membrane mitochondriale
interne vers la matrice au niveau du domaine FO de la FOF1-ATP synthétase (figure 8) ce qui procure
I’énergie nécessaire a la synthése de I’ATP au niveau du chapeau F1 de I’enzyme selon la réaction :
ADP + P; — ATP. On parle alors de phosphorylation oxydative pour caractériser le couplage entre
I’oxydation intervenant au niveau des complexes I a IV et la phosphorylation de I’ADP par le

complexe V. La respiration (consommation d’oxygene) et la phosphorylation (production d’ATP)
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sont intimement couplées de telle sorte que la quantité d’ATP produite est proportionnelle a la

quantité¢ d’oxygeéne consommeée.
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Figure 8

Matrice
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Figure 8 : Le transfert d’électrons a travers la chaine respiratoire mitochondriale et la
synthese d’ATP par phosphorylation oxydative

La production d’ATP est réalisee grace a la formation d’un gradient électrochimique de protons

formé par 1’énergie des électrons transportés successivement via les différents complexes:

Le complexe | récupere les électrons du NADH et permet le transport de 4 protons de la
matrice mitochondriale vers 1’espace inter-membranaire.

Le complexe Il récupere les électrons du FADH,

Le complexe Il permet le transport de 4 protons de la matrice mitochondriale vers 1’espace
inter-membranaire.

Le coenzyme Q transfere les électrons des complexes | ou Il vers le complexe Ill. Puis le
cytochrome C transfere les électrons du complexe Il au IV qui les utilisent pour réduire
I’oxygéne en eau. Le gradient protons ainsi formé genere une force électromotrice qui est
utilisée par la FOF1-ATP synthétase pour former 1’ ATP

Figure adaptée de www.cours-pharmacie.com
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Durant I’ischémie, le manque d’oxygene au niveau de la chaine respiratoire entraine une
perturbation importante du métabolisme des acides gras, notamment une diminution de 1’acétyl-CoA
dans les membranes cellulaires qui favorise une modulation de leur fluidité et une altération des
transports ioniques pouvant entrainer des arythmies cardiaques (Van der Vusse et Glatz, 1992).
Parallelement, une chute du potentiel électrochimique en protons et une inversion du fonctionnement
de la F1/FO ATP synthétase poussent la mitochondrie a passer du statut de producteur d’ATP a celui

de consommateur, ce qui potentialise la déplétion des réserves énergeétiques intracellulaires.

1.2 L’homéostasie du calcium

Le calcium est un facteur qui régule de nombreuses réactions métaboliques et des processus
physiologiques variés. Les variations de la concentration du calcium intracellulaire interviennent
dans les phénomeénes électrique et mécanique comme la contraction des cardiomyocytes. Le calcium
est aussi un important régulateur de la respiration mitochondriale. Le pool de calcium cytosolique est
limité et doit étre finement contrdlé. Les mitochondries, en relation étroite avec le réticulum
sarcoplasmique, sont équipées de systemes de transport du calcium permettant la régulation de sa
concentration cellulaire. Suite & un signal extracellulaire, les ions calciques gagnent le cytosol par
I’intermédiaire de canaux calciques situés principalement au niveau des membranes plasmique,
mitochondriale et des membranes du réticulum sarcoplasmique augmentant ainsi la concentration
calcique du cytosol a I’origine de la contraction des myofibrilles. Au niveau de la mitochondrie
myocardique, la sortie du calcium est assurée par deux transporteurs localisés dans la membrane
mitochondriale interne, 1’échangeur sodium/calcium et la pompe d’efflux calcique indépendante du
sodium. Pour la relaxation, le calcium est repompé par des canaux ioniques spécifiques du calcium,
tels que la calcium-ATPase sarcoplasmique, I’échangeur sodium/calcium sarcolemmal et
I’uniporteur calcique mitochondriale (Bers, 2006) (figure 9). Cette homéostasie calcique est
fortement perturbée en cas d’I/R myocardique et les mitochondries deviennent capables de stocker
d’importantes quantités de calcium (Griffiths et al., 2009). Lorsque I’accumulation du calcium dans
la mitochondrie dépasse les capacités de stockage de cette derniére il se produit une chute drastique
du potentiel membranaire aboutissant a la libération du calcium accumulé, a une augmentation du

potentiel membranaire interne, au gonflement de la matrice et a la rupture de la membrane externe.
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L’ensemble de ces phénoménes constitue le phénomeéne de transition de perméabilité mitochondriale

qui peut conduire a la mort cellulaire.
Figure 9

Espace extracellulaire

Mitochondrie

Cytosol

Figure 9 : Couplage excitation-contraction dans les cardiomyocytes dans les conditions
physiologiques.

Un potentiel d'action (AP) déclenche la libération de calcium du réticulum sarcoplasmique (SR) (fléches
roses) qui resulte en ’augmentation du calcium cytosolique ([Ca];) entrainant ainsi la contraction des
myofibrilles.

Lors de la relaxation, le calcium est transporté hors du cytosol (fleches vertes) par plusieurs transporteurs
(désigné sur la figure par des cercles rouges) 1) la Ca2*-ATPase au niveau du réticulum sarcoplasmique ,
2) I’échangeur Na*-Ca?* sarcolemmal (NCX), 3) La Ca-ATPase sarcolemmale, et 4) 1’uniporteur calcique
mitochondrial.

PLB, phospholamban; PLM, phospholemman.

Figure adaptée de Bers DM, Physiology, 2006

Page | 53



111.3 La génération et la détoxification des especes réactives
d’oxygeéne (ERQOSs)

L’oxygéne est essentiel pour le métabolisme aérobique en tant qu’accepteur final des
électrons de la chaine respiratoire mais son utilisation entraine la formation d’EROs.
Traditionnellement considérées comme déléteres car a 1’origine de 1’0xydation des protéines, des
lipides et de I’ADN, on sait maintenant que les EROs participent aussi a la signalisation cellulaire de
différents processus physiologiques et sont impliquées dans les phénoménes de cardioprotection
(Penna et al., 2009 ; Lecour et al., 2005). Le défi de la cellule eucaryote est donc de maintenir un
juste équilibre entre la production et 1’élimination des EROs et elle posséde a cet effet des systemes

de défense interne pour éviter des dommages aux macromolécules cellulaires.

111.3.1Bref rappel sur les différentes formes des especes réactives

d’oxygeéne (d’aprés Halliwell et Gutteridge, 2007 ; Vergely et Rochette, 2003).

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un électron non apparie,
ce qui la rend instable et tres réactive. Il est capable d’extraire un électron des molécules voisines
pour combler la vacance de son orbitale. L’oxygéne, essentiel dans le catabolisme aérobique, est une
molécule biradicalaire formée de deux atomes présentant sur leur orbital externe deux électrons non
appariés. Il est donc susceptible de donner naissance a des EROs en captant facilement des électrons
pour étre partiellement réduit, selon 3 étapes successives, en anion superoxyde (O™), peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) et radical hydroxyle ("OH).

> L’anion superoxyde (O'):

C’est un radical chargé négativement provenant de la réduction monovalente de 1’oxygéne
moléculaire qui capte un électron provenant par exemple d’une fuite au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale, selon I’équation : O, + ¢~ — O™
Le radical superoxyde est moins réactif que le radical hydroxyle mais sa durée de vie est longue
(dizaine de secondes) et il peut diffuser loin de son lieu de production. Ce radical peut reagir avec

H,0, pour fournir "OH. Dans les cardiomyocytes, une production d’O™, a été observée au cours de
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la respiration mitochondriale physiologique ainsi qu’au cours de la réoxygénation suite a une

hypoxie. Cette production a été baptisée « flashes de superoxyde » (Wang et al., 2008).

> Le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) :

H,O, se forme par dismutation d’O™, sous I’action d’une enzyme, la superoxyde dismutase
(SOD) selon I’équation : O™+ O + 2H" —» H,0, + O,
Sa grande capacité a traverser les membranes biologiques fait qu’il peut étre retrouvé a bonne
distance de son lieu de production. Ce n’est pas un radical libre au sens propre du terme ; cependant
il est extrémement reactif. Il peut générer des radicaux hydroxyles en présence de cations
métalliques tels que Fe?* selon la réaction de Fenton : H,0, + Fe?*— "OH + Fe**+OH. Cette réaction
s’interrompt rapidement par épuisement du fer ferreux. Cependant, en présence d’0O™, les ions
ferriques sont régénérés a partir des ions ferreux. Ainsi, la présence simultanée de H,O,, d’°0O™; et de

fer permet la production d’’OH

> Le radical hydroxyle COH) :

Avec une demi-vie de quelques nanosecondes, "OH est I’espéce radicalaire la plus instable et la
plus réactive de tous les dérivés de 1’oxygene. Du fait d’une diffusion limitée, ce radical réagit
directement a proximité de son site de production avec de nombreuses especes moléculaires,
entrainant ainsi de multiples 1ésions cellulaires. L’"OH apparait comme I’espéce radicalaire ayant un

role majeur dans la cytotoxicité des EROs (Halliwell et Gutteridge, 1992).

111.3.2Sites de production des EROSs : (d’aprés Halliwell et Gutteridge, 2007;
Vergely et Rochette, 2003).

Les radicaux sont produits naturellement dans 1’organisme par le métabolisme cellulaire ou lors
de réactions d’oxydoréduction. Les principales voies de production des EROs sont sous la
dépendance de divers systemes enzymatiques et non enzymatiques. Dans le systéeme
cardiovasculaire, les sources principales de cette production sont la chaine respiratoire
mitochondriale, les leucocytes activeés, la xanthine oxydase, les NAD(P)H oxydases et la NOS (nitric

oxide synthase).
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111.3.2.1 Principale source de production des radicaux libres : la mitochondrie

La principale source de production des EROs est la chaine respiratoire mitochondriale qui
génere 90% des EROs cellulaires (Balaban et al., 2005). Comme nous I’avons vu précédemment
(section 11.3.1), la chaine respiratoire transfére les électrons de complexes en complexes et le
complexe IV est responsable d’une réaction contrblée réduisant 1’0, en H,O selon la réaction
suivante :

O,+4&+4H— 2H,0.

Cependant, le rendement de ce transfert électronique n’est pas de 100% et le systeme laisse
échapper des électrons qui sont a ’origine d’une réduction partielle de I’oxygéne matriciel. Selon
certains auteurs, environ 1 a 3% de 1’oxygene utilisé par les mitochondries serait incompléetement
réduit et conduirait a la formation d> O™, (Boveris et Cadenas, 1975). La production d’O™, augmente

parallelement a la concentration en O, ou lorsque 1’activité du complexe IV diminue.

D’un point de vue thermodynamique, I’ensemble des complexes de la chaine respiratoire sous
leur forme réduite pourraient transférer leurs électrons a I’oxygéne pour former des O™,. Cependant,
des études réalisées sur des mitochondries isolées ont montré 1’existence de deux sites principaux de
formation d’EROs au niveau de la chaine respiratoire, 1’un au niveau du complexe I et I’autre au
niveau du complexe Il (figure 10). Une partie des ¢électrons issus de 1’oxydation de FADH, sont
rétrocédes du complexe Il vers le complexe I. Ce flux inverse d’électrons a été identifié comme la
source majeure de production d’EROs au niveau du complexe | (Liu et al., 2002), mais a ce jour, le
mécanisme moléculaire de la production d’EROs au niveau de ce complexe reste encore controversé.
Trois hypothéses sont émises : cette production aurait lieu au niveau (i) des quinones, (ii) du groupe
des flavines mononucléotides ou (iii) du groupe fer-soufre (Kowaltowski et al., 2009). Comme ces
trois structures interagissent les unes avec les autres, il est difficile de dire laquelle intervient

spécifiguement dans la production d’EROs.

La production d’O™, par le complexe Il est mieux expliquée. Elle résulte de la réduction
partielle de I’ubiquinone en radical semi-ubiquinone (UbHe) instable. Si ce radical interagit avec une
molécule d’oxygéne, il y a génération d’O™,. Lorsque la génération d’O™, mitochondriale augmente

ou lorsque les systémes antioxydants sont déplétés, H,O, peut s’accumuler et entrainer un stress
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oxydant mitochondrial. Dans cette situation H,O, peut réagir avec le fer ferreux (Fe’") de la
mitochondrie pour produire des "OH.

La vitesse de production des EROs dépend du flux d’électrons et du degré de réduction des
transporteurs électroniques. Cette production radicalaire semble également liée au potentiel de
membrane (Ay). Une diminution du potentiel du membrane s’accompagne d’un renforcement de la
respiration mitochondriale et d’une diminution de la production d’EROs (Karshunov et al., 1997).
Néanmoins cette notion de corrélation entre production d’EROs et Ay est a nuancer. En effet, la
formation d’EROs liée a 1’oxydation de NADH au niveau du complexe | ainsi que celle générée au
niveau du complexe III sont peu sensible aux variations de Ay. Ainsi, seul le flux inverse d’électrons
dépend réellement du Ay (Starkov et Fiskum 2003).

Enfin, les protéines découplantes (UCPs) permettent aussi de réguler le flux d’électrons et donc la
production d’EROs en provoquant une réentrée de protons dans la matrice mitochondriale qui induit

une dissipation de 1’énergie due au potentiel électrochimique (Vidal-Puig et al., 2000).

Dans les conditions pathologiques et plus particulicrement dans le cadre de I'I/R, la
reperfusion est associée a une augmentation tres forte de la production des EROs qui prend sa source
au niveau des complexes | et Ill. Les protéines mitochondriales sont extrémement sensibles aux
dommages induits par les EROs qui peuvent provoquer un découplage de la chaine respiratoire. Les
EROs peuvent entrainer 1’oxydation du gluthation, la peroxydation des acides gras de la membrane
interne de la mitochondrie mais également avoir des effets délétéres sur les pompes ioniques,

aggravant ainsi ’inhibition de la chaine respiratoire et les lésions liées a la reperfusion.

La formation des EROs ne semble pas étre uniqguement associée a la phase de reperfusion.
Des études réalisées sur divers modeles expérimentaux (Vanden Hoek et al., 1997) ont mis en
évidence leur production pendant I’ischémie. L’origine de cette genése semble étre principalement
mitochondriale via les complexes I et 111 (Solaini et Harris, 2005). Les mécanismes de production des
EROs pendant I’ischémie ainsi que leur implication dans les Iésions résultant de 1’I/R restent obscurs.

La relation EROs-mitochondrie lors de I'I/R sera détaillée dans la deuxieéme partie de ce chapitre.
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En dehors de la chaine respiratoire, de nombreux autres sites mitochondriaux ont été décrits
comme participant a la production des EROs, les plus importants étant les monoamines oxydases et
la cytochrome b5 reductase au niveau de la membrane externe mitochondriale et 1’aconitase dans la

matrice (Andreyev et al., 2005).

111.3.2.2 Autres sources de production d’EROs

Dans I’organisme, il existe de nombreuses autres sources d’EROs parmi lesquelles la eNOS
et la NADPH-oxydase présentes au niveau des cellules vasculaires endothéliales et qui peuvent
conduire a la formation de radicaux O™ transformés ensuite en H,O, ou en d’autres EROs (Orient et
al., 2007) (figure 10).

Par ailleurs, les O™, peuvent provenir de la détoxification de xénobiotiques (toxines,
meédicaments, etc..) par I’intermédiaire des cytochromes P450 présents au niveau du réticulum

endoplasmique hepatique.

Les EROs peuvent également étre produites par action de la xanthine oxydase. Cette derniére
catalyse la dégradation de I’hypoxanthine en acide urique en condition de forte demande d’ATP
produisant ainsi H,O, selon I’équation :

Hypoxanthine + O, + H,O — xanthine + H,0;
Xanthine + O, + H,O — Acide urique + H,0,

Les peroxymes sont aussi une importante source de production d’HO, cellulaire. Toutefois,
I’H,0, est utilisé comme substrat de la catalase peroxysomale (enzyme antioxydante) afin de
peroxyder d’autres substrats. Ces réactions sont importantes dans le processus de détoxification

intervenant dans le foie et le rein.

111.3.3Systemes antioxydants : (d’aprés Halliwell et Gutteridge, 2007, Vergely
et Rochette, 2003).

Les espéces réactives sont produites spontanément et de maniére continue au sein de notre

organisme. Le maintien d’un niveau non-cytotoxique d’EROs est assuré par des systemes
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antioxydants qui permettent de les éliminer et ou de limiter leurs dommages. Ce paragraphe présente
les principaux systémes enzymatiques ou non-enzymatiques intervenant dans 1’élimination des
EROs.

111.3.3.1 Les systémes enzymatiques :

IIs sont considérés comme la premiére ligne de défense de notre organisme contre les EROs. Les

principaux acteurs sont (figure 10) :

> La superoxyde dismutase (SOD) :

Cette enzyme catalyse la dismutation de ’O™ en H,O; selon I’équation :
0+ 0+ 2H" — H,0,+0,
Cette dismutation peut se produire de facon spontanée a pH neutre. Dans des conditions
physiologiques, la présence d’H,O, est donc inévitable lorsque O™, est produit. Il est d’ailleurs
La SOD existe sous trois isoformes qui se différencient par leur localisation cellulaire et par leur
cofacteur métallique. On distingue donc une forme associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD ou
SOD1) localisée dans le cytosol et le noyau, une forme mitochondriale associée aux ions manganese

(Mg-SOD ou SOD2) et une troisieme de type Cu/Zn-SOD qui est extracellulaire.

> Lacatalase :

La SOD élimine O™, mais génére une autre forme d’EROs, H,0,, qui peut étre toxique et doit
étre éliminée par d’autres enzymes. L’une d’elles est la catalase qui convertit H,O; en eau et oxygene
selon la réaction :

2H,0, - 2H,0 + O,

L’affinité de la catalase pour I’'H,O, augmente lorsque les concentrations d’H,0O, sont élevées. La

catalase est localisée préférentiellement dans les peroxysomes, elle est présente dans le cytosol

et en faible quantité dans les mitochondries (Radi et al., 1991).

> Les glutathions peroxydase et réductase :

Le glutathion est présent dans toutes les cellules animales et existe sous deux formes, une forme
réduite (GSH) et une forme oxydée (GSSG). L’équilibre du systéme glutathion est maintenu par la

glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion réductase (GR). La GPx agit en synergie avec la SOD
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puisque son rdle est d’accélérer la dismutation de H,O, en H,O et O,. Lors de cette réaction deux
molécules de GSH sont oxydées en GSSG selon la réaction :
H,0, + 2GSH — GSSG+ 2 H,0

Il existe également une GPx associée a la membrane mitochondriale qui est spécifiquement
impliquée dans la diminution de la peroxydation lipidique. La GR, quant a elle, a pour role de
régénérer le GSH a partir du GSSG grace au NADPH qui est utilis¢ comme donneur d’électrons
selon I’équation :

GSSG + NADPH + H" —2GSH+ NADP*

En effet, la concentration cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire

constamment pour que la GPx maintienne sa fonction. Ces deux enzymes sont présentes dans le

cytosol et dans la mitochondrie.
D’autres systémes antioxydants existent dans la cellule et notamment la thiorédoxine dont
I’une des formes (Thiorédoxine 2) est présente dans la mitochondrie. Elle peut agir comme agent

réducteur en acceptant les électrons des protéines oxydées.

111.3.3.2 Les systémes non enzymatiques :

D’autres systemes de défense non-enzymatiques existent sous la forme de molécules qui piegent

les EROs. Dans cette catégorie, nous retrouvons :

> Les oligoéléments :

Toutes les enzymes antioxydantes ont besoin d’un cofacteur pour maintenir leur activité
catalytique : la SOD mitochondriale nécessite du manganése, la catalase du fer et la GPx du
sélenium. Ces oligoéléments sont des métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant.
Cependant, certains d’entre eux, notamment le fer peuvent avoir une action pro-oxydante lorsqu’ils

sont en exces (réaction de Fenton).

> L’ubiquinone et le cytochrome ¢ :

La forme réduite de 1’ubiquinone, 1’ubiquinol, agit comme un antioxydant en protégeant les
membranes de la peroxydation lipidique par une diminution de la formation et de la propagation de

radicaux peroxyls. L ubiquinone est ¢galement impliquée dans la régénération de la vitamine E.
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Le cytochrome c¢ présent dans I’espace inter-membranaire intervient dans les processus de
détoxification. En effet, il est intéressant de constater que cet antioxydant est capable de produire de
I’énergie en donnant des électrons au complexe IV tout en éliminant les molécules d’O™, produites

accidentellement par la chaine respiratoire, formant ainsi du cytochrome ¢ oxydé et de I’H,0.

> Les vitamines E et C :

La vitamine E (o-tocophérol) est une molécule insoluble qui se fixe aux membranes pour
séquestrer des radicaux libres et empécher la propagation des réactions de peroxydation lipidique. Au
sein de la membrane mitochondriale elle est régénérée par le coenzyme Q ou par I’acide ascorbique a

la surface des membranes.

La vitamine C (acide ascorbique) qui est hydrosoluble se trouve dans le cytosol et dans le milieu
extracellulaire ; elle peut capter directement I’ O™, et I’ "OH.

> Le glutathion :

Le rapport GSH/GSSG est souvent utilisé comme un marqueur de stress oxydant car le glutathion
réduit (GSH), réduit H,O, et/ou les peroxydes organiques grace a la réaction catalysee par la GPx. Le
glutathion peut aussi réduire les radicaux formés par 1’oxydation des vitamines E et C, abaissant ainsi

le niveau de peroxydation lipidique.

> L’acide urique

L’acide urique fait partie des piegeurs hydrosolubles des EROs.

En conclusion, la réduction de I’oxygéne en molécule d’eau nécessite 1I’apport de quatre électrons
qui peuvent s’associer, un a un, a 1’0, en conduisant aux intermédiaires respectifs O™, H,O, et ‘OH.
Ces intermédiaires sont appelés EROs car ils ont une réactivité beaucoup plus importante que
I’oxygeéne qui leur a donné naissance. Dans certaines conditions pathologiques, il apparait un
déséquilibre caractérisé par une production exagérée de radicaux libres ou par une diminution des
systemes de défense, ou encore par la conjonction des deux phénomenes. Un tel déséquilibre
caractérise I’état de stress oxydant. Ce déséquilibre peut survenir a la suite de I’exposition a un stress

de nature physique (pollution, changements de la concentration d’oxygeéne), chimique (toxines,
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xenobiotiques), ou lors du vieillissement ou de certaines pathologies telles que I’'T/R au cours
desquelles la formation des EROs dans la mitochondrie est significativement augmentée.

Figure 10
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Figure 10 : La production cellulaire des espéces réactives d’oxygene et les systémes antioxydants endogenes.
Les sites de production des EROs sont représentés par la couleur rose et les systemes de détoxification en bleu.
Abréviations: CAT, catalase; CI, CIl, CIlI et CV, les complexes de la chaine respiratoire; CO, cyclooxygénase;
CuZnSOD, superoxyde dismutase associée au cuivre et zinc ; GSH, glutathione ; GPx, glutathione peroxydase ;

GR, glutathione reductase ; GST, glutathione S transferase ; GSSG, glutathione disulfide ; HNE, 4 hydroxy nonenal ;
iNOS, nitric oxide synthase inductible ; LO, lipooxygénase ; MDA, malondialdéhyde ; MnSOD, superoxide
dismutase associée au manganese ; mtNOS, nitric oxide synthase mitochondriale ; NO, nitric oxide ; MPO,
myeloperoxidase ; P-450-Oxy, oxygenases dépendantes du cytochrome P450 ; XO, xanthine oxydase ; XDH,
xanthine dehydrogénase ; XOR, xanthine oxydoréductase ; LPO, peroxydation des lipides ; Prx, peroxyredoxin ;
ROOH, alkyl hydroxydes.

Figure adaptée de Zacks et al., 2005
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111.4  Mitochondrie et mort/survie cellulaire :

Comme nous venons de le voir, du fait de leur r6le dans la production d'énergie, I'noméostasie
calcique et la régulation des EROs, les mitochondries jouent un réle crucial dans la survie des
cellules et elles interviennent comme des régulateurs décisifs de la mort cellulaire. Elles sont en effet
des effecteurs des voies de signalisation de I’I/R et de la cardioprotection et de ce fait sont devenues
primordiales dans la conception de thérapies cardioprotectrices.

Ces signaux sont induits par des récepteurs situés sur la membrane plasmique et convergent vers
les mitochondries ou ils déclenchent/inhibent plusieurs composants de signalisation intra-
mitochondriaux. Ainsi, différentes protéines/complexes, notamment les protéines de la famille Bcl-2,
la protéine connexin 43 et les canaux ioniques comme le mKatp et le mPTP ont été impliqués
comme régulateurs essentiels de la mort des cardiomyocytes. Le but de cette partie est de présenter

les médiateurs/inhibiteurs mitochondriaux de la mort cellulaire les plus couramment décrits.

11.4.1 Les protéines de la famille Bcl-2

Les protéines de la famille Bcl-2 se subdivisent en plusieurs groupes: les protéines
antiapoptotiques a domaine BH4 (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w), les protéines proapototiques a domaine
BH3 (Bax, Bak) et les protéines antiapoptotiques BH3-only (Bid, Bad). La plupart des travaux de
recherche se sont concentrés sur les membres antiapoptotiques de la famille Bcl-2, et plus
spécifiqguement sur Bcl-2 et son homologue Bcl-xL. Des nombreuses stratégies cardioprotectrices
telles que le préconditionnement ischémique sont associées & un maintien des taux basaux de
protéines antiapoptotiques dont Bcl-2 (Maulik et al., 1999). Chez les souris surexprimant la protéine
Bcl-2 au niveau du myocarde, la dysfonction mitochondriale, la libération du cytochrome c et la
taille de I’infarctus lors d’une I/R sont réduites. De plus, il a été montré dans des myocytes infectés
avec Bcl-xL que la dysfonction mitochondriale et la mort cellulaire induite par I’hypoxie ou par la
doxorubicine sont atténuées. Cependant, la protection induite par Bcl-2 et Bcl-xL ne peut étre
attribuée uniquement a l'inhibition de I'apoptose puisque Bcl-2 joue aussi un réle dans le
métabolisme (Imahashi et al., 2004) et la régulation de la libération du calcium stocké dans le RS a

I’origine d’un effet bénéfique sur la survie des cardiomyocytes (Oakes et al., 2003).
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D’autres études ont été menées sur les protéines proapoptotiques de la famille Bcl-2. En effet,

dans les cellules myocardiques, I’activation de Bax, sa translocation et son intégration dans les

membranes des mitochondries ont été décrites en réponse a I’I/R, la doxorubicine et le stress oxydant

(An et al., 2009 ; Hochhauser et al., 2003 ; Jungas et al., 2002).

111.4.2 Les canaux potassiqgues mitochondriaux

Il existe sur la membrane interne mitochondriale des canaux dont I’ouverture apparait bénéfique dans

un contexte d’I/R : les canaux potassiques mitochondriaux sensibles a I'ATP (mKatp) et les canaux

potassiques activés par le calcium (Kc.2'). Dans des conditions physiologiques, ces canaux

potassiques permettent l'influx de potassium dans la matrice mitochondriale qui est ensuite expulsé

en échange des protons grace a 1’échangeur potassium/proton (figure 11). Dans ce paragraphe, nous

aborderons le réle du canal potassique mKatp dans la cardioprotection.

KI\TP

Kf

Figure 11

H*

Figure 11 : Les canaux potassiques
mitochondriaux.

Trois types de canaux potassiques ont été décrits
au niveau de la membrane interne mitochondriale :
le canal potassique ATP-dépendant (mKarp), le
canal potassique activé par le calcium (mKca2+), et
le canal potassique voltage-dépendant (mK,). Dans
les conditions physiologiques, ces 3 canaux
permettent I’influx du potassium a ’intérieur de la
matrice mitochondriale tandis que I’efflux du
potassium  est  assuré  par  1’échangeur
potassium/protons (MKHE). Cet équilibre permet
la régulation du volume mitochondriale et la
préservationde la structure de la mitochondrie.

Figure adaptée de Baines C, 2010.
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» Canal potassigue ATP-dépendant mitochondrial (MKATP) :

Le canal mKarp a été purifié et reconstitué pour la premiere fois en 1991 (Inoue et al., 1991).
L’ouverture de ce canal provoque une entrée d’ions potassiques dans la matrice mitochondriale
entrainant une baisse du potentiel mitochondrial et un gonflement de la matrice di a une entrée d’eau
osmotiquement liée aux ions potassiques. Le canal mKatp comprend deux types de sous-unités
situées dans la membrane interne mitochondriale et a été caractériseé essentiellement par ses
propriétés pharmacologiques. In vitro, I’activit¢ du mKatp est régulée par les nucléotides. En
présence de magnésium, I’ATP, I’ADP et les acyl-CoA inhibent le canal et entrainent sa fermeture.
En revanche, le GTP et le GDP ouvrent ce canal. En présence de magnésium et d’ATP, ce canal se
comporte comme un récepteur avec une affinité élevée pour des molécules connues pour ouvrir les
canaux potassiques, comme le diazoxide et la cromakaline, ce qui entraine un gonflement matriciel
(Garlid et al., 2003). Si le canal est ouvert par I’action d’un agoniste, il devient sensible aux effets
d’inhibiteurs tels que le glyburide ou le 5-hydroxydécanoate, ce qui provoque la fermeture du canal
potassique et inhibe le gonflement matriciel. L’ utilisation de ces agents pharmacologiques a permis
de mettre en évidence I’implication des mKarp dans la signalisation du pré-conditionnement
(O’rourke et al., 2004) mais leur role exact n’est pas actuellement clairement défini. Trois
hypotheses ont été avancées (Argaud et al., 2006) : (1) L’effet protecteur pourrait étre di a la
diminution du Ayp, provoquant une diminution de la surcharge calcique matricielle et une réduction
de la probabilité¢ d’ouverture du mPTP ; (2) ’effet protecteur serait associ¢ a la régulation du volume
matriciel, 1’ouverture du mKarp limitant 1’une des conséquences immédiates de 1’ischémie a savoir
la diminution de I’entrée passive d’eau et de potassium dans la cellule, préservant ainsi son volume et
donc une respiration mitochondriale efficace et enfin (3) les canaux mKatp pourraient conduire a

I’inhibition de 1’ouverture du mPTP en diminuant la production des EROs a la reperfusion .

111.4.3 Le Pore de Transition de Perméabilité Mitochondriale (mPTP)

Pendant plus de 40 ans la communauté scientifiqgue a pensé que suite a une surcharge
calcique, les mitochondries subissaient une distension massive (Crofts et al., 1965) aboutissant a une
perméabilisation non spécifiqgue de leur membrane interne par activation des phospholipases
sensibles au calcium et accumulation d’acides gras et de lysophospholipides dans les membranes.

Pourtant, les études de Haworth et Hunter (1979) et plus tard de Crompton et al. (1987) ont prouvé
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que l'augmentation de la perméabilité résulte de I'ouverture d'un canal non spécifique de diameétre
bien défini, présent dans la membrane et laissant passer des molécules de poids moléculaire inférieur
a 1,5 kDa. Ce canal pharmacologiquement identifié a ét¢ nommé pore de transition de perméabilité
mitochondriale (mPTP). L’ouverture du mPTP a pour conséquence majeure 1’établissement d’un
équilibre de la concentration de protons de part et d’autre de la membrane mitochondriale interne, ce
qui dissipe Ay, inhibe la production d'ATP et peut entrainer un gonflement de la mitochondrie
pouvant aller jusqu’a la rupture de la membrane externe. La conséquence est dramatique pour la
cellule puisque si un nombre important de mitochondries ouvrent leurs mPTP, elle ne peut pas
maintenir son niveau d’ATP ce qui conduit a une perturbation du métabolisme et de I'homéostasie
ionique et aboutit a la mort par nécrose. Crompton et Costi (1990) ont été les premiers a suggérer que
I'ouverture du mPTP était un facteur critique des 1ésions provoquées par I’I/R. De nombreuses
données expérimentales ont confirmé le réle crucial de I’ouverture du mPTP au moment de la
reperfusion et par conséquent son importance comme cible pharmacologique de cardioprotection. Le
mPTP apparait actuellement comme 1’effecteur commun le plus probable a toutes les voies de
signalisation cardioprotectrices.

La 2°™ partie de ce chapitre sera entiérement consacré au mPTP.

Deuxieme Partie

|. L’identité moléculaire du mPTP :

Le role crucial du mPTP dans la vie ou la mort cellulaire nécessite de préciser I'identité
moléculaire de ce pore qui demeure jusqu’a présent incertaine. A 1’heure actuelle certains
constituants comme 1’« Adenine Nucleotide Translocase » (ANT), la cyclophiline D (Cyp-D), le
« Voltage Dependent Anion Channel » (VDAC) et le « mitochondrial Phosphate Carrier » (PiC)
semblent impliqués dans la formation et/ou la régulation du mPTP. D’autres protéines telles que

I’HexoKinase (HKII), la Créatine Kinase (CK), la protéine translocatrice (TSPO, connu
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anciennement sous le nom de récepteurs périphériques aux benzodiazépines, PBR), Bcl-2 et GSK-313

seraient des modulateurs de son ouverture plutot que des constituants (figure 12).

Figure 12
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Figure 12 : L’identité moléculaire proposée du mPTP

Le mPTP serait formé par I’interaction du VDAC, de I’ANT et de la Cyp-D au niveau
des sites de contact entre les membranes mitochondriales externes et internes. Des
protéines comme HKII, PBR (maintenant connu comme TSPO) et les protéines de la
famille Bcl-2 régulent I’ouverture/la formation du mPTP.

Abréviations : VDAC, voltage dependent anion channel ; ANT, adenine nucleotide
translocase ; Cyp-D, cyclophilin D ; HKII, hexokinase Il ; PBR, récepteurs
périphériques aux benzodiazépines nommé actuellemment TSPO, protéine
translocatrice ; Bcl-2/xL, B-cell lymphoma 2/B-cell lymphoma leukaemia ; Bax, Bcl-2
associated x protein ; CK, creatine kinase.

Figure adaptée de Zorov et al., 2009.
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1.1 Le « Voltage-Dependent Anion Channel » (VDAC)

Le VDAC est la protéine la plus abondante de la membrane mitochondriale externe et facilite le
transport de I'ATP/ADP a travers elle. Bien que le VDAC ait longtemps été considéré comme un
élément clé du mPTP, sa participation est actuellement fortement remise en cause car les principales
caractéristiques de la perméabilité mitochondriale sont préservées chez les souris délétées pour les
genes codant pour les trois isoformes de VDAC (Baines et al., 2007). Par ailleurs, la délétion des
trois isoformes de VDAC amplifie la mort des fibroblastes induite par le stress oxydant, suggérant
que VDAC pourrait avoir des propriétés protectrices. Le VDAC n’est donc plus considéré comme un
constituant du mPTP, voir méme pour certains auteurs comme un régulateur du mPTP (Zorov et al.,
2009).

1.2 L’«Adenine Nucleotide Translocase » (ANT)

L’ANT intervient dans I'échange ATP/ADP & travers la membrane mitochondriale interne.
Contrairement au VDAC, les preuves du role de I’ANT dans la constitution du mPTP sont plus
convaincantes. De nombreuses études ont montré que 1’ouverture du mPTP est favorisée par la
déplétion en nucléotides adényliques et inhibée par 1’addition d’ATP ou d’ADP (Halestrap et
Brenner, 2003). L’ouverture du mPTP est également modulée par d’autres ligands spécifiques de
I’ANT comme le carboxyatractyloside et 1’acide bonkrékique. L’implication de ’ANT comme
élément constitutif du mPTP a également été reconsidéré. En effet, I’ouverture du mPTP est inhibée
par la cyclosporine A (CsA) dans des mitochondries isolées du foie de souris délétées en ANT1 et
ANT2 alors que les hépatocytes isolés de ces souris répondent normalement a différents stimuli de
mort cellulaire, menant les auteurs a conclure que I’ANT n’entre pas dans la composition du mPTP.
Néanmoins, ’ouverture du pore dans ces mitochondries est moins sensible aux concentrations
calciques que les mitochondries des souris sauvages et insensible aux ligands de I’ANT tels que
I’ADP, le carboxyatractyloside et 1’acide bongkrekique (Kokoszka et al., 2004). Toutefois, il

convient de noter qu'une autre isoforme de I’ANT, I’ANT4 récemment identifié¢ (Da cruz et al.,
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2003) est présente chez les souris ANTL/ANT2™ expliquant la capacité de ces souris & survivre. Ces
observations suggérent que I'ANT serait un élément régulateur du mPTP,

1.3 La cyclophiline D (Cyp-D)

La peptidyl-prolyl cis-trans isomérase ou Cyp-D (Connern et al., 1992) est une protéine
matricielle d’environ 18 KDa de la famille des cyclophilines. Durant la formation du mPTP, la Cyp-
D interagit avec I’ANT, facilitant le changement de conformation de I’ANT déclenché par le calcium
afin de créer un canal. L’implication de la Cyp-D dans la formation du mPTP a tout d’abord été
révélé grace a la CsA qui se lie a la Cyp-D et inhibe son activité (Clarke et al., 2002). C’est aussi un
puissant inhibiteur de 1’ouverture du mPTP (Crompton et al., 1988). L'effet inhibiteur de la CsA est
indépendant de son effet sur la calcineurine puisque d’autres dérivés de la CsA, tels que
I’'immunosuppresseur Sanglifehrin A (SfA) ainsi que les molécules dénuées de propriétés
immunosuppressives comme le NIM 811 et le UNILO025 ont des propriétés similaires sur l'ouverture
du pore tout en étant dépourvues d'activité inhibitrice sur la calcineurine (Hansson et al., 2004 ;
Clarke et al., 2002). Des études génétiques ont ensuite confirmé le role de la Cyp-D dans I’ouverture
du mPTP. En effet, chez des souris délétées pour le gene codant pour la Cyp-D, les mitochondries
isolées ont besoin d’une concentration de calcium beaucoup plus élevée que des mitochondries
isolées de souris sauvages pour que I’ouverture du mPTP puisse étre observée. Par ailleurs, la
sensibilité du mPTP de ces mitochondries a une surcharge calcique est identique a celle des
mitochondries isolées de souris sauvages traitées par la CsA (Javadov et al., 2007). Malgré ces
arguments impliquant la Cyp-D dans la composition du mPTP, de récentes études génétiques

suggérent que la Cyp-D ne jouerait qu’un rdle de régulateur du mPTP (Basso et al., 2005).

1.4 Le transporteur mitochondrial de phosphates (PiC)

Le transporteur mitochondrial de phosphates (PiC) est une protéine de 30 a 35 kDa localisée dans
la membrane mitochondriale interne. En interagissant avec la Cyp-D et, éventuellement avec I’ANT,

le PiC peut induire des changements de conformation du mPTP calcium-dépendants a 1’origine de
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I’ouverture de ce pore (Halestrap, 2010). L’invalidation du géne codant pour le PiC conforte ces
données puisqu’elle entraine une diminution de ’apoptose induite par la staurosporine dans les
cellules HeLa, alors qu’une surexpression de PiC favorise la mort de ces mémes cellules (Alcala et
al., 2008). Cependant, 1’équipe d’A. Halestrap, qui ont fortement défendu le PiC comme un
constituant du mPTP, ont récemment montré que I’inactivation de ce transporteur n’affecte pas
I’ouverture du mPTP induite par une surcharge calcique (Varanyuwatanaa et Halestrap, 2011). Ils ont
donc émis deux hypothéses pour expliquer cette observation ; le PiC ne serait pas un constituant du
mPTP ou 25% de I’activité de PiC restante, I’inactivation n’étant pas totale, serait suffisante pour

former le mPTP.

1.5 La Protéine Translocatrice (TSPO)

Le TSPO est une protéine de 18 kDa qui a d’abord ét¢ dénommé récepteur périphérique aux
benzodiazépines (PBR) car il a été découvert dans les organes périphériques ou il est localisé au
niveau de la membrane externe mitochondriale et présente un site de liaison pour les
benzodiazépines. Le PBR a initialement été considéré comme un sous-type des récepteurs centraux
aux benzodiazépines (CBRs), puis des études pharmacologiques ont démontré que ces deux types de
récepteurs étaient des entités différentes (Beurdeley-Thomas et al., 2001). Le 4’-chlorodiazépam
(R05-4864) se fixe uniquement au PBR avec une affinité nanomolaire, alors que sa liaison aux CBRs
nécessite une concentration micromolaire (Beurdeley-Thomas et al., 2001). En outre, des ligands
appartenant a d’autres classes chimiques comme les isoquinolones permettent le marquage spécifique
du PBR. En 2006, Papadopoulos et al. ont proposé de renommer le PBR TSPO de maniére a
privilégier davantage la fonction de la protéine plutdét que sa localisation ou I’appartenance a une

classe chimique de ses ligands.

1.5.1 Localisation :

Le TSPO est une protéine ubiquitaire impliquée dans de nombreuses fonctions biologiques.
Le TSPO est trés répandu dans les tissus glandulaires et sécrétoires ou la synthése d’hormones

stéroidiennes est importante, et est essentiellement impliqué dans la translocation du cholestérol du
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cytosol vers la mitochondrie. Le TSPO est également présent dans les organes non stéroidiens
comme le ceeur, les vaisseaux sanguins, les glandes salivaires et la paroi de I’artére pulmonaire
(Baurdeley-Thomas et al., 2001). Des études de liaison ont montré que le TSPO se situe dans les
mitochondries (Anholt et al., 1986), et plus précisément dans la membrane externe mitochondriale,

ainsi que dans les fractions nucléaires (Venturini et al., 1998).

1.5.2 Structure du TSPO :

Le TSPO est une protéine hydrophobe de 169 acides aminés et de 18 KDa. La structure
tridimensionnelle révéle cing hélices a transmembranaires (figure 13) localisées au niveau des sites

de contact entre les membranes externe et interne mitochondriales (Papadopoulos et al., 2003)

1.5.3 Les fonctions du TSPO :

Le rble physiologique exact du TSPO n’est pas entiérement connu a ce jour. Le TSPO régule le
transport du cholestérol de la membrane externe vers la membrane interne mitochondriale ou ce
dernier est métabolisé afin de servir de précurseur a la synthése des hormones stéroidiennes (Krueger
et Papadopolous, 1990). Il intervient également dans le transport des porphyrines impliguées dans la
synthése de 1’heme (Castedo et al., 2002), la respiration mitochondriale (hirsch et al, 1988), la
prolifération cellulaire et ’apoptose (Bono et al., 1999). Toutes ces études montrent que le TSPO
pourrait avoir une fonction régulatrice au niveau de la mitochondrie, mais également participer au
contrble mitochondrial de 1’apoptose. Le TSPO est souvent associé au VDAC et a I’ANT. Au niveau
cardiaque, les ligands du TSPO modulent la libération du calcium a I’origine du gonflement
mitochondrial associé a ’ouverture du mPTP (Veenman et Gavish, 2006). Des études de patch-
clamp ont mis en évidence un canal mitochondrial, supposé étre le mPTP, car sensible a la CsA et
modulé par le 4’-cholorodiazépam. Des études réalisées dans notre laboratoire (Obame et al., 2008)
ont montré que le 4’-cholorodiazépam induit une diminution de la taille d’infarctus dans un modé¢le
d’I/R chez le rat. Une limitation de la permeéabilité mitochondriale et une modification de la
réorganisation des différentes protéines de la famille Bcl-2 au niveau des mitochondries
accompagnent 1’effet protecteur du 4’-cholorodiazépam. De méme, 1’occupation du TSPO par un de

ses ligands de synthese, le SSR180575, diminue la taille de I’infarctus dans un modele d’I/R chez le
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rat et confére aux cardiomyocytes une résistance au stress oxydant (Leducq et al., 2003). L’ensemble
de ces études suggerent que le TSPO agit comme un régulateur du mPTP et peut étre considéré

comme une cible potentielle pour la cardioprotection pharmacologique.

Figure 13
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Figure 13 : Schémade la structure de la protéine translocatrice mitochondriale (TSPO)
Le TSPO, anciennement dénommé PBR, est organisé en 5 sous-unités qui forment un pore
localise au niveau des sites de contact entre les membranes externe et interne mitochondriales.
Il est modulé par différentes protéines, PRAX-1, peripheral benzodiazepine receptor associated
protein-1et PPAP-7, protein kinase A (PKA) regulatory subunit Rla-associated protein

Le TSPO est souventassociéau VDACeta ’ANT

Figure adaptée de Papadopouloset al., 2006.
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1.6 Autres protéines :

Plusieurs autres protéines sont décrites comme des composants et/ou des modulateurs du mPTP. Il
s’agit :

» De I’hexokinase Il (HKII) quiest une enzyme cytosolique associée a la surface de la
mitochondrie au niveau des sites de contact entre les membranes mitochondriales interne et externe.
Cette enzyme catalyse la premiere étape du métabolisme du glucose caractérisée par la formation du
glucose-6-phosphate grace au transfert du phosphate terminal a partir d’'une molécule d’ATP.
Plusieurs travaux suggéerent I’implication de I’HKII dans la régulation du mPTP, 1’association entre
I’HKII et le VDAC étant corrélée a une inhibition du mPTP (Beutner et al., 1998). D’autres études
ont montré que cette interaction peut entrainer un changement de conformation du VDAC conduisant
a la fermeture du mPTP et/ou prévenir les interactions entre les composants du mPTP et les protéines
proapoptotiques de la famille Bcl-2 (Mathupala et al., 2006). Cette interaction peut étre neutralisée
par la phosphorylation du VDAC par GSK-3B ou favorisée par Akt par inhibition de GSK-3R. De
fagon surprenante, le détachement de I’HKII d’un site différent de celui du VDAC peut déclencher
I’apoptose via un changement conformationnel des membranes mitochondriales et des

composants/modulateurs du mPTP, et cela indépendamment du VDAC (Chiara et al., 2008).

» Des protéines de la famille Bcl-2 qui sont ancrées dans la membrane externe mitochondriale a
proximité du mPTP et agissent en stabilisant I’intégrité de la membrane (Marzo et al., 1998). Bax
forme des canaux avec I’ANT ; la formation de ces canaux étant prévenue par action de Bcl-2 sur
Bax (Brenner et al., 2000). Ces canaux sont responsables de 1’induction de 1’apoptose en favorisant
la libération du cytochrome c et la déstabilisation de la bicouche lipidique rendant la membrane
externe plus perméable. Les protéines de la famille Bcl-2 semblent étre capables de produire ou au
moins de réguler leurs effets via une interaction directe avec le mPTP ou avec ces

composants/régulateurs (Juhaszova et al., 2008).

» De la créatine kinase (CK)qui est une enzyme localisée au niveau de 1’espace
intermembranaire qui facilite la production et I’exportation dans le cytosol de la phosphocréatine. La
forme active de la CK est un dimere dont 1’association sous la forme d’un octameére cubique est

capable de se lier aux membranes (Rojo et al., 1991). L’incorporation de créatine Kinase
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mitochondriale, d’hexokinase cytosolique, de VDAC et d’ANT dans des bicouches
phospholipidiques génére une structure dont I’activité est semblable a celle du mPTP (Beutner et al.,
1998). De plus, I’interaction directe entre I’ANT et le VDAC ne serait possible qu’aprés dissociation
de I’octameére de CK (Vyssokikh et Brdiczka, 2003), ce qui confirme le réle régulateur exercé par

cette protéine sur le mPTP.

L’ensemble de ces données laisse a penser que la structure moléculaire du mPTP n’est a ce jour
toujours pas totalement déterminée. Des études génétiques remettent en cause régulierement la
structure établie du mPTP transformant des constituants décrits comme essentiels du mPTP en
simples régulateurs de ce dernier (figure 14).

La caracteérisation de I'identité moléculaire du mPTP reste un défi important car elle devrait permettre
d'identifier de nouvelles cibles pharmacologiques et ainsi aider a la conception de médicaments utiles

dans les pathologies nécessitant la modulation de ce canal.
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Figure 14
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Figure 14 : Le modele proposé du mPTP.

A, vue classique et B, vue actuelle.

Les protéines considérées jusqu’a présent comme composantes du mPTP semblent étre des
élémentsrégulateurs de ce pore. L’identité moléculairedu mPTP reste toujours inconnue.
Abréviations : VDAC, voltage dependent anion channel ; ANT, adenine nucleotide translocase ;
Cyp-D, cyclophilin D ; HKII, hexokinase 1l ; PBR, récepteurs périphériques aux
benzodiazépines nommeé actuellement TSPO, protéine translocatrice ; Bcl-2/xL, B-cell
lymphoma 2/B-cell lymphoma leukaemia ; Bax, Bcl-2 associated x protein ; BHj; Bcl-2
homology domain3; CK, creatinekinase;.

Figure adaptée de Zorov et al., 2009.
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Il. Régulation de ’ouverture du mPTP :

En plus des protéines régulatrices précédemment évoquées, une multitude d’autres facteurs
capables de moduler I’ouverture du mPTP ont été décrits comme les kinases des différents voies de
signalisations (1% Chapitre), les nucléotides, les cations bivalents, le potentiel de membrane
mitochondrial, etc. Nous présenterons ici les facteurs les plus étudiés dans la littérature en nous
focalisant sur le role clé joué par les especes réactives de I'oxygene.

1.1 Le calcium

Le calcium est un facteur essentiel dans l'induction de 1’ouverture du mPTP mais la concentration
calcique matricielle nécessaire a cette ouverture est difficile a définir (Di Lisa et al., 2009) car elle
est influencée par différents facteurs tels que le pH et le P;. L’ouverture du mPTP semble pouvoir
étre favorisée par des réponses cellulaires déclenchées par une élévation de la concentration de
calcium intracellulaire a I’origine d’une accumulation des EROs. Cependant, dans le modéle d’I/R, la
formation des EROs semble jouer un rdle plus important dans l'ouverture du mPTP que la
concentration de calcium intracellulaire (Halestrap et al., 2009). Il a récemment été démontré dans
des cardiomyocytes que le mPTP est largement insensible a une augmentation de calcium
cytosolique mais qu’il devient trés sensible au calcium lorsque les mitochondries de ces cellules sont
isolées (Zorov et al., 2009). Cette différence peut étre expliquée par la perte d’un ou de plusieurs
facteur(s) soluble(s) impliqué(s) dans la régulation de cette sensibilité au calcium lors de I’isolement
des mitochondries. Le role du calcium dans I’ouverture du mPTP serait plus important dans les
cellules isolées non excitables (Juhaszova, 2008) que dans les cellules excitables ou le stress oxydant
joue un role prépondérant dans 1’ouverture du mPTP, notamment lorsqu’elles sont soumises a une

hypoxie/réoxygénation (H/R) (Zorov et al., 2009).
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1.2 Le pH intracellulaire (pH;)

Le pH; est considéré comme un facteur important dans les Iésions myocardiques induites par I’I/R.
Pendant I’ischémie, le pH extracellulaire baisse localement en raison des H* expulsés de la cellule
par 1’échangeur sodium/proton. A la reperfusion, le pH extracellulaire retourne rapidement a la
normale conduisant a une perturbation de la signalisation calcique et a 1’apparition de 1ésions au
niveau du myocarde. Les premiéres études montrant qu'une diminution du pH a la réoxygénation
retarde 1I’ouverture du mPTP dans un modéle de mitochondries isolées ont été publiées par Haworth
et Hunter en 1979. L'effet protecteur de I'acidose a été largement confirmé in vitro (Juhaszova et al.,
2008) mais également sur des cceurs soumis a une I/R (Cohen et al., 2008). Un pH proche de 7,3 a la
réoxygénation est optimal pour induire 1’ouverture du mPTP (Di lisa et Bernardi, 2009). La
probabilité d'ouverture du mPTP diminue nettement en cas de pH inférieur a 7,3 en raison de la
protonation réversible de résidus histidyl ainsi que lorsque ce pH est au dessus de 7,4 mais le
mécanisme est inconnu. Les stratégies cardioprotectrices pourraient donc faire intervenir une
modulation du pH. Ainsi, les inhibiteurs de 1’échangeur sodium/proton administrés a 1’animal au
moment de la reperfusion provoque une protection légérement inférieure a celle observée lors de leur
administration pendant l'ischémie et a la reperfusion (Murphy et al., 1991). Malgreé cela, les essais
cliniques effectués en présence d’inhibiteurs de 1’échangeur sodium/proton, tel que le cariporide, lors
de ’I/R se sont avérés décevants en raison de I’administration de fortes doses responsables d’une
augmentation de l'incidence des accidents vasculaires cérébraux (Theroux et al., 2000). Des
approches permettant de contrdler I’acidose au sein de la zone infarcie avec un cathéter, au moment
de la reperfusion, pourraient étre prometteuses dans le traitement des patients atteints d'un infarctus

aigu du myocarde (Zorov et al., 2009).

11.3 L e phosphate inorganigue (Pi)

Depuis de nombreuses années, il est établi que 1’ouverture du mPTP est activée par la présence de
Pi, mais les mécanismes sous-jacents ne sont pas entierement élucidées. Le Pi pourrait exercer une

double action sur le mPTP. Le Pi pourrait favoriser 1’ouverture du mPTP en diminuant la
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concentration de magnésium matricielle et/ou en formant des polyphosphates (Di lisa et Bernardi,
2009 ; Basso, et al., 2005). Le Pi contribue également au maintien des valeurs optimales du pH et/ou
de I’homéostasie du calcium mitochondrial provoquant I’ouverture du mPTP. Cependant, en
présence de CsA ou en cas de délétion du gene codant pour la Cyp-D, le Pi réduit la probabilité
d’ouverture du mPTP par action directe sur le mégacanal laissant a penser que, dans ce modele, la
présence de Cyp-D empéche I'action inhibitrice du Pi en bloquant son site régulateur au niveau du
mPTP (Di lisa et Bernardi 2009 ; Basso, et al., 2008). Enfin, des résultats récents indiquent que le
transporteur mitochondrial de phosphate, PiC, pourrait interagir avec des composants du mPTP et

constituer un lien entre la concentration de phosphate et la régulation du mPTP (Leung et al., 2008).

1.4 Les espéces réactives d’oxvgene (EROs)

11.4.1 Actions physiologiques des EROs : rble dans la signalisation

Bien que les EROs soient la plupart du temps responsables de dommages causés aux

structures biologiques, il est également admis que de faibles concentrations d’EROs participent a la
régulation de nombreux processus comme par exemple la réponse immunitaire, I’adhérence cellule-
cellule, la prolifération cellulaire, I’inflammation, le métabolisme ....et la protection cellulaire.
De nombreuses études ont montré I’implication des EROs dans 1’activation des kinases impliquées
dans la cardioprotection. Ainsi, I’inhibition de PKC abolit la diminution de mort cellulaire induite
par une élévation modérée des EROs (Lebuff et al., 2003). La voie RISK peut également étre activée
par les EROs. En effet, I’application d’H,O, provoque une phosphorylation d’Akt (Pham et al.,
2000) mais pourrait aussi provoquer la phosphorylation d’autres kinases telles que MAPK, ERK et
p38 (Yue et al., 2002).

La dualité entre les effets benéfiques et délétéres des EROs a été exposée dans un bon nombre
d’études. Ainsi, un traitement avec 100uM d’H,0; est capable d’induire 1I’ouverture du mPTP dans
des mitochondries isolées de cceur, ouverture qui est prévenue par un pré-conditionnement réalisé
grace a 2uM d’H,0,, (Costa et al., 2006). Les effets cardioprotecteurs du diazoxide un activateur des

canaux potassiques et du pré-conditionnement ischémique sont en partie dues a une augmentation de
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la production des EROs (Garlid et al., 2003) et sont abolis par un antioxydant (Hausenloy et al.,
2004). Ceci a été confirmé par des études génétiques. En effet, des souris transgéniques invalidées
pour une sous-unité de la NADPH oxydase responsable de la production d’EROs ne peuvent pas étre
pré-conditionnées car le niveau de production d’EROs des souris délétées pré-conditionnées
n’excéde pas celui de souris sauvages pré-conditionnées et traitées par un antioxydant (Bell et al.,
2005).

En conclusion, le niveau de production d’EROs est crucial ; de faibles niveaux sont nécessaires

au maintien d’une physiologie cellulaire normale alors qu’une production élevée et prolongée

d’EROs est déléetére, voire toxique.

11.4.2 Actions pathologiques des EROs : Le co6té sombre

Un excés de production d’EROs et/ou une diminution de I’activité des systemes anti-oxydants,
conduit a la mise en place d’un stress oxydant a I’origine de situations pathologiques (Rochette et al.,
2011). Le stress oxydant se traduit par une peroxydation lipidique, une oxydation protéique et des
mutations de I’ADN, notamment de I’ADN mitochondrial (ADNmt)

> Peroxydation lipidique :

La peroxydation lipidique touche principalement les lipides contenant des acides gras insaturés.
L’oxydation des lipides génére des peroxydes lipidiques eux mémes trés réactifs. La présence des
lipides peroxydés perturbe les fonctions membranaires en augmentant la rigidité des doubles couches
lipidiques a ’origine de la modification de la fluidité, de la perméabilité¢ et de 1’excitabilité des
membranes. Cette peroxydation fournit aussi une grande variété de produits réagissant avec les
protéines et I’ADN. Parmi ces produits, le malondialdéhyde (MDA) est utilis¢é comme marqueur de
la peroxydation lipidique. Dans la mitochondrie, la cardiolipine est particulierement sensible a la

peroxydation lipidique.

» Oxydation protéique :

Les protéines sont aussi susceptibles d’étre oxydées par les EROs. Ces réactions, fréquemment
influencées par les cations métalliques de type Cu®* et Fe?*, inactivent les centres Fe/S, affectent les

complexes de la chaine respiratoire, la FOF1-ATP-synthétase et I’ANT, ce qui se traduit par une
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baisse dans la production énergétique mitochondriale. Les protéines oxydées semblent constituer un
facteur majeur dans la dégénérescence cellulaire de nombreuses maladies, comme 1’ Alzheimer et le

Parkinson.

> Oxvdation de PADN

Les mitochondries sont les premiéres cibles des EROs. L’ADNmt est trés sensible au stress
oxydant, 10 fois plus que I’ADN nucléaire. Cette grande sensibilit¢ de ’ADNmt est due a sa grande
proximité avec la membrane mitochondriale interne, a 1’absence d’introns et d’histones protectrices
autour de I’ADNmt et aux faibles capacités réparatrices de la mitochondrie. La genése de protéines
non fonctionnelles au niveau des complexes respiratoires pourrait exacerber la fuite d’électrons,

produisant plus d’EROs et aggravant ainsi le phénomeéne.

Les fonctions de la mitochondrie sont donc particulierement exposées aux dommages oxydatifs.
Dans ces dernieres années les recherches menées sur le mPTP semblent accorder au stress oxydant
un réle déterminant dans la transition de perméabilité et I’ouverture du mPTP. Dans ce paragraphe,

nous aborderons les relations existant entre EROs et mPTP.

11.4.3 Relation entre les EROs et le mPTP :

11.4.3.1 La vision traditionnelle : EROs produites pendant la reperfusion

Un nombre considérable d’études supporte une théorie selon laquelle les 1€sions de reperfusion
sont causées par une production accrue des radicaux libres au moment de la reperfusion c'est-a-dire
lors de la réintroduction de I'oxygéne dans les tissus ischémiques (Ambrosio et al., 1991, Rochette et
Maupoil, 1993). Les EROs, particulierement celles générées pendant les premiéres minutes de la
reperfusion, conduisent a un stress oxydant cellulaire, entrainant la mort cellulaire (Kim et al., 2006).
Une diminution de la production des EROs a la réoxygénation améliore de facon significative la
survie cellulaire apres H/R (Vanden Hoek et al., 1997). Au contraire, ’administration de diverses
substances pro-oxydantes potentialisent la sensibilité du mPTP a la surcharge calcique (Lenartowicz
et al., 1991 ; Crompton et al., 1988). Les EROs augmentent la probabilité d'ouverture du mPTP en
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favorisant la liaison de la Cyp-D a I'ANT (Halestrap et al., 2009). En effet, des études ont montré que
I’oxydation des groupes thiols de I’ANT pourrait étre responsable de cet effet. Plus particuliérement,
les EROs provoqueraient une liaison interne entre Cys160 et Cys257 (sites de liaison des nucléotides
sur I’ANT) qui pourrait changer la conformation de ’ANT au niveau de la Cys57 (site de liaison de
la Cyp-D sur ’ANT) ce qui expliquerait l'augmentation de la liaison ANT/Cyp-D (McStay et al.,
2002).

Les EROs générées au début de la réoxygénation semblent donc étre 1'un des activateurs
principaux de 1’ouverture du mPTP et de la mort cardiomyocytaire. Toutefois, la plupart de ces
données ont été acquises a partir de modeles cellulaires et les résultats obtenus dans des modeles
intégrés sont plus discutables. En effet, si le traitement par certains antioxydants (Forrat et al., 1997)
permet d’améliorer certains aspects des 1ésions de reperfusion, comme par exemple le « stunning »
(Tang et al., 2002 ; Bolli et Marban, 1999), le role des EROs dans la réduction de la taille de
I'infarctus est controversé. Bien qu'un certain nombre d'études montrent une diminution de la taille
d’infarctus en présence d’antioxydants ou de piégeurs d’EROs, d’autres auteurs n’ont pas pu mettre
en évidence d’amélioration (Downey et Yellon 1992). Ces études contradictoires soulevent de
nombreuses questions concernant les différences physiologiques liées a 1’espece utilisée, les
techniques de détermination de la taille d’infarctus, les durées d’ischémie et de reperfusion, le

moment et la zone d’injection et la dose d’antioxydant a administrer, etc.

11.4.3.2 La vue actuelle paradoxale : les EROs produites pendant Pischémie

Récemment, plusieurs études ont montré que les EROs peuvent étre produites durant l'ischémie.
Cet effet peut apparaitre paradoxal puisque l'ischémie est associée & une baisse du niveau d’oxygene.
La génération d’EROs pendant l'ischémie est liée au niveau résiduel d’O, présent dans les tissus.
Ainsi, I’utilisation de piégeurs permettant d’éliminer totalement 1’0, résiduel provoque une anoxie et
diminue I’oxydation et la mort cellulaire lors de la reoxygénation (Robin et al., 2007). Les EROs
produites pendant la période ischémique semblent inoffensifs puisque la mort cellulaire n‘augmente
pas pendant I'hypoxie (Robin et al., 2007), ce qui indique que I'effet immédiat de ce stress oxydant
est peu délétere. A la différence de son réle toxique a la reperfusion /ou réoxygénation, selon certains
auteurs, les EROs générées au cours de I'ischémie sont méme susceptibles d'étre a 1’origine des

EROs impliqués dans le pré-conditionnement (Becker et al., 2004).
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L’ensemble de ces observations indique que le stress oxydant du a I'hypoxie est nécessaire, mais
pas suffisant pour provoquer la mort cellulaire. Cependant, I'effet des EROs produites pendant
I'hypoxie sur I’ouverture du mPTP reste mal connu et constitue un chapitre important de notre travail

de these.

I1l. La perméabilité mitochondriale comme cible

pharmacologigue de la cardioprotection ?(daprés Morin et al.,
2009)

Dans ce paragraphe, nous expliquerons pourquoi l'inhibition de la perméabilité de la membrane
mitochondriale, plus particulierement I'inhibition pharmacologique du mPTP représente une stratégie
pertinente afin de protéger le myocarde contre I’I/R et nous aborderons ce concept selon deux
approches (figure 15):

» Les stratégies pharmacologiques agissant directement sur la membrane mitochondriale en

ciblant les canaux mitochondriaux

» les agents pharmacologiques agissant indirectement sur la perméabilité de la membrane

mitochondriale, et empéchant les conditions favorisant la perméabilisation membranaire (la

stimulation de la voie RISK et le stress oxydant).
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Figure 15
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Figure 15 : L’inhibition de la perméabilité mitochondriale comme approche
pharmacologique afinde limiter les 1ésions d’I/R.
Les stratégies pharmacologiques peuvent agir directement ou indirectement au
niveau de la membrane mitochondriale externe (MME) ou au niveau des
membranes internes et externes (mPTP).
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Figure adaptée de Morinet al., 2009.
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I11.1  Les stratégies pharmacologiques directes

Pendant I’I/R, la mort cellulaire est induite par un changement de la perméabilité de la membrane

mitochondriale régulée par des signaux de stress provenant de la mitochondrie et du cytosol comme
les protéines de la famille Bcl-2. Deux types de mécanismes participent a la perméabilisation de la
membrane mitochondriale (Green et kroemer, 2004). Le premier implique la participation des
membranes interne et externe de la mitochondrie et correspond a la formation du mPTP. Le second
mécanisme ne met en jeu que la membrane mitochondriale externe et la formation de canaux a
travers cette membrane (figure 15).
La perméabilisation de la membrane mitochondriale induit la libération d’effecteurs de la mort
cellulaire et entraine la perte des fonctions mitochondriales fondamentales pour la survie des cellules.
Les substances capables de bloquer ou de limiter la perméabilisation de la membrane mitochondriale
pourraient donc étre cytoprotectrices lors de I’I/R.

I11.1.1Le mPTP comme cible pharmacologique de la cardioprotection

Le mPTP étant un acteur principal des lésions cellulaires lors de I’'l/R myocardique,
il apparait donc comme une cible pharmacologique prometteuse : (1) 1’ouverture du mPTP est
favorisée par les conditions qui prévalent pendant I’I/R, (2) le mPTP controle la mort cellulaire en
libérant les facteurs apoptotiques (Green et al., 2005 ; Crompton et al., 1999), (3) le mPTP est régulé
par les membres pro - et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Baines C, 2010) et enfin, (4) il est
impliqué dans I'effet cardioprotecteur du pré- et du post-conditionnement ischémique.
Bien que la structure moléculaire du mPTP reste inconnue (voir 2°™ chapitre, 2°™ partie paragraphe
1), des approches ciblant les composants putatifs du pore ont été développées afin de trouver des

inhibiteurs de son ouverture.

L’étude de I’interaction de la CsA avec la Cyp-D a fourni la premiere démonstration de la
pertinence de cette approche. La CsA se lie a la Cyp-D avec une forte affinité et empéche
I'interaction de cette protéine avec un composant du mPTP (probablement I’ANT) inhibant son
ouverture. La CsA diminue la mort des cardiomyocytes soumis a une H/R (Nazareth et al., 1991) et
réduit la taille de l'infarctus dans les modeles ex vivo d’I/R cardiaque (Argaud et al., 2004 ; Griffiths
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et al., 1993). Des études cliniques ont également démontré que l'inhibition de 1’ouverture du mPTP
par la CsA, administrée au début de la reperfusion, protége le myocarde humain contre les lésions de
I’I/R (Shanmuganathan et al., 2005). L’utilisation clinique de la CsA est cependant limitée pour des
raisons pharmacocinétiques et pharmacodynamiques (Morin et al., 2001) et par le fait que la CSA ne
parvient plus a inhiber I’ouverture du mPTP lorsque les mitochondries sont exposées a de forts
stimuli (Halestrap et al., 2004). Pourtant, une étude clinique récente a montré qu'un bolus
intraveineux de CsA 2,5 mg/kg administré juste avant la reperfusion réduit la taille de I'infarctus chez

les patients souffrant d'infarctus aigu du myocarde (Piot et al., 2008).

Des effets cardioprotecteurs similaires ont été obtenus avec des dérivés de la CsA non-
immunosuppresseurs (figure 16), [N-méthyl-ala®] CsA, [N-méthyl-Val*] CsA, Debio 025 ou NIM811
(Argaud et al., 2005 ; Griffiths et al., 1993) confirmant la pertinence de cette approche. La
Sanglifehrin A, un médicament non-apparenté a la CsA inhibe fortement I’ouverture du mPTP en
inhibant I'activité isomérase de la Cyp-D (figure 15). Il convient d'ajouter que l'inhibition de
I’ouverture du mPTP par la CsA est également efficace dans un cas particulier de I’I/R i.e., la
préservation hypothermique du cceur avant transplantation. La CsA améliore la récupération

fonctionnelle aprés une longue préservation hypothermique du cceur (Rajesh et al., 2003).

Une autre approche pharmacologique intéressante a été apportée par le laboratoire de P.
Bernardi qui a montré qu’en dehors de ses effets antioxydants et de son réle dans la régulation du
transfert d'électrons, le coenzyme Q (ubiquinone) et des molécules apparentées modulent 1I’ouverture
du mPTP en agissant sur un site spécifique (Fontaine et al., 1998). Les coenzymes exogenes, Q0
(ubiquinone 0) et Q10 (decylubiquinone), sont de puissants inhibiteurs de 1’ouverture du mPTP
induite par la surcharge calcique, alors que le coenzyme Q1 (ubiquinone 5) neutralise les effets du
coenzyme QO et de la décylubiquinone sans inhiber 1I’ouverture du mPTP (Fontaine et al., 1998). Le
VDAC a eté propose comme l'une des cibles potentielles des analogues de lI'ubiquinone (Cesura et
al., 2003), mais comme les mitochondries isolées de foie de souris délétées pour le VDAC1
présentent une ouverture normale du mPTP, ouverture qui est inhibée par les analogues de
I’'ubiquinone (Krauskopf et al., 2006), cette hypothése est peu probable. En revanche, les propriétés

antioxydantes du coenzyme Q pourraient contribuer a l'inhibition de I’ouverture du mPTP. En effet,
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la décylubiquinone inhibe I’activation du mPTP en inhibant la production des EROs (Armstrong et
al., 2003).

111.1.2Le mKATP

L’implication des canaux mKATP dans la cardioprotection a été décrite dans la 1% partie
de ce 2°me chapitre ( section I111.4.2). Suite aux résultats obtenus dans des modeéles in vitro et in vivo,
I’administration intraveineuse de nicorandil (un activateur de 1’ouverture du mKATP et un donneur
de NO) chez des patients présentant un infarctus aigu du myocarde (Ono et al., 2004 ; Ishii et al.,
2005) a permis de montrer un effet cardioprotecteur de cet agoniste potassique bien qu’une autre
étude n'ait pas réussi a mettre en évidence cet effet dans le méme cadre clinique (Kitakaze et al.,
2007). Il faut noter que la démonstration définitive de la participation des canaux mKATP dans le
mécanisme de cardioprotection est entravée par l'absence d'agents sélectifs pour ce canal. Bien que
les activateurs et les inhibiteurs de ce canal qui ont été utilisés pour démontrer les effets
cardioprotecteurs (plus particulierement le diazoxide et le 5-hydroxydécanoate), soient considérés
comme selectifs, de nombreuses études mettent en cause cette spécificité (Halestrap et al., 2007).
Une meilleure connaissance des mécanismes cellulaires et du role des canaux mKATP nécessitera
des agents pharmacologiques plus spécifiques et plus sélectifs. Cependant, ces canaux semblent

toujours étre une cible prometteuse pour le développement de nouveaux agents cardioprotecteurs.

I11.1.3Le canal « Mitochondrial apoptosis induced channel »/Bax

(Mac/Bax)

Comme mentionné dans la section 11.4.1, la perméabilisation de la membrane mitochondriale

est sous le contrble des protéines proapoptotiques de la famille Bcl-2. En effet, I’activation de Bax
provoque sa translocation dans la mitochondrie et (1) son intégration dans la membrane externe
mitochondriale ou il peut former un canal perméable (Crow et al., 2004) ou (2) interagir avec un
canal qui préexiste comme le VDAC (Granville et al., 2003). A noter que le canal Bax semble
identique au canal MAC (mitochondrial apoptosis induced channel) qui a été détecté au niveau des
mitochondries (Kinnally et al., 2007). Polster et al. (2003) ont montré que le propranolol et la

bucaine inhibent le changement de la perméabilité induite par Bax ainsi que la libération du
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cytochrome c de la mitochondrie. Plus récemment, Hetz et al. (2005) ont identifié deux inhibiteurs
de I’activité du canal Bax, bcil et bci2, qui empéchent la libération du cytochrome c in vivo et in
vitro et montrent un effet protecteur a la reperfusion dans un modele d’I/R cérébrale. Ce type de
molécule constitue une approche pharmacologique intéressante mais non étudiée jusqu’a présent, a

notre connaissance, sur un modele d’I/R cardiaque.

111.1.4 Le TSPO

Plusieurs études ont suggéré que les ligands du TSPO pourraient moduler 1’apoptose (Bono et al.,
1999) et joueraient un role antiapoptotique dans des conditions de stress oxydant comme I’'I/R
(Carayon et al., 1996). Dans ce contexte, des travaux sur le rein ont montré qu’il existe une
corrélation entre 1I’expression du TSPO et la qualité de la préservation du rein, indiquant que le TSPO
peut servir d’indicateur de viabilité rénale et mitochondriale pendant la période de préservation du
greffon (Hauet et al., 2002 ). 1l est donc raisonnable de penser que 1’augmentation pharmacologique
des niveaux d'expression et de transcription du TSPO pourrait améliorer la résistance des cellules a
un stress oxydant généré pendant I'l/R. Le SSR180575, un ligand irréversible du TSPO, empéche les
dommages cellulaires induits par le stress oxydant et les Iésions de I’I/R chez les rongeurs (Leducq et
al., 2003). Dans le laboratoire, nous avons montré que le 4'-chlorodiazépam, un ligand spécifique de
TSPO (figure 16) réduit la taille de l'infarctus dans un modéle d’T/R myocardique chez le rat. Le
mécanisme de protection implique une limitation de la perméabilisation membranaire mitochondriale
due a une résistance des mitochondries a 1’ouverture du mPTP et une réorganisation de I'équilibre
entre les protéines pro- et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 au niveau des membranes
mitochondriales (Obame et al., 2007). Le TSPO parait donc étre un modulateur de la mort cellulaire
induite par I’I/R, ce qui suggere qu’il pourrait constituer une cible possible pour la cardioprotection.
Pour cela, nous avons étudié I’effet cardioprotecteur d’un nouveau ligand du site cholestérol du
TSPO, le TRO 40303, lors de I’'l/R (Schaller et al., 2010). In vitro, le TRO40303 augmente la
résistance a I’ouverture du mPTP et limite la libération de facteurs pro apoptotiques mitochondriaux
comme AIF (Apoptosis inducing factor). In vivo, il réduit la taille de I’infarctus et le remodelage
cardiaque consécutif a un infarctus. Les résultats obtenus seront exposés ultérieurement dans la partie

« résultats » de cette these.
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L’ensemble des données de ce paragraphe indiquent que l'inhibition directe de 1’ouverture du
mPTP représente un objectif a atteindre dans 1’élaboration d’une stratégie cardioprotectrice. Cela
exige I’identification de la structure moléculaire du mPTP et des sites d’actions ainsi que la
recherche de nouveaux inhibiteurs directs du mPTP (Fuks et al.,, 2005; Cesura et al., 2003)

possédant spécificité et sélectivité .

I11.2 Les stratégies pharmacologiques indirectes

Bien que récemment décrit, le post-conditionnement est déja transposé en clinique,
renforcant ainsi la preuve de ce concept (Ovize et al., 2010 ; Yang et al., 2007 ; Laskey et al., 2005 ;
Staat et al., 2005). Dans le cadre d’une intervention percutanée coronarienne, le post-
conditionnement est induit chez les patients par une série d'épisodes successifs de gonflement-
dégonflement du ballonnet utilisé lors de I’angioplastie. Il a été montré que le post-conditionnement
protege significativement le cceur contre les Iésions induites par I'I/R avec une persistance
significative de 1’effet protecteur dans la durée (Thibaut et al., 2008 ; Yang et al., 2007).

Méme si les mécanismes cellulaires qui régissent la protection induite par le pré- et le post-
conditionnement ne sont pas complétement élucidés ils aboutissent & un mécanisme commun, a
savoir l'inhibition indirecte de la perméabilité de la membrane mitochondriale via I'inhibition de
I’ouverture du mPTP (Ferrera et al., 2007) pendant la reperfusion, gréce a la mise en place de la voie
RISK. Le mécanisme par lequel la voie RISK inhibe 1’ouverture du mPTP lui non plus n’est pas
encore totalement élucidé et plusieurs candidats ont été décrits comme capables d’inhiber cette

ouverture du mPTP comme décrit dans le 1*" chapitre.

Cependant, quels que soient les mécanismes reliant la voie RISK a l'inhibition de
I’ouverture du mPTP, I'activation de cette cascade de kinases provoque 1'inhibition de I’ouverture du
mPTP a la reperfusion et par conséquent accroit la cardioprotection. Cette propriété est exploitée

pharmacologiquement comme décrit ci-dessous.
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I11.21 La voie RISK comme cible pharmacologique de la

cardioprotection

L'administration de doses élevées d’adénosine au moment de la reperfusion protege le
myocarde suite a un infarctus (Marzilli et al., 2000). De méme dans des études cliniques contrdlées,
I’ajout d’adénosine au traitement thrombolytique initié apres le début de la reperfusion a permis de
diminuer la taille de l'infarctus (Ross et al., 2005 ; Mahaffey et al., 1999) mais sans pour autant
améliorer les résultats cliniques a savoir I’insuffisance cardiaque et I’hospitalisation (Ross et al.,
2005).

La morphine, agoniste de récepteurs opiacés couplés aux protéines G, active la voie RISK
en augmentant la phosphorylation de GSK-38, inhibe 1’ouverture du mPTP et confére ainsi une
cardioprotection lorsqu’elle est administrée a la reperfusion chez I’animal, comme montré dans la
partie résultat de cette these (Gross et al., 2005 ; Obame et al., 2008). L’utilisation de la morphine
qui est un médicament bien connu et qui peut étre administré en aigu en toute sécurité représente une

stratégie clinique intéressante pour le traitement de 1’infarctus du myocarde.

Enfin, la stimulation directe de la PKC via des activateurs de la PKC; ou des inhibiteurs de
la PKC; peut étre a 1’origine d’effets cardioprotecteurs. Ainsi, le KAI-9803, un peptide inhibiteur de
la PKC;s administré par injection intra-coronaire lors d’intervention percutanée coronarienne
effectuée suite a un infarctus aigu du myocarde entraine des signes de cardioprotection.
Malheureusement, les améliorations observées ne se sont pas révélées significatives, ce qui est

probablement due a la petite taille de I'échantillon étudiée (Bates et al., 2008).

111.2.2 Les antioxydants et la perméabilité mitochondriale :

Les EROs jouant un rble délétere majeur dans I’I/R, de nombreuses stratégies
pharmacologiques ont été développés afin de les piéger, plus particuliérement les EROs d’origine
mitochondriale, ou d'augmenter leur dégradation. Par exemple, Bognar et al. (2006) ont développé
une molécule, le HO-3538 (figure 16), qui mime la superoxyde dismutase et qui permet d’éliminer
les EROs dans le microenvironnement du mPTP et d’inhiber ainsi son ouverture, conduisant a 1a
protection du myocarde lors d’un épisode d’I/R. De méme, I'édavarone, un piégeur des radicaux

libres, inhibe 1’ouverture du mPTP et limite les lésions de reperfusion (Rajesh et al., 2003). Lors
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d’un infarctus aigu du myocarde, I’injection intraveineuse d’édavarone limite la taille de I'infarctus et
les arythmies au moment de la reperfusion et améliore les résultats cliniques a court terme (Tsujita et
al., 2006).

Cependant, la plupart des études cliniques réalisées avec des antioxydants conventionnels
ont conduit a des résultats décevants (Griendling et al., 2003). Plusieurs raisons peuvent étre
évoquées afin d’expliquer 1’échec de ces ¢tudes parmi lesquelles, le moment de 1’administration des
antioxydants ainsi que leur délivrance dans un compartiment précis. Comme nous l'avons vu
auparavant, la production d’EROs débute au cours de la phase ischémique et il peut étre crucial de
commencer le traitement avec les antioxydants le plus t6t possible i.e., avant le début de la
reperfusion. De plus, I’administration optimale de ces molécules devrait avoir lieu directement au

niveau des mitochondries, ce qui représente un autre facteur limitant.

Afin de surmonter ce dernier point, des chercheurs ont tenté de synthétiser des cations
amphiphiles a partir des composés antioxydants existants, comme le tocophérol-a (MitoVitE) et
I’ubiquinone (MitoQ) (figure 16). Ces composés sont attirés de facon sélective a I’intérieur des
mitochondries grace au potentiel membranaire négatif (Murphy et al., 2008). Cette approche est une
stratégie pharmacologique prometteuse puisque chez le rat 1’administration de MitoQ limite
significativement les Iésions induites par I’I/R cardiaque (Adlam et al., 2005). Contrairement aux
MitoQ et MitoVitE, d’autres peptides antioxydants ont été synthétisés pour entrer dans les
mitochondries de maniére indépendante du potentiel membranaire. Ils comportent en effet dans leurs
séquences des domaines permettant un adressage ciblé vers les mitochondries (Zhao et al., 2004).
Ces peptides réduisent la production mitochondriale d’EROs, inhibent l'ouverture du mPTP,
empéchent la libération du cytochrome ¢ (Zhao et al., 2004) et préviennent I’T/R myocardique €x Vivo
et in vivo (Szeto et al., 2008).

Une autre approche consiste a empécher la production mitochondriale d’EROs afin de
protéger la membrane de 1’organite. Plusieurs approches ont été envisagées. Le développement
d'inhibiteurs spécifiqgues de MAO-A (monoamines oxydases-A), permet de limiter les lésions
induites par I’'I/R (Bianchi et al., 2005). L’utilisation de découpleurs de la membrane interne

mitochondriale (Skulachev et al., 1998) au moment de la reperfusion limite l'augmentation brutale du
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potentiel de membrane, la production massive d’EROs et I'augmentation de la perméabilité¢ de la
membrane mitochondriale. Ainsi, I’utilisation des molécules découplantes ou la surexpression des
protéines découplantes entrainent elles une diminution de la production d’EROs associée a une

protection du myocarde (Brennan et al., 2006 ; Ganote et al., 2003 ; Teshima et al., 2003).

En conclusion, dans les prochaines années, le développement d’agents pharmacologiques
pertinents utilisables en clinique, dépendra de 1’évolution de notre compréhension des mécanismes et
de notre capacité a developper des molécules spécifiques pour un site d'action, minimisant les effets
sur les autres voies de signalisation. Toute la difficulté est de cibler une espéce radicalaire, un
compartiment cellulaire spécifique, de définir un délai d’administration précis afin de fournir le
traitement adapté au bon moment. Tous ces facteurs seront nécessaires afin d’obtenir des résultats

cliniques bénéfiques et fiables.
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Figure 16
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Figure 16 : Structures chimiques de quelques agents pharmacologiques
capables de moduler la perméabilité mitochondriale.

Figure adaptée de Morin et al., 2010.
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BUTS DE L’ETUDE

Nous avons vu dans les chapitres précédents que 1'une des cibles pharmacologiques
pertinentes pour induire une cardioprotection est d’accroitre la résistance a 1’ouverture du pore de
transition de perméabilité membranaire afin de limiter 1’augmentation de perméabilité des
membranes mitochondriales, et donc de ralentir le processus de mort cellulaire et de maintenir la
capacité de production d’énergie des cellules. De nombreuses études ont montré que les EROs jouent
un role majeur dans ces lésions et dans 1’ouverture du mPTP. En revanche, il existe peu
d’informations claires sur le seuil et la période de production (ischémie et/ou reperfusion) des EROs
qui conduisent a I’ouverture du mPTP. Par conséquent, nous avons cherché a établir une relation
causale entre la production d’EROs, I’ouverture du mPTP et la mort cellulaire et a explorer le réle
des différents types d’EROs.

Les buts de ce travail ont donc été :

» De mettre au point un modéle d’hypoxie/réoxygénation sur des cardiomyocytes adultes afin
d’explorer en temps réel I’ouverture du mPTP et la mort cellulaire. Le modéle a été validé au

moyen de la cyclosporine A, une substance de référence dans 1’étude du mPTP.

» D’étudier dans ce modele le role des espéces réactives d’oxygeéne sur 1’ouverture du mPTP et
la mort cellulaire. Pour ce faire, nous avons utilisé comme molécules un cocktail
d’antioxydant, 2-mercaptopropionylglycine et phenanthroline, et nous avons comparé leur

effet a la substance de référence, la CsA.

» Enfin, la derniére partie de ce travail a été consacrée a deux applications pharmacologiques
de ce modele consistant a étudier ’effet (1) de la morphine et (2) d’un nouveau ligand du
TSPO, le TRO 40303, dont nous avons montré des effets cardioprotecteurs dans notre modeéle

d’hypoxie/réoxygénation.
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Matériels et Méthodes :

. Animaux

Les travaux ont été effectués sur des rats adultes males de souche Wistar de 280-300g
(Janvier, Centre de Production Animale, France). Ces animaux ont été maintenus dans une
animalerie thermostatée a 19°C avec un degré d’hygrométrie ambiante de 65%. Ils ont eu un libre
acces a la nourriture et a la boisson. lls ont été soumis a un rythme nycthéméral imposé de 12h de
lumicre et 12h d’obscurité.

Toutes les expérimentations ont été effectuées en conformité avec la législation relative a

I’expérimentation animale (Agrément N°94-043-12).

Il1. La dissociation des cardiomyocytes de rats adultes selon

un modele de type Langendorff a pression constante

Les rats ont recu 500 Ul d'héparine (Héparine Choay 25000 Ul/5ml, Sanofi Winthrop, Gentilly,
France) par voie intrapéritonéale puis ont été anesthésiés grace a une administration intrapéritonéale

de pentobarbital sodique de 50mg/kg (Sanofi Santé animale, Libourne, France).

Apres avoir procédé a une thoracotomie, le coeur a été excisé et immédiatement plongé dans
un tampon de perfusion refroidi sans calcium ([mM] NaCl 113 ; KCI 4,7 ; KH,PO,4 0,6 ; Na,HPO,
0,6 ; HEPES 10 ; MgSO, 1,2 ; NaHCO3 12 ; KHCOg3 10 ; taurine 30 ; rouge phénol 0,032 ; glucose
5,5; pH ajusté¢ a 7,46 a 1’aide d’une solution de NaOH IN) afin d’arréter tout battement. Le
péricarde, la trachée, le thymus et la partie la plus haute de I'aorte ont été retirés. Puis le cceur a été
attaché par l'aorte a un appareil de type Langendorff (figure 17) grace a un fil (Ethicon mersutures
2/0 déc.3) afin d’étre perfusé de manicre rétrograde avec le tampon de perfusion pendant 4min a
pression constante et & 37°C. Une fois le cceur devenu blanc, le tampon de perfusion a été remplacé
par un tampon de dissociation ([mM] NaCl 113 ; KCI 4,7 ; KH,P0O,0,6 ; Na,HPO, 0,6 ; HEPES 10 ;
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MgSO, 1,2; NaHCO3;12 ; KHCO; 10 ; taurine 30 ; rouge phénol 0,032 ; glucose 5,5; CaCl,
0,0125 ; pH ajusté a 7,46 a I’aide d’une solution de NaOH 1N) contenant les enzymes de digestion
(0,2mg/ml de libérase type TM, Roche diagnostics, Meylan, France et 0,14mg/ml de trypsine, Sigma,
Saint-Quentin Fallavier, France). Le cceur est considéré comme bien dissocié lorsqu’il prend une

consistance gélatineuse.

Au terme de la dissociation, le coeur a été détaché et placé dans une boite de Pétri de 33mm de
diameétre. Les deux oreillettes et le ventricule droit ont été retirés et le ventricule gauche a ete
dilacéré a I'aide de ciseaux. Les morceaux du tissu ventriculaire ainsi obtenus ont immédiatement été
déposés dans le tampon de dissociation ([mM] NaCl 113 ; KCI 4,7 ; KH,P0,0,6 ; Na,HPO, 0,6 ;
HEPES 10 ; MgSO, 1,2 ; NaHCO3 12 ; KHCO3 10 ; Taurine 30 ; rouge phénol 0,032 ; glucose 5,5 ;
CaCl, 0,0125 ; pH ajusté a 7,46 a I’aide d’une solution de NaOH IN) contenant 10% de sérum de
veau (Cambrex Bio, Saint Beauzire, France) ce qui permet de neutraliser 1’action des enzymes de
digestion. Le contenu du tube a été agité avec précaution a 1’aide d’une pipette Pasteur puis a été
filtré afin de séparer les cardiomyocytes dissociés du reste du tissu ventriculaire. Apres 10min, les
cellules vivantes ayant sédimenté sous I’effet de la gravité, le surnageant a été aspiré et a été
remplacé par le tampon de dissociation mais ne contenant plus que 5% de sérum de veau. Aprés une
nouvelle sédimentation et aspiration du surnageant, les cardiomyocytes ont été remis en suspension
dans le tampon précédent supplémenté avec 0,062mM de calcium. Cette procédure d’enrichissement
en calcium a été poursuivie avec des concentrations croissantes de calcium (112 ; 212 ; 500 et 1000
mM). Une fois la concentration de 1mM atteinte, les cardiomyocytes en suspension ont été déposés
dans des boites de culture, recouvertes de laminine (10ug/ml, Millipore, Molsheim, France) et
incubés pendant deux heures dans 2 ml de milieu M199 (Invitrogen Corporation, Auckland,

Nouvelle Zélande) pour permettre la fixation des cardiomyocytes au fond des boites de culture.
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Figure 17

Figure 17 : Dissociation des cardiomyocytes adultes selonun
modele de Langendorffa pression constante.

I11. Etude de la fonction contractile des cardiomyocytes :

validation du modele de dissociation

1.1 But de la technique

La mesure en continue des variations de la longueur du sarcomeére des cardiomyocytes isolés et
battants permet d’évaluer la fonction contractile des cellules isolées a 1’état de base mais également
apres adjonction dans le milieu de culture de concentrations croissantes de substances inotropes
positives tels que le calcium ([M] : 107 ; 2.10° ; 3.10°®) ou I’isoprénaline ([M] :10° ; 10®; 107 ;
10°; 10%).
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111.2 Dispositif expérimental

Les cardiomyocytes isolés ont été placés dans une chambre thermostatée a 37°C, contenant
deux électrodes de platine reliées a un stimulateur Grass S88K (Grass Instruments, Trappes, France)
et perfusée avec une solution oxygénéee de Krebs ([mM]: NaCl 140 ; KCI 5,4 ; NaH,PO, 0,33 ;
MgCl; 1 ; HEPES 5 ; Glucose 10 et CaCl; 1 avec un pH ajusté a 7,4 a I’aide d’une solution de NaOH
1 N). Les cellules ont été stimulées a 1 Hz. Les mouvements contractiles des cardiomyocytes ont été
visualisés a 1’aide d’une caméra CCD (Myocam, Ionoptix, Milton, MA, USA) et d’un détecteur de
mouvements relié a un ordinateur. Apres avoir repéré les différentes stries Z du cardiomyocyte, un
logiciel (lonoptix, Milton, MA, USA) a analyse, grace a une transformée de Fourrier, la longueur
moyenne des différents sarcoméres sélectionnés au niveau d’une cellule.

La durée d’application de chaque concentration de calcium et d’isoprénaline a été de 300s

111.3 Critéres d’inclusion des cardiomvocytes

Les cardiomyocytes sélectionnés pour cette étude [’ont été selon les critéres suivants : une
apparence de batonnets avec des striations nettes, absence de « bleb » membranaire (figure 18) et pas

de contraction spontanée dans un milieu contenant 1 mM de calcium.

Figure 18

Figure 18 : Criteres de sélection des cardiomyocytes

(@) Cardiomyocyte vivant présentantune forme de batonnet avec de nettes striations.

(b) Forme apoptotique des cardiomyocytes caractérisée par une contraction cellulaire
et la présence de nombreux « blebs ».
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111.4 Parameétre étudié

Au cours de cette étude, le raccourcissement du sarcomere, utilisé comme indice de contractilité,
a été calculé comme la différence entre la longueur maximale du sarcomeére lors de sa relaxation et
minimale obtenue au cours de sa contraction. Ce raccourcissement a été exprimé en pourcentage par

rapport a la longueur maximale du sarcomére (Figure 19).
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Figure 19 : Mesure de la contractilité des cardiomyocytesisolés

A : Structure du sarcomeére d’un cardiomyocyte

B: Schéma de la contraction et du signal obtenu

C: Tracé représentatif obtenu lors de la stimulation d’un cardiomyocyte pendant 300s
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V. Modéle d’hypoxie-réoxygénation des cardiomyocytes de

rats adultes.

IV.1 Description du dispositif expérimental

Les cardiomyocytes ont été placés dans un micro-incubateur thermostaté (37°C, Warner
Instruments, USA) monté sur la platine d’un microscope inversé a fluorescence (Olympus 1X81)
associé a une caméra CC12 (figure 20) permettant d’acquérir des images qui ont ensuite été
enregistrées grace a un logiciel d’analyse d’images (Cell M, Olympus, France). Le micro-incubateur
posseéde plusieurs zones d’entrées permettant une arrivée contrdlée des flux gazeux, une perfusion
thermostatée (37°C, Warner Instruments, USA) des solutions et une injection de molécules
pharmacologiques. Il est également relié a un stimulateur Grass S88K (Grass Instruments, Trappes,
France) par I’intermédiaire de deux électrodes de platine assurant la stimulation en continu des
cellules. Une fibre optique (Ocean Optics, IDIL Orsay, France) a été utilisée afin de suivre

I’évolution du pourcentage d’oxygeéne du milieu de perfusion a I’intérieur de la chambre.

Figure 20

Figure 20 : Dispositifexpérimental du modele hypoxie/réoxygénation

A:Vue d’ensemble

B: micro-incubateur thermostaté et monté sur la platine du microscope a
fluorescence
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1IV.2 L’évaluation de la stabilité du modéle

Les cardiomyocytes ont été placés dans le micro-incubateur dans des conditions dites
« normoxiques ». En effet, les cellules ont été soumises a une atmosphére contenant 74%N,, 21%0,
et 5%CO, et perfusées avec une solution de Tyrode contenant du glucose ([mM] NaCl 130 ; KCI 5;
HEPES 10 ; MgCl, 1 ; CaCl, 1,36 ; avec un pH ajusté a 7,46 a 1’aide d’une solution de NaOH 1N) et
un debit de 0,5ml/min pendant 5 h. Le but de cette étape a été de tester 1’effet propre de la chambre

sur la viabiliteé cellulaire et de vérifier qu’elle n’était pas altérée par les conditions « normoxiques ».

IV.3  Mise au point du modéle

Dans une premicre série d’expériences, le temps d’hypoxie nécessaire pour provoquer
I’ouverture du mPTP de toutes les cellules présentes dans le champ du microscope a €té détermine.
Les cardiomyocytes ont alors ét¢ soumis a des séquences d’hypoxie d’une durée croissante (0,5 a 3h)
suivie d’une réoxygénation de 2h. Apres une phase de stabilisation de 15 min en conditions de
perfusion normoxique, I’hypoxie a été obtenue apres arrét de la pompe de perfusion et en remplagant
le milieu par un milieu hypoxique composé d’une solution du Tyrode préalablement bullée a I’azote
et supplémentée en 2-déoxyglucose (10mM, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France) et en
enrichissant 1’atmosphére du micro-incubateur par un flux continu d’azote (100% N;) pendant toute
la période de I’hypoxie. L’hypoxie a été réalisée en stase c.a.d. pompe arrétée, et durant cette
période, des pressions partielles en oxygene de 1’ordre de 1% ont été atteintes. La réoxygénaton a été
induite par la reperfusion des cellules avec le tyrode contenant du glucose et 1’azote a été remplacé

par une atmospheére correspondant aux conditions normoxiques (74%N;, 21%0; et 5%CO,).

Faisant I’hypothése que les modifications des équilibres gazeux dans le milieu cellulaire sont
lentes au moment de la réoxygenation contrairement a ce qui se passe in vivo, une deuxiéme série
d’expériences, cherchant a optimiser la réoxygénation et a mimer les conditions de la reperfusion in
Vvivo, a été menée. Les cellules ont été soumises a des périodes croissantes d’hypoxie (0,5-3h) dans
des conditions identiques a celles decrites ci-dessus. En revanche, lors de la réoxygénation, 1’azote a

été remplacé par un flux correspondant aux conditions normoxiques et le milieu hypoxié a été
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remplacé a 1’aide d’une pipette directement dans le micro-incubateur par le tyrode supplémenté en
glucose et préalablement hyperoxié par 10min de bullage a I’oxygene (95% O). La reperfusion des

cellules par le tyrode a été induite par remise en route de la pompe en conditions normoxiques.

IV.4 Mesure du temps d’ouverture du mPTP

L’¢évaluation directe de I’ouverture du mPTP sur les cardiomyocytes isolés de rats adultes a été
réalisée grace au suivi de la fluorescence émise par 1’acétoxyméthylester de calcéine (calcéine AM,
Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France) lorsqu’il est piégé par le chlorure de cobalt (CoCl,, Sigma,
Saint-Quentin Fallavier, France) (Petronilli et al., 1999). Lorsque les cardiomyocytes ont adhéré au
fond des boites de Pétri, ils ont été incubés avec la calcéine AM (1uM) dans le milieu M199. La
calcéine AM diffuse dans I’ensemble de la cellule, pénétrant dans tous les organites et notamment
dans les mitochondries. Aprés 20min d’incubation, du CoCl, (ImM) a été ajouté aux cellules. Le
CoCl, piége la fluorescence de la calceine dans toute la cellule excepté dans les mitochondries qui y
sont imperméables. Cette procédure de chargement entraine la localisation mitochondriale de la
fluorescence de la calcéine (Petronilli et al., 2001, 1999). Les cellules ont ensuite été lavées pour
éliminer la calcéine et le CoCl, en exces et ont été incubées dans le tampon Tyrode supplémenté en
glucose afin d’entamer les expériences d’H/R. Il est a noter qu’au moment de 1’ouverture du mPTP,
le CoCl, pénétre dans et/ou la calcéine sort de la mitochondrie, piégeant ainsi la fluorescence émise

par la calcéine.

IV.5 Quantification de la mortalité cellulaire

Afin d’évaluer la mort cellulaire, les cellules ont été incubées avec de I'iodure de propidium (P,
2,5uM, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France) simultanément avec la calcéine. Le Pl est un
colorant fluorescent non perméant qui ne peut pénétrer que les membranes des cellules mortes et
s’intercaler dans I’ADN nucléaire (Lemasters et al., 1987). La viabilité des cardiomyocytes est donc

corrélée négativement a I’intensité de la fluorescence émise. De maniére a pouvoir suivre 1’évolution

Page | 101



de la mortalité au cours des différentes étapes de nos travaux, le Pl a aussi été ajouté aux milieux

d’hypoxie et de réoxygénation.

IV.6  Evaluation de la production des especes réactives d’oxygéne

(ERQOs)

La production intracellulaire des EROs a été évaluée en analysant les changements de la fluorescence
émise par deux sondes fluorescentes intracellulaires, le dihydroéthidium (DHE, 5uM ; Molecular
Probes, Invitrogen corporation, Cergy Pontoise, France) et le 2°,7°- dichlorofluorescine diacétate
(DCFH-DA, 5uM, Molecular Probes, Invitrogen corporation, Cergy Pontoise, France). Les
cardiomyocytes ont été perfuseés pendant les 15min de la phase de stabilisation avec une solution du
Tyrode suppléméntée en glucose et contenant le DHE ou le DCFH-DA afin de charger les cellules

avec les fluorochromes.

Le DHE diffuse facilement a travers la membrane cellulaire et peut étre directement oxydé
par les EROs notamment par I’ O™, (Vanden Hoek et al., 1997) pour produire un composé
fluorescent rouge, 1’éthidium (Eth) qui s’intercale dans la chaine d’ADN nucléaire (Eth-DNA), ce
qui amplifie sa fluorescence (Laurindo et al., 2008 ; Benov et al., 1998).

Le DCFH-DA pénetre dans les cellules ou les estérases clivent le groupe acétate, piégeant la
sonde réduite (DCFH) dans les cellules. Ce dernier est facilement oxydé par les EROs (plus
particulierement par H,O, et "OH) (Possel et al., 1997 ; Vanden Hoek et al., 1997) produisant le
composé fluorescent vert, la dichlorofluorescéine (DCF) (Sawada et al., 1996).

De maniére a pouvoir suivre I’évolution de la production des EROs au cours des différentes étapes
de nos travaux, le DHE et le DCFH-DA ont aussi été ajoutés aux milieux d’hypoxie et de

réoxygenation.
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IVV.7  Acquisition des images

Le micro-incubateur a été monté sur une platine du microscope a fluorescence inversé,
motorisé (Olympus 1X 81) et équipé d'une lampe a mercure comme source de lumiére, d’une roue de
filtres motorisée et des filtres d'excitation et d'émission appropriés.

Pour détecter la fluorescence de la calcéine, des filtres de 460 a 490 nm ont été utilisés pour exciter
la sonde et de 510nm pour détecter son émission. Ainsi la fluorescence émise par la calcéine est
détectée dans le spectre vert. La fluorescence du Pl a été détectée a 580nm dans le spectre rouge
aprés une excitation a 520 a 550nm. Pour détecter les EROs, la fluorescence émise par I’Eth-DNA a
été enregistrée a 605nm dans le spectre rouge apres une excitation a 545nm alors que la fluorescence
émise par le DCF a été détectée 520nm dans le spectre vert apres une excitation a 495nm.

Pour des raisons techniques liées a la couleur des sondes et a leur spectre d’émission, Seules les
associations suivantes de fluorochromes ont pu étre réalisées : calcéine et Pl ou calcéine et DHE ou
Pl et DCFH-DA.

Les images ont été acquises a l'aide de la caméra 12-bit (Hamamatsu, ville de Hamamatsu,
Japon) refroidie et contr6lée par un ordinateur. Dans certaines expériences, les images ont été
acquises toutes les minutes pendant les périodes de I'hypoxie et de la réoxygénation. Pour toutes les
autres expériences, les images ont été obtenues toutes les 15 min au cours des premieres 135 min de
I'expérience, i.e., du début jusqu'a la fin de I'nypoxie. Au cours de la période de réoxygénation, les
images ont été enregistrées toutes les 5 min jusqu'a la fin du protocole pour le Eth-DNA tandis que
pour le DCF, les images ont été prises chaque minute pendant les 5 premieres minutes et ensuite

toutes les 5 min pour la durée restante de I'expérience.

IV.8  Analyse des résultats et expressions des données

Les données ont été obtenues et analysées a l'aide du logiciel Cell-M (Olympus, Rungis, France).
La fluorescence a été intégrée sur une surface d’intérét d’environ 80um2 pour chaque cardiomyocyte
(environ 40 cardiomyocytes par champ, figure 21) et la fluorescence du fond (bruit de fond)

correspond a la méme surface d’intérét sur une zone sans cellule. La valeur de la fluorescence finale
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pour chaque cellule a un temps donné (t) a été obtenue aprés soustraction de la valeur du fond de la
valeur initiale de la fluorescence de la cellule. Ainsi, une courbe de la variation de la fluorescence en
fonction du temps a pu étre obtenue pour chaque cardiomyocyte. Afin de déterminer la fluorescence
globale par expérience, nous avons effectué une moyenne de 1’ensemble des courbes obtenues pour
les cardiomyocytes d’un méme champ (environ 40 cardiomyocytes). Les résultats finaux ont été

exprimés comme la moyenne de 3 & 6 expériences.

Figure 21

Figure 21 : Exemple d’un champ de cardiomyocytes chargés en calcéine,
chlorurede cobaltet iodure de propidium.
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Pour chaque expérience réalisée avec la calcéine, les valeurs d'intensité obtenues pour chaque
cellule ont été normalisées par rapport a la valeur de la fluorescence de la cellule & t=0 et ensuite
représentées comme le pourcentage des valeurs de la fluorescence a t=0 aprés soustraction du bruit
de fond. Des courbes de décroissance de I’intensité de la fluorescence de la calceine au cours du
temps matérialisant 1’ouverture du mPTP ont ainsi été obtenues. A partir de ces courbes, nous avons
calculé le temps 50 moyen d’ouverture du mPTP (TsomPTP) par cellule en mesurant le temps de
réoxygénation nécessaire afin d’atteindre une diminution de 50 % de I'intensité de fluorescence de la
calcéine (figure 22). La courbe globale par expérience a ensuite été calculée en moyennant les
courbes obtenues pour 1’ensemble des cellules d’un méme champ. Une moyenne similaire a été
réalisée pour calculer le TsomPTP par expérience. Les résultats finaux ont été exprimés comme la

moyenne de 3 a 6 expériences.

Dans chaque expérience utilisant le PI, les valeurs d’intensité obtenues pour chaque cellule ont
été normalisées par rapport a la valeur de fluorescence de la cellule obtenue a t=0 et ensuite
représentées en pourcentage ; le 100% de mortalité ayant été caractérisée par addition de Triton
(10%) a la fin de chaque expérience. Des courbes présentant I’augmentation de la fluorescence du PI
au cours du temps ont ainsi pu étre tracées pour chaque cellule. A partir de ces courbes, le temps 50
moyen de mortalité cellulaire (TsoPl) correspondant a une augmentation de 50% de la fluorescence a
été calculé (figure 22). Les résultats finaux ont été exprimés comme la moyenne de 3 a 6 expériences

soit la fluorescence moyenne émise par au moins 150 cellules.

Dans les expériences utilisant I’Eth-DNA et le DCF, les valeurs d’intensité de fluorescence de
chaque cellule ont été normalisées en fonction de la valeur initiale de la fluorescence émise par la
cellule a t=0 et ensuite représentées en unités arbitraires ou en pourcentage de la valeur moyenne
maximale atteinte au cours des expériences témoins. Les résultats finaux ont été exprimés comme la

moyenne de 3 a 6 expériences soit la fluorescence moyenne émise par au moins 150 cellules.
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Figure 22
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Figure 22 : Présentation des résultats évaluant I’ouverture du mPTP et la
mortalité cellulaire par microscopie de fluorescence.

Nous avons calculé le temps 50 moyen d’ouverture du mPTP (T;,mPTP) par
cellule en mesurant le temps de réoxygénation nécessaire afin d’atteindre une
diminution de 50 % de l'intensité de fluorescence de la calcéine et le temps 50
moyen de mortalité cellulaire (T5,Pl) correspondant & une augmentation de 50%

de la fluorescence de I’iodure de propidium (PI).
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IV.9 Validation du modéle d’hypoxie-réoxygénation : étude de

Peffet cardioprotecteur de la cyclosporine A.

Pour valider notre mod¢le, nous avons choisi la CsA car (1) c’est ’inhibiteur le plus sélectif de
I’ouverture du mPTP décrit a ce jour et (2) que cet effet s’accompagne de propriétés
cardioprotectrices clairement démontrées (Sharov et al.,, 2007 ; Piot et al., 2008). Les
cardiomyocytes isolés ont ét¢ soumis a 2h d’hypoxie suivie d’une réoxygénation en absence (groupe
témoin) et en présence de 1uM de CsA. Le traitement a débuté 15 min avant le début de la

réoxygénation et s’est achevé 10 min apres le début de la réoxygénation (figure 23).

stabilisation
-35 -15 _ REOX |
1 t 0 2h 4h
CoCl,
PI
CsA (1uM)
stabilisation
-35 -15 REOX
f t 0 2h 4h
COCIZ
PI

Figure 23

Figure 23 : Protocole d’administration de la CSA1yM
REOX, reoxygénation; CsA, cyclosporine A, PI, iodure de propidium
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IV.10 Etude de Deffet de TRO 40303 sur le modéle

d’hypoxie/réoxygenation

Nous avons étudié 1’effet du TRO40303, un ligand du TSPO, sur I’ouverture du mPTP et la mort
cellulaire de cardiomyoctes de rats adultes soumis a une H/R. Le TRO40303 a été ajouté a une
concentration de 3uM selon le méme protocol que la CsA.

IV.11 Etude de DPeffet de morphine sur le modele

d’hypoxie/réoxygénation

Nous avons étudié I’effet d’un agoniste des récepteurs opioides, la morphine (2uM) ; connue
pour activer la voie RISK et inhiber I’ouverture du mPTP et la mort cellulaire sur des
cardiomyocytes de rats adultes soumis a une H/R. L’implication de la voie RISK dans I’effet de la
morphine sur le mPTP a ¢été montrée par I'utilisation d’un inhibiteur de la PI3K, la wortmanine
(1uM) et d’un inhibiteur direct de la GSK-3R kinase, le SB21676 (1uM). La morphine en présence

ou en abscence de 1’un des inhibiteurs a ét¢ administrée avant le début de I’hypoxie.

V.Etude du role des espéces réactives d’oxygéne (EROs) sur

’ouverture du mPTP et la mort cellulaire

Au cours de cette étude, ’effet d’un cocktail d’antioxydants composé de 1, 10-phénanthroline
(PHEN) et de 2-mercaptopropionyl glycine (2-MPG, 400uM) a été utilisé afin d’inhiber les EROs
produites par le stress oxydant dans le modele d’H/R. Le 2-MPG, un analogue synthétique du
glutathion a été principalement décrit comme un piégeur d’H,0O, (Horwitz et al., 1994 ; Bolli et al.,
1988). La PHEN séquestre le fer ferreux le rendant indisponible pour la formation d”’OH par la

réaction de Fenton (Thomas et al., 2009).
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Trois protocoles utilisant le cocktail d’antioxydants ont été testés (figure 24) :
Protocole 1: les antioxydants sont présents pendant toute la durée de 1’expérience (hypoxie et
réoxygenation)
Protocole 2 : les antioxydants sont présents pendant la période de I’hypoxie
Protocole 3: les antioxydants ont été ajoutés 15 min avant le début de la réoxygénation et

I’administration a été stoppée 10 min aprés le début de la réoxygénation

Des expériences ont également été réalisées en absence de tout traitement, constituant les groupes

témoins.
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Figure 24

A: Groupe témoin

stabilisatio
-35 -15 REOX
0 2h 4h

Calcéine CoClz2 DHE
ou PI ou DCFA

B: Antioxydantsselon protocole 1

Antioxydants

sfcblllsaho
-35 -15 _ REOX I

Calcéine COC|2 DHE
ou PT ou DCFA

C: Antioxydantsselon protocole 2

Antioxydants

stablllsatlon
-35 -15 — REOX |

Calcéine CoCIz DEE

ou PI ou DCFA
D: Antioxydants selon protocole 3 Antioxydants
stabilisation
-35 -15 REOX
2h 4h
Calcéine CoClz DHE
ou oubDCFA
PI
0,5Hz 0,5Hz !

Figure 24 : Les différents protocoles d’administration du cocktail antioxydants

REOX, réoxygénation; Pl, iodure de propidium; DHE, dihydroéthidium; DCFA, 2°,7’-dichlorofluorescine
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V1. Etude des effets de la cyclosporine A sur la production des

especes réactives d’oxygene (EROS)

La production des EROs au cours de I’H/R a été aussi évaluée en absence (groupe témoin) et en
présence de la CsA qui a été ajoutée de la méme facon que pour les expériences de validation du

modéle.

VI1I. Analyses statistique des résultats

Les valeurs ont été exprimées en moyennezs.e.m.

Dans les expériences réalisées sur le modele d’H/R, I’analyse statistique des données a été
effectuée grace a une ANOVA a deux facteurs pour comparer les profils d’intensité de fluorescence
et grace a une ANOVA a un facteur pour comparer les TsomPTP et TsoPl. Dans tous les cas,

I’analyse a été suivie par un test de Student. Le seuil de significativité a été fixé pour un p<0,05.
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Reésultat 1 : Roéle de la production des especes réactives
de I’oxygene dans ’ouverture du mPTP et la mort

cellulaire

Ce travail a fait I’objet d’un manuscrit actuellement soumis a European Journal of Pharmacology

Rana Assaly, Alexandra d’Anglemont de Tassigny, Stephanie Paradis, Sophie Jacquin, Alain
Berdeaux and Didier Morin : Oxidative stress, mitochondrial permeability transition pore opening

and cell death during hypoxia/reoxygenation in adult cardiomyocytes

. Objectifs de ’étude:

Il est maintenant bien établi que la production des espéces EROs et I’ouverture du mPTP jouent un
role clé dans la mort des cardiomyocytes au cours d’une I/R. Cependant, il existe peu d’informations
détaillant la chronologie des 2 événements et la nature des EROs qui sont impliqués. Dans la
premiere étude de cette these nous avons donc mis au point un modele in vitro d’H/R sur
cardiomyocytes fraichement isolés de cceur de rats adultes afin :

» d’évaluer en temps réel 1I’ouverture du mPTP et la mort cellulaire

» d'etablir une relation entre la production des EROs, I’ouverture du mPTP et la mort cellulaire

> de déterminer les rbles respectifs des différents types d’EROs (O™, 'OH et H,0,) sur

I’ouverture du mPTP et la mort cellulaire
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Il1. Protocole expérimental :

1.1 Mise au point et validation du modéle d’H/R

Les expériences ont été réalisées sur des cardiomyocytes fraichement isolés a partir de coeur
de rats Wistar adultes en utilisant des enzymes digestives comme décrit dans la 2éme partie de cette
these (Matériels et Méthodes).

Ces cellules ont été chargées par plusieurs marqueurs fluorescents : la calcéine (1uM) et le
CoCl, (ImM) pour I’évaluation de I’ouverture du mPTP et I’iodure du Propidium (PI, 2,5uM), un
marqueur de la mort cellulaire.

Apres le chargement avec la calcéine, le CoCl; et le PI, les cellules étaient soumises a
plusieurs temps d’hypoxie suivie d’une réoxygénation afin de déterminer le temps d’hypoxie optimal
pour induire 1’ouverture du mPTP et la mort cellulaire.

Pour valider le modéle d’H/R, nous avons utilisé la CsA (1uM), un inhibiteur sélectif de
I’ouverture du mPTP. Elle a été administrée 15 min avant la fin de I’hypoxie et perfusée pendant les

10 premieres min de la réoxygenation.

11.2 Etude de la relation entre les EROs, Pouverture du

MPTP et la mort cellulaire

Dans cette étude, nous avons utilisé Le dihydroethidium (DHE, 5uM) pour détecter la

production des anions superoxydes (O™) et le 2°,7°-dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA, 5uM)
pour détecter la production du peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et de I’anion hydroxyle ((OH).
Les cardiomyocytes étaient chargés soit avec de la calcéine, du CoCl, et du DHE soit avec du Pl et
du DCFH-DA puis soumis a une H/R en présence ou en absence d’un cocktail antioxydant constitué
d’un mélange de 2-Mercaptopropionylglycine (2-MPG, 400uM), un piégeur de H,O,, et de
Phénanthroline (PHEN 10uM), un piégeur de fer, comme inhibiteurs directs des EROs.

Ce cocktail a été introduit selon 3 protocoles :(i) tout le long de I'expérience, (ii) pendant

I'nypoxie, (iii) 15 min avant la fin de I’hypoxie et pendant les premiéres 10min de la réoxygenation.
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1.3

Selon un protocole identique au précédent, les cardiomyocytes étaient chargés soit avec de la
calcéine, du CoCI2 et du DHE, soit du Pl et du DCFH-DA. Ces cardiomyocytes ont ensuite été

soumis a une H/R en présence ou absence de la CsA (1uM) qui a été ajoutée 15 min avant la fin de

Etude de ’effet de l1a CsA sur la production des EROs

I’hypoxie et perfusée pendant les 10 premiéres min de la réoxygénation.

I11. Résultats :

1.1

Validation du modeéle de dissociation de cardiomyocytes de

rats adultes : étude de la fonction contractile

Dans le cadre de la validation du modele de dissociation des cardiomyocytes de rats adultes, nous
avons evalué la contractilit¢ des cardiomyocytes fraichement isolés, afin de vérifier 1’intégrité
fonctionnelle de ces cellules. Comme Ulillustre la figure 25 I’isoprénaline a engendré une

augmentation concentration-dépendante et statistiquement significative du raccourcissement du

sarcomere des cardiomyocytes de rats adultes (n= 6 pour chaque concentration).

Raccourcissement du sarcomere
(%)
N o o]

_
[N N

—
o

log Isoprénaline (M)

Figure 25

Figure 25 : Etude de la fonction
contractile

Effet concentration-dépendant de
I’isoprénaline  (n=6) sur le
raccourcissement de la longueur
du sarcomére des cardiomyocytes
isolésde rats adultes.

*:p < 0.05vs. Isoprénaline 10-°M
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1.2 Mise au point et validation du modeéle

Le pourcentage de cardiomyocytes dont le mPTP s’est ouvert au cours de la réoxygénation
dépendait de la durée de I’hypoxie (12, 90, 98 et 100 % respectivement avec 0,5, 1, 2 et 3 h,
respectivement). Nous avons choisi d’utiliser 2h d’hypoxie suivies de 2h de réoxygénation pour
I’ensemble de nos expériences.

Grace a I’étude simultanée des cinétiques d’ouverture du mPTP et de la mortalité cellulaire
nous avons montré que 1’ouverture du mPTP précédait la mort des cardiomyocytes dans notre
modele.

La CsA retardait le temps de I’ouverture du mPTP suite a I’H/R (de 30,62+0,06 a 64,80+1,36
min respectivement en absence et en présence de CsA; p<0,05 vs. contrble). De méme, la CsA

réduisait la mort cellulaire.

1.3 Relation entre la production des EROs., ’ouverture du

MPTP et la mort cellulaire

Les antioxydants retardaient le temps d’ouverture du mPTP lorsqu’ils étaient mis tout le long
de I’expérience (de 30,62+0,06 a 71,64+3,44 min respectivement en absence et en présence de CsA ;
p<0,05 vs. contrble) ou lorsqu’ils étaient présents pendant 1’hypoxie (de 30,62+0,06 a 75,53+2,16
min respectivement en absence et en présence de CsA; p < 0,05 vs. contrble). En revanche, ces
antioxydants n’ont pas eu d’effet sur I’ouverture du mPTP lorsqu’ils étaient introduits juste avant la
réoxygénation. Le retard du temps d'ouverture du mPTP était couplé a une réduction de la mort
cellulaire.

L’inhibition de I’ouverture du mPTP et la réduction de la mort cellulaire étaient associées a
une baisse de la production des EROs, et plus particulierement H,O, et ‘OH au cours de ’hypoxie et
les premiéres minutes de la réoxygénation. L’amélioration de la viabilité cellulaire était reflétée par
une production d’O™, pendant la période de réoxygénation qui était comparable a celle obtenue dans

les conditions normoxiques.
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1.4 Effet de la CsA sur la production de ROS

La CsA a montré un effet protecteur malgré une production inchangée d’H,0, et d”’OH
pendant ’hypoxie. De la méme maniére qu’avec les antioxydants, 1’amélioration de la viabilité
cellulaire due au traitement par la CsA s’est accompagnée d’une production d’O™, pendant la

réoxygénation.

I\V. Conclusions :

S’il est bien connu que les EROs produites au début de la reperfusion contribuent fortement aux
Iésions d’T/R, nous avons montré dans cette étude que :
v Pouverture du mPTP suite a I’H/R précédait la mort cellulaire
v" la production des EROs précédait 1’ouverture du mPTP suite a I’H/R et un seuil de production
d’EROs, plus spécifiquement d’H,0, et d>’OH, au cours de I’hypoxie était nécessaire pour
induire I’ouverture du mPTP
v’ la CsA exercait son effet protecteur en agissant directement sur le mPTP, indépendamment

d’une diminution de la production d’EROs.
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Reésultat 2 : Etude de I’effet de TRO 40303, un ligand du

TSPO, sur le mPTP.

Ce travail a fait I’objet de la publication suivante :

Sophie Schaller*, Stéphanie Paradis*, Gladys A.Nogh*, Rana Assaly, Bruno Buisson,

Cyrille Drouot, Mariano A. Ostuni, Jean-Jacques Lacapere, Firas Bassissi, Thierry Bordet, Alain
Berdeaux, Steven P. Jones, Didier Morin and Rebecca M.Pruss : TRO40303, a New Cardioprotective
Compound, Inhibits Mitochondrial Permeability Transition. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics, 333:696-706, 2010.

. Objectif de I’étude:

Dans cette étude nous avons étudi¢ I’effet sur le mPTP d’un nouveau ligand du TSPO, le
TRO40303 sur des modeéles in vitro et in vivo. Apres avoir confirmé la liaison de la molécule sur le
TSPO et la présence du récepteur au niveau du cceur, nous avons examing :

» Deffet du TRO403030 sur la taille de I’infarctus

» Teffet du TRO40303 sur les mitochondries isolées en étudiant leur fonction respiratoire, la

résistance a ’ouverture du mPTP provoquée par une surcharge calcique et les protéines
mitochondriales comme le cytochrome c et I’apoptosis-inducing factor (AlF).

» Deffet du TRO40303 sur I’ouverture du mPTP et la mort des cardiomyocytes soumis a une

H/R.
Par ailleurs des collaborateurs de 1’équipe de Jones (Louisville, Kentucky, USA), ont étudié I’effet

du TRO40303 sur le stress oxydant associ¢ aux 1ésions de I’I/R.
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1. Matériels et Méthodes :

Pour atteindre ces objectifs, nous avons réalisé des expériences in-vivo et in-vitro, selon les

protocoles suivants :

11.1 Protocole in-vivo :

Dans un modele d’I/R sur rats adultes, le TRO40303 a des doses croissantes (0,5, 1,25 et
2,5mg/kg), a été administré 10 min avant la reperfusion suite a une ischémie de 30 min. Le temps de
reperfusion était de 24 h pour 1’étude de la taille d’infarctus, de 1 h pour les dosages des protéines
mitochondriales a partir des fractions cytosoliques du tissu cardiaque de la zone a risque et de 10 min
pour les expériences étudiant I’ouverture du mPTP provoquée par une surcharge calcique des

mitochondries isolées a partir des prélévements cardiaque correspondant a 1’aire a risque.

1.2 Protocole in-vitro :

Les cardiomyocytes fraichement isolés de rats adultes ont été chargés en calcéine AM (1uM) et
CoCl; (ImM) pour suivre I’ouverture du mPTP, et le Pl (2,5uM) un marqueur de la mort cellulaire.
Ces cardiomyocytes ont été soumis a une H/R en présence ou en absence de TRO40303. Ce dernier a
été administré a une concentration de 3 uM ; la perfusion a débuté 15 min avant la réoxygénation et
s’est achevée 10 minutes aprés le début de la réoxygénation. La CsA (1uM) a été employée comme
témoin positif selon le méme protocole que celui utilisé¢ avec le TRO40303. L’ouverture du mPTP a
été évaluée grace au suivi de la fluorescence émise par la calcéine et du calcul du Tso mPTP et la

mort cellulaire par la fluorescence émise par le PI.
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I11. Résultats obtenus

1.1 Effet du TRO40303 sur la taille de ’infarctus

Contrairement aux doses de 0,5 et 1,25 mg/kg, le TRO40303 & une dose de 2,5mg/kg
réduisait de 38% la taille de I’infarctus par rapport a un ceeur ischémié-reperfusé non traité. Aucune
variation de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle moyenne n’a été observée au cours de

I’expérience.

1.2 Effet du TRO40303 sur les mitochondries

Dans un modéle de mitochondries isolées de cceurs de rats ischémiés-reperfusés,
I’administration du TRO40303 10 min avant la reperfusion n’a pas amélioré la résistance a
I’ouverture du mPTP provoquée par une surcharge calcique sur des mitochondries isolées 10 min
aprés la reperfusion. Sur ces mémes rats, le traitement avec TRO40303 (2,5mg/kg) a diminué la

libération d’AIF alors que la libération de cytochrome c restait inchangge.

111.3  Effet du TRO40303 sur Pouverture du mPTP et la mort

cellulaire des cardiomyocytes soumis a une hypoxie/réoxygénation.

Le TRO40303 (3uM) retardait le temps d’ouverture du mPTP (TsomPTP de 34,5+4,3 a 69,3+9,4
min respectivement en absence et en présence de TRO40303 ; p<0,05) ainsi que la mort cellulaire
des cardiomyocytes de rats adultes soumis a une H/R. Ces effets étaient comparables a ceux obtenus

en présence de CsA 1uM utilisée dans les mémes conditions.

I\VV. Conclusions

L’ensemble des résultats de cette étude nous ont permis de montrer que le TRO 40303 possedait
un effet cardioprotecteur ; les études in vitro ont lié cet effet & une inhibition de I’ouverture du mPTP

a la reperfusion.
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Par ailleurs, I’étude réalisée par I’équipe de Jones, a démontré que 1’effet de TRO40303 diminue la
production des espéces réactives d’oxygene sur des cardiomyocytes soumis a un stress oxydant

induit par H,O..
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Résultats 3: Effet de la morphine et d’un inhibiteur de la

GSK-3B sur le mPTP

Ce travail a fait I’objet de la publication suivante

Fatou Nsoure Obame*, Catherine Plin-Mercier*, Rana Assaly, Roland Zini, Jean Luc Dubois-Randg,
Alain Berdeaux, and Didier Morin : Cardioprotective Effect of Morphine and a Blocker of Glycogen
Synthase Kinase 3B, SB216763 [(3-2,4-Dichlorophenyl)-4(1-methyl-1H-indol-3yl)-1H-pyrrole-2,5-
dione], via Inhibition of the Mitochondrial Permeability Transition Pore. Journal of Pharmacology
and Experimental Therapeutics, 326:252-258, 2008.

. Objectif de I’étude:

Dans 1I’¢étude précédente, nous avons montré que ’effet cardioprotecteur d’un ligand du TSPO
passe par un effet direct sur les mitochondries en modulant la perméabilité membranaire
mitochondriale. L’objectif de ce travail était de montrer que I’effet protecteur medié via la
stimulation de la voie de protection endogéne RISK était également associé a une limitation de la

perméabilité membranaire et plus particuliérement a I’inhibition de I’ouverture du mPTP.

I1. Matériels et Méthodes :

1.1 Substances utilisées :

Nous avons utilisé un agoniste des récepteurs opioides, la morphine, connue pour activer la voie
RISK et le SB216763 un inhibiteur direct de la GSK-3R kinase de la voie RISK.
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11.2 Protocoles utilisés

Afin d’atteindre notre objectif, nous avons réalisé des expériences in-vivo et in-vitro.

Protocole in-vivo :
Dans un modele de rats adultes soumis & 35 min d’ischémie myocardique puis reperfusés, la
morphine (0,3mg/kg) et le SB21673 (0,6mg/kg) ont été administrés 5 min avant le début de la
reperfusion. Le temps de reperfusion était de 24h pour 1’évaluation de la taille d’infarctus et de la
lipopéroxydation et de 15 min pour les expériences analysant les fonctions mitochondriales réalisees

sur des organites isolés a partir des prélevements cardiaques issus de I’aire a risque.

Protocole in-vitro :
Les cardiomyocytes fraichement isolés de rats adultes ont été prétraités 15 min soit par la morphine
(2uM), soit par du SB216763 (3uM), soit par 1’association morphine (2uM) - wortmanine (0,1uM)
puis soumis a une H/R. L’ouverture du mPTP a été évaluée par la mesure de la fluorescence émise

par la calcéine et la mort cellulaire a été suivie par la fluorescence émise par le PI.

I11. Résultats obtenus

1.1 Effet de la morphine et du SB216763 sur la taille de

I’infarctus, les fonctions mitochondriales et la lipoperoxydation

La morphine et le SB216763 réduisaient significativement la taille de I’infarctus (13£2 et
14+3% respectivement) par rapport a un cceur ischémié-reperfusé non traité (33+4%). Aucune
variation de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle moyenne n’a été observée au cours de
I’expérience. Nous avons montré que ’effet cardioprotecteur de la morphine était associé a une

diminution de la lipopéroxydation membranaire.
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La morphine et le SB216763 amélioraient ex vivo les parametres de la respiration mitochondriale et
la résistance a I’ouverture du mPTP provoquée par une surcharge calcique, que ce soit aprés 15 min

ou 24 h de reperfusion.

1.2 Effet de la morphine et du SB216763 sur D’ouverture du

MPTP des cardiomyocytes soumis a une hypoxie/réoxygénation.

La morphine (2uM) et le SB216763 (3uM) retardaient le temps d’ouverture du mPTP de 50%
et diminuaient la mort cellulaire par rapport aux cardiomyocytes témoins soumis a une H/R. L’effet

protecteur de la morphine était aboli par 1’addition de wortmanine (0,1uM) dans le milieu.

IV. Conclusions

L’ensemble des résultats de cette étude nous ont permis de montrer que:
v' Les effets cardioprotecteurs de la morphine et du SB216763 sont liés a ’inhibition du mPTP.
v’ Cette inhibition est due a la stimulation de la voie de protection endogene RISK et a
I’inactivation de la GSK-3[3.
Ces résultats confirment donc que I’inhibition du mPTP par inactivation indirecte (morphine) ou
directe de la GSK-3R (SB216763) correspond a un mécanisme clé permettant de protéger le

myocarde de I'l/R.
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Discussion générale

Il est aujourd’hui bien établi que pendant le processus d’hypoxie/reoxygénation (H/R), les
especes réactives d’oxygeéne (EROs) produites a la reoxygénation jouent un role majeur dans
I’augmentation de la perméabilité des membranes mitochondriales, plus précisément dans I’ouverture
du pore de transition de la permeabilité mitochondriale (mPTP), et in fine dans la mort cellulaire.
Dans ce travail de thése, nous avons montré que la production des EROs débute pendant la période
de I’hypoxie et nous avons mis en évidence pour la premiére fois qu’elle est nécessaire & 1’ouverture
du mPTP qui induit la mort cellulaire. De plus, ce travail nous a permis d’illustrer I’importance des
radicaux hydroxyles et du peroxyde d’hydrogéne produits pendant 1’hypoxie sur I’ouverture du
mPTP et la mort cellulaire. Enfin, nous avons montré que des stratégies pharmacologiques qui
agissent soit directement sur la mitochondrie en ciblant le TSPO, soit en activant la voie RISK par
stimulation des récepteurs opioides ou par inhibition de la protéine GSK-3R permettent de limiter

I’ouverture du mPTP et la mort cellulaire.

|. La mise au point du modéle d’hypoxie/réoxygénation

Pour réaliser ce projet, il nous fallait pouvoir disposer d’un dispositif expérimental permettant de
mimer les modeéles d’I/R in vivo. De nombreux modéles d’H/R cellulaire ont été décrits dans la
littérature et beaucoup d’entre eux ont été réalisés sur des cardiomyocytes issus de rongeurs
nouveaux-nés (Robin et al., 2007; Brar et al.,, 2001). Ces derniers ont été préférés aux
cardiomyocytes adultes, la principale raison étant la possibilité de les mettre en culture, donc de les
utiliser pendant plusieurs jours et d’extraire une quantité suffisante de protéines pour évaluer les
étapes de signalisation cellulaire. L’utilisation de cardiomyocytes adultes nécessite un isolement
quotidien d’une durée ~ 5h mais reflétent plus la réalité et les conditions in vivo. C’est pourquoi nous

avons décidé de les utiliser.
Dans un premier temps, nous avons mis au point le modele de dissociation de cardiomyocytes de
rats adultes par une technique de digestion enzymatique. Tout I’enjeu était d’isoler chaque myocyte

tout en conservant dans la mesure du possible ses caractéristiques fonctionnelles. Nous avons donc
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évalué la capacité contractile des cardiomyocytes fraichement isolés et avons montré que les
caractéristiques contractiles de ces derniers sont maintenues, ce qui suggere que 1’intégrité des
cardiomyocytes isolés au moyen de la digestion enzymatique est globalement conservée. Ceci nous a

permis de valider le modéle de dissociation.

Dans un second temps, notre but a été de mettre au point le modele d’H/R des cardiomyocytes
isolés afin de mesurer simultanément et de visualiser en temps réel 1’ouverture du mPTP et la mort
cellulaire en fonction du temps, ce qui fournit de précieuses informations pour comprendre les
meécanismes intracellulaires mis en jeu. De nombreux modé¢les cellulaires d’induction de I’ouverture
du mPTP ont été décrits dans la littérature (Park et al., 2006 ; Juhaszova et al., 2004). Dans certaines
études, le TMRM, un marqueur fluorescent photoexcitable, a été utilisé afin d’induire 1’ouverture du
mPTP (Kadono et al., 2006 ; Juhaszova et al., 2004,). Dans d’autres modéles, les cellules ont été
exposées a des concentrations élevées de calcium (Seguchi et al., 2005) ou des agents pro-oxydants
comme H,O, (Park et al., 2006) pour perméabiliser les membranes cellulaires. Notre objectif a été de
mettre au point un modele d’H/R in vitro exposant les cellules a des conditions les plus proches
possibles de celles des cellules cardiaques au cours de 1’infarctus du myocarde. C’est pourquoi nous
nous sommes tournée vers le modeéle de cardiomyocytes isolés d’un animal adulte soumis a un
épisode d’hypoxie suivi d’une réoxygénation. En plus, nous avons pris en compte la fonction
contractile des cellules cardiaques. Il a été décrit que les besoins des cardiomyocytes en oxygéne sont
réduits de 60% s’ils ne se contractent pas (Maddford et al., 1999 ; Rose et Kammermeier, 1986).
Dans notre mode¢le, nous n’avons pas réussi a induire 1’ouverture du mPTP ni la mort cellulaire en
I’absence d’une stimulation ¢électrique. Un autre facteur qui contribue au stress métabolique subi par
les cellules lors d’un épisode d’I/R est le changement dans la composition des substrats fournis aux
cellules. Les cellules soumises a I’H/R ont une probabilité moindre de récupérer leurs fonctions, et
par conséquent plus importante de mourir, lorsqu’on réduit la pression partielle d’oxygéne et la
concentration de glucose dans le milieu hypoxique (Poizat et al., 1994 ; Geisbuhler et al., 1990).
C’est pour cela que nous avons soumis les cellules a une hypoxie severe (PO,<1%) en bullant
préalablement le milieu hypoxique par de 1’azote (100% N2) et en perfusant cet azote en continu tout
au long de la période hypoxique. Nous avons aussi utilisé un bloqueur métabolique pour limiter au

maximum la quantité du glucose disponible pour les cellules lors de I’hypoxie.
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Ces conditions pourtant stringentes ne nous ont cependant pas permis d’obtenir le pourcentage de
mortalité recherché (100%) aprées 2 h de réoxygénation. Pour atteindre ce résultat nous avons donc
reoxygéné les cellules brutalement avec un milieu hyperoxié¢ (préalablement bullé a 1’oxygene 95%)
pendant les 10 premieres minutes de la réoxygénation. Ce protocole nous semble mimer
I’environnement auquel les cellules sont soumises in vivo puisque la revascularisation permet de

rétablir rapidement la pression partielle tissulaire en oxygéne.

Ayant ainsi defini les conditions matérielles et environnementales, nous avons recherché le
protocole optimal d’H/R qui permettait d’engendrer 1’ouverture du mPTP et la mort cellulaire de la
quasi-totalité des cellules. Cette partie de notre travail a comporté deux étapes. Tout d’abord, nous
avons démontré que le dispositif expérimental et les conditions environnementales des
cardiomyocytes (Tyrode, température, stimulation électrique...) en normoxie n’altéraient pas leur
viabilite. Nos résultats démontrent que dans nos conditions expérimentales le modéle est stable
puisque I’intensité de fluorescence de la calc€ine, un marqueur de 1’ouverture du mPTP restait stable
pendant une période de 5h. La seconde étape a consisté a rechercher le temps d’hypoxie optimal
nécessaire pour induire 1’ouverture du mPTP dans presque toutes les cellules. Le pourcentage des
cellules qui ouvrent leur mPTP a la réoxygénation augmentait avec 1’allongement des durées
d’hypoxie. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Rumsey et al. (1990) et Budinger et al.
(1996) qui ont montré que les cardiomyocytes adultes sont capables de maintenir une fonction
cellulaire normale lorsqu’ils sont soumis a de courtes périodes d’hypoxie. Nos résultats indiquent
que 2 et 3h d’hypoxie sont nécessaires pour obtenir une ouverture du mPTP de la totalité des cellules
lors de la réoxygénation. Cependant, aprés 3h d'hypoxie, approximativement 15% des cellules
présentent déja une ouverture du mPTP avant la réoxygénation, ce qui rend difficile la possibilité de
montrer 1’effet inhibiteur potentiel d’une molécule sur I’ouverture du mPTP. Nous avons donc fixé
les durées d’hypoxie et de réoxygénation a 2h pour I’ensemble de nos expériences. L’étude de
I’ouverture du mPTP dans notre modeéle a permis alors de mettre en évidence que 1’ouverture du
mPTP a bien lieu pendant la phase de réoxygénation, confirmant ainsi des études précédentes
(Halestrap et al., 2004 ; Griffiths et Halestrap 1995). De plus, 1’étude en temps réel de I’ouverture du
mPTP et de la mortalité cellulaire démontre que cette ouverture participe a 1’induction de la mort

cellulaire au cours du processus d’H/R.
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La fin de la mise au point a consisté a valider notre modele en testant 1’effet protecteur de la
CsA, I’inhibiteur sélectif de I’ouveture du mPTP (Di Lisa et al., 2011). Nous avons pu mettre en
évidence I’effet protecteur de la CsA puisqu’elle induit une augmentation du temps moyen
d’ouverture du mPTP et une réduction de la mortalité cellulaire des cardiomyocytes soumis a I’H/R,
validant ainsi le modéle.
A noter que I’utilisation de concentrations plus élevées de CsA (>1uM) ainsi qu’un contact prolongé
avec les cardiomyocytes abolissent son effet protecteur dans notre modeéle et ceci en accord avec la
littérature (Skyschally et al, 2010 ; Qian et al., 1997 ; Griffiths et al., 1993).

Par ailleurs, nous avons observé deux cinétiques de décroissance de I’intensité de la fluorescence
de la calcéine des cardiomyocytes soumis a I’H/R. Certaines cellules ont montré une diminution
brusque (~ 2 min) et compléte de la fluorescence de calcéine, tandis que d'autres ont montré une
diminution graduelle et lente de cette fluorescence. Ces observations sont compatibles avec les deux
modes d’ouverture du mPTP précédemment décrits (Kim et al., 2006 ; Griffths et al., 2000).
L’ouverture rapide est habituellement accompagnée d'une phase de raccourcissement des cellules
associee a une perte rapide et compléte de la fluorescence de la calcéine, ce qui correspondrait a une
ouverture du mPTP irréversible suivie d'une mort cellulaire rapide. En revanche, le profil d’ouverture
lente correspondrait a une ouverture transitoire du mPTP et consisterait en une perte lente et
progressive de la fluorescence de la calcéine a la réoxygénation, non suivie d'une mort cellulaire, et
qui ne se produit que lorsque I’ouverture du mPTP devient soutenue dans le temps. Notre étude est la
premiere a souligner la dépendance de ces modes d’ouverture du mPTP a la durée de I'hypoxie. En
effet, le pourcentage de cardiomyocytes présentant une ouverture rapide du mPTP augmente avec le
temps d’hypoxie. La présence de CsA favorise les ouvertures lentes ce qui confirme la participation
du mPTP au phénomeéne observé. Ces résultats sont cohérents avec ceux de Kim et al. (2006) qui ont
associe cette ouverture transitoire a une diminution partielle d’ATP conduisant a I’inhibition des

pompes calciques cellulaires.
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Il. La relation entre la production des ERQOs, ’ouverture du

MPTP et la mortalité cellulaire

Apres avoir mis au point le modele d’H/R, 1’objectif de notre travail a été d’étudier le role des

EROs sur I’ouverture du mPTP et la mortalité cellulaire dans le processus d’H/R.

1.1 Les EROs sont produites pendant I’hypoxie

De nombreuses études ont montré une forte production des EROs pendant les premieres
minutes de la reperfusion du myocarde ischémique (Lauzier et al., 2007 ; Kim et al., 2006 ; Bopassa
et al., 2005). Nos résultats ne sont pas en conflit avec ces observations, mais ils montrent surtout que
la production des EROs commence dés la période d'hypoxie et bien avant la réoxygénation. Cette
production hypoxique d’EROs n’induit cependant pas de mort cellulaire, indiquant que les effets
immeédiats de ces EROs ne sont pas délétéres, mais prédisposent les cardiomyocytes aux lésions de la
réoxygénation par un épuisement progressif de la capacité antioxydante des cellules (Ferrari et al.,
1993). Bien que la génération des EROs pendant I'hypoxie puisse sembler paradoxale puisque les
conditions ischémiques consistent en une baisse de la pression partielle d’oxygene, plusieurs études
appuient ce concept (Robin et al., 2007 ; Becker et al., 1999 ; Duranteau et al., 1998 ; Vanden Hoek
et al., 1997). En effet, les complexes respiratoires qui sont fortement réduits sous les conditions
hypoxiques peuvent céder leurs électrons a 1’oxygéne résiduel pour former des EROs (Hess et
Manson, 1984). En revanche, certains auteurs n’ont pas observé de production d’EROs pendant
I’hypoxie (Shao et al., 2010 ; Halpern et al., 1995 ; Henry et al., 1990 ; Garlick et al., 1987). Cette
contradiction pourrait €tre lie a la différence des niveaux d'oxygene résiduel pendant I’hypoxie et
aux modeéles cellulaires utilisés dans les différentes études. Dans le but de simuler le mieux possible
les conditions in vivo, nous avons choisi d’exposer les cellules a des conditions d’hypoxie sévere
(PO, =1%) et non d’anoxie. D’autre part, notre étude montre que l’augmentation du temps
d’hypoxie, présenté par plusieurs auteurs comme un facteur important dans les lésions de I’I/R
(Ovize et al., 2010 ; Reimer et al.,1977), est directement liée a une augmentation de la génération
des EROs conduisant d’une maniére proportionnelle a des 1ésions plus importantes représentées icCi

par I’ouverture du mPTP et la mort cellulaire.
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11.2 Les EROs produits a I’hypoxie sont différents des

EROs produits a la réoxygénation

Afin de mesurer la production des EROs, nous avons utilisé deux sondes intracellulaires
fluorescentes, le dihydroethidium (DHE) et le 2°,7” dichlorofluorescine diacetate (DCFH-DA). De
nombreuses études ont observé la spécificité de ces deux sondes dans la détection des EROs
(Zielonka et al., 2010 ; Dikalov et al., 2007 ; Vanden Hoek et al., 1997 ; Bindokas et al., 1996). En
résumé, l'oxydation de DCFH-DA est indicative de la formation de H,0O, et/ou d’’OH, tandis que
I'oxydation de DHE refléte la production d’O™,. Par ailleurs, les travaux de Vanden Hoek et al.
(1997) ont montré qu” OH est capable d’induire 1’oxydation de DHE. Sur la base de ces études de
spécificité, nous avons montré que les cardiomyocytes exposés a I’H/R produisent rapidement les 3
types d’EROs, O™, H,0, et "OH pendant la période d’hypoxie tandis qu’une forte production d”’OH
et d’H,0; est observée a la réoxygénation. En plus d’une différence de niveau de production d’EROs
pendant I’hypoxie et la réoxygénation, il y a un changement d’espéces produites qui peut étre du a
des modifications de I’activité des systémes antioxydants cellulaires. Les travaux de Kirshenbaum et
Singal (1992) ont ainsi montré une variation de I’activité de la superoxyde dismutase pendant I’I/R ;
celle-ci diminue pendant I’ischémie mais augmente pendant la reperfusion, ce qui pourait expliquer

en partie la forte production d’H;0,.

11.3 La production des ERQOs précéde ’ouverture du mPTP

et la mort cellulaire.

Plusieurs données de la littérature montrent que la diminution de la production/élimination
des EROs induit un effet cardioprotecteur. En effet, la surexperssion de la SOD manganése-
dépendante réduit les effets déléteres de I’I/R chez la souris (Chen et al., 1998) et un antioxydant de
type pyrazolinique diminue la taille d’infarctus dans un modéle d’occlusion coronaire chez le lapin,
ce qui est accompagné d’une diminution de la perméabilité membranaire mitochondriale (Rajesh et
al., 2003). Plus récemment, Townsend et al. (2007) ont montré que 1’urocortine, un peptide
apparenté au CRF (cortisone releasing factor) empéche I’ouverture du mPTP en inhibant le stress

oxydant. Le mécanisme d’action ne serait pas direct mais impliquerait la PKC. Cependant, ces
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auteurs soulignent qu’une question demeure quant au lien potentiel existant entre la diminution de
perméabilité membranaire mitochondriale et la limitation du stress oxydant : la production d’EROs a
la reperfusion pourrait étre secondaire a I’ouverture du mPTP et I’inhibition du stress oxydant
pourrait étre une conséquence et non une cause de I’inhibition du mPTP (Zorov et al., 2004 ;
Batandier et al., 2000).

Nulton et Szweda (2001) ont montré que la production des EROs au moment de la reperfusion inhibe
la phosphorylation oxydative, ce qui augmente la perméabilité membranaire mitochondriale ;
I’oxydation des fonctions thiols de I’ANT par les EROs favorisant 1I’induction du mPTP (Vieira et
al., 2001). Ceci est cohérent avec les travaux de 1’équipe de Lemasters qui ont montré que la
production des EROs au début de la réoxygénation pourrait étre responsable de 1’ouverture du mPTP
et de la mort cellulaire (Kim et al., 2006). Les effets des EROs produites pendant 1’hypoxie ont été
principalement décrits par I’équipe de Schumacher qui a montré que les EROs produites a 1’hypoxie
sont nécessaires mais pas suffisantes pour induire la mort cellulaire. Notre travail montre clairement
que la mort cellulaire induite par cette production d’EROs pendant I’hypoxie est concomittante de
I’ouverture du mPTP. Ce travail de these nous a en plus permis, grace au modéle d’H/R permettant
d’enregistrer en temps réel et simultanément la production d’EROs et I’ouverture du mPTP, de
conclure quant a une relation de causalité entre la limitation des EROs et 1’inhibition du mPTP. Nous
avons plus particulierement montré que la production d’OH et de H,0, pendant I’hypoxie est
nécessaire pour induire 1’ouverture du mPTP et la mort cellulaire. En effet, I’inhibition de la
production d”’OH et H,O; par la phénanthroline et le 2-MPG pendant ’hypoxie retarde I’ouverture
du mPTP et prévient la mort cellulaire tandis que ces molécules n’ont pas d’effet lorsqu’elles sont
introduites peu avant la reperfusion. Ceci peut indiquer que la production de ces EROs a la
reperfusion n’est pas impliquée dans I’ouverture du mPTP, suggérant que cette production est plutot
une conséquence qu’une cause mais ceci peut également étre du au fait que les antioxydants utilisés
n’atteignent pas suffisamment rapidement leurs cibles (les EROs) pour les pieger, ce qui est une
hypothése plus plausible. Ceci pourrait étre une explication de 1’échec des études cliniques qui ont
évalué I’effet des antioxydants lors de leur administration a la reperfusion (Farbstein et al., 2010).
Par ailleurs, nous avons observé que 1’effet protecteur des antioxydants et de la CsA est accompagné
d’une production d’O™ a la réoxygeénation, ce qui semble refléter avant tout le fonctionnement de la

chaine respiratoire mitochondriale et donc la viabilité cellulaire. En effet, une production d’O™; a été
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décrite dans la littérature sur des cardiomyocytes dans les conditions normoxiques (Wang et al.,
2008).

La nécessit¢ d’approfondir nos connaissances sur le réle important du stress oxydant dans la
modulation de la perméabilité membranaire mitochondriale, notamment le réle des EROs produites
par la mitochondrie ainsi que le role d’espéces réactives autres que celles de 1’oxygéne comme
I’anion carbonate, et les espéces réactives de 1’azote (pour une revue sur les autres espéces réactives
voir Rochette et Vergely 2008) est donc majeur pour (i) développer des bio-marqueurs appropriés
afin de prédire le pronostic des patients souffrant d’un infarctus du myocarde (Lorgis et al., 2010) et

cibler le traitement (ii) ainsi que pour développer de nouvelles stratégies cardioprotectrices.

I11. L’inhibition pharmacologique directe de la perméabilité

mitochondriale : TSPO et cardioprotection

Il est maintenant clairement ¢tabli que 1’inhibition du mPTP constitue une approche
thérapeutique efficace pour protéger le myocarde lors de I’I/R. Les travaux les plus représentatifs
sont ceux réalisés avec des inhibiteurs de la Cyp-D, une étude clinique ayant récemment montré que
la CsA administrée au moment de la réalisation de I’angioplastie percutanée (la reperfusion
coronaire) réduit la taille de I’infarctus par rapport au groupe placebo (Piot et al., 2008). Ce role
critique du mPTP nous a amené a porter notre attention sur I’une de ses protéines modulatrices, le
TSPO. Cette protéine a été décrite comme intervenant dans le processus d’I/R. Leducq et al. (2003)
ont montré qu’un ligand synthétique du TSPO, le SSR180575, protégeait le myocarde dans un
mode¢le d’T/R cardiaque. Par ailleurs, une étude du laboratoire a montré que le 4’-chlorodiazépam, un
autre ligand du TSPO, diminue la taille d’infarctus, améliore la respiration mitochondriale et la
synthése d’ATP (Nsoure et al., 2007) renfor¢ant 1’idée que la modulation du TSPO peut induire une
cardioprotection.

La présente ¢étude confirme cette hypothese puisque nous avons montré qu’un nouveau ligand de
TSPO, le TRO40303, est également cardioprotecteur. L’originalité du TRO40303 par rapport aux
ligands classiques du TSPO, tels que le PK11195 ou le 4’-chlorodiazépam, est qu’il se lie au site du

cholestérol et est un substrat potentiel du TSPO, contrairement aux ligands classiques qui se fixent
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sur un site adjacent et qui modulent I'entrée du cholestérol dans la mitochondrie. Par ailleurs, le
TRO4030 s’accumule dans le cceur, pénétre trés peu dans le cerveau et sa distribution est
superposable a celle du TSPO, ce qui en faisait un bon candidat pour protéger le myocarde. Nous
avons montre que le TRO40303 réduit la taille de I'infarctus du myocarde chez le rat. Contrairement
a la CsA, le TRO40303 n’améliore pas la phosphorylation oxydative et n’inhibe pas 1’ouverture du
mPTP induite par une surcharge calcique dans un modele de mitochondries isolées apres I/R
myocardique chez le rat. En revanche, le TRO40303 retarde I’ouverture du mPTP et la mortalité des
cardiomyocytes induite par H/R in vitro. Ceci montre que la mise en évidence de I’effet du
TRO40303 sur le mPTP nécessite probablement I’intervention de composants cellulaires absents
lorsque les mitochondries sont isolées et souligne la différence de mode d’action par rapport a la CSA
qui inhibe la Cyp-D tandis que le TRO40303 se lic au TSPO afin d’empécher 1’ouverture du mPTP
induite par I’H/R.

Comment les ligands du TSPO sont-ils capables de moduler la perméabilité membranaire
mitochondriale ? Des travaux relativement anciens ont suggéré que certains de ces ligands, et
notamment le 4’-chlorodiazépam, pourraient étre capables de diminuer le stress oxydant (Muhling et
al., 2005). Le travail de I’équipe de S. Jones a montré que le TRO40303 inhibe 1’ouverture du mPTP
lorsque des cardiomyocytes sont soumis a une intoxication par H,O, suggérant que le TRO40303
réduit la production des EROs, ce qui pourrait expliquer I’effet que nous observons dans notre
modele d’H/R. D’autres hypothéses peuvent étre proposées, la premicre est liée a la propriété du
TSPO de transporter le cholestérol de 1’extérieur vers I’intérieur de la mitochondrie. Rouslin et al.
(1982) ont montré chez le porc, et Venter et al. (1991) chez le rat, que I’I/R myocardique favorise le
transfert du cholestérol libre dans les membranes mitochondriales qui deviennent plus rigides,
contribuant a la destruction de la mitochondrie et donc de la cellule. Ce phénoméne a également été
associ¢ a une altération de 1’induction du mPTP dans les mitochondries hépatiques (Colell et al.,
2003). La modulation du TSPO par TRO40303 pourrait limiter ce transfert et donc favoriser la survie

cellulaire.
La seconde hypothése prend en compte I’analogie de structure entre le TRO40303 et le

cholestérol. Le TRO40303, comme le cholestérol, pourrait favoriser I'interaction VDAC-hexokinase

ce qui augmente la glycolyse et réduit ainsi le besoin de maintenir les niveaux d’ATP par la
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phophorylation oxydative (Pastorino et Hoek, 2008). Ceci protégerait le tissu en réduisant la
production des EROs causée par la chaine respiratoire a la reperfusion apres un épisode ischémique.
Sachant que, comme nous avons montré dans la premiere étude, la production des EROs précede
I’ouverture du mPTP, I’effet inhibiteur du TRO40303 sur 1’ouverture du mPTP lors d’I/R pourrait

étre lié a une diminution de la production des EROs.

Cette partie de notre travail nous a donc permis de confirmer au moyen d’une molécule originale
que le TSPO est une cible pertinente pour protéger le myocarde lors de I’'I/R. Cet effet fait intervenir
I’inhibition de I’ouverture du mPTP et la suite de ce travail devrait apporter plus de précisions sur le

meécanisme par lequel le TRO40303 inhibe cette ouverture.

V. L’inhibition pharmacologique indirecte de la perméabilité

mitochondriale : la voie RISK et cardioprotection

Dans la derniere partie de notre travail, nous nous sommes intéressée a 1’effet cardioprotecteur
médié par la voie RISK et nous avons cherché a savoir si cet effet pouvait étre causé par une
limitation de la perméabilité membranaire mitochondriale induite par le mPTP. Pour ce faire, nous
avons choisi d’utiliser la morphine car il a été clairement démontré que cet agoniste des récepteurs
opiacés proteége le myocarde lors de I’I/R (Gross et al., 2004) et que cet effet est du a la stimulation
de la voie RISK (Gross et al., 2007). Ces résultats ont été confirmés par Peart et al. (2008) avec un
autre agoniste sélectif des récepteurs opiaces, le U50 488. Dans le laboratoire, nous avons confirmé
que la morphine administrée juste avant la reperfusion réduit la taille d’infarctus chez le rat (Obame
et al., 2008). Nous avons par ailleurs montré que cet effet cardioprotecteur est associé a une
amélioration de la respiration, de la synthése d’ATP et a une augmentation de la résistance des
mitochondries a une surcharge calcique qui témoigne de la résistance a I’ouverture du mPTP.
Cependant, ces résultats ne nous permettaient pas d’affirmer que I’inhibition de I’ouverture du mPTP
¢tait directement responsable de la protection du cardiomyocyte. Pour cela, nous avons étudié I’effet
de la morphine dans notre modéle de cardiomyocytes isolés de rats adultes soumis a une H/R. Nous
avons montré que la morphine retarde 1’ouverture du mPTP et la mort cellulaire. Nous avons

également montré que I’effet inhibiteur de la morphine sur 1’ouverture du mPTP est aboli par la
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wortmanine, un inhibiteur de la PI3kinase, ce qui confirme bien le role important de la voie
Pl13kinase/Akt dans ’effet de la morphine et surtout établi un lien direct entre I’activation de la voie

RISK et ’inhibition du mPTP.

Par ailleurs, plusieurs études ont montré le rdle clé joué par la protéine GSK-3R, qui est située en
aval de la voie RISK, et plus particulierement de sa phosphorylation dans le mécanisme de protection
du myocarde apreés I/R (Juhaszova et al., 2009 ; Gomez et al., 2008). En accord avec ces études, nous
avons montré que le SB216763, un inhibiteur sélectif de la GSK-3R, induit une protection des
cardiomyocytes semblable a celle obtenue avec la morphine dans notre modéle, ce qui nous a permis
de conclure que I’inactivation de GSK-38 est bien impliquée dans le mécanisme d’action induisant

I’inhibition du mPTP.

Bien que I’inhibition de GSK-3 soit efficace pour protéger le myocarde ischémique, des études
ont montré que le pré et le post-conditionnement demeurent efficaces en terme de réduction de la
taille d’infarctus sur des souris déficientes en GSK-3R (Nishino et al., 2008). Ces résultats indiquent
donc que d’autres médiateurs que GSK-38 interviennent dans I’inhibition de I’ouverture du mPTP.
La protéine p70S6K, qui est activée par la voie PI3kinase/Akt pourrait étre 1’'un de ces médiateurs.
Cette protéine est capable d’inactiver la protéine proapoptotique Bad en la phosphorylant (Harada et
al., 2001) ce qui favoriserait un effet cardioprotecteur causé par 1’effet antiapoptotique de Bel-2 mais
n’impliquerait pas GSK-3B. Un autre mécanisme d’inhibition du mPTP indépendamment de la
phosphorylation de GSK-3R pourrait faire intervenir la PKC-g. En effet, celle-ci induit une réduction
du gonflement mitochondrial causé par une surcharge calcique en phosphorylant VDAC (Baines et
al., 2003) et est impliquée dans I’inhibition du mPTP et I’effet cardioprotecteur induit par

I’urocortine (Townsend et al.,2007) .

Quel mécanisme peut-on évoquer pour expliquer I’effet de GSK-3R sur le mPTP ? Une premiere
hypothese a été fournie par Das et al. (2008) qui ont montré que I’inhibition de GSK-3R diminue
I’entrée d’ADP/AMP dans la mitochondrie via le VDAC dans des conditions d’anoxie ce qui réduit
le potentiel de membrane et I’entrée de calcium durant 1’I/R. Pour notre part, nous venons de voir
dans la premiére étude que le stress oxydant joue un réle majeur dans I’ouverture du mPTP et la mort

cardiomyocytaire suite a I’I/R. De plus, en utilisant un modéle d’I/R in vivo, notre troisieme étude a
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montré que les effets protecteurs du SB216763 et de la morphine sont associés a une limitation de
I’oxydation des lipides membranaires. Notre travail suggere donc que la morphine ou I’inactivation
de GSK-38 lors d’I/R pourraient limiter la production des EROs conduisant ainsi a une limitation de
I’ouverture du mPTP. Cependant, notre étude ne permet pas de conclure définitivement quant a une
relation de causalité entre I’inhibition du mPTP par la morphine ou I’inactivation de GSK-38 et la
limitation du stress oxydant. La suite de ce travail permettra d’apporter plus de précisions sur la

question.
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Conclusions et Perspectives

L’ischémie myocardique résulte d’un déséquilibre entre les besoins et les apports en oxygene
et en substrat et en limiter la durée par reperfusion est vitale pour la cellule cardiaque. Cependant,
cette reperfusion peut s’accompagner d’altérations dites « lésions de reperfusion » qui peuvent
induire la mort cellulaire. L’étude des mécanismes responsables de 1’induction de la mort cellulaire a
permis de mettre en évidence le réle prépondérant joué par la mitochondrie et la limitation de
I’augmentation de la permeéabilité de ses membranes induite par 1’ouverture du mPTP apparait
comme une cible privilégiée pour protéger le myocarde. A la vue du role critique joué par la
production des EROs dans les l1ésions de I’I/R, nous avons étudié le role des EROs dans 1’ouverture
du mPTP et la mort cellulaire afin de conclure sur un point essentiel du mécanisme de
cardioprotection : la réduction du stress oxydant est-elle une cause ou une conséquence de la
limitation de la perméabilité membranaire mitochondriale ? Nous avons également étudié les moyens
pharmacologiques de limiter la perméabilité membranaire en inhibant I’ouverture du mPTP et les

résultats obtenus sont résumes sur la figure 26.

Une grande partie de notre travail a été consacrée a la mise au point d’un modéle d’H/R sur
des cardiomyocytes de rats adultes fraichement isolés qui nous permet de mesurer en temps réel et
simultanément la production des EROs, I’ouverture du mPTP et la mort cellulaire. Nous avons
montré que ’augmentation du temps d’hypoxie est directement liée a une augmentation de la
production des EROs a I’hypoxie. Cette production d’EROs a I’hypoxie, plus particuliérement la
production d”’OH et de H,0,, a été directement relié, et ceci pour la premiére fois, a I’ouverture du

mPTP et a la mort cellulaire lors de I’H/R.

Nous avons également étudié grace a ce modele des moyens pharmacologiques permettant de
limiter ’ouverture du mPTP. Ainsi nous avons montré que les propriétés cardioprotectrices d’un
ligand du TSPO, le TRO40303, sont associées a une inhibition du mPTP, ce qui n’avait pas été
démontré ex vivo. D’autre part, une stratégie pharmacologique indirecte, activant la voie RISK par la
morphine, aboutit aussi a une limitation de la taille d’infarctus associée a une amélioration des

fonctions mitochondriales. Nous avons montré que les deux moyens pharmacologiques utilisés
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entrainent un effet cardioprotecteur suite a 1’inhibition du mPTP et un retard de la mort cellulaire des

cardiomyocytes isolés soumis a une H/R.

Comme nous venons de le voir, le stress oxydant joue un réle majeur dans 1’induction du
mPTP. La suite logique de ce travail sera de rechercher si I’inhibition du stress oxydant peut
constituer un mécanisme commun aux deux stratégies pharmacologiques cardioprotectrices que nous
avons décrites en utilisant notre modéle d’H/R. Pour cela, il serait possible d’étendre notre modéle a
des animaux génetiquement modifiés pour appréhender plus précisément les phénoménes impliqués

dans cette activite antioxydante.

A plus long terme, il sera nécessaire d’approfondir nos connaissances sur la production
d’EROs pendant I’I/R en recherchant plus spécifiquement 1’origine de cette production, notamment
le role joué par la mitochondrie et I’effet d’autres especes réactives dans le but de cibler le traitement

et de développer de nouvelles stratégies cardioprotectrices.
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Figure 26: Principales conclusions de ce travail de thése

Ce schéma résume les mécanismes d’action des stratégies pharmacologiques impliquées dans I’inhibition de I’ouverture

dumPTP suite & une hypoxie/réoxygénation :

1. Les antioxydants inhibent la production d’EROs a I’hypoxie, plus particuliérement la production d’*OH et de H,0,.
Cette production a été directementreliée a I’ouverture du mPTP.

2. LaCsAinhibedirectement]’ouverture du mPTPen se lianta la Cyp-D.

3. La morphine inhibe indirectement 1’ouverture du mPTP via I’activation de la voie PI;K/Akt et la phosphorylation de
GSK-3R. Cette derniére peut étre inhibée par le SB 216763.

4. LeTRO40303 inhibel’ouverture dumPTP en se liantau TSPO, I’une des protéines régulatrices de cette ouverture.

Ce travail montre que I’inhibition de 1’ouverture du mPTP par différents mécanismes prévient la mort cellulaire. La

production d’O , qui est un reflet de ’amélioration de la respiration mitochondriale semble témoigner de la viabilité

cellulaire.

ANT, adenine nucleotide translocase ; CsA, cyclosporine A ; Cyp-D, cyclophiline D ; EROSs, especes réactives

d’oxygene ; GSK-3B, glycogen synthase kinase 3% ; mPTP, pore de transition de perméabilité mitochondriale ; TSPO,

protéine translocatrice mitochondriale ; VDAC, voltage dependent anion channel.
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¢ Résumé de la thése

Dans ce travail, nous avons mis au point un modeéle in vitro d’hypoxie/réoxygénation
sur des cardiomyocytes de rats adultes qui nous a permis de montrer qu’un seuil de
production des especes réactives de I'oxygene pendant [|'hypoxie, plus
particulierement I'anion hydroxyle et le peroxyde d’hydrogéne, est nécessaire a
I’ouverture du pore géant mitochondrial a la réoxygénation. Nous avons ensuite étudié
grace a ce modele le mécanisme d’action de deux stratégies pharmacologiques

cardioprotectrices.
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