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RESUME

Le muscle strié squelettique subit de graves Iésions d’ischémie-reperfusion (IR) au
cours de la progression de I’artériopathie oblitérante des membres inférieurs et lors
d’interventions chirurgicales qui nécessitent I’interruption transitoire du flux sanguin dans les
arteres des membres.

Il est possible de limiter ces 1€sions et notre équipe a pu démontrer que le pré- et le
postconditionnement ischémiques limitaient les I€sions d’IR en réduisant la dysfonction
mitochondriale et la production d’espéces radicalaires de I’oxygene (ROS). Néanmoins pré- et
postconditionnement ischémiques ne constituent pas encore la parade ultime aux lésions d’IR
et ceci pour au moins deux raisons :

(1)

2)

ils nécessitent d’occlure puis de rouvrir mécaniquement le vaisseau
nourricier qui peut donc se trouver 1és¢ expliquant peut étre 1’aggravation
des  lésions d’IR musculaire récemment mises en évidence par notre
équipe chez la souris

I’application humaine des résultats trés positifs du postconditionnement
ischémique myocardique obtenus dans les modéles expérimentaux n’a pas
apporté les bénéfices cliniques escomptés. Il est probable que les
comorbidités des patients souffrant d’ischémie myocardique aigué (diabete,
age, hypertension) s’opposent aux effets protecteurs du conditionnement.

Dans ce contexte, nos objectifs étaient de mettre a profit deux modeles expérimentaux d’IR
des membres inférieurs par clampage aortique et garrotage unilatéral pour :

(1)

2)

tester I’efficacité d’une alternative médicamenteuse au
postconditionnement ischémique par 1’utilisation de la cyclosporine A
(CsA). En se liant a la cyclophiline D, la CsA empéche 1’ouverture du pore
de transition mitochondrial (mPTP) a un niveau trés distal de la cascade
d’événements qui conduit a la nécrose apres IR.

déterminer de quelle fagon deux comorbidités fréquemment retrouvées
chez des patients souffrant d’atteinte artérielle (le diabéte et 1’age)
influencent 1’effet de la cyclosporine

Nos travaux démontrent que :

1) Les modeles expérimentaux d’IR des membres inférieurs par clampage aortique et

2)

garrotage unilatéral de patte (3 heures d’ischémie et 2 heures de reperfusion)
permettent une altération reproductible de la respiration mitochondriale et une
augmentation de la production de radicaux libres dans le muscle stri¢ squelettique
du rat sain.

Chez des rats Wistar sains et jeunes, la cyclosporine normalise le stress oxydant
musculaire, normalise le couplage oxydation/phosphorylation mais ne restaure pas
totalement la capacité oxydative maximale (Vmax). L’expression musculaire du



cofacteur de la cyclosporine (cyclophiline D) ainsi que la capacité de rétention
calcique apres traitement par cyclosporine sont réduites de moiti¢ dans le muscle
squelettique par rapport au myocarde et ces caractéristiques pourraient expliquer la
protection partielle du muscle squelettique par rapport aux résultats publiés dans le
myocarde.

3) Les rats Wistar (dont le diabéte est induit par streptozotocine) présentent les
caractéristiques d’un diabete de type 1 trés séveére associant perte de poids,
polyurie, polydipsie, hypertension artérielle, hyperglycémie spontanée et
provoquée. On retrouve dans les muscles de ces animaux une atteinte importante
de la chaine respiratoire mitochondriale avec diminution de toutes les vitesses (-
50%) et une augmentation du stress oxydant musculaire rapporté a la respiration
mitochondriale. Les effets de [I’ischémie-reperfusion sur la respiration
mitochondriale et le stress oxydant musculaire sont plus marqués chez les animaux
diabétiques que chez les animaux sains. La cyclosporine A ne confére aucun effet
protecteur, que ce soit sur la respiration mitochondriale ou le stress oxydant local
musculaire.

4) Chez le rat agé (rats Wistar de 71 a 73 semaines), I’administration de
cyclosporine ne confére aucune protection en termes de respiration mitochondriale
ou de capacité de rétention calcique du muscle. Au contraire, elle s’accompagne
d’une augmentation du stress oxydant local (muscle gastrocnémien) et a distance
(cceur).

Avec les protocoles de conditionnement et aux doses que nous avons utilisées, la
cyclosporine a des effets différents sur les conséquences musculaires de 1’ischémie-
reperfusion des membres inférieurs, dépendant de la pathologie sous-jacente des animaux
étudiés. Il semble intéressant d’étudier 1’effet dose-réponse de la cyclosporine A pour
déterminer I’intervalle thérapeutique optimal, celui-ci pouvant étre différent chez I’animal
sain et pathologique. D’autre part, étant donné 1’importance considérable du stress oxydant
chez les animaux diabétiques et sénescents, la co-administration de cyclosporine et d’un
antioxydant au moment de la reperfusion pourrait rétablir une protection.



ABSTRACT

Peripheral arterial disease and many surgical procedures (requiring vascular clamping

or tourniquet application) induce severe skeletal muscle ischemia-reperfusion (IR) injuries.

Ischemic pre- and postconditioning can rescue skeletal muscles from IR injuries by

alleviating mitochondrial dysfunction and reducing reactive oxygen species production.
However, ischemic pre- and postconditioning are not the ultimate protection strategy for at
least two reasons:

(1) They require repetitive vascular clamping and unclamping, carrying the
risk to worsen vessel injury. For instance, our team recently uncovered
exacerbated skeletal muscle injuries in mice submitted to hind limb
ischemia-reperfusion.

(2) The clinical translation of ischemic postconditioning from bench to bedside
failed in many circumstances. It is likely that comorbidities like diabetes
melitus, hypertension or senescence inhibit many protective pathways of
ischemic pre and postconditioning.

As a result, using experimental hind limb ischemia-reperfusion models, our goals were:

(1) To test a pharmacologic substitute to ischemic postconditioning by using
cyclosporine A, that acts on a very downstream step of IR injury cascade
by binding to cyclophilin D and inhibiting mitochondrial transition pore
opening. We wondered if cyclosporine could alleviate mitochondrial
dysfunction and reduce ROS production in skeletal muscles submitted to
IR.

(2) To determine how diabetes and senescence would influence cyclosporine
A protective effects.

Our studies stress three major points.

First, our hind limb ischemia-reperfusion models (consisting in 3 hours ischemia and
two hours of reperfusion) provide a robust and reproductive mitochondrial respiration
impairment (-30%) and a constant increase in ROS production in young healthy Wistar rats.
In these animals, cyclosporine A normalizes oxidative stress but doesn’t restore mitochondrial
maximal oxidative capacity. Compared to myocardium, cyclophilin D expression and calcium
retention capacity are reduced from 50% in hind limb skeletal muscle. This could account for
the partial protection we observed.

Second, streptozotocin-treated rats manifested typical hallmark features of severe type
1 diabetes that significantly impaired mitochondrial respiratory chain complexes activities and
increased ROS production per unit respiration rate. IR deleterious effects were more
pronounced in streptozotocin-treated than in healthy rats and cyclosporine A was ineffective
in preventing ischaemia-reperfusion-induced mitochondrial dysfunction and ROS
overproduction.

Third, CsA was unable to rescue the mitochondrial respiratory chain in senescent
animals since mitochondrial respiratory chain complexes activities remained significantly
reduced. The expected protection by inhibition of mPTP opening did not even take place since
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the calcium retention capacity was not increased in CsA-treated compared to vehicle-treated
senescent rats. On the top of that, CsA treatment triggered an increased oxidative stress both
locally and in remote organs since the non-ischemic hind limb and the heart experienced an
increased ROS production

In conclusion, the protective effects of pharmacologic postconditioning with cyclosporine A
seem to critically depend on the model under study. A variable and narrow dose-effect
relationship is likely and makes it necessary to perform a dose finding study in every
pathologic model. Considering the narrow relationships between mitochondrial protection and
oxidative stress, combing cyclosporine A postconditioning with anti-oxidant therapy may
restore a more robust protective effect but this hypothesis has to be validated.
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ABBREVIATIONS

Akt : protéine kinase B

ATP : adénosine triphosphate

Bax : Bcl-2 associated protein

Bad : Bcl-2 associated death promoter

Bcl-2 : b-cell lymphoma 2

BNP : brain natriuretic peptide

CMH : 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine
CsA : cyclosporine A

CyP-D : cyclophiline D

DAG : diacylglycérol

Debio-025 : D-3- MeAla-4-EtVal cyclosporine A
DPP-1V : dipeptidyl-peptidase IV

eNOS : NO synthase endothéliale

EPO : érythropoiétine

ERK : extracellular signal-regulated kinase

GLP-1 : glucagon-like peptide-1

GSK-3f : glycogen synthase kinase 33

H;S : sulfure d’hydrogene

JAK : janus kinase

mKrp : canal potassique mitochondrial sensible a I’ATP
MKP-1 : mitogen-activated protein kinase-phosphatase- 1
mPTP : pore de transition mitochondrial

NAC : N-acétylcystéine

NAG : N-acetyl-B-D-glucosaminidase

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

NFAT : nuclear factor of activated T-cells (facteur nucléaire des lymphocytes T activés)



NIMS811 : N-methyl-4-isoleucine cyclosporine A

NO : monoxyde d’azote

PAI-1 : inhibiteur de l'activateur du plasminogene 1
PGC-1a : peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1 alpha
PKC : protéine kinase C

PIP3K : phosphatidylinositol 3-kinase.

RISK : reperfusion injury survival kinase

ROS : radicaux libres de I’oxygene

SAFE : survivor activating factor enhancement

STAT-3 : signal transducer and activator of transcription-3
TNF-a : tumor necrosis factor a

tPA : activateur tissulaire du plasminogéne
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PREAMBULE

Qu’elle concerne le myocarde, le cerveau ou les membres inférieurs, I’ischémie
compromet a trés court terme la survie cellulaire, celle de I’organe et de I’organisme. Un pan
entier de la médecine se consacre donc a prévenir la survenue de I’ischémie et, lorsque celle-
ci survient, a la corriger de la fagon la plus rapide et la plus efficace possible. Néanmoins, et
de fagon assez contre-intuitive, la restitution d’un flux dans des organes ischémiques c’est a
dire leur reperfusion va elle-méme induire des atteintes spécifiques responsables de pres de la
moiti¢ de la zone infarcie dans les modeles animaux d’ischémie-reperfusion myocardique

(1,2)

Paradoxalement, la reperfusion, vitale pour la survie de I’organe et de I’individu, va en fait
aggraver les 1ésions ischémiques (1,2) avec une majoration de la nécrose et de 1’aopotose
cellulaires (3,4), une augmentation de I’inflammation locale et a distance (1,5,6)
accompagnée d’ une atteinte fonctionnelle des organes reperfusés et des organes distants.
Ainsi faut-il considérer dans leur ensemble les conséquences du tarissement de la perfusion
puis de sa restauration et de les envisager dans le cadre commun du syndrome d’ischémie-
reperfusion (IR).

Le muscle stri¢ squelettique subit de graves Iésions d’IR au cours de la progression de
I’artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI) et lors d’interventions chirurgicales
qui nécessitent I’interruption transitoire du flux sanguin dans les artéres des membres. De
nombreuses interventions chirurgicales nécessitent un clampage temporaire de 1’aorte
abdominale ou la mise en place d’un garrot a la racine d’un membre. Dans ces conditions, les
masses musculaires sont soumises a un stress d’IR intense dont les conséquences
fonctionnelles sont a la fois locales (rhabdomyolyse, inflammation, apoptose, « no reflow
phenomenon ») et systémiques (insuffisance rénale aigu€, syndrome de détresse respiratoire)
qui rendent compte de la morbidité associée a ces interventions lourdes (5,7), bien que le
muscle squelettique ne soit pas considéré comme un organe vital.

L’¢évaluation de la gravité des 1ésions ischémiques myocytaires peut étre réalisée de
multiples fagons dont I’histologie est I'une des plus représentées. Néanmoins, 1’altération
histologique des myocytes traduit une atteinte avancée trés souvent au-dela de toute ressource
thérapeutique. Il nous a semblé pertinent d’explorer 1’atteinte de la respiration mitochondriale
myocytaire dans le cadre du syndrome d’IR. En effet, 1’atteinte mitochondriale est un témoin
trés précoce et trés sensible des Iésions musculaires d’IR et elle est corrélée a I’atteinte
fonctionnelle du muscle (8,9).

Il est possible de limiter les 1ésions liées a I'IR en conditionnant le muscle strié
squelettique. Le conditionnement ischémique consiste a soumettre le muscle a de brefs stimuli
d’ischémie et reperfusion avant (préconditionnement) ou juste apres (postconditionnement)
I’épisode ischémique prolongé. Notre équipe pu démontrer que le pré- (10,11) et le
postconditionnement (12,13) ischémiques limitent les 1ésions d’IR et réduisent la dysfonction
mitochondriale et la production d’especes radicalaires de 1’oxygene (ROS) associée.
Néanmoins ces deux types de conditionnement impliquent 1’occlusion puis le déclampage
mécanique du vaisseau nourricier qui peut s’en trouver 1€sé, surtout si le patient est déja
porteur de Iésions d’athérosclérose (14,15). Le postconditionnement ischémique a distance
par D’application d’un brassard sur un membre sain, reproduit les effets bénéfiques du
postconditionnement ischémique local « classique » tout en évitant le caracteére aggressif du
clampage artériel (16-19). Cependant, des données récentes de notre équipe indiquent que le
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postconditionnement ischémique (local et a distance) peut étre pris en défaut et qu’il pourrait
méme aggraver les l1ésions d’IR musculaire (20). Ces résultats nous ont orienté¢ vers la
recherche d’alternatives médicamenteuses au postconditionnement ischémique.

La cyclosporine A qui, en se fixant sur la cyclophiline D, empéche 1’ouverture du pore

de transition mitochondrial est un candidat tout a fait prometteur dans cette indication. Elle
agit a un niveau tres distal de la cascade d’évenements qui conduit a la nécrose apres IR. Son
efficacité récemment démontrée dans le cadre de la revascularisation myocardique (12,21)
permet d’entrevoir une application similaire dans le cadre de I’IR du muscle strié¢ squelettique
(16,22).
Néanmoins, les résultats trés positifs du postconditionnement myocardique (ischémique et
pharmacologique) obtenus dans les modeles expérimentaux n’ont pas été systématiquement
retrouveés en clinique humaine (23,24). Une intense activité de recherche clinique est en cours
chez I’homme (40 ¢études sur le postconditionnement enregistrées sur le site
ClinicalTrials.gov) afin de voir comment extrapoler les bénéfices observés dans les études
expérimentales a I’étre humain. Une hypothése probable est que les comorbidités (7,14) des
patients souffrant d’ischémie myocardique aigué et/ou les médicaments pris concomitamment
(25,26) s’opposent aux effets protecteurs du conditionnement.

Dans ce contexte, nos objectifs étaient les suivants :

1) Confirmer les mode¢les expérimentaux d’IR des membres inférieurs par clampage
aortique et ligature des collatérales ainsi que le garrotage unilatéral d’un membre
chez le rat.

2) Déterminer les effets de la cyclosporine sur la dysfonction mitochondriale et le
stress oxydant musculaires et systémiques dans ces modeles et explorer les voies
de signalisation empruntées, notamment pour ce qui concerne I’implication de la
cyclophiline D.

3) Déterminer de quelle fagon deux particularités de terrain fréquemment retrouvées
chez des patients souffrant d’atteinte artérielle, le diabéte et 1’age avancé
influencent 1’effet de la cyclosporine.

Nous aborderons dans un premier temps les rappels qui facilitent la compréhension des
travaux menés au cours de la thése. Ces rappels concernent le muscle squelettique, la
mitochondrie, le stress oxydant, les phénomenes d’ischémie-reperfusion et les mécanismes du
conditionnement musculaire. Ces rappels ont ét¢ développés en collaboration avec les
membres de I'équipe de recherche "Mitochondries, stress oxydant et protection musculaire".
Dans une deuxiéme partie, nous reviendrons sur les matériels et méthodes utilisés dans les
trois protocoles qui forment le corps de la these.

Nous aborderons ensuite la section des résultats, la discussion générale et enfin les

perspectives de ces travaux.
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1. LE MUSCLE ET LA MITOCHONDRIE

1.1. Le muscle squelettique

Les muscles forment 1’ensemble de tissus le plus important de 1’organisme. Ils
représentent environ la moiti¢é du poids du corps. Les muscles squelettiques, a eux seuls,
forment environ 40% du poids du corps chez I’homme et 32% chez la femme. Chez les
vertébrés, le réle principal des muscles squelettiques est de permettre le déplacement dans
I’espace. La contraction musculaire est a 1’origine de la mise en mouvement des membres.
Les muscles squelettiques montrent des particularités fonctionnelles importantes, notamment
au niveau des vitesses de contraction, de la force développée et de la résistance a la fatigue.
De plus, ils exposent une plasticité ¢levée en réponse aux contraintes environnementales,
basée sur le potentiel de la fibre musculaire a subir des changements dans sa cytoarchitecture
et dans sa composition en isoformes de protéines musculaires.

1.1.1. Organisation de 1’appareil contractile

Les muscles squelettiques sont fixés sur le squelette osseux par leurs deux extrémités
myotendineuses. Chaque muscle est composé de faisceaux de fibres musculaires, les cellules
musculaires, qui s’étendent d’une extrémité a I’autre du muscle. Les cellules musculaires sont
entourées d’une gaine conjonctive, I’endomysium. Elles sont rassemblées en plusieurs
faisceaux enrobés d’une enveloppe commune a toutes les fibres : le périmysium. Il y a
plusieurs faisceaux par muscle, compactés a I’intérieur d’une enveloppe aponévrotique :
I’épimysium. Le muscle est également entouré de fascias. Aux deux extrémités du muscle, le
fascia fusionne avec I’endomysium qui entoure chaque cellule et forme les fibres tendineuses
qui se rassemblent ensuite en tendons.

Apres avoir traversé I’épimysium, les vaisseaux sanguins qui assurent la vascularisation du
muscle donnent naissance a un fin réseau de capillaires qui gagne le périmysium puis
I’endomysium pour vasculariser chaque fibre musculaire. Les prolongements des nerfs
gagnent également le périmysium. Ils se finissent en arborisation dont les ramifications se
terminent dans la jonction neuromusculaire pour innerver les différentes fibres musculaires
(Figure 1).
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Figure 1: Organisation du muscle squelettique. Schéma adapté du site
http://academic.kellogg.cc.mi.us

1.1.2. Organisation et fonctionnement du sarcomere

Chaque faisceau musculaire est formé d’un ensemble de fibres musculaires qui sont de
longues cellules cylindriques dont le diamétre varie de 10 a 100 um et la longueur de
plusieurs centaines de um a plusieurs dizaines de mm. C’est un syncitium résultant de la
fusion de plusieurs cellules qui contient de nombreux noyaux situés a la périphérie, juste au-
dessous de la membrane plasmique ou sarcolemme, le centre de la fibre étant occupé par les
myofibrilles. Le cytoplasme des cellules musculaires (ou sarcoplasme) est occupé a 85%-90%
par les myofibrilles, composées de sarcomeres, les sous-unités contractiles du muscle (Figure
2A). Les sarcomeres sont des assemblages de filaments fins et épais qui sont les protéines
contractiles du muscle strié. En microscopie électronique, ces filaments apparaissent sous
forme d’une alternance de bandes claires (bandes I : isotropes) et de bandes sombres (bandes
A : anisotropes) (Figure 2 B). Un sarcomere est composé d’une bande A et de deux demies
bandes I, séparées en leur centre par la ligne Z. Les bandes A sont composées de filaments
¢épais de myosine qui chevauchent les filaments fins d’actine. Les bandes I sont dépourvues de
myosine et sont composées des filaments fins d’actine.
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Figure 2: La structure du muscle squelettique: du muscle a I’unité contractile. A. La fonction de
contraction du muscle est réalisée par les myofibrilles, I’appareil contractile des cellules musculaires,
composées d’une succession de sarcoméres. Adaptation de (Goll et al.) (27). B. Trois sarcomeéres
d’une myofibrille de muscle squelettique de souris en coupe longitudinale observés au microscope
¢électronique. Les filaments épais de la bande A sont constitués de myosine, les filaments fins de la
bande I, d’actine. Adaptation de (Goll et al.) (27).

La myosine de la bande A est composée d’une chaine légere en forme de batonnet
flexible et de la queue de la chaine lourde de myosine qui porte les té€tes de myosine (Figure 3,
en violet). La bande H correspond a la région ou les filaments épais de myosine ne
chevauchent pas les filaments fins d’actine. Au milieu de la bande H se trouve la ligne M, qui
apparait sous forme de trois a cinq lignes en fonction du type de fibre. La bande M est
composée, entre autres, de myomésine (Figure 3, en jaune) et de protéine M (Figure 3, en
vert), qui stabilisent la myosine en connectant les filaments entre eux. Chaque filament de
myosine est entouré¢ de six filaments d’actine (Figure 3, en turquoise). Ces filaments d’actine
(actine F) sont des polymeres d’actine globulaire (actine G), ils sont arrangés en double hélice
et centrés sur un axe de tropomyosine a laquelle ils sont rattachés. Les filaments d’actine sont
reliés a la ligne Z, elle-méme composée d’un assemblage macromoléculaire ou se trouvent
entre autres les protéines a-actinine, téléthonine, g-filamine, myotiline, obscurine, titine (en
rouge) et nébuline (en gris clair). La titine, avec ses 3000 kDa, est la plus grande protéine
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connue. Elle s’étend sur la longueur d’un demi-sarcomére (soit sur 1,2 a 1,5 um), son
domaine N-terminal est dans la ligne Z et son C-terminal dans la ligne M. La titine est une
protéine qui confére des propriétés élastiques aux sarcomeres. Le complexe des troponines est
ancré a intervalles réguliers sur la tropomyosine. Ce complexe est formé de la troponine C
(TnC) qui lie le calcium (Ca®"), de la troponine I (Tnl, Inhibitrice) qui, au repos, masque les
sites de fixation de la myosine sur 1’actine, et de la troponine T (TnT) responsable de la
liaison du complexe avec la tropomyosine.
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Figure 3: Structure du sarcomeére. Représentation schématique de I’organisation des protéines
principales du sarcomére. Les filaments d’actine sont ancrés a la ligne Z. L’extrémité N-terminale de
la titine est dans la ligne Z et la protéine s’étend jusqu’a la ligne M. Adapté du site

Wwww.massasoit-bio.net

Au repos, la tropomyosine et la Tnl (Figure 4, en vert clair) masquent les sites de
fixation des tétes de myosine sur I’actine. La contraction se produit lorsque la TnC (Figure 4,
en noir), aprés avoir fixé du Ca’’, change de conformation et déplace la Tnl et la
tropomyosine. Les tétes de myosine (en violet) ont alors acces a leurs sites de fixation sur
I’actine (en turquoise). Elles hydrolysent une molécule d’ATP et se replient pour se
rapprocher de leur site de fixation et ne libérent le phosphate inorganique qu’une fois la
liaison établie. Le relargage de I’ADP permet aux tétes de myosine de se replier
completement ce qui provoque le raccourcissement des sarcomeres. Le décrochage des tétes
de myosine est induit par la fixation d’un nouvel ATP et par la libération du Ca*" de la TnC.
Le sarcomere se rallonge, le muscle se relache.
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Figure 4: La contraction musculaire nécessite de PATP et du Ca®". La Tnl ne démasque les sites
de fixation de la myosine sur I’actine que lorsque la TnC a li¢ du Ca*" et change de conformation. Une
fois la tropomyosine déplacée avec le complexe troponine, la myosine accéde a son site de fixation sur

I’actine. L’hydrolyse d’une molécule d’ATP permet le relachement de la téte de myosine qui vient
s’associer avec 1’actine. La libération de I’ADP provoque le mouvement de la téte de myosine vers
I’extérieur du sarcomére, ce qui raccourcit la myofibrille et réalise la contraction musculaire. Au repos,
la myosine est liée a une molécule d’ATP. Adapté du site www.biology.berkeley.edu

1.1.3. Classification des fibres musculaires striées squelettiques

A l'intérieur d'un muscle, les fibres musculaires striées squelettiques ne sont pas toutes
identiques. Elles posseédent des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles variables.
Plusieurs classifications ont été établies, basées sur la révélation des propriétés contractiles ou
métaboliques. L’activité ATPasique des fibres a tout d’abord été utilisée pour les classer selon
leur vitesse de contraction. La combinaison de plusieurs pH d’incubation des fibres selon la
méthode de Brooke et Kaiser (28), a permis de distinguer 3 types de fibres :

- les fibres I appelées fibres lentes,
- les fibres I1A et IIB appelées fibres rapides.

D’autres auteurs ont combiné la révélation du type contractile par 1’activité ATPasique, avec
le type métabolique par 1’analyse de I’activité¢ du métabolisme oxydatif telle que la succinate
déshydrogénase (Nemeth et Pette) (29). Enfin, I'utilisation d’anticorps dirigés contre les
chaines lourdes de la myosine (MHC) a permis de déterminer un quatriéme type de fibres de
type intermédiaire, les fibres 11X.

La composition en fibres de type I ou de type II (Figure 5) est variable d’un muscle a I’autre
et il existe une certaine corrélation entre le type de cellules musculaires striées et les
propriétés contractiles du muscle. La majorité des muscles possede environ 50% de chaque
sorte d'unités.

Mais certains muscles sont plus riches en fibres lentes (les muscles posturaux) et d'autres en
fibres rapides (les muscles de l'activité gestuelle). La proportion de chaque espece de fibres
détermine, une fois 1'age adulte atteint, 1'aptitude d'un mammifere a réaliser un certain type de
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performance. L'entrainement peut modifier spécifiquement chaque type de fibre mais dans des
proportions toutes relatives. En effet, le déterminisme génétique joue également un rdle
important.

L'ensemble des cellules musculaires striées qui dépendent d'un méme neurone moteur est
appelé une unité motrice. Ces cellules ont une topographie dispersée au sein du muscle.
Toutes les cellules musculaires d'une unité motrice sont d'un méme type, et il semble que le
type des cellules musculaires soit déterminé par la cellule nerveuse qui exerce une influence
permanente sur elles.

Figure 5 : Marquage au NADH sur une coupe transversale d’un muscle squelettique. Les fibres
trés colorées correspondent aux fibres de type I alors que les fibres peu colorées correspondent aux
fibres de type 11. Adapté du site www4.utsouthwestern.edu

1.1.3.1. Les fibres a contraction lente

La fibre de type I, également dénommée S.T. (slow twitch) est une fibre rouge, a
contraction lente et a métabolisme essentiellement aérobie oxydatif (Tableau 1). A l'intérieur
de cette fibre, ’ATP produit est essentiellement issue du processus de phosphorylation
oxydative intra-mitochondriale (Figure 6). Elle a une forte teneur en myoglobine. Elle est
entourée d'un riche réseau capillaire et elle est spécifiquement équipée pour un métabolisme
aérobie et une activit¢ prolongée a faible tension. La vitesse de contraction et la force
développée sont faibles mais la fibre de type I est trés peu fatigable (30). On retrouve ce type
de fibres notamment chez les marathoniens.
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Type de Fibre I ou ST Fibre IT A Fibre I1 B
fibres/ MHC
ou FT-A ou FT-B
Couleur Rouge Blanche
Composition Mitochondries +++ Mitochondries +/-
intracellulaire ) )
dominante Myoglobine ATPase de la myosine
Voie de synthése de Aérobie Aéro-anaérobie Anaérobie
PATP
Capacité anaérobie Faible Moyenne Elevée
Métabolisme
glycolytique
Vitesse de Lente Rapide
contraction
Résistance a la Elevée Moyenne Faible
fatigue
Force développée Limitée Moyenne Importante
Taille motoneurone Petite Grande
Source énergétique | Glucose sanguin et Créatine phosphate
principale d’ATP acides gras libres Pus
uis

Métabolisme
oxydatif aérobie

Glucose dérivé du glycogéne musculaire et

métabolisé par la glycolyse anaérobie

Utilisation du
glycogéne
musculaire

Lentement épuisé

Rapidement épuisé

Effort type

Marathon

Sprint

Tableau 1 : Caractéristiques des fibres de type I et de type II des muscles squelettiques et leurs
principales sources d'énergie
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1.1.3.2. Les fibres a contraction rapide

1.1.3.2.1. La fibre de type 114

C’est une classification basée sur le polymorphisme des chaines lourdes de myosine
du muscle squelettique, ¢galement dénommée F.T.A (fast twitch A). C’est une fibre blanche
rapide mais qui utilise a la fois un métabolisme oxydatif et glycolytique pour produire de
I’ATP (Tableau 1).

Elle est riche en glycogeéne et en enzymes glycolytiques et dans une moindre mesure en
mitochondries (Figure 6). Elle est moins oxydative que la fibre de type I. C'est une fibre
relativement résistante a la fatigue, elle est le point de départ d'une activité phasique
prolongée (31).

1.1.3.2.2. La fibre de type IIB

Elle est également dénommée F.T.B (fast twitch B). C’est une fibre blanche phasique.
Son métabolisme est essentiellement anaérobie. Elle est pauvre en mitochondries et en
enzymes oxydatives. Elle est riche en glycogeéne et posséde une tres forte activité glycolytique
(Tableau 1). Elle est trés sensible a la fatigue. Cette fibre est a l'origine d'une puissante
activité physique développant une grande force mais de courte durée . On retrouve donc ce
type de fibres notamment chez les sprinters.

On évoque également des fibres de type II X, aux caractéristiques (métabolisme oxydatif /
glycolytique) intermédiaires entre les fibres de type I A et II B.

Figure 6: Section longitudinale des fibres rapides, intermédiaires et lentes d’un muscle triceps
brachial d’une femme agée de 25 ans. Ces trois types de muscles ont 2 mitochondries de part et
d’autres de la bande I. a) la fibre rapide posséde des petites mitochondries de 0.3 um de diamétre. b)
les fibres intermédiaires ont une taille intermédiaire avec une taille de 0.6 um. c) les fibres lentes ont
de grandes mitochondries avec un diamétre de 0.9 um. D’aprés Ogata et al (1,2,32).
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1.1.3.3. Les fibres intermédiaires

Appelées aussi fibres de transition, d'autres types de fibres musculaires sont trouvées a
lI'intérieur du muscle : les fibres II AB et les fibres II C. Ces fibres semblent davantage
correspondre a des étapes de transition d'un type de fibre a un autre (Figure 6).

Les fibres musculaires présentent en effet cette particularité de pouvoir évoluer d'un type a un
autre, et ce, en fonction de la nature du travail auquel le muscle est le plus fréquemment
soumis. Les fibres de type II X, par exemple, sont retrouvées chez les jeunes sujets et
réapparaissent lors d'une immobilisation prolongée (1,2,30).

La plupart des muscles squelettiques, spécialement chez ’Homme, sont mixtes et composés
de fibres oxydatives et glycolytiques.

1.1.4. Les différents phénotypes métaboliques

Le muscle strié squelettique est constitué de cellules ou fibres musculaires hautement
différenciées, compartimentées et spécialisées dans la contraction. Les myofibrilles assurent
la contraction, le réticulum sarcoplasmique permet la régulation du calcium et les
mitochondries, ainsi que les complexes glycolytiques, la synthése d’ATP. Le muscle
squelettique est ainsi constitu¢ d’une variété de fibres ayant des propriétés fonctionnelles,
structurales, biochimiques et métaboliques adaptées a leur activité contractile (3,4,33). Le
muscle rapide glycolytique est adapté a un besoin énergétique intense et bref grace a une
disponibilit¢ immédiate du stock d’énergie cytosolique (phosphocréatine et ATP), grace a un
effet tampon important et dépendant de la réaction catalysée par la créatine kinase et enfin
grace a une activité glycolytique importante (1,5,6,31). Il est également caractérisé par la
prédominance de fibres contractiles rapides de type IIB (5,7,28), contenant peu de
mitochondries et pauvres en myoglobine et en capillaires (ce qui leur donnent un aspect
blanc). Elles sont par contre riches en glycogeéne. Ce type de muscle a donc un métabolisme
essentiellement glycolytique basé sur d’importantes réserves énergétiques rapidement
mobilisables, une fatigabilité importante et une récupération décalée dans le temps et assez
lente. Les muscles lents a activité soutenue (muscle postural) ou cyclique (cceur) sont
essentiellement composés de fibres a contraction lente de type I et a activit¢ ATPasique lente.
Ces muscles sont riches en myoglobine (aspect rouge), présentent un réseau capillaire bien
développé, une faible réserve en phosphocréatine et un métabolisme essentiellement oxydatif
puisque les phosphorylations oxydatives sont la source principale d’énergie chimique utilisée
par les myofibrilles durant la contraction. Il est apte a soutenir un effort prolongé, ce qui
implique un couplage efficace entre I’utilisation et le renouvellement énergétique et permet un
flux énergétique stable et bien ajusté . Il existe également des phénotypes intermédiaires
comme le muscle rapide oxydatif composé de fibres IIA, riches en mitochondries.

1.2. Phosphorylation oxydative

Les voies de dégradation des lipides et des hydrates de carbones se rejoignent au
niveau de la mitochondrie avec 1’acétyl CoA qui est métabolisé au cours du cycle de I’acide
citrique ou cycle de Krebs (Figure 7) (8,9,34). A la fin du cycle, une molécule d'acétyl CoA
fournira 2 molécules de CO,, 3 molécules de NADH, 1 molécule de FADH, et une molécule
d'ATP. Les transporteurs d'hydrogene et d’¢lectrons NADH et FADH,, réagissent ensuite
avec les enzymes de la chaine respiratoire pour réduire 1’oxygeéne en eau et synthétiser de
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I’ATP : c’est la phosphorylation oxydative, le processus majeur de fourniture d’énergie pour
les fibres des muscles squelettiques et cardiaque. Cet aspect sera développé dans le chapitre
suivant consacré a la mitochondrie.
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Figure 7 : Schéma général du cycle de Krebs. www.members.chello.nl

1.3. Le couplage excitation-contraction dans le muscle

squelettique.

A la jonction entre les tubules T et le réticulum sarcoplasmique, les deux membranes
se trouvent face a face, et forment une structure appelée triade. Le couplage excitation-
contraction (couplage-EC) qui prend place a la triade, est la transformation d’un signal
électrique en travail mécanique via une libération massive de Ca>" a partir du réticulum
sarcoplasmique et vers le cytoplasme. Il est réalisé par un assemblage macromoléculaire : le
complexe de relargage du calcium (CRC). Le CRC est composé, entre autre, de deux canaux
calciques couplés physiquement : le récepteur des dihydropyridines (DHPR), un canal
calcique voltage dépendant de la membrane plasmique du tubule transverse (Figure 8, en vert)
et le récepteur de la ryanodine (RyR) dans la membrane du réticulum sarcoplasmique qui lui
fait face (Figure 8, en orange).

La synapse entre le neurone moteur et la cellule musculaire est la jonction
neuromusculaire. L’acétylcholine (ACh) libérée par le neurone moteur a la jonction
neuromusculaire se fixe sur son récepteur au niveau de la membrane plasmique de la cellule
musculaire ce qui provoque une entrée de Na', dépolarisant ainsi la membrane. Cette
dépolarisation se propage sur toute la surface de la cellule et jusqu’a I'intérieur de celle-ci
grace aux tubules T, les invaginations de la membrane plasmique. La dépolarisation produit
un changement de conformation du DHPR qui induit Iouverture du RyR par couplage
physique direct. L’ouverture du RyR permet au Ca>” de sortir du réticulum sarcoplasmique
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selon son gradient électrochimique (gradient de concentration du Ca®" : 100 puM dans le
réticulum sarcoplasmique contre 100 nM dans le cytoplasme). Le calcium libéré va se fixer
sur la TnC dans le complexe des troponines et ainsi déclencher la contraction musculaire. Le
muscle se relache lorsque le Ca*" est repompé dans la citerne terminale du réticulum
sarcoplasmique par la pompe calcium ATPase (Sarco-Endoplasmic Reticulum Ca**-ATPase,
SERCA) localisée dans toute la membrane de la citerne terminale du réticulum
sarcoplasmique sauf dans la partie jonctionnelle, face au tubule-T.
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Figure 8: Le couplage excitation contraction au niveau de la triade.

Adapté du site www,jci.org
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En résumé,

La production d’énergie aérobie du muscle squelettique est dépendante de la capacité a
produire de [’énergie lors du processus de la phosphorylation oxydative qui se déroule a
lintérieur de la mitochondrie. La mitochondrie est un organite composé d’une multitude de
complexes protéiques qui sont tous finement régulés en fonction des besoins et des conditions
du milieu cellulaire. La mitochondrie qui a un réle fondamental dans la production d’énergie
est aussi un lieu privilegié de production de radicaux libres oxygénés qui sont a l’origine de
réeactions bénéfiques ou déléteres pour l’équilibre de la cellule suite a un stress tel qu’un
exercice ou un traitement avec des substances chimiques.
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1.4. Structure et distribution des mitochondries dans la cellule

musculaire

La mitochondrie est un organite riche en composants biochimiques dont le réle majeur
est la production d’énergie. Elle comporte plusieurs exemplaires de son propre ADN
(mtADN) distinct de I’ADN nucléaire (35). Cependant, le mtADN encode seulement pour une
fraction de 13 protéines fondamentales pour la fonction mitochondriale et plus
particulierement pour les complexes de la chaine respiratoire (10,11,36). Les protéines
restantes (environ 850) sont encodées dans le noyau et transportées dans la mitochondrie. En
plus d’assurer 1’approvisionnement cellulaire en énergie, les mitochondries ont d’autres roles
vitaux pour le bon fonctionnement de la cellule. Elles participent a I’homéostasie calcique, a
la régulation du pH intracellulaire, a la synthése d’hormones stéroides et des hémes, ainsi qu’a
la régulation de la thermogenese. De plus, elles constituent un des principaux sites de
production des radicaux libres qui semble jouer un role clé dans plusieurs voies de
signalisation intracellulaire.

1.4.1. Structure

La mitochondrie est un organite hautement spécialisé dans la transformation d’énergie,
elle est de forme longitudinale et contient deux membranes (Figure 9).

Particules d'ATP Synthase

, Cristae
Ribosome

Membrane interne
Membrane externe

Figure 9 : Structure d’une mitochondrie. La mitochondrie est composée de deux membranes,
externe et interne, délimitant un espace inter-membranaire et une matrice. Les replis caractéristiques
de la membrane interne sont appelés crétes mitochondriales ou cristae. Adapté du site
www.lewebpedagogique.com

33



1.4.1.1. La membrane externe

C’est une membrane rigide dans laquelle un nombre important de protéines sont
enchassées. Ces protéines permettent les échanges entre le cytosol et 1’espace inter-
membranaire de la mitochondrie en formant des pores qui autorisent, d’une part, la
translocation de protéines (TOM), et d’autre part, permettent les échanges de métabolites de
petit poids moléculaire via des porines. La porine, également appelée voltage dépendant anion
channel (VDAC), est la principale voie par laquelle transitent les métabolites régulant la
respiration mitochondriale. Les trois isoformes dénombrés chez les mammifeéres (VDACI,
VDAC2, VDAC3) présentent des différences de perméabilité et joueraient un role différent
dans la régulation de la fonction mitochondriale (12,13,37).

1.4.1.2. L’espace inter-membranaire

L’espace inter-membranaire se situe entre les deux membranes et contient des

protéines qui jouent un role majeur dans 1’énergétique mitochondriale et la mort cellulaire
(14,15,38).

La créatine kinase mitochondriale (mi-CK) occupe un réle prépondérant dans le transfert
d’¢énergie. Fixée sur la membrane interne, elle a un acces privilégié¢ a I’ATP, généré dans la
matrice mitochondriale et transporté dans 1’espace inter-membranaire par 1’adénine nucléotide
translocase (ANT). La mi-CK, également couplée a la membrane externe, pourrait étre
impliquée dans la régulation de I’importation de créatine dans I’espace inter-membranaire et
dans I’exportation de la phosphocréatine dans le cytosol (16-19,39).

1.4.1.3. La membrane interne

La membrane interne présente une perméabilité réduite et sélective, elle forme la
barriere la plus distincte entre le cytosol et la matrice mitochondriale. Cette perméabilité
sélective permet de maintenir un gradient de concentration pour les protéines, les ions et les
métabolites. Des transporteurs permettent les échanges entre les compartiments et participent
au bon fonctionnement de la mitochondrie :

- Les complexes de la chaine respiratoire sont représentés par 5 complexes protéiques, dont
I’ATP synthase, ancrés dans la membrane interne. Ils assurent le maintien du gradient de
proton et la formation d’ATP.

- L’ANT est constituée de deux sous-unités de 32 kDa et d’un site unique de liaison a I’ATP
ou ’ADP. Selon sa conformation, elle fait face, alternativement, a la matrice ou a 1’espace
inter-membranaire. L’ATP mitochondriale est échangée par I’ADP cytosolique dans un
rapport 1:1. L’ANT est exprimé par trois isoformes : ANT1, ANT2 et ANT3. Chez I’ Homme
et le rat, PANT1 est I’isoforme exprimée de maniere prédominante dans le muscle cardiaque
et squelettique, ’ANT2 est ubiquitaire, exprimée dans tous les tissus en quantité variable en
fonction de I’activité respiratoire du tissu. L’ANT3 a un faible niveau d’expression dans le
cerveau, le foie, le rein, le cceur et les muscles squelettiques.

- Les protéines découplantes (UCPs) sont enchassées dans la membrane interne et permettent
le passage de protons de la matrice a 1’espace inter-membranaire. Ce phénomene de fuite
induit un couplage incomplet entre les phosphorylations et les oxydations, appelé respiration
mitochondriale découplée. Une partie de I’énergie est ainsi perdue sous forme de chaleur.
Concernant le réle physiologique de ce découplage, il se pourrait que cette fuite des protons
permette de diminuer la production des radicaux libres par une augmentation de I’oxydation
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de I’ubiquinone, et donc minimise le stress oxydant et les dégats inhérents au niveau de
I’ADN (20,40). Les UCPs joueraient donc un rdle de protection contre le stress oxydant
(12,21,41).

1.4.1.4. La matrice mitochondriale

La matrice est le compartiment interne de la mitochondrie délimité par la membrane
interne, et contient des centaines d’enzymes nécessaires au cycle de Krebs et a la f-oxydation
des acides gras, ainsi que I’ADN mitochondrial codant pour des protéines composant
certaines sous-unités des complexes I, III, IV et V de la chaine respiratoire, des ribosomes
mitochondriaux, des tRNA, des rRNA et des enzymes nécessaires a 1’expression de I’ADN.

1.4.2. Distribution des mitochondries dans la cellule musculaire

L’utilisation de sondes fluorescentes a permis de décrire la mitochondrie comme un
réticulum ou un réseau dynamique et continu qui entre continuellement en fusion ou en
fission (16,22,38). Cependant, une étude récente a montré que les mitochondries des cellules
cardiaques adultes du rat en conditions physiologiques normales ne sont pas soumises aux
processus de fusion et fission (23,24,42).

Ces analyses ont permis de regrouper les mitochondries en deux groupes : les mitochondries
inter-fibrillaires et subsarcolemmales. Ces deux populations présentent des propriétés
biochimiques et des niveaux d’activité enzymatique différents et semblent répondre
différemment au stress métabolique (43). Les mitochondries sont ancrées dans la cellule grace
a des protéines du cytosquelette et peuvent se déplacer grace a des protéines dites motrices
telles que les myosines, la dynéine ou la kinésine.

Les mitochondries occupent environ 30 a 40 % du volume de la cellule cardiaque. Dans les
cellules musculaires oxydatives, les mitochondries inter-myofibrillaires ont un arrangement
cytoarchitectural assimilable a un cristal permettant d’optimiser le transfert d’énergie (44).

Les muscles squelettiques possédent un contenu variable en mitochondries. Elles peuvent
occuper 1% du volume cellulaire dans les muscles glycolytiques et jusqu’a 6 a 30 % dans les
muscles oxydatifs.

1.5. Fonctionnement de 1a mitochondrie

1.5.1. La chaine de transport des ¢€lectrons

Les ¢léments clés constituants la mitochondrie sont d’une part, les réactions
enzymatiques d’oxydation des substrats énergétiques et d’autre part, la chaine de transport des
¢lectrons ou chaine respiratoire. L’oxydation des substrats par le cycle de Krebs ou la 3 -
oxydation entraine la réduction du NAD" en NADH et du FAD?" en FADH,. Ces
intermédiaires sont appelés équivalents réducteurs et fournissent des électrons a la chaine
respiratoire. Cette derniére est composée de cinq complexes :
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- le complexe I ou NADH déshydrogénase

- le complexe II ou succinate déshydrogénase

- le complexe III ou ubiquinol cytochrome ¢ réductase
- le complexe IV ou cytochrome c oxydase

- le complexe V ou ATP synthase

Tous sont composés de plusieurs sous-unités protéiques. Seul le complexe II est entierement
codé dans le noyau tandis que les autres complexes résultent de 1’association de protéines
codées par les ADN nucléaire et mitochondrial (45).

1.5.2. La phosphorylation oxydative

Les électrons sont transportés par le NADH et le FADH,, respectivement aux
complexes I et II qui transférent 1’¢lectron a 1’ubisemiquinone, cette derniére I’acheminant au
complexe III. L’arrivée de 1’¢lectron au complexe IV constitue la fin de la chaine
d’oxydoréduction et entraine la réduction de I’oxygeéne moléculaire en eau. Les réactions
associées au passage de I’¢lectron au niveau des complexes I, III et IV entrainent le passage
d’un proton vers I’espace inter-membranaire a travers les complexes. Ce passage établit un
gradient électrochimique de protons qui crée une force proton-motrice utilisée par le
complexe V pour phosphoryler des molécules d’ADP en ATP, assurant le couplage de la
chaine des oxydoréductions avec la production d’ATP (Figure 10) (46).

Totrers iape! 1T 1
sddLldill

Espace infermembranaire

Figure 10 : Chaine de transport des électrons. Les électrons sont apportés au niveau de la chaine
respiratoire par les équivalents réducteurs : NADH (complexe 1) et FADH, (complexe II).

L’électron est ensuite amené au niveau du complexe IV ou il est utilisé pour former de 1’eau. Le
passage de I’électron au niveau des complexes I, III et IV entraine le passage de protons (H") dans
I’espace inter-membranaire et crée un gradient protonique qui va permettre la formation ATP lors du
passage des protons au niveau de I’ATP synthase. Adapté de Stock ef al. (46).
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1.5.2.1. Complexe I : NADH déshydrogénase

C’est la premiére enzyme de la chaine respiratoire. Elle catalyse le transfert de deux
¢lectrons du NADH a I’ubiquinone, couplé a la translocation de quatre protons au travers de
la membrane, ce qui participe a la force proton-motrice (47). Cette enzyme est constituée
d’environ 45 sous-unités, dont 38 sont codées par le génome nucléaire, tandis que 7 autres
sont codées par le génome mitochondrial. Avec son poids moléculaire de 980 kDa environ,
elle constitue 1’un des plus gros complexes protéiques membranaires. Le domaine hydrophile
de ce complexe contient le site de liaison du NADH, la flavine mononucléotide qui est le
premier accepteur d’¢lectrons, et neuf centres Fer/Soufre (FeS) constituant le centre
catalytique de I’enzyme (47). Le systéeme de pompage des protons est quant a lui localisé dans
la partie membranaire du complexe (48).

1.5.2.2. Complexe II : Succinate déshydrogénase

Il joue un role important dans la mitochondrie puisqu’il fait a la fois partie de la chaine
respiratoire et du cycle de Krebs. Il est composé de quatre sous-unités (A a D). Les sous-
unités A et B constituent le domaine hydrophile de I’enzyme dépassant dans la matrice tandis
que les sous-unités C et D constituent le domaine d’ancrage du complexe dans la membrane
interne mitochondriale. Les quatre geénes codant pour ces quatre sous-unités font partie du
génome nucléaire. Ce complexe qui oxyde le succinate en fumarate peut cependant, dans
certaines conditions, fonctionner dans le sens inverse. De plus, dans certains tissus tels que le
rein, la quantit¢ de complexes II est particulierement élevée par rapport a certaines autres
enzymes matricielles (comme la citrate synthase). Dans ce cas, la succinate déshydrogénase
délivre aux ubiquinones une quantit¢ d’¢électrons supérieure a ce que le cytochrome c¢ peut
transporter, ce qui favorise une suroxydation des ubiquinones. Ce phénoméne peut entrainer
un flux réverse d’électrons au travers du complexe I (49), entrainant une réduction plus
importante de ce complexe, ce qui favorise la production de radicaux libres. Des défauts
d’activité de ce complexe ont été corrélés au développement de pathologies telles que 1’ataxie
de Friedrich (50), la maladie de Huntington (51) ou certaines encéphalopathies infantiles rares
(52). Des mutations de sous-unités du complexe II ont également été¢ décrites a plusieurs
reprises comme étant un facteur important de tumorigénese (53).

1.5.2.3. Complexe III : Complexe b-c1 ou ubiquinone-cytochrome c réductase

Il contient quatre groupes prosthétiques redox actifs : 2 cytochromes b (bL et bH), le
cytochrome cl et un centre Fer/Soufre. Ce complexe est composé de 11 sous-unités
protéiques parmi lesquelles les sous-unités III, IV et V constituent les groupes redox, les 8
autres sous-unités ne comportant pas de groupement prosthétique. La majorité de ces sous-
unités est codée par le génome nucléaire, seule la sous-unité comprenant les cytochromes b
est codée par le génome mitochondrial (54). Cette enzyme catalyse le transfert de deux
¢lectrons de 1’ubiquinol au cytochrome c. Cette étape est associée au transfert de 4 protons de
la matrice vers 1’espace inter-membranaire grace au cycle Q décrit par Mitchell (55). Ainsi,
des ¢électrons dérivant de I’oxydation de I’ubiquinol sont recyclés par le site ubiquinol
réductase de cette enzyme ce qui permet le pompage des protons (55).
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1.5.2.4. Complexe IV : cytochrome c oxydase

Il appartient a la superfamille des oxydases a héme-cuivre. Son isoforme humaine est
composée de 13 sous-unités dont trois (Cox I, Cox II et Cox III) sont codées par le génome
mitochondrial (54). Les électrons cédés par le cytochrome c entrent dans ce complexe
protéique par le centre cuivre CuA puis sont transférés successivement a I’héme a puis au site
actif binucléaire ou s’effectue la liaison de 1I’oxygeéne et sa réduction en eau (56). Durant cette
étape, 4 protons sont consommés et 4 autres sont transloqués de la matrice vers I’espace inter-
membranaire. Des défauts d’activité de cette enzyme ont été associés au développement de
différentes myopathies (57).

1.5.2.5. ATP synthase

Elle est composée de deux sous-complexes (Figure 11). La partie Fy est insérée dans la
membrane interne mitochondriale et conduit les protons depuis I’espace inter-membranaire
vers la matrice. Cette partie, chez les mammiferes, est composée de 5 sous-unités (A6, b, c, d
et Oligomycin Sensitivity Conferral Protein). Le segment F; est matriciel, au contact de la
membrane interne et utilise le gradient de protons pour convertir I’ADP en ATP et vice versa.
Il est composé de 5 sous-unités (a, P, vy, 0, € dans un ratio 3, 3, 1, 1, 1). Des protéines
accessoires (e, f, g et F6) sont également associées a ce complexe. Le fonctionnement de ce
dernier repose sur les sous-unités ¢ (au nombre de 10) de la partie Fy qui, connectées a la
sous-unité y de F;, agissent comme un rotor qui utilise le passage des protons a travers le
stator (sous-unités A6, b, d et OSCP) pour fonctionner. La sous-unité y cause, quant a elle, un
changement conformationnel dans le trimere circulaire de sous-unités o et B de la partie F; et
permet ainsi successivement la liaison de I’ADP puis la réaction avec le phosphate
inorganique pour générer I’ATP et enfin le relargage de I’ATP.

Figure 11 : Structure de PATP synthase F(F,-ATPase. (Wang et Oster) (58).

1.5.3. Rendement de la phosphorylation oxydative

Les équivalents réduits, NADH, H'" et FADH, sont respectivement oxydés au niveau
des complexes I et II de la chaine respiratoire. Court-circuitant le complexe I, le nombre de
protons expulsés par molécule d'oxygeéne durant 1’oxydation du FADH,; est plus faible que
celui de I'oxydation du NADH, H". Ainsi, le rendement de la phosphorylation oxydative, qui
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peut étre mesuré par le rapport entre les flux d'ATP et d’oxygéne (Jatp/Jo), est plus faible
avec FADH, qu’avec NADH, H'. De ce fait, la différence essentielle entre le catabolisme du
glucose et celui des acides gras tient a la proportion relative des équivalents réduits fournis a
la chaine respiratoire : le rapport NADH, H" sur FADH, est respectivement de 4 lors de
I'oxydation du glucose et de 2 pour celle des acides gras. Cette différence est donc a 1'origine
de la perte de rendement de la phosphorylation oxydative pour les acides gras.

Le premier facteur du controle de la phosphorylation oxydative est la concentration d'ADP
extra-mitochondriale (59). En effet, on observe une relation hyperbolique entre le niveau de
respiration mitochondriale et cette concentration en ADP. Ceci implique que l'adénine
nucléotide translocase (ANT), qui permet la sortiec de I'ATP et I'entrée de I'ADP dans la
mitochondrie, contribue également a la régulation de la respiration. Toutefois, I'ADP extra-
mitochondriale n'est pas le seul parametre contrélant la phosphorylation oxydative. En effet,
d'autres facteurs jouent des roles déterminants :

1°) la concentration extra-mitochondriale en phosphate inorganique (P1)
2°) I'approvisionnement en H', fourni par les différents substrats
3°) l'activité du cytochrome ¢ oxydase (complexe I'V) (60).

Dans les conditions de métabolisme basal, 90% de 'O, est consommé au niveau de la
mitochondrie. De cette consommation mitochondriale, 80% sont utilisés pour la synthése
d'ATP et 20% lors de la fuite de protons. La fuite de protons est caractérisée par le retour
passif de protons dans la matrice (proton leak) et ceci sans passer par ’ATP synthase donc
sans générer d’ATP. Ces fuites membranaires diminuent la force protomotrice et induisent
une baisse de I’efficacité de 1’oxydation phosphorylante (61).

Le cytochrome ¢ oxydase (Cox), accepteur final d’¢lectrons de la chaine respiratoire (62), est
une enzyme cruciale pour la respiration mitochondriale. Elle fait partie du complexe IV de la
chaine respiratoire, et permet de catalyser la réaction suivante :

0,+4H +4¢ —>2H,0

Cette réaction représente une ¢&tape participant a la limitation de la vitesse de la
phosphorylation oxydative.

1.5.4. Régulation de la phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative est régulée au niveau de sa vitesse de synthese d'ATP, et
donc de respiration, et au niveau de son efficacité.

Deux facteurs principaux peuvent étre impliqués dans le contrdle de la respiration
mitochondriale : les substrats de 'oxydation et les substrats et produits de la phosphorylation

(ADP et ATP).

1.5.4.1. Les substrats de I'oxydation

Une part importante du contrdle de la respiration est exercée au niveau de l'apport en
coenzymes réduits (NADH et FADH,). Une augmentation de I'apport en substrats
respiratoires stimule la respiration mitochondriale. Néanmoins cette stimulation de la
respiration par I'augmentation de la concentration en substrats est tissu-dépendante. En effet,
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une modification du rapport NADH/NAD" mitochondrial via un changement de la
concentration en substrats respiratoires entraine une augmentation de la vitesse de respiration
et de la synthese d'ATP sur mitochondries isolées de foie (63), et de coeur (64), mais ces
résultats n’ont pas été retrouvés dans le muscle cardiaque in vivo (65), ni dans le muscle
squelettique in vivo (66) ou in situ sur fibres perméabilisées (67). De la méme maniére, en
fonction du substrat utilis€ (pyruvate, acides gras), la vitesse maximale de respiration
mitochondriale varie au sein d’un méme muscle et n’atteint pas le méme niveau en fonction
du type de muscles (68).

1.5.4.2. ADP et ATP

Les premiers travaux sur mitochondries isolées menés par Lardy et Wellman en 1952
ont montré que la vitesse de respiration mitochondriale est fortement augmentée en présence
d'un systéme de régénération de 1I'ADP (hexokinase + glucose) (69). Ces observations
aboutirent a la notion de "controle respiratoire", défini comme étant le contrdle de la vitesse
de transport des ¢€lectrons le long de la chaine respiratoire par la concentration cytosolique en
ADP. La théorie chimiosmotique permet d'expliquer ce phénomene puisque l'ajout d'ADP
stimule le fonctionnement de I'ATP synthase et induit ainsi une augmentation de la
consommation du gradient de protons. La diminution de ce gradient stimule alors le
fonctionnement des pompes a protons mitochondriales et donc la respiration.

1.6. Régulation transcriptionnelle mitochondriale

La mitochondrie posséde son propre génome, mais celui-ci ne code que pour une
partie des protéines de la chaine respiratoire. Les autres protéines mitochondriales sont codées
par le génome nucléaire. Cette double origine des protéines mitochondriales nécessite une
régulation fine et coordonnée de leur expression (70). Par conséquent, il existe des facteurs
régulateurs clés codés par le génome nucléaire qui vont permettre d'une part la transcription
du génome mitochondrial et d'autre part I'expression des geénes nucléaires codant pour des
protéines mitochondriales.

1.6.1. L’ADN mitochondrial

L'ADN mitochondrial (mtADN) humain est une molécule bicaténaire circulaire
d'environ 16 kilobases dépourvue d'introns et d'histones. Chaque mitochondrie possede un
nombre variable de copies (2 a 10) et une mutation de cet ADN peut étre présente sur toutes
les copies (homoplasmie) ou seulement sur une partie des copies (hétéroplasmie).

L’ADNmt code pour 13 protéines de la chaine respiratoire mitochondriale, 22 ARN de
transfert et 2 ARN ribosomiques.
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1.6.2. Contrdle transcriptionnel de la biogenese mitochondriale

1.6.2.1. Peroxisome proliferator —activated receptor gamma co-activator 1 (PGC-1)

o PGC-la

La découverte de PGCIl-a fut un événement majeur dans la compréhension des
mécanismes de la biogenése mitochondriale. Le PGCl-a est considéré comme un des
cofacteurs centraux de la régulation de la biogeneése mitochondriale (71). L’augmentation de
I’expression de PGC1-a dans le muscle squelettique est induite par 1’exercice aussi bien chez
les rongeurs (72) que chez ’'Homme (73).

La compréhension de la fonction de PGCIl-a dans la biogenése mitochondriale a été
améliorée par I’utilisation de modeles animaux permettant un gain ou une perte de fonction de
ce facteur.

Lin et al. (74) ont réalisé la surexpression de PGCI-a sous le contrdle du promoteur de la
créatine kinase, spécifiquement dans les fibres rapides du muscle squelettique. Cette
surexpression résulte en une conversion de fibres rapides IIB en fibres de type IIA ainsi qu’en
fibres lentes de type I (20 et 10 % respectivement) dans le plantaris. A I’inverse, des souris
déficientes pour PGCl-a présentent une diminution du nombre de mitochondries et une
diminution des capacités oxydatives dans les muscles lents (75). Récemment, Handschin et al.
(76) ont montré que des souris, chez lesquelles le PGC1-a est inactivé spécifiquement dans le
muscle squelettique présentaient une conversion de fibres lentes en fibres rapides, et étaient
moins résistantes a I’exercice avec des dommages au niveau des fibres musculaires suite a
I’exercice.

Il a été également démontré que le PGC-la induisait une surexpression de la Cox et du
cytochrome c¢. Le PGC-la pourrait également étre associ¢ a une intensification de la
production de ROS. Or, une publication récente montre que 1’expression des enzymes
détoxifiantes s’accroit parallelement avec celle de PGC-1a (77).

Mais les modifications post-traductionnelles occupent également une place prépondérante
dans la régulation de cette activité. Il a ét€ montré que la désacétylation de PGC-1a augmente
son activité transactivatrice au niveau de génes hépatiques impliqués dans la néoglucogenése
et au niveau de genes impliqués dans le fonctionnement mitochondrial du tissu adipeux brun
et du muscle squelettique (78). Ces travaux rapportent que la désacétylation de PGC-la
s’effectue par I’intermédiaire de la sirtuin-1 (SIRT1), un des sept orthologues chez les
mammiferes de la protéine Sir2 (silent information regulator 2) de S. cerevisiae, membre
fondateur de la famille des sirtuins (79). La SIRT1 est une désacétylase dépendante du NAD"
qui exerce son activit¢ enzymatique sur les histones mais également sur des régulateurs
transcriptionnels, modulant par ce biais leur activité. Elle est ainsi impliquée dans de
nombreux processus cellulaires. En particulier, SIRT1 est capable de moduler la longévité
chez différents organismes. Certes SIRT1 n’a pas le PGC-1 pour seule cible. Il a notamment
été démontré que les facteurs de transcription de la famille Forkhead de classe O (FoxO) sont
capables de répondre a la présence d’un stress oxydant lorsqu’ils sont activés par une
désacétylation attribuée a SIRT1 (80). Ils induisent alors le ralentissement des processus
apoptotiques et favorisent la détoxification cellulaire par I’activation des génes codant la
superoxyde dismutase-2 (SOD2) et la catalase, mais ils n’ont en revanche jamais été
identifiés, au contraire de PGC-1, comme intervenant dans 1’énergétique cellulaire.
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Enfin, le PGC-1a serait plus impliqué dans la biogeneése mitochondriale dans le muscle
squelettique (70). Le resveratrol, un polyphénol présent dans le raisin noir et ses produits
dérivés, est connu pour ses propriétés antioxydantes et il induit une activation de SIRTI et
PGCl1-a (81).

o PGC-1B

Ce co-activateur transcriptionnel présente une forte homologie de structure avec celle de
PGC-1a (82). Le PGC-1p coactive en partie les mémes facteurs de transcription que PGC-1a
pour induire l'expression de geénes cibles communs tels que les geénes impliqués dans la
régulation du métabolisme énergétique mitochondrial (83). Cependant, PGC-1B régule
d'autres facteurs de transcription qui ne sont pas des cibles de PGC-1a. Il semblerait que le
role de PGC-1a soit moins prépondérant que celui de PGC-1. Cependant, PGC-1p possede la
capacité d’interagir avec le nuclear respiratory factor-1 (NRF1) et donc est un régulateur
potentiel de I’activité de facteur de transcription de NRF1 (84). De plus, la surexpression de
PGC-1B entraine une augmentation de la consommation d’oxygene et de la biogenese
mitochondriale dans le muscle (85). Enfin, le PGC-1p semble jouer un réle plus important
dans le coeur que PGC-la au niveau de la biogeneése mitochondriale (86). Par ailleurs, il
semble que I’exercice n’entraine pas d’activation de PGC-1B dans le muscle squelettique
contrairement a PGC1-a (87).

1.6.2.2. Nuclear respiratory factors (NRFs)

Le NRF1 a été identifié¢ pour la premicre fois par Evans et Scarpulla en 1989 (88)
comme le principal activateur transcriptionnel du géne du cytochrome ¢ de rat. Par la suite,
des ¢léments de liaison a NRF1 ont été trouvés dans le promoteur de plusieurs génes codant
pour des sous-unités de la chaine respiratoire mitochondriale ainsi que dans le promoteur de
genes impliqués dans la réplication de la transcription de I’ADN mitochondrial (89). Par son
large role de régulateur transcriptionnel, NRF1 est un ¢élément majeur des processus de
biogenese mitochondriale.

Le NRF2 se fixe sous forme de tétramere sur le promoteur de plusieurs sous-unités du
cytochrome ¢ oxydase et régule ainsi leur transcription (70). Les facteurs NRF1 et NRF2
régulent en aval deux facteurs impliqués dans la réplication et la transcription mitochondriale
(facteur A de transcription mitochondriale : TFAm) permettant ainsi une expression
coordonnée des genes nucléaires et mitochondriaux afin d’assurer un fonctionnement
mitochondrial correct.

Il a ét¢ montré que le NRF1 ¢tait particulierement impliqué dans la régulation de
I’expression de la Cox mais aussi dans la régulation de la voie de synthése de I’héme. Le
NRF2 est également impliqué dans la régulation de I’expression des genes liés au
métabolisme mitochondrial, notamment une sous-unit¢ du complexe IV de la chaine
respiratoire  (Cox4) (90). Cependant, la régulation de la synthése des protéines
mitochondriales par différents facteurs de transcription implique qu’il existe un facteur
prépondérant qui contrdle a lui seul ’activité de ces différents facteurs de transcription.
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Parmi ’ensemble des co-activateurs associés a PGC-1, NRF1 et NRF2 sont ceux qui
sont le plus impliqués dans la régulation de I’expression des geénes codant pour des protéines
de la chaine respiratoire. Le couple de co-activateurs NRF1 et NRF2 est ainsi associé a la
régulation de geénes qui codent pour des protéines qui composent les complexes de la chaine
respiratoire et ce chez le rat, la souris mais également I’homme (90).

Sous-unités de la Transcription/Réplication

AN

Biosynthése de I'héme 4+— —» Transporteurs

Assemblage des Traduction

protéines mitochondriales

Figure 12 : Schéma représentant les cibles de NRF1 et NRF2. (Scarpulla) (90).

1.6.2.3. Le facteur de transcription mitochondriale A (TFAm)

Le facteur TFAm est également une protéine bi-fonctionnelle. Il assure un role de
facteur de transcription (91) et il est indispensable au maintien et a la réplication du génome
mitochondrial (92).

A présent, il est établi que le facteur mitochondrial TFAm (Transcription factor A,
mitochondrial) ainsi que les facteurs NRF1 et 2 sont requis pour la réplication de I’ADN
mitochondrial (93).

L’expression de ces facteurs est observée suite a une expression ectopique de PGC-1 a dans
des cellules C,Cj; mais le ou les partenaire(s) de PGC-1 o dans cette régulation
transcriptionnelle sont encore mal connus (71). Cependant, il a ét¢ montré que NRF1 et NRF2
peuvent tous deux induire I’expression de TFAm (93) et I’équipe de Wu a mis en évidence
qu’une interaction directe entre PGC-1a et NRF1 permettait I’induction de I’expression de
TFAm (71).

A son rdle essentiel dans la transcription mitochondriale, s’ajoute un role la stabilisation et la
réplication de I’ADN mitochondriale (92).
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Figure 13 : Schéma représentant la biogenése mitochondriale. (Scarpulla) (93).
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En résume,

La production d’énergie aérobie dans le muscle est dépendante de la capacité a produire de
I’énergie lors du processus de la phosphorylation oxydative qui se déroule a l'intérieur de la
mitochondrie. La mitochondrie est un organite composé d’une multitude de complexes
protéiques qui sont tous finement régulés en fonction des besoins et des conditions du milieu
cellulaire. La mitochondrie qui a un role fondamental dans la production d’énergie est aussi
un lieu privilégié de production de radicaux libres oxygénés qui sont a [’origine de réactions
déléteres pour I’équilibre de la cellule.

La biogenése mitochondriale est régulée par de nombreux co-activateurs, il semblerait
cependant que les PGC-1a. et 3 aient un role prépondérant dans la régulation de [’activité de
ces cofacteurs. Les cofacteurs PGC-1s se trouvent ainsi au centre d’un systeme complexe de
réegulation du métabolisme énergétique. Son action sur de nombreux co-activateurs permet de
reguler [’expression de genes liés a de nombreuses fonctions métaboliques impliquées dans la
réponse aux besoins énergétiques cellulaires. Les PGC-1s se trouvent ainsi au centre de la
réegulation de l’apport en substrat et de leur utilisation au sein de la cellule. Les PGC-1s sont
également au centre de la régulation de [’expression de protéines constituantes de la chaine
respiratoire et donc régulent par ce biais ['utilisation des substrats et la synthese de I’ATP.
Par cette faculté, les PGC-1s apparaissent ainsi comme les acteurs centraux de [’adaptation
du métabolisme énergétique aux besoins énergétiques cellulaires.
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2. LE STRESS OXYDANT ET L ISCHEMIE-REPERFUSION

2.1. Introduction

Les organismes multicellulaires possedent tous des réseaux complexes de signalisation
intra et extracellulaire qui contrdlent et harmonisent les fonctions cellulaires dans les
différents processus physiologiques tels que 1’organogénese, I'intégrit¢ et 1’homéostasie
tissulaire, et la réponse aux événements pathologiques.

Les radicaux libres de 1’oxygene (ROS) ou especes réactives oxygénées (Reactive Oxygen
Species : ROS) produits par les cellules ont été traditionnellement considérées comme des
produits toxiques du métabolisme. Le stress oxydant intracellulaire peut étre défini comme un
déséquilibre de la balance entre la production des ROS d’un c6té et son ¢limination de 1’autre.
La capacité a ¢liminer les ROS est appelée « capacité antioxydante » de la cellule, et permet
d’empécher les 1ésions oxydatives. Une surproduction de ROS et/ou un déficit en systémes
protecteurs antioxydants est d’ailleurs fortement impliqué dans les mécanismes
physiopathologiques de nombreuses maladies tels que le diabéte, la maladie d’Alzheimer ou
la maladie de Parkinson.

2.2. Différentes formes de radicaux libres

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

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

L’appellation ROS inclut les radicaux libres dérivés de 1’oxygeéne : anion superoxyde (O,e-),
radical hydroxyle (OHe¢) mais aussi certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la toxicité
est importante tel que le peroxyde d’hydrogéne (H,05).

L'anion superoxyde (O,e-) est un radical chargé négativement provenant de la réduction
monovalente de l'oxygeéne moléculaire qui capte un électron. La dismutation de cet Ose-
entraine la formation d'oxygene fondamental et de peroxyde d'hydrogene (H,O,). L'H,0,
n'est pas un radical libre au sens propre mais il est extrémement réactif et posséde un fort
pouvoir oxydant. De plus, sa capacité a traverser les membranes biologiques fait qu’il peut se
retrouver a une grande distance de son lieu de production.

Selon la réaction de Fenton, I'H,0, se décompose, en présence d'ions ferreux (Fe’"), en un ion
OH- et un radical hydroxyle (OHe) :
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H,0, + Fe*' — OHe + OH- + Fe**

Cette réaction s'interrompt rapidement par épuisement du fer ferreux, excepté en présence
. ey + + , . .
d'anion superoxyde (O,e-) qui régénére le Fe’" en Fe*” selon la réaction d'Haber-Weiss

0ye- + Fe** — O, + Fe*'

Ainsi, la présence simultanée de peroxyde d'hydrogene (H,O,), d'anion superoxyde (O;e-) et
de fer permet la production de radical hydroxyle (OHe). L'OHe, avec une demi-vie de I’ordre
de la nanoseconde, est la plus instable et la plus réactive de toutes les especes dérivées de
I’oxygene. La diffusion limitée de ce radical lui permet de réagir avec de nombreuses especes
moléculaires se trouvant a proximité (protéines, lipides, ADN...) entrainant ainsi de multiples
dommages cellulaires. L'OHe apparait comme 1’espece radicalaire ayant un réle majeur dans
la cytotoxicité des ROS (Tableau 2).

ROS Origine Demi-vie (seconde)
Radical hydroxyle (OH-) Réaction de Fenton 107
Anion superoxyde (O;-) Chaine respiratoire 10

Xanthine oxydase

NADPH oxydase
Oxygeéne singlet ('0,) Photolyse 10”
Radical peroxyle (ROO-) Peroxydation des lipides 0.1
Peroxyde d’hydrogéne (H,0,) Chaine respiratoire 1

Xanthine oxydase

NADPH oxydase

Tableau 2 : Identité moléculaire, origine et demi-vie des principaux radicaux libres de I’oxygene
(ROS) pouvant influencer le muscle squelettique. (Lawler ef al.) (94).

2.3. Source cellulaire des radicaux libres

Dans l'organisme, il existe de nombreuses sources de ROS parmi lesquelles l'auto-
oxydation des petites molécules, la xanthine oxydase et la NADPH oxydase, le réticulum
endoplasmique, les peroxysomes et les mitochondries.
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2.3.1. La xanthine oxydase

La xanthine oxydase catalyse la dégradation de l'hypoxanthine en acide urique en
condition de forte demande d'ATP et de déficit en oxygene. Mais elle peut également
catalyser I'oxydation de la xanthine en acide urique, notamment lors d'ischémie-reperfusion
ou d'hypoxie. Dans cette réaction, I'oxygéne moléculaire agit comme un accepteur d'électron
produisant ainsi I’O;e- (95).

2.3.2. La NADPH oxydase

La NADPH oxydase joue un réle fondamental dans la réponse immunitaire et plus
précisément dans la lutte contre les micro-organismes (96). En effet, lors de la phagocytose,
cette enzyme présente dans la membrane plasmique des phagocytes, catalyse la formation
d'O,e- au niveau des vaisseaux. Il existe aussi une NADPH oxydase dans des cellules non
phagocytaires dont le role serait de réguler la croissance cellulaire (97).

2.3.3. Le réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique lisse contient des enzymes qui catalysent une série de
réactions pour détoxifier les molécules liposolubles et d'autres produits métaboliques toxiques
(98). La plus connue de ces enzymes est le cytochrome P450 qui oxyde les acides gras
insaturés et les xénobiotiques, produisant ainsi des ROS (99). Il semble que cette production
radicalaire régule certaines fonctions du réticulum.

2.3.4. Les peroxysomes

Les peroxysomes sont une importante source de production d'H,O, cellulaire (100).
Toutefois, 1'H,O, est utilis¢ comme substrat de la catalase peroxysomale (enzyme
antioxydante) afin de réaliser des réactions de peroxydation d'autres substrats. Ces réactions
sont importantes dans le processus de détoxification présent dans le foie et le rein. Seule une
faible quantité d'H,O, produit au niveau du peroxysome pourrait échapper a la catalase.

2.3.5. La mitochondrie

La principale source de ROS est la mitochondrie et plus précisément au niveau de sa
chaine respiratoire. Elle produirait en effet 90% des ROS cellulaires (101).

La chaine respiratoire est une source permanente de ROS. Selon certains auteurs, environ 1 a
3% de l'oxygene utilisée par la mitochondrie sont incomplétement réduits et produisent des
ROS (102). Mais ces estimations sont réalisées a partir de mesure in vitro sur des
mitochondries isolées en présence d'une pression partielle en oxygeéne non physiologique et de
concentration saturante en substrats. Il est vraisemblable que la production mitochondriale de
ROS in vivo soit beaucoup plus faible (0,4 a 0,8%) (103). Il existe deux sites de production de
ROS : les complexes I et III (Figure 14).
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—— MoOuUvement d’électrons
= inhibition du transfert d’électrons

m production de ROS

Figure 14 : Sites de production de ROS au niveau de la chaine respiratoire. Deux sites de
production d’O,e- sont reconnus : le complexe I et le complexe III. L'utilisation de la roténone (Rot) et
de l'antimycine A (AA) a permis de localiser la production de ROS au niveau de ces complexes et de
mettre en évidence le flux inverse d'électrons remontant du complexe II au complexe I.

Adapté de Boveris et al. (102).

Le complexe III a longtemps été considéré comme le plus important site de production d’O;e-
et le complexe I comme un acteur secondaire. Cependant, ces premicres ¢tudes utilisaient
comme substrat respiratoire du succinate (fournisseur de FADH;) combiné a de la roténone
(inhibiteur du complexe I). Or, en ajoutant successivement le succinate puis la roténone, de
récentes mesures ont permis de mettre en évidence 1'existence d'un flux inverse d'électrons.

Ce flux d’¢lectrons issus de 1I’oxydation du FADH, remonte du complexe II vers le complexe
I atteignant ainsi le site de production de ROS du complexe 1. Il a alors été clairement défini
que la source majeure de ROS ¢était le complexe I via ce flux inverse d'¢lectrons (103). Ce
flux d’électrons entraine également la réduction du NAD" en NADH (104).

Ceci implique que la production de ROS est directement dépendante des équivalents réduits
fournis aux mitochondries. La quantit¢ d'H,O, produite en présence de substrat fournissant du
FADH; au complexe II (succinate, flux inverse d'e’) est en effet plus importante qu'avec des
substrats fournissant du NADH, H" au complexe I (glutamate/malate ou pyruvate/malate, flux
normal d'e’) (104).

Concernant la production de ROS liée au flux normal d'électrons, elle est plus élevée avec du
glutamate/malate qu'avec du pyruvate/malate bien que ces deux substrats fournissent du
NADH, H" (105). Cette différence pourrait s'expliquer par les propriétés antioxydantes du
pyruvate.

A ce jour, le site exact de la production de ROS du complexe I reste encore controverseé.

Trois hypothéses sont émises : cette production aurait lieu au niveau :
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1°) des quinones (Q)
2°) du groupe des flavines mononucléotides (FMN) (104)
3°) du groupe fer-soufre (Fe/S) (106)

Comme ces trois structures sont trés proches les unes des autres et interagissent les unes avec
les autres (107), il est difficile de dire laquelle intervient spécifiquement dans la production de
ROS.

La production de ROS au niveau du complexe III, quant a elle, résulte de la réduction partielle
de l'ubiquinone. L’¢lectron libre provenant du transfert a travers la chaine respiratoire
s’apparie avec 1’'ubiquinone (Ub) formant le radical semi-ubiquinone (UbHe*) qui est instable.
Un deuxiéme ¢€lectron est donc nécessaire pour le stabiliser et permettre le transfert de proton
grace a I’intermédiaire ubiquinol (UbH;). Toutefois, il existe une probabilité pour que le
radical semi-ubiquinone rencontre une molécule d’oxygene avant d’€tre stabilisé par le
deuxiéme ¢€lectron. La molécule d’oxygene va alors capter 1’¢électron libre générant ainsi un
anion superoxyde (108).

La production de ROS au niveau du complexe I a lieu uniquement dans la matrice alors que la
production au niveau du complexe III a lieu dans l'espace matriciel ainsi que dans I'espace
inter-membranaire (109).

L’O,e- généré dans la matrice est éliminé dans ce compartiment par la superoxyde dismutase
mitochondriale (Mn-SOD), 1’H,O, alors produit peut diffuser rapidement a travers la
membrane jusqu’au cytoplasme. L’O,e- produit dans I’espace inter-membranaire est soit :

1°) transformé par 1'enzyme antioxydante superoxyde dismutase cytoplasmique (Cu/Zn-SOD)
2°) détoxifié par le cytochrome ¢

3°) transféré dans le cytoplasme via un canal voltage dépendant VDAC

L’O;e- est alors pris en charge par la Cu/Zn-SOD (110).

La vitesse de production de ROS est fonction du flux d'électrons dans la chaine respiratoire et
du degré de réduction des transporteurs d'électrons. Cependant, cette production radicalaire
semble également étre liée au potentiel redox et au potentiel de membrane (Ay). D'une part,
I'augmentation du potentiel redox entraine une augmentation de la production de ROS (111).
D'autre part, il existe une relation directe entre la respiration mitochondriale, le Ay et la
production de ROS (112). Ainsi, une diminution du potentiel de membrane s'accompagne
d'une augmentation de la respiration et d'une diminution de la production de ROS.

Puisque la consommation basale d'oxygene est associée a un potentiel de membrane élevé et
donc a un état plus réduit des transporteurs d'électrons, la production de ROS dans ces
conditions est la plus importante. Par contre, elle est drastiquement diminuée en condition
d’oxydation phosphorylante (aprés ajout d'ADP). En effet, la présence d'ADP, stimulant la
respiration, augmente 1'oxydation des transporteurs d'électrons et ainsi diminue fortement le
flux d'électrons s'échappant de la chaine respiratoire pour réduire 'O, en O,e- (107).

Néanmoins, la corrélation entre le potentiel de membrane et la production de ROS est a
nuancer. La production de ROS liée a l'oxydation du NADH, H' au niveau du complexe I
ainsi que celle générée au niveau du complexe III sont peu sensibles aux variations du Ay
(112). Starkov & Fiskum en 2003 confirment ces données en observant une quantité
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significative d'H,O, produite en présence de substrats fournissant du NADH, H™ méme en
absence de Ay (30% de la valeur obtenue en Ay maximal) (113). Ainsi, seul le flux inverse
d'¢électrons est réellement sensible au Ay ; une légére dépolarisation étant suffisante pour
inhiber complétement la production de ROS par cette voie (7,14,114). Il existe donc deux
mécanismes dans la production de ROS : un mécanisme dépendant du potentiel de membrane
de la mitochondrie et un mécanisme indépendant de ce potentiel.

2.4. Systémes antioxydants

Les radicaux libres sont produits spontanément et de maniére continue au sein de notre
organisme. Le maintien d'un niveau non cytotoxique de ROS est assuré¢ par des systemes
antioxydants. Un déficit ou un dysfonctionnement de ces systemes engendre une
augmentation des dommages tissulaires. Les antioxydants sont des systémes enzymatiques ou
non-enzymatiques (25,26,115).

2.4.1. Systemes antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques (la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion
peroxydase et la glutathion réductase) sont considérés comme la premiere ligne de défense de
notre organisme contre les ROS (Figure 15).

2.4.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Cette enzyme catalyse la dismutation de I’Oe- en H,0,. La SOD existe sous trois
1soformes qui se différencient par leur localisation cellulaire et par leur cofacteur métallique :
une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD ou SOD1),
une forme mitochondriale associée au manganése (Mn-SOD ou SOD2) et une forme
extracellulaire (EC-SOD ou SOD3). Il a ét¢ montré que la Cu/Zn-SOD était également
présente dans I’espace inter-membranaire . La distribution de ces différentes isoformes varie
selon le tissu. Dans le muscle, environ 65 a 85% de l'activité¢ de la SOD se trouve dans le
cytosol tandis que les 15 a 35% restants sont localisés dans les mitochondries. Cependant, la
Mn-SOD semble indispensable a la vie puisque sa mutation est non viable ; 1'espérance de vie
maximale pour des souris Mn-SOD-/- n'est que de 22 jours pour certains types de mutations
(27,116). Ceci n’est pas le cas pour la forme cytosolique bien que I'espérance de vie chez des
souris transgéniques Cu/Zn-SOD-/- soit plus faible que celle de souris Cu/Zn-SOD+/+ (130
semaines vs 180 semaines) (27,117).

2.4.1.2. Glutathion peroxydase (GPx) et reductase (GR)

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque son rdle est
d’accélérer la dismutation du H>O, en H,O et O,. Lors de cette réaction deux molécules de
glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG) (28,118). Il existe
également une glutathion peroxydase associée a la membrane mitochondriale, la
phospholipide-hydroperoxyde glutathion peroxydase (PHGPx) qui est spécifiquement
impliquée dans la diminution de la peroxydation lipidique (29,118).

La glutathion réductase, quant a elle, a pour réle de régénérer le GSH a partir du GSSG grace
au NADPH qui est utilis¢é comme donneur d’¢lectrons. En effet, la concentration cellulaire en
glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la GPx
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maintienne sa fonction. Ces deux enzymes sont présentes dans le cytosol et dans les
mitochondries.

2.4.1.3. Catalase

La catalase est ¢galement responsable de 1'élimination d'H,O, par une transformation
en H,O et O,. Contrairement a la GPx, l'affinit¢ de la catalase pour 1'H,O, est élevée
seulement  lorsque les teneurs en  peroxyde dhydrogéne sont  accrues
{Powers:1999up } {Mates:1999vl}. Cette enzyme est abondante dans le foie et les globules
rouges. Elle se retrouve préférentiellement dans les peroxysomes et en plus faible quantité
dans le cytosol.

2.4.2. Systemes antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par 1’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, le glutathion réduit (GSH), 1’'ubiquinone, le
cytochrome c et les vitamines E et C (Figure 15).

2.4.2.1. Oligoéléments

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

2.4.2.2. Glutathion

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d'hydrogéne et/ou les peroxydes
organiques grace a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPx). Il peut aussi
réduire les radicaux formés par I'oxydation des vitamines E et C, baissant ainsi les niveaux de
peroxydation lipidique (30,118). Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG)
est souvent utilis¢é comme un marqueur du stress oxydant car plus le flux d'H,O, est
important, plus le glutathion réduit est consommé et le glutathion oxydé augmenté (31,120).

2.4.2.3. Ubiquinones et cytochrome c

Il a été décrit précédemment que les ubiquinones, sous leur forme semi-radicalaire,
jouaient un réle fondamental dans la production de ROS. Inversement, il a pu étre défini que
la forme "ubiquinol" agissait comme antioxydant. L’ubiquinol protége les membranes de la
peroxydation lipidique par une diminution de la formation et de la propagation de radicaux
peroxyls. L ubiquinone est é¢galement impliquée dans la régénération de la vitamine E ce qui
amplifie son role protecteur contre les ROS (121).
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Le cytochrome ¢ présent dans l'espace inter-membranaire a un rdle de détoxification en
captant 1'électron libre de 1’O,e- produit au niveau de la chaine respiratoire. Ainsi réduit, il
céde cet €lectron au complexe IV formant du cytochrome ¢ oxydé et de I'H,O (122).

2.4.2.4. Vitamine E et vitamine C

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

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

Myofibrils

Cell membrane

Blood Vessel

— Vitamin E
«+«—— | Carotenoids
<+—| Glutathione
o — Urate
Glutathione Catalase o
— Bilirubin
Catalase Glutathione
SOD2 -~ Vitamin C
sop1 <«— | a-Lipoic Acid

epx Mitochondrion

Vitamin C  a-Lipoic Acid
Vitamin E
Carotenoids

AL, #
Muscle Cell

Figure 15 : Localisation des systemes antioxydants enzymatiques et non enzymatiques dans la
cellule musculaire. GP, glutathione peroxidase; SOD1, superoxyde dismutase 1; SOD2, superoxyde
dismutase 2. (Powers ef al.) (115).

2.5. Dégats cellulaires et mitohormesis

Les dommages induits par les ROS sont une peroxydation des lipides, une oxydation
des protéines, des mutations de I'ADN. Ces altérations peuvent conduire a des pertes de
fonction et d'intégrité, voire a la mort cellulaire notamment par l'intermédiaire de 1'apoptose
(mort cellulaire programmeée). Les ROS initient également 1'apoptose en activant I'ouverture
du pore de transition de perméabilité (mPTP).

2.5.1. Peroxydation lipidique

Les premiéres cibles des ROS sont les lipides, notamment ceux présents dans les
membranes cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés
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(AGPI) sont treés sensibles a l'oxydation en raison de leur degré ¢levé d'insaturation.
L'oxydation des lipides génere des peroxydes lipidiques qui sont eux-mémes tres réactifs. La
peroxydation de lipides induit une modification de la fluidité, de la perméabilit¢ et de
I'excitabilit¢ des membranes. Elle fournit également une grande variét¢ de produits qui
peuvent réagir avec les protéines et I'ADN (123). Parmi les produits formés lors de la
peroxydation lipidique, l'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), I’acide thiobarbiturique
(TBARS) et le 4-hydroxynonenal (4-HNE) sont ¢tudiés comme marqueurs de la peroxydation
lipidique. Cependant, le 4-HNE peut activer directement le découplage mitochondrial par
action directe sur les UCP et pourrait ainsi réduire la production mitochondriale de ROS (41).
Ce mécanisme pourrait étre un moyen de réguler la production de ROS.

2.5.2. Oxydation des prot€ines

De facon comparable a 'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles
d'étre oxydées par les ROS. Cette oxydation provoque l'introduction d'un groupe carbonyl
dans la protéine (124). Ces réactions d'oxydation, fréquemment influencées par les cations
métalliques comme le Cu”” et le Fe**, peuvent étre classées en deux catégories :

1°) celles qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaine protéique

2°) celles qui modifient les peptides par l'addition de produits issus de la peroxydation
lipidique. Ces changements sont tels qu'ils conduisent a une modification structurale des
protéines dont les conséquences sont majeures (perte de fonction catalytique, augmentation de
la sensibilité aux protéases...) (124). L'oxydation des protéines peut étre un signal pour les
"protéines de stress" (Heat Shock Protein, HSP) connus pour leur réle cytoprotecteur. Ainsi,
les membres de la famille de HSP70 ont un réle de protéines chaperonnes. Elles prennent en
charge les protéines dénaturées (participation a la restauration de la fonction de ces protéines)
mais aussi les protéines en cours de maturation (participation a leur synthése, a leur
importation vers le réticulum endoplasmique et la mitochondrie). La synthése des HSP
pourrait ainsi compléter les capacités de défenses antioxydantes lorsque les protéines
intracellulaires sont endommagées par les ROS.

2.5.3. Dommage de ’ADN

Le stress oxydant étant principalement d’origine mitochondriale, ces organites sont les
premicres cibles des ROS. En effet, le génome mitochondrial présente une susceptibilité au
stress oxydant qui est 10 fois supérieure a celle du génome nucléaire (125). Les mécanismes
explicatifs proposés sont :

1°) I'absence d'histones protectrices autour de I’ADN mitochondrial
2°) sa localisation proche de la membrane interne,
3°) des mécanismes de réparations frustres

4°) une structure circulaire sans introns, augmentant statistiquement le risque de mutations
pathogenes (125).

L’idée d’un "cercle vicieux" ou d’une théorie avec un feed-back positif est avancée pour
expliquer les altérations mitochondriales dans certaines pathologies : des dysfonctionnements
de la chaine respiratoire pourraient augmenter la production de ROS et induire ainsi une
augmentation progressive des mutations du génome mitochondrial et des protéines
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synthétisées. Comme le génome mitochondrial code pour quelques sous-unités de protéines
impliquées dans la phosphorylation oxydative (sept sous-unités du complexe I, une du
complexe III, trois du complexe IV et deux de I’ATP synthase), leur défaut d’expression
pourrait exacerber la fuite d’¢électrons de la chaine respiratoire au profit de la production de
ROS. Ainsi, plus la fuite d’électrons est importante, plus la formation de ROS provoquant de
nombreuses mutations mitochondriales aggraverait ce phénomene (126).

Les fonctions de la mitochondrie sont donc particuliecrement exposées aux dommages
oxydatifs provoquant principalement une diminution de la synthése d'ATP mais engageant
¢galement la cellule dans un programme de mort cellulaire par apoptose avec 1'induction de
I’ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP).

2.5.4. Activation du pore de transition de perméabilit¢ mitochondriale (mPTP)

Bien que la nature moléculaire du mPTP reste encore a ce jour inconnue, il apparait
que le mPTP est un complexe multiprotéique avec de nombreuses protéines candidates dont le
VDAC, I'ANT, la cyclophiline D (Figure 16) (127), et le complexe I (128). La cyclosporine
A, inhibiteur de référence du mPTP, retarde le processus d’apoptose (128) confirmant le rdle
clé du mPTP dans la mort cellulaire.

Succinctement, 1’ouverture du mPTP provoque un gonflement mitochondrial résultant de
I'entrée dans la matrice de composés osmotiquement actifs. Suite a ce gonflement, la
membrane externe peut se rompre et entrainer la sortie de molécules pro-apoptotiques comme
la cytochrome c, et I’ AIF (Apoptose Inducting Factor).

L'ouverture du mPTP est trés finement régulée. Le calcium matriciel apparait comme étant
son inducteur le plus puissant, nécessaire et suffisant (129).

Les ROS agissent directement sur l'ouverture du mPTP, pore qui intervient dans le processus
d'apoptose (Figure 17) . Selon 1'équipe de Vercesi, I'ouverture du mPTP induit par les ROS
serait consécutive a I'oxydation d'un groupement thiol constituant ce pore (130).

Il se peut également que ce pore s’ouvre de fagon transitoire conduisant a la diffusion d'ions
de petite taille, comme le Ca”", dépendant du pH et déclenchant la fermeture du pore. Cette
situation protégerait les cellules d'une Iésion irréversible en évitant le gonflement et la
libération dans le cytosol de facteurs pro-apoptotiques tels que le cytochrome ¢ (131).
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Figure 16 : Structure du mPTP. Il est formé par le complexe VDAC-ANT—CyP-D. L’héxokinase II
(HKII), la créatine kinase mitochondriale (m-CK), le récepteur au benzodiazepine (PBR), et la famille
Bcl-2 (Bcl-2, Bel-xp, et Bax) sont considérés comme des éléments régulateurs de ce complexe.
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Figure 17 : Production de ROS, ouverture du mPTP et apoptose. (Skulachev et al.) (122).

(1) L'augmentation de la production de ROS entraine I'ouverture du pore de transition de
perméabilité (mPTP). (2) Un déséquilibre osmotique entre la matrice et 1'espace
intermembranaire se crée, ayant pour conséquence le gonflement de la matrice et la
fragmentation de la membrane externe (3) La mitochondrie est alors dégradée (sélection
mitochondriale). (4) Les protéines pro-apoptotiques séquestrées dans 'espace
intermembranaire sont libérées dans le cytosol initiant une cascade de réactions qui aboutit a
'apoptose (sélection cellulaire).
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2.5.5. Mitohormesis

L’hormesis est défini comme 1’activation des propriétés cellulaires protectrice et

réparatrice induite par un stress physiologique modéré (132). Depuis quelques décennies, il était
admis que I’augmentation des radicaux libres était le principal responsable du processus du
vieillissement et de la diminution de la durée de vie des organismes (133). Durant ces années, un
certain nombre d’études se sont efforcées de diminuer le stress oxydant a 1’aide de molécules
antioxydantes. Cependant, les résultats de ces études furent surprenants. En effet, elles ont
démontré que les molécules antioxydantes avaient peu ou pas d’effets mais surtout que les ROS
¢taient essentiels a 1’activation de voies de signalisation aboutissant a une augmentation de la
durée de vie des organismes. Par ailleurs, il a été démontré qu’une supplémentation en molécules
antioxydantes inhibe les effets bénéfiques de I’activité physique
{GomezCabrera:2008tx } { Ristow:2009fs}. Par ailleurs, Piantadosi et al. ont démontré un lien
entre la production de ROS mitochondriaux et la biogenése mitochondriale (136).
Ces différentes études ont permis de mettre a jour un nouveau concept nommeé « mitohormesis ».
En effet, la génération de ROS mitochondriaux peut activer la biogenése mitochondriale et la
défense contre ces radicaux libres. Ce concept nous permis d’avoir un autre regard sur les
radicaux libres qui furent longtemps associés a des pathologies.

2.6. L’apoptose

On distingue 2 grandes voies de signalisation aboutissant a la mort cellulaire. La
premicre, appelée voie intrinséque, met en jeu la mitochondrie qui occupe une place centrale
dans les mécanismes de 1’apoptose. La deuxiéme voie est initiée a la surface de la cellule par
des récepteurs membranaires, c’est la voie extrinseque ou voie des récepteurs de mort.

Quel que soit le mode d’induction (intrinséque ou extrinseéque), les caractéristiques
morphologiques de I’apoptose sont similaires, a savoir une réduction de la taille de la cellule,
une condensation de la chromatine, un clivage des chromosomes, une rupture de la membrane
plasmique et une transformation des organites cellulaires en vésicules appelées corps
apoptotiques. Nous allons durant ce chapitre nous consacrer uniquement a la voie intrinseéque
(mitochondriale) (Figure 18).

Depuis une dizaine d’années, il est clairement établi que la mitochondrie joue un role clé dans
I’apoptose. Son intervention dans ce processus ne s’explique pas par une « simple perte de
fonction » ayant pour conséquence un déficit énergétique, mais est reconnue plutét comme un
mécanisme actif s’accompagnant de profonds remaniements. On observe une modification de
la perméabilité membranaire mitochondriale, liée a une dissipation du potentiel de
membranaire mitochondrial (A¥Wm), et la libération dans le cytoplasme de protéines
apoptogenes comme le cytochrome c.

Plusieurs modeles ont été proposé€s pour expliquer comment, lors d’un signal de mort,
I’ouverture du pore de transition et la dissipation du A¥Ym peuvent €tre impliquées dans
I’induction du relargage de molécules apoptogenes (137).
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Figure 18 : Schéma représentant la voie intrinséque (mitochondriale) de I’apoptose.

Adapté du site www. impactjournals.com

De nombreuses molécules participent a 1’apoptose comme les caspases mais aussi le pore de
transition de perméabilité mitochondrial (mPTP). Les caspases constituent deux groupes.
D’un coté les caspases initiatrices (tels que les caspases 2, 8 et 9) qui clivent et activent
plusieurs enzymes ou protéines impliquées dans 1’apoptose. L’ouverture du mPTP semble étre
controlée par les protéines de la famille Bcl-2 (pour B cell leukemia/lymphoma-2). Cette
famille regroupe des protéines pro-apoptotiques (comme Bax, Bad et Bid) et anti-
apoptotiques (tels que Bcl-2 et Bcl-xL). L’activation intrinséque de 1’apoptose conduit a
I’insertion de protéines pro-apoptotiques dans la membrane des mitochondries ou elles
s’oligomérisent. Ces complexes multimériques provoquent la rupture des membranes
mitochondriales et I’ouverture du mPTP. La conséquence est d’une part la perte du gradient
¢lectrochimique entre la membrane interne et la matrice. D’autre part, des protéines pro-
apoptotiques sont libérées dans le cytoplasme comme AIF (Apoptosis-Inducing Factor),
Smac/DIABLO (Second Mitochondria-Derived Activator of Caspase, Direct Inhibitor of
Apoptosis protein Binding protein with Low pl) et le cytochrome c.

Le cytochrome c libéré dans le cytoplasme s’associe a Apaf-1 (Apoptotic Protease Activating
Factor-1). Le complexe ainsi formé ou apoptosome, clive et active la pro-caspase 9.

Il est important de noter que Bossy-Wetzel et al. ont décrit un systeéme ou la libération du
cytochrome c¢ et I’activation de caspases pouvaient avoir eu lieu sans aucune dissipation du
A¥Ym et dans lequel I’ouverture du mPTP est conséquente a la formation de I’apoptosome
(127).
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En conclusion,

L’émergence du role des ROS dans la modulation de la signalisation intracellulaire, et de ce
fait dans celle de certaines fonctions cellulaires, est reconnue par de nombreux travaux
réalisés ces quinze dernieres années. Elle est étayée par des données bien établies : de
nombreux ligands de récepteurs cellulaires génerent la formation intracellulaire de ROS ; les
molécules antioxydantes ou inhibant les systemes enzymatiques pro-oxydants oberent
partiellement ou totalement ces effets ; [’addition par voie exogene de molécules pro-
oxydantes reproduit partiellement ou totalement [’effet de la fixation des ligands a leur
réecepteur specifique. Les études expérimentales poursuivent [’exploration des mécanismes
impliquant les ROS dans la cellule, et font progresser les connaissances, malgré certains
écueils liés a [’approche in vitro parmi lesquels : la difficulté de doser spécifiquement une
espece radicalaire donnée sans interférence d’une autre et d’apprécier les modifications de
compartimentalisation cellulaire des ROS. Cependant, certaines questions restent sans
réponse a l’heure actuelle et font [’objet d’études approfondies. Quelles sont, par exemple, les
specificités d’action des différents radicaux libres in vivo ? Le champ d’investigation est donc
encore vaste, mais tout indique aujourd’hui que ces molécules simples mais trés réactives que
sont les ROS sont des modulateurs majeurs des fonctions cellulaires, de leur régulation en
conditions physiologiques et des dysfonctionnements cellulaires a [’origine des pathologies.
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3. ISCHEMIE, REPERFUSION, EFFETS LOCAUX ET A

DISTANCE

3.1. Ischémie

3.1.1. Circonstances de 1’1schémie musculaire

L’ischémie musculaire squelettique est souvent la conséquence de I’interruption de la
circulation sanguine au niveau du territoire musculaire concerné, ce qui prive les différents
tissus de I’apport en oxygene et en ¢léments nutritifs. Ceci va entrainer la consommation des
réserves d’oxygene se trouvant sur la myoglobine, et donc le passage a un métabolisme
anaérobie ; par la suite, et a cause de I’interruption du débit sanguin et de ’absence de
drainage veineux, une accumulation des produits du métabolisme se produit.

L’interruption du circuit de la circulation sanguine peut intervenir au niveau artériel, veineux,
ou artério-veineux. Notre exposé s’intéresse a I’obstruction artérielle.

L’origine de I’ischémie peut étre :

- un processus pathologique (embolie artérielle, thrombose artérielle aigu€ par rupture de
plaque athéroscléreuse),

- secondaire a un éveénement externe (compression artérielle extrinséque suite a un processus
tumoral ou bien suite a un accident traumatique),

- iatrogeéne (clampage artériel lors d’une intervention en chirurgie vasculaire ou cardiaque,
application d’un garrot a la racine du membre en chirurgie orthopédique, transfert de
lambeaux musculo-cutanés lors d’une intervention de chirurgie réparatrice, ou bien
prélévement pour une transplantation d’organe ou de membre). Les conséquences varient
selon la durée de I’ischémie.

Les 1ésions ischémiques pures, non associées a des Iésions de reperfusion, n’ont pas
¢été étudiées au niveau du muscle squelettique. Par contre, Reimer et al. ont montré au niveau
du myocarde de chien, ’existence du « Wavefront phenomenon » ou « phénomene d’onde de
progression ischémique ». Il s’agit de D’apparition de dégats nécrotiques musculaires
proportionnels a la durée ischémique (138). Au niveau du muscle squelettique, la question a
été étudiée en effectuant différents temps d’ischémie au niveau de plusieurs groupes
musculaires avec un délai constant de reperfusion. Ainsi, Martou ef al. (139) ont montré sur le
muscle squelettique humain in vitro, dans un modele de temps d’ischémie variable suivi de 2
heures de reperfusion, que la viabilit¢ musculaire squelettique commence a étre
significativement altérée a partir de la troisieme heure d’ischémie (50,1+5,5% de viabilité) et
que Daltération s’aggrave avec la prolongation de la durée de l’ischémie (18,8+3,6% de
viabilité apres six heures d’ischémie).
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3.1.2. Phénomeénes moléculaires de 1’1schémie

Au cours des phases précoces de I’ischémie, I’ATP est générée par la glycolyse (6). 11
s’en suit une déplétion des réserves en glycogéne, un métabolisme en anaérobie, et une
acidose lactique locale (140). La déplétion en ATP qui en résulte réduit la fonction de la
membrane cellulaire et provoque un cedéme cellulaire. En effet, la cellule va essayer de
corriger I’acidose a travers 1’échangeur Na'/H", le cytoplasme va donc étre saturé en ions Na ',
provoquant un appel osmotique vers le cytoplasme. L’cedéme cellulaire est aggravé par la
dysfonction de 1’échangeur Na'/K" (ATP-dépendant) par manque d’ATP (Cour et al.) (141).
Par la suite, 1’échangeur Na"/Ca”" s’active dans son mode inverse pour épurer les ions Na“ du
cytosol, provoquant de facto I'entrée d’ions Ca’". L’ischémie prolongée va aboutir a une
accumulation accrue des ions Na“ et Ca’" au niveau du cytosol (141). L’acidose et
I’accumulation de produits métaboliques toxiques vont activer des médiateurs chimiques et
enzymatiques, incluant la phospholipase A2 et les lysozymes. La phospholipase A2 va
métaboliser les phospholipides membranaires en acide arachidonique, un précurseur des
médiateurs de 1’inflammation, comme les leukotriénes et les prostaglandines, et donc
entrainer un chimiotactisme leucocytaire (6). Les lysozymes, eux, vont digérer les cellules
nécrotiques.

L’ischémie va également provoquer la production de cytokines, I’activation des kinines, du
complément, et des voies de coagulation (140).

Grisotto et al. (142) ont étudi¢ les effets de 1’ischémie isolée (sans reperfusion) sur la
membrane cellulaire des muscles squelettiques de rats. Aprés trois heures d’ischémie,
1’élévation du Ca’" intracellulaire active la phospholipase C provoquant la libération de 1’O-
phosphoserine (OPS), un important constituant de la membrane cellulaire. Par contre, trois
heures d’ischémie n’ont pas provoqué des changements des concentrations de glutathion
(oxydé ou réduit) ou de malondialdéhyde.

La quantité¢ de ROS produite dans le cytoplasme pendant I’ischémie reste habituellement dans
les limites des défenses antioxidatives cellulaires. L’ischémie va initier la conversion de la
xanthine déshydrogénase en xanthine oxidase, et ainsi produire des réserves intracellulaires
d’hypoxanthine.

Sur le plan histologique, Formigli et al. (143) ont étudié les lésions ischémiques in
vivo au niveau du muscles squelettique humain (quadriceps) dans le cadre de cures
chirurgicales d’anévrysmes de 1’aorte abdominale sous-rénale, nécessitant un clampage
aortique responsable d’une ischémie des membres inférieurs. A la fin de I’ischémie, les
auteurs ont montré une accumulation de granulocytes dans les capillaires sanguins provoquant
leur occlusion, une marginalisation intra et extravasculaire des granulocytes, ainsi qu’une
infiltration granulocytaire au niveau des fibres musculaires associée a un cedéme du tissu
conjonctif (Figure 19). Par contre, il n’y avait aucun changement de la structure de la fibre
musculaire.

La microscopie électronique a détecté de petits corpuscules amorphes et denses (dépodts
calciques) au niveau de la matrice mitochondriale.

L’ischémie pure a provoqué une altération importante de la fonction de la chaine
respiratoire mitochondriale des muscles squelettique chez le rat comme il a ét¢ démontré dans
les travaux de Brandao ef al. (144) et de Thaveau et al. (11).
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Figure 19. Coupe histologique d’un muscle squelettique humain en ischémie. Nombreux
granulocytes (fléches) infiltrant I’interstitium. (Grossissement x 720). (Formigli ef al.) (143).

3.2. Reperfusion

Comme les Iésions provoquées par I’ischémie sont proportionnelles a sa durée, il a été
propos¢ de limiter les effets délétéres de 1’ischémie de la fagon la plus précoce possible. La
diminution du temps de clampage artériel dans un contexte chirurgical est donc devenue
primordiale, et la reperfusion lors d’un événement ischémique aigu s’est rapidement imposée
comme une urgence thérapeutique.

En termes de limitation lésionnelle myocardique, Jennings et Reimer (145) ont montré des
1983 I’intérét de la reperfusion la plus précoce possible . Depuis, les méthodes de reperfusion
se sont multipliées (revascularisation médicale, chirurgicale, percutanée, déclampage précoce,
ré-implantations précoces, etc.) afin de renforcer 1’arsenal thérapeutique et de pouvoir
proposer la reperfusion dans les meilleurs délais.

Cependant et de facon contre-intutive, la reperfusion elle-méme s’accompagne d’une
majoration de la nécrose cellulaire (146).

Les 1ésions de reperfusion ont été étudiées pour la premicre fois au niveau du myocarde de
chien par Cerra et al. en 1975 (147). Les auteurs ont découvert que la restitution du flux
sanguin dans le myocarde était accompagnée d’une nécrose hémorragique sous-endothéliale.

Au niveau cellulaire, la réoxygénation va certes interrompre les Iésions induites par
I’ischémie, mais elle va provoquer une série de 1ésions propres, dites « de reperfusion ». Au
cours des premicres minutes de reperfusion, la correction rapide de 1’acidose par 1’échangeur
Na'/H' et le cotransporteur Na’/HCO®, ainsi que 1’épuration de I’acide lactique, vont
provoquer une activation inverse de 1’échangeur Na“/Ca’" et donc augmenter le Ca®"
cytosolique (Cour et al.) (141). Piper et al. (148) proposent qu’ensuite le Na* va étre épuré par
des canaux Na' (consommant I’ATP de nouveau disponible). A ce moment-la, I’échangeur
Na'/Ca®" va refonctionner selon son mode normal pour épurer le Ca®" cytosolique vers le
milieu extracellulaire (Figure 20).
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Figure 20 : Modifications de taux de Ca*" intracellulaire au cours de I’ischémie et de la
reperfusion. L’ ischémie ainsi que les premicres minutes de la reperfusion vont provoquer une
accumulation du Ca®" cytosolique. Au cas ou la reperfusion a lieu a un stade ou les lésions restent
réversibles, la sortie du Na* (par disponibilité de I’ATP) va entrainer la sortie du Ca*" jusqu’a
normalisation du taux cytosolique. (Piper et al.)

Au niveau mitochondrial, Charles et al. (13) ont démontré que la chaine respiratoire de
muscle squelettique de rat a été atteinte par la reperfusion. La réoxygénation va tout de méme
générer un potentiel membranaire mitochondrial impliquant la synthése de I’ATP, provoquant
une surcharge cytosolique du Ca’’, et par conséquent une accumulation du Ca’" dans la
matrice mitochondriale (141), responsable des dépots calciques (143).

La ré-oxygénation va provoquer ¢galement la production massive de ROS (140). Lors
de la reperfusion, la xanthine oxidase produite pendant 1’ischémie va catalyser la formation
d’acide urique a partir de I’hypoxanthine, accompagnée de la formation de grandes quantités
de ROS. Les ROS ainsi produits vont dépasser les défenses anti-oxidatives cellulaires,
entrainant la peroxidation des acides gras polyinsaturés de la membrane cellulaire et des
l1ésions tissulaires locales. La peroxydation des lipides est accompagnée de 1’activation du
complément, la libération d’acide arachidonique et la synthése accrue des molécules
d’adhésion endothéliale. Grisotto ef al. (142) ont montré au niveau des cellules musculaires
squelettiques de rat, que trois heures d’ischémie suivies de 45 minutes de reperfusion
augmentaient les concentrations de glutathion oxydé et de malondialdéhyde, témoignant de la
présence accrue de ROS et de la présence de 1ésions au niveau de la membrane cellulaire.
L’activation leucocytaire et la dysfonction microvasculaire surviennent alors. La figure 21
résume les événements qui se succeédent lors de 1’ischémie/reperfusion (6).

Tous ces facteurs vont provoquer un changement brusque de la perméabilité
membranaire mitochondriale, di a 1’ouverture des pores de transition de permeéabilité
mitochondriale (mPTP), entrainant le découplage de la respiration cellulaire. Il est suivi par
un collapsus énergétique incompatible avec la vie cellulaire, entrainant la libération des
facteurs pro-apoptotiques de 1’espace inter-membranaire mitochondrial vers le cytosol par
rupture de la membrane mitochondriale externe. Il s’ensuit donc 1’apoptose et la mort
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cellulaire (141). Marin-Garcia et al. (149) ont proposé un schéma résumant la relation entre la

mitochondrie, la chaine respiratoire mitochondriale, le mPTP et I’apoptose (Figure 22).

La reperfusion peut également s’accompagner du « No-reflow phenomenon » ou
« phénomeéne de 1’absence de retour de flux ». Il a été décrit par May et al. en 1978 au niveau
d’un lambeau libre musculo-cutané¢ (150). Dans ce modele de lambeau, le muscle
squelettique, sa couverture cutanéo-graisseuse et son artére nourriciére sont complétement
détachés du pédicule vasculaire pour étre implantés a distance, souvent pour combler une
perte de substance. Les auteurs ont mis en évidence un cedéme cellulaire, une agrégation
intra-vasculaire et une fuite de liquide intravasculaire vers I’interstitium. Par conséquent, des
1ésions vasculaires progressives s’installent avec élargissement de la zone concernée par la
baisse du débit sanguin local.

Irreversible

Figure 21. Série d’événements survenant lors de I’ischémie, et lors de la reperfusion, si cette
derniére est effectuée avant la nécrose cellulaire. (Khalil ef al.) (6).
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Figure 22 : Relation entre la mitochondrie, la chaine respiratoire mitochondriale, le
mPTP et I’apoptose. Les ROS, I’ATP, le Ca** lors de la reperfusion vont ouvrir le mPTP. Le

largage de la caspase dans le cytosol s’en suit, résultant en 1’apoptose cellulaire. (Marin-Garcia ef al.)
(149).

Sur le plan histologique, Formigli et al. (143) ont décrit au niveau du muscle
squelettique humain, de nombreux granulocytes se situant aux mémes endroits que lors de
I’ischémie. Ils ont remarqué des altérations au niveau des fibres musculaires, marquées
essentiellement par un ¢largissement des espaces intermyofibrillaires. La microscopie
¢lectronique a montré des granulocytes occluant les plus fins capillaires, contribuant au « No-
reflow phenomenon». Des altérations focales séveres au niveau des fibres et des tissus
conjonctifs avoisinant ont ét¢ décrites avec un cedéme diffus et une disparition des particules
de glycogéne. Une altération occasionnelle sévere a été remarquée dans 10% des cas étudiés,
avec une désorganisation architecturale importante des myofibrilles et la présence de
batonnets de disques Z (Figure 23) (143).

Concernant les mitochondries, les corpuscules amorphes et denses (dépdts calciques)
au niveau de la matrice mitochondriale augmentent en taille et en nombre. Il existe également
de I’cedéme matriciel, ainsi que des ruptures au niveau de la membrane externe (Figure 24).
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Figure 23. Microscopie électronique de muscle squelettique humain apreés ischémie-reperfusion.
Désorganisation architecturale des myofibrilles, présence de batonnets des disques Z (fléches)
(Magnification x 20.000). (Formigli ez al.) (143).

Figure 24. Microscopie électronique de mitochondries myocardiques de lapins.

A : Mitochondries de myocytes normales. B : Mitochondries myocardiques ayant subi les effets de
I’ischémie et la reperfusion ; Dépots calciques (dense bodies : db) au niveau de la matrice
mitochondriale, cedéme matriciel (edema : ¢), et rupture de la membrane externe (rupture of outer
membrane : rom). (Cour ef al.) (141).
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3.3. Effets a distance de I’ischémie et de la reperfusion

3.3.1. Réponse inflammatoire systémique

Formigli et al. (143), dans le contexte d’une ischémie-reperfusion sur un muscle
squelettique humain lors de chirurgie de 1’aorte abdominale sous-rénale, ont montré
I’implication locale des neutrophiles, mais ¢également une participation immunitaire
systémique par augmentation de ’activation du complément. Ils ont initi¢ le concept de la
réaction systémique apres ischémie et reperfusion du muscle squelettique. Yassin et al. (151)
ont démontré la génération d’une réaction systémique inflammatoire apres ischémie et
reperfusion des membres inférieurs chez 1’homme, impliquant 1’Interleukine-1p (IL-1P), le
Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a), et I’Interleukine-6 (IL-6) (151), provoquant des réactions
inflammatoires dans des organes a distance du territoire ischémié. Norwood et al. (140) ont
¢tudié le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS) dans le cadre de la chirurgie
de 1’aorte abdominale sous-rénale, pouvant progresser vers la défaillance multiviscérale
(Multi Organ Failure : MOF). Le SIRS résulte de 1’activation des médiateurs inflammatoires,
largement représentés par les cytokines comme les IL-1 B, IL-6, IL-8, IL-10, et le TNF-a. La
réponse inflammatoire est aussi propagée par des médiateurs dérivés des lipides comme les
prostaglandines, les leucotriénes, le thromboxane et le Platelet Activating Factor (PAF). 1l
semble donc qu’il y ait une activation du systéme immunitaire cellulaire (essentiellement les
leucocytes) et humorale (le complément), I’endothélium vasculaire, les cascades de
coagulation, les kinines, et I’histamine. Le temps de clampage aortique est corrélé avec les
taux plasmatiques de complément activé (C3a, C5a). Les leucocytes activés au niveau du site
de I’ischémie/reperfusion, vont provoquer une réaction inflammatoire locale, puis E&tre
transportés par le flux sanguin de la reperfusion vers la circulation systémique. Ces leucocytes
vont étre séquestrés préférentiellement au niveau des poumons (ce dernier jouant
vraisemblablement le role de filtre), développant ainsi une réaction inflammatoire et des
1ésions pulmonaires. Les ROS produits localement au début de la reperfusion atteignent leur
pic a la cinquiéme minute de la reperfusion et puis diminuent a la trentiéme minute de
reperfusion ; ils provoquent la peroxidation des lipides membranaires qui vont étre libérés
dans la circulation. La figure 25 démontre la complexité des interactions des différents
composants générant la réaction inflammatoire systémique.
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Figure 25 : Schéma des interactions des différents acteurs de I’inflammation locale et

systémique. IRI : Ischemia-reperfusion injury. OFR : Oxygen Free Radicals (ROS). (Norwood ef al.)
(140).
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3.3.2. Lésions pulmonaires

La réaction inflammatoire systémique apreés clampage aortique a ét¢ incriminée avec
des preuves histologiques de séquestration leucocytaire au niveau du parenchyme pulmonaire
(figure 26) (152); des Iésions pulmonaires incluant des signes d’atélectasie alvéolaire, et
d’épaississement des parois alvéolaires ont été décrites (figure 26) (153).
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Figure 26 : Coupes histologiques au niveau du parenchyme pulmonaire de mouton. Les taches
noires témoignent de la présence de leucocytes dans le parenchyme. A : Moutons contréles ; B :
Moutons ayant subi 1’ischémie/reperfusion au niveau des pattes postérieures. (Klausner et al.).
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Figure 27 : Coupes histologiques au niveau du parenchyme pulmonaire de rats Wistar. Le
parenchyme pulmonaire normal (Sham-operated) comparé au parenchyme pulmonaire aprés 3 heures
d’ischémie des 2 pattes postérieures suivies de 4 heures de reperfusion (IR-control) ; ce dernier
présente des signes d’atélectasie et d’épaississement alvéolaire. (Grossissement x 60).

(Gyurkovics et al.) (153).

Klausner et al. (152) ont expliqué les Iésions pulmonaires a distance du site de
I’ischémie/reperfusion par une augmentation de la perméabilité microvasculaire pulmonaire,
une séquestration leucocytaire (preuves histologiques, et baisse du taux de leucocytes
circulants) provoquant la production de Thromboxane A2 au niveau du parenchyme
pulmonaire (mécanisme direct ou indirect), ainsi qu’une production de Leukotriecne B4 et de
ROS.
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Adembri et al. (154) ont incriminé principalement 1’¢lévation de I’IL-6 dans les
Iésions pulmonaires, constamment présente lors des chirurgies de 1’aorte abdominale sous
rénale chez ’homme. Ils démontrent que I’IL-6 est produite dans ce contexte par le muscle
squelettique ayant subi I’ischémie et la reperfusion. Elle est responsable de la production de
NO, provoquant une vasodilatation du lit vasculaire pulmonaire. Des perturbations dans les
échanges gazeux pulmonaires ont été également notées, sans pouvoir les lier a I’'TL-6.

3.3.3. Lésions rénales

Les reins présentent des lésions secondaires a distance du site de 1’ischémie-
reperfusion du muscle squelettique. Le syndrome inflammatoire est responsable en partie de
ces lésions (155), et la rhabdomyolyse s’est avérée €tre un facteur indépendant des Iésions
rénales dans le méme contexte (156). Yassin et al. (151) ont montré que I’ischémie des deux
pattes postérieures pendant trois heures chez le rat, a provoqué des dysfonctions rénales a
partir de la premicre heure de reperfusion. Des Iésions histologiques ont été démontrées,
comprenant des signes de 1ésions tubulaires aigués, avec des cellules tubulaires cedématiées et
vacuolées, et des précipitations de cylindres hyalins dans la lumiére tubulaire (Figure 28)
(153).

Figure 28 : Coupes histologiques au niveau du parenchyme rénal de rats Wistar. Le parenchyme
rénal normal (Sham-operated) comparé au parenchyme rénal aprés 3 heures d’ischémie des 2 pattes
postérieures suivies de 4 heures de reperfusion (IR-control) ; ce dernier présente des signes de 1ésions
tubulaires aigués, avec des cellules tubulaires cedématiées et vacuolées. (Grossissement x 60).
(Gyurkovics et al.) (153).

Les 1ésions rénales ont ét¢ démontrées chez 1’homme (155) ; elles peuvent s’expliquer
par des changements de perfusion rénale (hypotension, baisse du débit cardiaque lors du
clampage aortique), les effets d’agents néphrotoxiques, 1’inflammation et les réactions
neuroendocrines secondaires a la chirurgie, et la rhabdomyolyse.

Holt et Moore ont expliqué les mécanismes de 1’insuffisance rénale aigué dans le
contexte de la rhabdomyolyse. IlIs ont décrit 1’obstruction tubulaire, les 1ésions tubulaires
secondaires aux lésions oxydatives, et la vasoconstriction.

* L’obstruction tubulaire est due a la précipitation de la myoglobine (libérée suite aux
1ésions cellulaires musculaires squelettiques et relarguée lors de la reperfusion dans la
circulation systémique) au niveau des tubes rénaux. La microscopie ¢€lectronique
montre la précipitation d’agrégats protéiques Myoglobine-Tamm-Horsfall dans les
tubules (Figure 29).
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Figure 29 : Microscopie électronique rénale apres rhabdomyolyse chez le rat. Présence de
précipitations d’agrégats protéiques Myoglobine-Tamm-Horsfall dans les tubules rénaux.

(Holt et Moore) (157).

* La nécrose tubulaire (plus spécifiquement les cellules des tubes contournés
proximaux) est vraisemblablement due au recyclage du fer de ’héme contenue dans la
myoglobine. Selon la réaction de Fenton, la transformation de I’ion ferreux (Fe*") en
ion ferrique (Fe*") génére ’anion hydroxyle (OH):

Fe*' + H,0, — Fe’* + OH + OH’

L’anion hydroxyle va peroxyder les lipides de la membrane cellulaire rénale et alors
générer des lésions oxydatives.

L’cedéme musculaire lors de la reperfusion va provoquer une hypovolémie du compartiment
intravasculaire et diminuer alors le débit sanguin rénal. Il résulte une vasoconstriction rénale
(secondaire a I’activation du systéme nerveux autonome et du systéme rénine-angiotensine-

aldostérone) pour maintenir la volémie ; ceci participe aux Iésions rénales.

4. CONDITIONNEMENTS

La reperfusion apreés un éveénement ischémique s’avere €tre le seul moyen efficace
pour lutter contre les 1ésions secondaires a 1’ischémie. La reperfusion elle-méme génere des
Iésions supplémentaires. Si la reperfusion est effectuée avant que les Iésions ischémiques
n’aient atteint un stade irréversible, 1’étendue de la nécrose reste moins importante qu’en
I’absence de reperfusion (146).

Depuis que ce concept a été accepté, il est devenu important de chercher des moyens de
prévention a la fois des 1ésions ischémiques et des I¢sions de reperfusion.

Le conditionnement ischémique lutte contre ces deux types de 1ésions, il consiste a effectuer
b
plusieurs cycles de bréves périodes d’ischémie suivies de bréves périodes de reperfusion, au
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niveau du territoire ischémique concerné (conditionnement local) ou bien a distance de celui-
ci (conditionnement a distance). Différents types de conditionnements ischémiques ont été
décrits, selon le moment ou le conditionnement ischémique est pratiqué par rapport a
I’éveénement ischémique (pré, per, ou postconditionnement). Chaque type de conditionnement
ischémique possede un mode d’action sensiblement différent de ’autre, avec plusieurs voies
de signalisation communes.

4.1. Conditionnements ischémiques

4.1.1. Préconditionnement ischémique

Le préconditionnement ischémique consiste a effectuer une série de bréves périodes
d’ischémie et de breéves périodes de reperfusion avant un long éveénement ischémique. Le
concept a été¢ décrit pour la premiére fois par Murry et al. (158) en 1986. 1l s’agissait d’une
¢tude sur le myocarde de chien, qui avait pour but de préconditionner le territoire
myocardique irrigué par ’artére inter-ventriculaire antérieure subissant une ischémie
prolongée et une reperfusion. Les auteurs ont découvert que le préconditionnement
ischémique local protégeait le myocarde des lésions de I’ischémie et de reperfusion.
Przyklenk et al. en 1993 (159) ont découvert que le préconditionnement ischémique a
distance, en préconditionnant le territoire myocardique de I’artére circonflexe, protégeait le
territoire ischémique de 1’artére inter-ventriculaire antérieure.

Au niveau musculaire squelettique, Pang et al. (160) ont démontré en 1995 que le
préconditionnement ischémique local protégeait le muscle squelettique du porc, et Addison et
al. (17) ont démontré¢ que le préconditionnement ischémique a distance était également
efficace au niveau du muscle squelettique de porc.

Ces travaux pionniers ont entrainé une multitude d’études pré-cliniques menées sur
différentes especes animales pour le préconditionnement local musculaire cardiaque et
squelettique. Le tableau 3 contient une liste non exhaustive des résultats de ces expériences.
Le tableau 4 contient une liste non exhaustive des expériences menées sur différentes especes
pour tester le préconditionnement a distance.
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Auteur Espéce Organe préconditionné Effet

Martou et al. (139) Homme Muscle squelettique Protection
Murry et al. (158) Chien Coeur Protection
Pang et al. (160) Porc Latissimus dorsi, Gracilis ~ Protection
Eastlack et al. (161) Lapin Tibialis anterior Protection
Carroll et al. (162) Rats SD Latissimus dorsi Protection
Zahir et al. Rats SD Rectus abdominis Protection
Saito et al. (163) Rats SD Gastrocnemius Protection
Harralson et al. (164) Rats SD Latissimus dorsi Protection
Schoen et al. (165) Rats SD Extensor digitorum longus  Protection
Schroeder et al. (166) Rats Wistar Extensor digitorum longus  Protection
Gurke et al. (167) Rats Wistar Extensor digitorum longus  Protection
Thaveau et al. (11) Rats Wistar Gastrocnemius Protection

Tableau 3 : Tableau non exhaustif des espéces sur lesquels le préconditionnement musculaire
local a été expérimenté. SD : Sprague-Dawley.

Organe
Auteur Espéce préconditionné Organe cible Effet
Kharbanda ef al. (168) Homme Avant-bras Avant-bras controlatéral Protection
Cheung et al. (169) Homme Cuisse Ceeur Protection
Ali et al. (170) Homme Cuisse Ceeur, rein Protection
Rahman et al. (171) Homme Bras Ceeur Aucun effet
Przyklenk et al. (159) Chien Coeur, circonflexe Coeur, IVA Protection
Kharbanda et al. (168) Porc Patte postérieure Coeur Protection
Moses et al. (172) Porc Latissimus dorsi Lambeau de Latissimus dorsi Selon produit
Moses et al. (173) Porc Latissimus dorsi Lambeau de Latissimus dorsi Selon produit
Addison et al. (17) Porc Patte postérieure Latissimus dorsi, gracilis, rectus abdominis Protection
Harkin et al. (174) Porc Artéres iliaques Poumon Protection
Birnbaum et al. (175) Lapin Gastrocnemien Coeur Protection
Kuntscher ef al. (176) Rats Wistar Patte postéricure Lambeau cutanéo-adipeux Protection
Lazaris et al. (177) Rats Wistar Patte postérieure Rein Protection
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Tableau 4 : Tableau non exhaustif des espéces sur lesquels le préconditionnement musculaire a
distance a été expérimenté.

Yellon et Downey (178) ont résumé les connaissances en préconditionnement
ischémique, plus précisément au niveau musculaire cardiaque.

4.1.1.1. Durée de protection :

Il existe deux phases de protection (Figure 30). Une premiere phase de 4 heures, dite
« classique » qui débute a la fin du préconditionnement, et au cours de laquelle la
protection est maximale. Une deuxiéme phase ou SWOP (Second Window Of Protection)
qui débute a la 24°™ heure aprés le préconditionnement et qui persiste jusqu’a la 72°™
heure, au cours de laquelle la protection est de moindre importance par rapport a la phase
primaire (178).

4.1.1.2. Protocole du préconditionnement :
Le stimulus est un phénomeéne de « Tout ou Rien » (all or none phenomenon). Pang et
al. (160) ont montré au niveau du muscle squelettique que le préconditionnement local
n’est pas efficace s’il n’existe pas un minimum de trois cycles de préconditionnement. Li

et al. (179) ont montré au niveau du myocarde que lorsque la protection est atteinte, elle
reste identique quel que soit le nombre de cycles de préconditionnement.

Classical

SWOP

Degree of Infarct Size Reduction

| | I |
0 24 48 72 96

Time in Hours

Figure 30. Les deux phases de protection du préconditionnement ischémique.

SWOP : Second Window Of Protection. (Yellon et Downey) (178).
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Figure 31 : Schéma simplifié proposé pour le mécanisme du préconditionnement ischémique.
Les récepteurs 6-opioides, les récepteurs B2 de la bradykinine et les récepteurs A1 de ’adénosine,
transmettent un message vers le cytosol, médié par la protéine kinase C (PKC), la Phosphatidylinositol
3-kinase (PI 3-kinase) et la Tyrosine Kinase (TK), pour atteindre les mitochondries, induisant
’ouverture des canaux mitochondriaux K'-ATP dépendants (mK-ATP) et la fermeture des pores de
transition de perméabilité mitochondriaux (mPTP). (Argaud et Ovize) (180).

4.1.1.3 Mécanismes du préconditionnement :

Plusieurs acteurs ont été proposés au niveau du myocarde (178). La figure 31 propose
un schéma simplifi¢ du mécanisme du préconditionnement. Des inducteurs récepteurs-
dépendants ont été proposés comme I’adénosine, la bradykinine, les opioides, 1I’endothéline
et ’angiotensine. D’autres inducteurs récepteurs-indépendants ont été¢ également proposés
comme les ROS, le monoxyde d’azote (NO) et le calcium. Des médiateurs intra-
cellulaires pour la traduction des signaux ont ét¢ incriminés comme la Protéine Kinase C
(PKC) recevant les signaux des récepteurs couplés avec les protéines Gi, la Tyrosine
Kinase (TK) et les Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK), ainsi que la
Phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase). Des effecteurs sont a la fin de la chaine du
préconditionnement, nous citons les plus importants, les canaux mitochondriaux K'-ATP
dépendants (mK-ATP) et les pores de transition de perméabilité mitochondriaux (mPTP).

Nous nous attardons sur les deux principaux effecteurs :

o Les canaux mitochondriaux K -ATP dépendants (mK-ATP) :

Ces canaux potassiques se trouvent sur la membrane du réticulum sarcoplasmique et
sur la membrane mitochondriale ; ils sont inhibés par des taux physiologiques d’ATP,
d’ou le terme ATP-dépendants (178). Ils sont également réactifs a plusieurs facteurs
comme le pH, les acides gras, le NO, etc.

La mitochondrie produit de PATP en permettant aux ions H' de traverser de 1’espace
inter-membranaire vers la matrice mitochondriale a travers I’ATP synthase, ainsi
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phosphorylant ’ADP en ATP. L’entrée de 1’ion H' par les canaux mK-ATP va court-
circuiter I’ATP synthase et diminuer la production d’ATP. La protection par le biais des
canaux mK-ATP est probablement due a I’entrée des ions H'. Donc, les mitochondries
deviennent plus résistantes 4 1’entrée des ions Ca’" (181), ce qui prévient les effets
néfastes de ce dernier (voir section « reperfusion »).

Plusieurs moyens pharmacologiques pouvant ouvrir ou fermer les canaux mK-ATP ont été
incriminés dans la protection contre I’ischémie-reperfusion, et par conséquent promouvoir
ou ¢liminer I’effet protecteur du préconditionnement. Ainsi la kétamine, les barbituriques,
le 5-hydroxydécanoate (5-HD) (182), et le glibenclamide (183), connus comme étant des
agents provoquant la fermeture des canaux mK-ATP, sont capables d’inhiber les effets
protecteurs du préconditionnement ischémique. L’isoflurane et le diazoxide (182) ainsi
que 1’adénosine et le nicorandil , des agents provoquant 1’ouverture des canaux mK-ATP,
sont capables de protéger des Iésions de I’ischémie/reperfusion sans que le
préconditionnement ischémique ait lieu.

o Les pores de transition de perméabilité mitochondriaux (mPTP)

Ces pores, dont la composition n’est pas completement élucidée, traversent les 2
membranes mitochondriales. Leur ouverture provoque une communication entre le
cytosol et la matrice mitochondriale, permettant le passage de substances étrangeres vers
la matrice, provoquant la destruction mitochondriale. Halestrap et al. (184) ont proposé
que la présence de ROS et de Ca’" intracellulaire lors de la reperfusion provoque
I’ouverture du mPTP. Cette ouverture est prévenue par I’introduction de la cyclosporine A
qui se lie a la cyclophyline D (un composant du mPTP). Hausenloy et al. (185) ont
démontré que la protection contre [I’ischémie/reperfusion assurée par le
préconditionnement ischémique, le diazoxide, ou [’adénosine, est inhibée par
I’introduction  d’actractyloside, un agent provoquant I’ouverture du mPTP.
L’actractyloside ne posseéde pas d’effet sur la taille de I’infarcissement en ’absence de
préconditionnement. Argaud et al. (186) ont montré en 2004 que le préconditionnement
ischémique, ainsi que la cyclosporine A inhibent I’ouverture du mPTP induite par une
surcharge calcique, et réduit la taille de I’infarcissement.

4.1.2. Postconditionnement ischémique

Le postconditionnement ischémique consiste a effectuer aprés un éveénement
ischémique durable, une série de breéves périodes de reperfusion suivies de bréves périodes
d’ischémie avant de permettre une reperfusion finale. Le postconditionnement ischémique
possede 1’avantage de pouvoir étre appliqué aprés un éveénement ischémique aigu non
programme, ce qui est le cas de la majorité des syndromes ischémiques en pratique courante.
En effet, le préconditionnement ischémique est effectué¢ avant un éveénement ischémique
programmé, comme par exemple la cure d’un anévrisme aortique nécessitant un clampage
aortique provoquant I’ischémie dans le territoire vasculaire se trouvant en aval du site du
clampage. Les syndromes ischémiques aigus, qu’ils soient au niveau cardiaque ou bien au
niveau des membres, surviennent le plus souvent a I’extérieur des structures de soins. A
I’arrivée de ces patients, le préconditionnement ischémique n’est plus praticable, mais la
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reperfusion (médicale ou chirurgicale) s’impose pour tenter de limiter le plus possible les
dégats de I’ischémie.

Le concept du postconditionnement ischémique a été¢ décrit pour la premicre fois par
Zhao et al. (187) en 2003 au niveau du myocarde de chien, en postconditionnant le territoire
myocardique irrigué par 1’artére inter-ventriculaire antérieure soumis a une ischémie
prolongée et une reperfusion. Les auteurs ont découvert que le postconditionnement
ischémique local protége le myocarde des lésions de I’ischémie et de la reperfusion. Ils ont
également comparé le postconditionnement au préconditionnement ischémique, et ont
découvert une protection identique en termes de réduction de la taille d’infarcissement
myocardique, de préservation de la fonction endothéliale, de production locale de ROS, et de
production de malondialdéhyde (MDA).

Loukogeorgakis et al. en 2007 (188) ont découvert que le postconditionnement
ischémique a distance, en postconditionnant le bras controlatéral par rapport au bras
ischémique, a protégé la fonction endothéliale artérielle chez I’homme. En comparaison avec
le préconditionnement ischémique a distance, ils ont montré une protection identique, et une
implication du mK-ATP dans la protection du postconditionnement.

Au niveau musculaire squelettique, McAllister et al. (22) ont démontré en 2008 que le
postconditionnement ischémique local protége le muscle squelettique de porc. Eberlin ef al.
ont démontré en 2009 sur un modele murin que le postconditionnement ischémique a distance
est ¢également efficace au niveau du muscle squelettique, mais leur protocole de
postconditionnement n’était pas classique (ischémie de la patte controlatérale pendant deux
heures apres 1’ischémie de deux heures de la patte ipsilatérale). Tsubota ef al. (19) ont montré
sur un modele murin que le postconditionnement conventionnel a distance protége contre les
1ésions de I’ischémie/reperfusion, et que le mécanisme de protection passe par les récepteurs
de I’adénosine.

Le postconditionnement ischémique local a été trés largement étudié¢ au niveau du
myocarde de différentes especes (y compris 1I’espece humaine) ; Skychally et al. (189), dans
une revue exhaustive, ont dress¢ des tableaux des différents protocoles de
postconditionnement au niveau du myocarde, avec les résultats pour chaque espeéce. Au
niveau du muscle squelettique, le Tableau 5 résume les différents travaux publiés a ce jour.

Auteur Espéce Type de postcondtionnement Muscle postconditionné Effet
McAllister et al. (22)  Porc Local Latissimus dorsi Protection
Park et al. (190) Rats SD Local Extensor digitorum longus Protection
Gyurkovics et al

(153) Rats Wistar Local Pattes postérieures Protection
Eberlin et al. (191) Souris C57/Bl6 A distance Gastrocnemius Protection
Tsubota et al. (19) Souris C57/Bl6 A distance Gastrocnemius Protection

Tableau 5 : Espéces sur lesquels le postconditionnement musculaire squelettique a été
expérimenté. SD : Sprague-Dawley.
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Ces travaux ont permis une meilleure compréhension de différents mécanismes de protection
cellulaire. Ovize et al. (146), ainsi que Vinten-Johansen et al. (192) et Van Vuuren ef al. (193)
ont résumé les connaissances sur le préconditionnement ischémique, plus précisément au
niveau musculaire cardiaque. Malgré les différences avec les protocoles de
préconditionnement, les ressemblances restent multiples.

4.1.2.1. Concept du postconditionnement :

Si le postconditionnement s’effectue avant d’atteindre les 1ésions 1étales de I’ischémie,
il sera capable comme le préconditionnement de prévenir les Iésions de reperfusion
(Figure 32) (31,146).

Ischaemia Reperfusion
o®® " " "l Ischaemic injury

A
Cell death Reperfusion salvage

Reperfusion injury

| P Time
Postconditioning

Figure 32 : Quantification lésionnelle (mort cellulaire) en cas d’ischémie, d’ischémie-
reperfusion, et apres postconditionnement. Aprés un événement ischémique prolongé, la
reperfusion interrompt le processus néfaste de 1’ischémie qui provoquerait la mort de toutes les
cellules (courbe pointillée). Cependant elle va engendrer des 1ésions supplémentaires de reperfusion
(courbe rouge) engendrant un surcroit de mort cellulaire par rapport a celle liée au seul processus
ischémique. Le postconditionnement ischémique effectué en fin d’ischémie (courbe noire pleine) va
prévenir la survenue des 1ésions de reperfusion (aire en orange). (Ovize ef al.) .

4.1.2.2. Durée de I’ischémie :

La durée de I’ischémie est un déterminant essentiel de la taille de 1’infarcissement.
Elle détermine également 1’efficacité du postconditionnement en termes de réduction de la
nécrose (146). En d’autres termes, plus la durée d’ischémie augmente, plus le
postconditionnement devient efficace en termes de réduction de la surface nécrosée par
rapport a 1’aire a risque. A I’inverse, si la durée de 1’ischémie devient plus courte, le méme
protocole de postconditionnement au niveau de la méme espece devient moins efficace,
allant jusqu’a avoir un effet délétére (Figure 33) lorsque la durée d’ischémie devient trop
courte .
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Figure 33 : Efficacité du postconditionnement selon la durée de I’ischémie. Lorsque I’ischémie ne
géneére pas un seuil 1ésionnel, le postconditionnement devient néfaste. A partir de ce seuil jusqu’au
niveau lésionnel irréversible, le postconditionnement ischémique est bénéfique. (Ovize et al.) (146).

4.1.2.3. Protocole de postconditionnement :

A la différence du préconditionnement, les cycles du postconditionnement doivent étre
courts, de 1I’ordre de la seconde.

L’algorithme du postconditionnement dépend d’au moins trois facteurs :
- la durée entre la fin de I’ischémie et le début du postconditionnement,

- le nombre de cycles ischémiques,

- la durée des périodes de reperfusion lors du postconditionnement.

Les différents travaux effectués sur différentes espéces montrent que le
postconditionnement doit étre initi€ dans les plus brefs délais; [Deffet du
postconditionnement est perdu s’il est débuté quelques minutes apres la fin de I’ischémie
(146). 11 semblerait également qu’il existe des différences selon les espéces. Les especes
de petites tailles seraient moins protégées par le postconditionnement que celles de
grandes tailles (Vinten-Johansen ef al.) (194).

4.1.2.4. Mécanismes du postconditionnement :
Comme pour le préconditionnement, les mécanismes du postconditionnement ont été

longuement étudiés, et différents algorithmes ont été proposés
{VintenJohansen:2005gu} { vanVuuren:2008wj } { Cour:2011ds} {Ovize:2010fw}.

La figure 34 propose un schéma simplifi¢ du mécanisme du postconditionnement (146).
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Figure 34 : Schéma simplifié proposé pour le mécanisme du postconditionnement ischémique.
Les récepteurs aux opioides, a la bradykinine et a ’adénosine, ainsi qu’a I’'IGF, le TNF-a, I’IL-6,
I’ANP, et le BNP, transmettent des messages vers le cytosol a travers différentes voies de signalisation
pour atteindre les mitochondries et ouvrir les canaux mitochondriaux K'-ATP dépendants (mK-ATP)
et fermer les pores de transition de perméabilité mitochondriaux (mPTP). (Ovize et al.) (146).

Des inducteurs récepteurs-dépendants ont ¢été proposés comme [’adénosine, la
bradykinine, et les opioides. D’autres inducteurs récepteurs-indépendants ont ¢été
également proposés comme les ROS, le monoxyde d’azote (NO) et I’acidose.

Plusieurs médiateurs intra-cellulaires pour la traduction des signaux ont été incriminés.

- La voie RISK (Reperfusion Injury Salvage Kinase): activée par les inducteurs
récepteurs-dépendants, elle utiliserait la Phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase) et
I’Extracellular Regulated Kinases 1 et 2 (ERK1/2) pour transmettre les signaux intra-
cellulaires, et inhiber le mPTP via le NO et le Glycogen Synthase Kinase-38 (GSK38).

- La voie SAFE (Survivor Activating Factor Enhancement) : c’est une voie alternative a la
voie RISK. Activée par le TNF-a, elle utiliserait la JAK kinase pour phosphoryler le
facteur de transcription STAT3.

- La Sphingosine Kinase (SPhK) : Elle génére la Sphingosine-1 Phosphate (S1P), régule la
mitose cellulaire, I’apoptose, le réarrangement du cytosquelette, et la survie cellulaire. Elle
pourra étre stimulée par le TNF-a, et pourra rejoindre la voie RISK.

- Les Protéines Kinases C (PKC) et G (PKG) : elles recoivent les signaux des récepteurs
couplés avec les protéines Gi, la Tyrosine Kinase (TK) et les Mitogen-Activated Protein
Kinases (MAPK), ainsi que la Phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase).
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Des effecteurs sont a la fin de la chaine du postconditionnement, les plus importants étant
les canaux mitochondriaux K'-ATP dépendants (mK-ATP) et les pores de transition de
perméabilité mitochondriaux (mPTP).

Nous nous attardons sur la mitochondrie, effecteur final et commun aux différentes voies de
signalisation :

o Les canaux mitochondriaux K -ATP dépendants (mK-ATP) :

Les canaux mK-ATP sont incriminés dans le phénoméne de protection, vu que leur
inhibition (par le glibenclamide et le 5-hydroxydécanoate) a ¢éliminé les effets bénéfiques du
postconditionnement .

o Les pores de transition de perméabilité mitochondriaux (mPTP)

Le mPTP a été plus largement étudi¢ dans le postconditionnement. A part les
différentes voies de signalisation amenant a la fermeture de ce pore et ainsi protégeant les
cellules de I’apoptose, la relation entre les ROS et le mPTP est trés importante et mérite d’étre
soulignée. Le traitement avec le N-acétyl-cystéine, un anti-oxydant, durant les trois premiéres
minutes de la reperfusion abolit les effets bénéfiques du postconditionnement, alors qu’au-
dela de ces trois minutes le postconditionnement reste bénéfique. Ceci témoigne de
I’importance de la génération initiale de ROS dans le mécanisme de protection, probablement
en activant le mK-ATP et la PKC. Il a été proposé que ’activation de la PKCe pourrait ouvrir
les canaux mK-ATP, provoquant ainsi I’augmentation de la formation du peroxyde d’oxygeéne
(H20,) mitochondrial, pouvant éventuellement fermer les mPTP.

Cour et al. (141), ont montré par le biais de la microscopie électronique que le
postconditionnement, de la méme manicre que le préconditionnement, préserve la structure
architecturale mitochondriale. Dans ce cas, les mitochondries restent identiques aux
mitochondries shams, sans signes d’cedéme, de dépdts calcaires, ou de rupture de la
membrane externe (voir figure 24).

4.1.3. Perconditionnement ischémique

Le perconditionnement ischémique consiste a pratiquer au cours d’un éveénement
ischémique, une série de bréves périodes d’ischémie suivies de breéves périodes de reperfusion
avant de permettre une reperfusion finale. En pratique, le perconditionnement ne peut se
pratiquer qu’a distance.

Schmidt et al. (195), ont été les premiers a montrer en 2007 que le perconditionnement
ischémique sur une patte de porc a permis de protéger le myocarde suite a une agression
ischémique.

Récemment, Botker ef al. (196), ont démontré lors d’une étude clinique contrdlée et
randomisée, que le perconditionnement d’un bras lors d’un infarctus aigu du myocarde,
effectué lors du transfert vers une structure de soin, protége le myocarde des effets déléteres
de I’ischémie/reperfusion (amélioration de la perfusion myocardique évaluée par caméra a
émission de positons).
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4.1.3.4. Préconditionnement ischémique versus postconditionnement ischémique

La principale différence entre le préconditionnement et le postconditionnement reste
bien évidemment le moment de la pratique du conditionnement ischémique par rapport a la
survenue de 1’ischémie. Egalement, les cycles de postconditionnement sont plus courts
(quantifiés en secondes), a la différence des cycles de préconditionnement qui sont plus longs
(quantifiés en minutes).

Les similitudes entre ces types de conditionnement sont multiples. En termes de
protection, Zhao et al. (187) ont été¢ les premiers a comparer lors d’une méme étude le
préconditionnement et le postconditionnement. Ils ont découvert des résultats similaires en
termes de protection myocardique (taille d’infarcissement, accumulation leucocytaire locale,
fonction endothéliale, peroxidation lipidique, et production locale de ROS). En termes de
mécanismes intracellulaires, Vinten-Johansen et al. (197) et Crisostomo et al. (198), ont
trouvé de multiples similitudes au niveau des inducteurs, des médiateurs, et des effecteurs. La
figure 35 présente un schéma simplifi¢ des différentes similitudes (194).
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Figure 35 : Schéma simplifié proposé pour montrer les similitudes entre les mécanismes du pré
et du postconditionnement ischémique, avec la différence des moments d’intervention des
inducteurs et des médiateurs, et la similitude des effecteurs pour aboutir a la protection.

GPCR : G Protein-Coupled Receptors. A : récepteurs de 1’adénosine. PAR2 : Protease-Activated
Receptor 2. O, : anion superoxyde. PMN : Polymorphonucléaires. (Vinten-Johansen ef al.) (194).
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4.2. Conditionnement pharmacologique

Par analogie avec le conditionnement ischémique, le conditionnement
pharmacologique consiste en 1’administration d’une molécule protectrice avant
(préconditionnement pharmacologique) ou apres (postconditionnement pharmacologique) un
événement ischémique prolongé. Il a été mis en évidence initialement avec les ligands des
récepteurs liés aux protéines G comme 1’adénosine (199) et la bradykinine (200). Nous allons
développer plus particulierement le conditionnement pharmacologique par cyclosporine qui a
fait 1’objet de cette thése et nous allons ¢également aborder le conditionnement
pharmacologique par les agents anesthésiques halogénés.

En effet, dans le contexte périopératoire, de nombreux médicaments de I’anesthésie
possedent des propriétés de pré et de postconditionnement myocardique. Ceci est vrai pour les
agents anesthésiques halogénés ainsi que pour les morphinomimétiques. Par contre, d’autres
médicaments tels que la kétamine (201), le thiopental (202) ou les béta-bloquants (203)
bloquent, dans certaines circonstances, les conditionnement ischémique et pharmacologique.

4.2.1. Conditionnement pharmacologique par cyclosporine

4.2.1.1. Structure chimique de la cyclosporine

La cyclosporine A (ou ciclosporine A, les deux orthographes étant couramment
utilisées) est un polypeptide cyclique lipophile de onze acides aminés (Figure 36). Elle ne
comporte que des acides aminés dextrogyres, particularité rare dans le monde vivant. Elle a
initialement ¢été¢ isolée d’un champignon (7olypocladium inflatum gams) des plages de
Scandinavie dans le but d’isoler une nouvelle famille d’antibiotiques. Elle est dénuée de toute
activité antibactérienne mais son activité immunosuppressive a été décrite par Jean-Frangois
Borel en 1976.
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Figure 36 : Formule chimique de la cyclosporine

4.2.1.2. Effets pharmacologiques

La cible pharmacologique de la cyclosporine A est représentée par les cellules
immunocompétentes. Dans les lymphocytes T, la cyclosporine se lie préférentiellement a la
cyclophiline A cytosolique (la plus abondante des cyclophilines dans les cellules T). Le
complexe cyclosporine-cyclophiline A inhibe ensuite la calcineurine et inhibe la
déphosphorylation calcineurine-dépendante des facteurs de transcription NFAT (Nuclear
factor of activated T-cells (facteur nucléaire des lymphocytes T activés). Les NFAT
(notamment ceux de la classe c) ne sont alors plus capables d’effectuer leur translocation dans
le noyau et la cyclosporine s’oppose ainsi a 1’activation de la transcription des génes codant
pour I’'IL,, I'lly et CD40L (CD40 ligand)(14,17-19). Tous ces effets aboutissent a une
diminution de I’efficacité¢ des lymphocytes T effecteurs et donc des réactions immunitaires a
médiation cellulaire ainsi qu’a I’inhibition de la libération de lymphokines. La cyclosporine
stimule également la synthése de TGF-B (transforming growth factor B).
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Figure 37 : Mécanismes d’action des effets immunosuppresseurs la cyclosporine (CsA). D’aprés Rezzani.
(16,20). NF-AT : facteur nucléaire des lymphocytes T activés, NF-AT(12,16)p : forme phosphorylée du facteur
nucléaire des lymphocytes T activés, 11-2 : interleukine 2.

La cyclosporine est fortement métabolisée par le foie par le cytochrome P450-3A4 ce qui
explique en grande partie ses trés nombreuses interactions médicamenteuses. Son élimination
est essentiellement biliaire.

4.2.1.3. Effets cliniques

En clinique humaine, la cyclosporine est principalement utilisée pour induire une
immunosuppression apres transplantation d’organe (prévention du rejet de greffon et
traitement du rejet chez des patients initialement traités par d’autres immunosuppresseurs).
Elle est également prescrite dans le traitement préventif ou curatif de la maladie du greffon
contre I’hote apres greffe de moelle osseuse. Hormis le domaine de la transplantation, la
cyclosporine est également indiquée en dermatologie dans certaines formes graves de
psoriasis ou de dermatite atopique. En rhumatologie, elle est exceptionnellement indiquée
dans la polyarthrite rhumatoide et certaines maladies apparentées. Enfin, elle a ét¢ étudice
dans le traitement de certaines maladies auto-immunes tel que le syndrome de Stevens-
Johnson, la rectocolite hémorragique résistant aux corticoides et certaines uvéites.

4.2.1.4. Effets métaboliques

En se liant a la cyclophiline A, la cyclosporine peut diminuer la phosphorylation
oxydative et l’activit¢ du cycle de Krebs et ce de fagon dose-dépendante (21,22). Pour
certains auteurs, le role protecteur myocardique de la cyclosporine A administrée en
préconditionnement pourrait impliquer une diminution du couplage
phosphorylation/oxydation et donc permettre aux cardiomyocytes de tolérer la période
ischémique en diminuant les besoins énergétiques.
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4.2.1.5. Effets indésirables

Les effets indésirables de la cyclosporine sont connus de longue date mais ont été
essentiellement rapportés lors d’administrations prolongées dans le cadre d’un traitement
immunosuppresseur apres transplantation d’organe. Les mécanismes impliqués sont
essentiellement vasculaires avec une diminution de la biodisponibilit¢ du monoxyde d’azote,
une augmentation du stress oxydant endothélial (et notamment du 8 isoprostane) et une
augmentation de la sensibilité aux agents vasoconstricteurs comme I’endothéline 1 (16,24).
Les effets indésirables les plus fréquemment décrits sont la néphrotoxicité, la toxicité
neurologique (convulsions, PRES(7,23)), les troubles du rythme cardiaque, I’hyperplasie
gingivale et I’hypertrichose (14,26).

En revanche, les effets indésirables potentiels consécutifs a une administration aigué
telle que celle que nous avons pratiquée n’ont été rapportés que treés rarement. Gill ef al. ont
utilisé le rapport NAG/créatinine comme marqueur spécifique d’atteinte tubulaire rénale dans
un modele porcin d’asphyxie néonatale. De faibles doses de cyclosporine amélioraient la
perfusion rénale et n’entrainaient pas d’ascension du rapport NAG/créatinine. Par contre, une
dose de 25mg/kg provoquait une augmentation significative de ce marqueur d’atteinte
tubulaire, suggérant qu’il puisse exister une toxicité tubulaire aigu€ en cas d’administration de
doses tres ¢levées. Cibulskyte et al. (139,204) ont étudié le profil pharmacocinétique ainsi que
les effets sur la vascularisation rénale de plusieurs doses de cyclosporine par voie
intraveineuse chez le porc (3, 6 et 9 mg/kg). Le débit de filtration glomérulaire ainsi que le
débit sanguin rénal (évalué par IRM) restaient inchangés méme apres la dose la plus forte.

On peut néanmoins redouter les réactions anaphylactiques et d’histaminolibération
non spécifique lors d’une administration intraveineuse rapide de cyclosporine (205,206). Ce
mode d’administration rapide (10 min) est probablement pourvoyeur de plus d’hypertension
artérielle, de plus de vasoconstriction rénale et d’anomalies plus séveres de 1’angiogramme
rénal par rapport a une administration lente sur 4 heures, ce qui explique probablement les
recommandations de la monographie Vidal (207,208).

Des analogues synthétiques de la cyclosporine ont été¢ développés comme le Debio-
025 ou alisporivir et la N-methyl-4-isoleucine cyclosporine (NIM811). Certains possedent
une plus grande affinit¢ pour la Cyp-D (209,210) et d’autres sont dépourvus de site de
fixation a la cyclophiline A cytosolique, ce qui empéche 1’effet immunosuppresseur. Enfin,
ces analogues synthétiques de la cyclosporine seraient dénués de néphrotoxicité (211,212).

4.2.1.6. Conditionnement pharmacologique

» Effets sur la chaine respiratoire mitochondriale et I’apoptose

L’émulsion lipidique du crémophor EL qui sert d’excipient a la formulation
intraveineuse de la cyclosporine (Sandimmun®) peut, a forte concentration, exercer un effet
dépresseur sur le complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale sans modifier le
couplage phosphorylation/oxydation (9,213).
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» Effets sur le stress oxydant

Les données concernant le stress oxydant sous traitement par cyclosporine sont
disparates et contradictoires. Plusieurs facteurs confondants (ischémie-reperfusion liée a la
transplantation d’organe, autres immunosuppresseurs associés) viennent également rendre
I’interprétation des résultats difficile. Néanmoins, en administration chronique, il semble que
la cyclosporine diminue I’activité de la glutathion peroxydase (enzyme antioxydante) mais
diminue ¢également le stress oxydant plasmatique, comme cela semble attesté par une
diminution du malonyldialdéhyde (MDA)(214,215). Globalement, 1’administration chronique
de cyclosporine A semble augmenter le stress oxydant et 1’administration d’antioxydants
permet de réduire de facon significative une grande partie des effets indésirables rénaux,
hépatiques et cardiaques (16,216). Lors d’une administration ponctuelle unique, les effets de
la cyclosporine sur le stress oxydant, ne sont que trés peu décrits mais des cellules
mésangiales humaines en culture, exposées a une concentration de 10"M de cyclosporine
produisent de fortes quantités de peroxyde d’hydrogéne (217,218).
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Figure 38 : Production de peroxyde d’hydogéne (H,O,) par des cellules mésangiales humaines exposées a
des concentrations croissantes de cyclosporine pendant 15min a 37°C. Résultats exprimés en pourcentage par
rapport a des cellules contrdle exposées a de 1’éthanol a 0,01%. D’aprées Perez ef al. (218,219).

4.2.1.7. Implication du pore de transition mitochondrial (mPTP)

Comme le mPTP constitue un effecteur trés distal de la chaine de protection, le cibler
spécifiquement représente théoriquement une piste thérapeutique prometteuse puisque treés en
aval de tous les mécanismes protecteurs connus jusqu’alors. Il permet de fait de « court-
circuiter » les voies de protection RISK et SAFE habituellement mises en jeu dans les
mécanismes de pré- et de postconditionnement ischémiques. Dans un mod¢le d’infarctus du
myocarde chez le lapin, Argaud ef al. ont effet mis en perspective I’inhibition de 1’ouverture
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du pore de transition mitochondrial (résistant & une charge calcique trés importante) et la
diminution des 1ésions cellulaires apoptotique ou nécrotique (220,221).
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Figure 39 : Formation du pore de transition mitochondrial au cours de I’ischémie-reperfusion et effets de
la cyclosporine. OMM : membrane mitochondriale externe, IMS : espace intermembranaire, IMM : membrane
mitochondriale interne, ANT : adénine nucléotide translocator. D’aprés Gill et al. (222,223)

4.2.2. Conditionnement pharmacologique par les agents anesthésiques halogénés

Dés 1997, Kersten et al. (224) ont démontré que 1’isoflurane administré a la posologie
de 1 MAC (concentration alvéolaire minimale) réduisait la nécrose myocardique dans le cceur
du chien soumis a une interruption du flux de une heure dans I’artére interventriculaire
antérieure et ceci de fagon équivalente a la protection conférée par le préconditionnement
ischémique. Des effets protecteurs similaires ont également été mis en évidence avec le
desflurane (225), le sévoflurane (226), le xénon et I’hélium (227). La protection myocardique
conférée par le conditionnement pharmacologique halogéné s’applique que 1’agent soit
administré avant ou aprés le stimulus ischémique prolongé, réalisant alors un pré et un
postconditionnement pharmacologiques.

Les mécanismes du postconditionnement pharmacologique par les halogénés partagent
beaucoup de similarités avec les voies de signalisation empruntées par le pré et le
postconditionnement ischémiques (228). Ainsi, 1’activation de la PI3 kinase intervient a la
fois dans le pré et le postconditionnement pharmacologique par isoflurane, empruntant ainsi la
voie RISK décrite initialement dans le postconditionnement ischémique. Les canaux
potassiques mitochondriaux sensibles a ’ATP (mKatp) sont également impliqués dans le
postconditionnement ~ pharmacologique par  sévoflurane (229). Administré en
postconditionnement a une MAC, I’isoflurane phosphoryle et donc inactive GSK-3B en
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empruntant la voie de la PI3 kinase (230) mais cette phosphorylation de peut également
intervenir de fagon directe (231). Enfin, administré sur des cardiomyocytes en culture,
I’isoflurane active des voies anti-apoptotiques et inhibe les voies pro-apoptotiques de la méme
facon que le préconditionnement ischémique (232).
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Figure 40 : Voies empruntées par le conditionnement pharmacologique par les agents
anesthésiques halogénés (volatile anesthetics) L’activation et 1’inhibition sont représentées respectivement par
les sigles | et L. D’aprés Pagel ef al. (228).

Postconditionnement ischémique et pharmacologique partagent ¢galement un certain
nombre de contraintes. Ainsi, comme pour le postconditionnement ischémique, le
postconditionnement pharmacologique par isoflurane nécessite un timing trés précis pour étre
efficace. En effet, ’administration par inhalation doit étre débutée quelques minutes avant la
fin de I’ischémie pour que des concentrations plasmatiques suffisantes soient atteintes au
moment de la reperfusion (233).
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En résume,

L’ischémie musculaire squelettique va provoquer des lésions locales irréversibles dont
l’importance dépend du temps écoulé avant la reperfusion. La reperfusion, effectuée avant
d’atteindre les lésions irréversibles, va limiter les lésions irréversibles du territoire de
l’ischémie, mais va elle-méme provoquer des lésions supplémentaires qui restent moins
importantes au cas ou elle n’a pas eu lieu. Ces lésions possedent des mécanismes cellulaires
complexes, impliquant la production de ROS et [’atteinte mitochondriale.

L’ischémie et la reperfusion musculaire squelettique provoquent également des lésions a
distance par le biais d’une réaction inflammatoire systemique médiées par les cytokines
inflammatoires et les leucocytes activés. Les poumons et les reins sont des sites privilégiés de
ces lésions. Les reins subissent des lésions supplémentaires dues a la rhabdomyolyse. Le role
de la mitochondrie dans le mécanisme de ces lésions reste méconnu.

Le conditionnement ischémique, local ou a distance, avant ou apres l’évenement ischémique
est capable de prévenir les lésions de [’ischémie et de la reperfusion par signalisation
intracellulaire qui atteignent la mitochondrie pour la préserver en ouvrant les canaux mK-
ATP et en fermant les mPTP. La cyclosporine et les agents anesthésiques halogénés sont a
méme de fournir un conditionnement pharmacologique dont les voies de transduction sont
proches de celles empruntées par les conditionnements ischémiques.
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5. DEUX CIRCONSTANCES DANS LESQUELLES LES
CONDITIONNEMENTS PHARMACOLOGIQUE ET
ISCHEMIQUE SONT MOINS EFFICACES: LE DIABETE ET

L’AGE AVANCE

5.1. Diabéte

Le patient diabétique soumis a un stress d’IR (myocardique ou musculaire) est exposé
a une morbidité et a une mortalité cardiovasculaires plus élevées (234-236) que chez le patient
non diabétique. Ceci s’explique d’une part du fait des comorbidités qui associent plusieurs
facteurs de risque cardiovasculaires et d’autre part du fait de lésions myocardiques plus
séveres apres ischémie-reperfusion (237).

Concernant I’ischémie musculaire des membres inférieurs, la prévalence de 1’artériopathie
oblitérante des membres inférieurs est augmentée d’un facteur 2 a 4 (236) et le risque
d’amputation est 40 fois plus important chez le patient diabétique (238). Non seulement la
fréquence des complications augmente mais les formes cliniques sont également plus séveres
avec plus d’occlusions de localisation sous-poplitée, plus de calcifications et un lit d’aval de
moindre qualité avec moins de collatéralité (239).

5.1.1. Modifications structurelles apres induction d’un diabéte de type 1 chez le

rat

5.1.1.1. Modéles expérimentaux de diabéte

Les mode¢les animaux de diabéte sont nombreux et peuvent concerner tout aussi bien
le diabete de type 1 que de type 2 (240). Nous avons choisi I’étude du diabete de type 1 induit
par une forte dose unique de streptozotocine. La streptozotocine, produite par Streptomyces
achromogenes est une nitrosourée douée de propriétés antibiotiques et antinéoplasique. La
streptozotocine s’accumule dans les cellules pancréatiques B via le transporteur du glucose
GLUT?2 et y exerce ses actions toxiques (alkylation et fragmentation de I’ADN, modification
des macromolécules) qui conduisent a la destruction des cellules B (241). Ceci aboutit a
I’apparition en quelques jours d’un diabéte insulinoprive avec des modifications
morphologiques et métaboliques que nous avons, comme d’autres, bien caractérisées.
L’hyperglycémie n’est pas le seul effet attendu de la destruction des cellules B. En effet,
I’insuline, hormone anabolisante par excellence, intervient dans de nombreuses voies
métaboliques (glycogénogénese, métabolisme lipidique, synthése protéique, croissance,
contractilité myocardique, régulation de 1’apoptose...) Son action de transport du glucose fait
en outre intervenir les voies RISK par I’intermédiaire de la PI3 kinase et de Akt. En situation
d’insulinopénie, PI3-K et Akt sont moins phosphorylées, ce qui aboutit a une moindre
inhibition de GSK-3B (242). Ainsi, I’expression et 1’activit¢ de GSK-3B (qui facilite
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I’ouverture du mPTP) sont-elles deux fois plus importantes chez le rat diabétique que chez le
rat sain (243).

La streptozotocine est préférée a 1’alloxan pour provoquer un diabéte de type 1 car sa durée
d’action plus longue provoque une hyperglycémie plus durable, des complications
métaboliques mieux reproductibles et moins de déces par cétose.

Comme d’autres auteurs (244), nous avons observé des modifications morphologiques
(histologiques) et fonctionnelles (altération de la respiration mitochondriale, majoration du
stress oxydant) trés marquées dans les muscles gastrocnémiens chez nos animaux diabétiques.
Elles sont probablement liées aux conséquences de 1’hyperglycémie chronique mais nous ne
pouvons pas ¢€liminer une action toxique directe de la streptozotocine sur les fibres
musculaires striées squelettiques (245,246). L’extrapolation de nos résultats a d’autres
modeles animaux et, a fortiori, aux patients atteints de diabéte de type 1 doit donc étre
extrémement prudente.

5.1.1.2. Diabéte et stress oxydant

Les sources potentielles de production de radicaux libres chez 1’animal diabétique sont
nombreuses (247). Elles incluent a des degrés divers 1’auto-oxydation du glucose et la
formation de produits de glycation avancée, des sources enzymatiques cytosoliques (NO
synthase (248), xanthine oxydase et NADPH oxydase (249)) et enfin les complexes de la
chaine respiratoire mitochondriale. En effet, le complexe I et surtout le complexe III (qui subit
un défaut d’assemblage au début de la maladie diabétique chez le rat (250) représentent des
sources majeures de production de radicaux libres (dont 1’anion superoxyde).

Le stress oxydant est un ¢lément clef de la physiopathologie des complications diabétiques.
On sait en effet depuis les travaux de Nishikawa et al. (251) que I’hyperproduction
mitochondriale d’anion superoxyde intervient dans les 4 principales voies moléculaires
impliquées dans la physiopathologie des complications du diabéte.

@ Activation de la protéine kinase C (PKC) via la synthése accrue de diacylglycérol (DAG).

La stimulation de la PKC va induire des dégats vasculaires avec une augmentation de la
perméabilité microvasculaire, une dérégulation de la voie du NO, une augmentation de
I’adhésion leucocytaire et, in fine, une atteinte du débit sanguin (252).

@Augmentation du flux dans la voie des hexosamines. Par D’effet combiné de
I’hyperglycémie et de ’augmentation de I’anion superoxyde qui inhibe la glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase, une proportion importante du glucose circulant est dévié vers la
voie des hexosamines dont le métabolite final est le UDP-N-acetylglucosamine (UDP-Glc-
NAC). Celui-ci provoque la glycosylation d’un grand nombre de facteurs de transcriptions et
modifie notamment 1I’expression de l'inhibiteur de I'activateur du plasminogene 1 (PAI-1).

®Augmentation du flux dans la voie des polyols. Celle-ci aboutit a 1’augmentation de la
conversion du glucose en sorbitol avec diminution simultanée du glutathion et de la
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH). Il résulte de la baisse de ces
antioxydants majeurs et de 1’augmentation de synthése d’anion superoxyde une augmentation
significative du niveau du stress oxydant.

@ Augmentation des produits de glycation avancée (AGE). Les AGE sont dérivés de 1’auto-
oxydation du glucose en glyoxal et méthylglyoxal. Ils interférent avec les protéines
intracellulaires (récepteurs, facteurs de transcription) en modifiant leurs fonctions. Ceci

91



aboutit d’une part & une augmentation du stress oxydant cellulaire et d’autre part a une
modification de D’expression génique, favorisant les mécanismes d’apoptose. Les AGE
pourraient aussi largement contribuer a la dysfonction mitochondriale observée au cours du
diabete (253).
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Figure 41 : Stress oxydant induit par I’hyperglycémie et mise en jeu des 4 voies métaboliques participant
aux complications du diabéte. D’aprés Rolo et al. (254)

L’augmentation du flux des donneurs d’électrons (NADH, et FADH;) provoquée par
I’hyperglycémie accélére le flux d’¢lectrons au sein de la chaine respiratoire mitochondriale.
Ceci provoque I’hyperpolarisation de la mitochondrie et une inhibition partielle du transport
d’¢lectrons au niveau du complexe III de la chaine respiratoire mitochondriale. Il en résulte
une accumulation d’électrons au niveau du coenzyme Q dont la forme semiquinone réagit
avec I’oxygene pour former 1’anion superoxyde (254). De plus, ’assemblage des sous-unités
du complexe III de la chaine respiratoire mitochondriale est défaillant au cours du diabéte
(250).

La mise en évidence d’une augmentation du stress oxydant systémique et tissulaire n’a
pas €té retrouvée par toutes les équipes, certaines ayant observé un stress oxydant inchangé
voire moindre. Il semble néanmoins intéressant de réfléchir comme Herlein ef al. a la quantité
de radicaux libres produits par molécule d’oxygene consommée (255). En effet, dans le
muscle squelettique de rats traités par streptozotocine, Herlein et al. observent une diminution
a la fois de la respiration mitochondriale et du stress oxydant. Cependant, comme la
respiration mitochondriale est plus abaissée que ne 1’est la production de radicaux libres, la
production radicalaire ramenée a la respiration mitochondriale est en fait augmentée en
proportion. C’est donc cette méthodologie que nous avons retenue pour interpréter les
modifications du stress oxydant chez nos animaux diabétiques.
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5.1.1.3. Diabéte et dysfonction mitochondriale

La dysfonction mitochondriale est intimement liée a la pathologie diabétique. Chez
I’homme, Petersen et al. ont démontré qu’une diminution de la phosphorylation oxydative
mitochondriale apparait précocement dans les muscles de patients ayant des antécédents
familiaux de diabéte et ce avant méme 1’apparition des signes d’insulino-résistance (256). Des
mitochondries isolées a partir de cardiomyocytes d’animaux rendus diabétiques par injection
de streptozotocine ont une respiration mitochondriale réduite et une augmentation de la
sensibilit¢ du mPTP a la charge calcique (257). Méme s’il n’y a pas forcément de lien de
causalité, il existe un lien statistique fort entre le niveau d’hyperglycémie et 1’inhibition de la
respiration mitochondriale. Nous avons ainsi pu mettre en évidence une corrélation inverse
statistiquement significative entre la respiration mitochondriale basale (V) et la glycémie a
jeun chez nos rats diabétiques. Chez des patients atteints de diabete de type II, Mogensen et
al. ont également mis en évidence une relation statistiquement significative et une corrélation
inverse entre la respiration mitochondriale et la concentration d’HbAlc, témoin de
I’hyperglycémie chronique. L’atteinte mitochondriale du diabéte semble étre plus marquée
dans certains tissus avec une atteinte franche des complexes I, I et IV de la chaine
respiratoire mitochondriale dans le foie, le myocarde et le muscle strié squelettique (253). Le
pore de transition mitochondrial est également atteint avec un délai d’ouverture variable, une
plus grande sensibilité a 1’ouverture, du fait d’une oxydation plus importante de I’ANT (258),
et une augmentation de la réponse a I’ouverture (259). Néanmoins, cette ouverture plus
précoce du mPTP a une charge calcique croissante n’a pas été observée par tous les auteurs
(260).

La dysfonction mitochondriale dans le muscle stri¢ squelettique chez 1’animal
diabétique est en grande partie due au stress oxydant tissulaire local, mis en évidence par
Bonnard et al. par ’augmentation paralléle de la carbonylation des protéines musculaires
(261). Le stress oxydant majore le découplage mitochondrial et diminue 1’expression de
facteurs d’homéostasie mitochondriale (PGC-1a). La restitution de 1’euglycémie (par
injections d’insuline chez des souris rendues diabétiques par streptozotocine) ainsi qu’un
traitement antioxydant par NAC restaurent 1’intégrit¢ fonctionnelle des mitochondries
musculaires (261).

Une diminution de la respiration mitochondriale ainsi qu’une augmentation du stress oxydant
tissulaire ont également été¢ mis en évidence dans le myocarde (262) et le muscle squelettique
(263) humains chez des patients diabétiques.

5.1.2. Diabete et ischémie-reperfusion myocardique et musculaire squelettique

5.1.2.1. Données expérimentales

Apres induction d’un diabete de type 1, les effets de I’IR sur les muscles myocardique
et stri¢ squelettique suivent une évolution en deux phases. Dans un premier temps (1 a 2
semaines), les rats dont le diabéte est induit par streptozotocine semblent protégés avec une
diminution de la dysfonction contractile et des arythmies post-reperfusion (264,265). Ceci a
pu €tre mis en rapport avec une augmentation des défenses anti-oxydantes (protéines HSP90
et héme-oxygénase) liées a une augmentation de 1’osmolalité¢ plasmatique chez les animaux
dont I’hyperglycémie était la plus marquée (264). Aprés un délai de plusieurs semaines
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(variable selon les especes et les modeles de diabete), apparait ’effet inverse avec une
augmentation de la sensibilité des muscles étudiés aux lésions d’IR. En effet, dans un mode¢le
canin, la surface myocardique infarcie apres IR était linéairement corrélée a la glycémie, que
I’hyperglycémie soit induite par destruction des cellules B (3 semaines apres injection
d’alloxan et de streptozotocine) ou par perfusion intraveineuse de glucose (266).

5.1.1.2. Données cliniques

Les complications musculaires aprés IR chez le diabétique impliquent pour une large
part des anomalies vasculaires caractérisées par un tonus vasoconstricteur plus intense, un
stress oxydant et une inflammation endothéliale majorées (267)) mais ¢également des
anomalies du muscle stri¢ squelettique lui-méme. En effet, les études menées sur les muscles
de sujets diabétiques retrouvent une atrophie importante (244), une capillarisation réduite
ainsi qu’une réduction des enzymes du métabolisme oxydatif (268), impliquant la
mitochondrie au premier chef (256,261). Méme si le contrdle glycémique permet de limiter la
progression des Iésions microangiopathiques chez le patient diabétique, il ne réduit
malheureusement ni la mortalité ni la morbidité cardiovasculaires apres infarctus du myocarde
ou revascularisation des membres inférieurs (269,270).

5.1.3. Diabete et postconditionnement

Plusieurs semaines apreés injection de streptozotocine, le myocarde de 1’animal
diabétique n’est plus conditionnable, comme cela a ét¢ démontré par Kertsen et al. dans un
modele de chien rendu diabétique par injections de streptozotocine et d’alloxan (266).

Les raisons invoquées sont diverses mais semblent principalement en rapport avec
I’augmentation du stress oxydant et I’inefficacit¢ de la voie RISK chez les animaux
diabétiques.

5.1.3.1. Augmentation du stress oxydant systémique et local

Dans le cadre du diabete, le stress oxydant musculaire est majoré (255) et joue tres
probablement un role majeur dans I’induction des Iésions de reperfusion apres ischémie
musculaire prolongée.

5.1.3.2. Inefficacité de la voie RISK chez les animaux diabétiques.

Il a été¢ démontré par Gross ef al. que I’expression de la protéine STAT-3 (qui intervient
dans la voie SAFE) est réduite chez des souris diabétiques (271). D’autre part, nous avons
déja évoqué le fait que I’expression et I’activité de GSK-3f (qui facilite I’ouverture du mPTP)
sont deux fois plus importantes chez le rat diabétique que chez le rat sain (243). Dans deux
modeles murins de diabéte (type 1 et type 2) Przyklenk ef al. ont démontré que le
postconditionnement ischémique (3 cycles d’IR) ne permettait pas de réduire les Iésions
nécrotiques et apoptotiques liées a I’IR myocardique et ceci était 1i€ a une absence de
phosphorylation des kinases Akt, ERK1/2, P70S6 et GSK-38 (272). Les auteurs mettaient
également en ¢évidence une augmentation des Iésions nécrotiques lorsque le
postconditionnement ischémique était plus intense (6 cycles d’IR). En revanche, la restitution
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de I’euglycémie grace a une greffe d’ilots de Langerhans restaurait les effets bénéfiques du
postconditionnement.

En TI’absence de diabéte, [I’hyperglycémie seule abolit 1’effet protecteur du
préconditionnement ischémique (273) ainsi que celui du conditionnement pharmacologique
par isoflurane (274). Les effets positifs du postconditionnement pharmacologique par
érythropoiétine (EPO) observés chez les animaux sains disparaissent lorsqu’on propose ce
méme postconditionnement chez des rats diabétiques de type 1 (275). Chez les animaux sains
et chez des rats atteints de syndrome d’insulino-résistance (high fat-diet), ’EPO augmentait la
phosphorylation des kinases Akt et ERK1/2 ainsi que la phosphorylation de leur cible (GSK-
3B). Chez les rats dont le diabete était induit par streptozotocine, I’EPO ne conférait aucune
protection et n’augmentait pas la phosphorylation des kinases Akt, ERK1/2 ni celle de GSK-
3B. L’administration d’un inhibiteur direct de GSK-3p (SB216763) restaurait la protection
myocardique. Il semble en effet que la chaine de protection en aval de GSK-3 soit encore
fonctionnelle et que 1’inhibition pharmacologique directe de GSK-3P puisse restaurer ’effet
protecteur du pré- et du postconditionnement (276).

Preconditioning Postconditioning

| J

Growth factors
G-protein-coupled receptor

PDKI JAK2
STAT3 ——
N
PI3K

Akt —Y  sp-Akt}| DM

GSK-3B > p-GSK3p | —

mPTP’s

opening — Cell death

Figure 42 : Principales voies de signalisation empruntées par le préconditionnement et le
postconditionnement pour limiter les Iésions myocardiques d’IR. Les effets inhibiteurs du diabéte (DM) sont
également représentés en rouge. D’aprés Yin et al. (242).
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5.2. Age avancé

Nos sociétés occidentales modernes sont confrontées a un vieillissement de la population
générale (277). Ces patients agés, souffrant de pathologies multiples, polymédicamentés, sont
opérés d’interventions chirurgicales complexes pour lesquelles 1’age ne constitue souvent plus un
critere d’exclusion. Il est actuellement chose courante que des octogénaires soient opérés de
chirurgie vasculaire majeure nécessitant des clampages proximaux ou d’interventions
orthopédiques lourdes requérant la mise en place d’un garrot sur le segment proximal du membre
opére (278).

Ces deux types d’intervention génerent des Iésions d’IR musculaires qui, si elles sont
habituellement bien tolérées chez le sujet jeune, peuvent avoir des conséquences locales et
systémiques plus séveres chez les patients agés. En effet, les fibres musculaires des sujets agés
sont moins résistantes aux stress mécanique ou ischémique et douées de propriétés de
régénération moindres . La sarcopénie associée au grand age est I'une des raisons qui expliquent
cette susceptibilité accrue aux agressions . Pourraient également étre impliquées les comorbidités
qui accompagnent naturellement le processus du vieillissement telles que [’hypertension
artérielle (279). Ainsi I’augmentation de la pulsatilité artérielle et la diminution de la réaction
d’hyperhémie apres occlusion artérielle (280) participeraient également a 1’augmentation de la
susceptibilit¢ du muscle squelettique aux agressions de tout ordre chez le sujet agé. Ces raisons
locales, musculaires s’ajoutent aux modifications structurelles, étendues a tous les organes et
associées au grand age.

5.2.1. Modifications structurelles li¢es a I’age

De nombreuses modifications fonctionnelles, métaboliques et anatomiques expliquent
une sensibilité accrue des sujets agés aux conséquences de 1’ischémie-reperfusion musculaire.
Il a ét¢ montré que de nombreux mécanismes de protection endogéne sont moins opérants
(diminution de I’expression des protéines de choc, diminution des molécules anti-oxydantes
ainsi que des médiateurs des voies RISK et SAFE). D’autre part, les dommages infligés a
I’ADN nucléaire s’accumulent, provoquant avec le temps de nombreuses mutations
ponctuelles ainsi que le raccourcissement des sarcomeres. Les protéines de la chaine
respiratoire mitochondriale sont également affectées par ces mutations qui se manifestent au
niveau phénotypique par une réduction de la fission mitochondriale, une augmentation du
découplage mitochondrial et une augmentation de la synthése de ROS dont le peroxyde
d’hydrogene. L’augmentation de 1’activité de la NADPH oxydase et la diminution du
glutathion réduit participent également a I’augmentation du stress oxydant chez le sujet agé.
L°’ADN mitochondrial n’étant pas protégé par des histones, il est particulierement sensible
aux effets déléteres des radicaux libres produits localement. A I’inverse de I’ADN nucléaire
qui contient de nombreuses séquences non codantes, tout I’ADN mitochondrial est exprimé,
expliquant que chaque atteinte du génome mitochondrial est susceptible de se manifester par
une traduction patente sur le plan phénotypique.

Sur le plan métabolique, le métabolisme se fait préférentiellement a partir des hydrates
de carbone plutdt qu’a partir des acides gras libres et les protéines subissent de nombreuses
modifications post-translationnelles (glycation, oxydation).

Sur le plan anatomique, la sarcopénie est rencontrée de fagon constante et associe a la fois une

diminution du nombre et de la taille des fibres. Cette perte concerne essentiellement les fibres
de type II .
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MATERIEL ET METHODES
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1. MODELES UTILISES DURANT CETTE THESE

L’ensemble des expérimentations animales de cette étude a été réalisé¢ selon les
recommandations en recherche animale en vigueur et aprés obtention des autorisations du
comité¢ d’éthique en recherche animale de 1’Universit¢ de Strasbourg (CREMEAS n°
AL/02/10/06/2009)

1.1. Animaux

1.1.1. Animaux jeunes et sains

Des rats Wistar males (250-350 g) ont été utilisés pour I’étude du postconditionnement
pharmacologique par cyclosporine dans 1’étude 1.

1.1.2. Animaux diabétiques

Nous avons induit un diabéte de type 1 chez des rats males Wistar par injection
intraveineuse de  65mg/kg de streptozotocine. La streptozotocine, produite par
Streptomyces achromogenes est une nitrosourée douée de propriétés antibiotiques et
antinéoplasique. La streptozotocine s’accumule dans les cellules pancréatiques B via le
transporteur du glucose GLUT2 et y exerce ses actions toxiques (alkylation et
fragmentation de 1’ADN, modification des macromolécules) qui conduisent a la
destruction des cellules 3 (195,204,241). Ceci aboutit a I’apparition en quelques jours d’un
diabete insulinoprive. L’état diabétique était confirmé chez nos animaux lorsque la
glycémie veineuse a la bandelette était supérieure a 16,7mmol/L (3g/L). Trente jours apres
induction du diabéte, nous avons réalisé une épreuve d’hyperglycémie provoquée par voie
orale (2g de glucose par kg de poids corporel administré en gavage aprés un jetine de 12
heures) chez 28 animaux traités par streptozotocine et 12 animaux injectés de sérum
physiologique. La glycémie était ensuite déterminée par bandelette sur un prélévement
veineux a la queue 20, 40, 60, 120 and 180 min aprés gavage. Pour confirmer que nos
animaux ¢étaient porteurs des stigmates métaboliques du diabéte de type 1, nous les avons
ensuite placés 24h dans des cages métaboliques afin de quantifier les ingesta et la diurese.
Enfin, nous avons mesuré la pression artérielle de fagon non invasive a la queue. Les cages
métaboliques et les mesures de pression artérielle ont été réalisées de fagon concomitante
chez 28 animaux injectés de streptozotocine et 12 animaux injectés de sérum
physiologique.

1.1.3. Animaux sénescents

Pour ¢étudier les effets du vieillissement sur les effets protecteurs de la cyclosporine en
situation d’IR des membres inférieurs, nous avons utilisé 16 rats males Wistar agés de 71 a 73
semaines soit environ 18 mois et correspondant a un age humain de 65 a 75 ans(281). Les
caractéristiques morphologiques les plus notables étaient un surpoids important avec un poids
moyen de 822+18g.
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Tous les animaux ont été ¢levés dans un environnement thermique neutre (22+2°C), avec une
période lumineuse de 12 heures par jour. La nutrition et ’hydratation étaient en libres acces.

1.2. Protocole anesthésique

Les animaux ont ét¢é installés dans une cage d’induction hermétique ventilée avec un mélange
d’isoflurane a4 4% (AERRANE®, BAXTER S.A.S.) et d’oxygéne. Aprés induction
anesthésique, les animaux ont été placés sur des plaques chauffantes (MINERVE®, Esternay,
France) a 35°C. La ventilation spontanée était maintenue au travers d’un masque délivrant
I’oxygene a des concentrations variables d’isoflurane, choisies selon le temps opératoire (2%
lors des stimuli douloureux, et 1% lors des temps de latence). Le débit de gaz frais était
maintenu entre 1 et 2L/min. L’adéquation du niveau d’anesthésie était testée avant chaque
stimulus douloureux par la stimulation plantaire et la recherche d’un mouvement d’évitement
(« pedal reflex »(274)).

1.3. Techniques opératoires

1.3.1. Technique chirurgicale d’ischémie bilatérale des membres inferieurs par

clampage aortique sous-rénal

Apres réalisation d’une laparotomie médiane, le péritoine postérieur a été ouvert et le
paquet vasculaire cavo-aortique a ¢té identifié. L’aorte abdominale sous-rénale a été
disséquée et libérée de ses adhérences. Toutes les collatérales aortiques prenant naissance de
I’aorte entre les arteéres rénales et la bifurcation aortique ont été coagulées par une sonde
thermique (GEIGER®, thermal cautery unit) puis sectionnées, évitant ainsi une vascularisation
résiduelle des membres inférieures par collatéralité, trés développée chez le rat.

1.3.2. Technique chirurgicale d’ischémie unilatérale d’un membre inférieur par

application d’un garrot a la racine du membre

Dans le protocole des rats agés, nous avons réalisé une ischémie unilatérale de la patte
gauche par mise en place d’un garrot a la racine du membre sans dissection préalable des
plans cutané ou musculo-aponévrotique. Le garrot consistait en une boucle de fil chirurgical
et la tension était réalisée en imprimant au fil 20 tours de spires. Les temps d’ischémie et de
reperfusion étaient respectivement de 3 et 2 heures. Dans ce protocole et conformément a nos
observations préalables (282), la patte droite, non soumise au stress d’IR servait de patte
contrdle.
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Dans les deux modeles, 1’ischémie était authentifiée par 1’apparition d’une cyanose de la ou
des patte(s) ainsi que I’élévation de la lactatémie capillaire (Lacate Pro® LT1710; Arkray,
KGK, Japan) au-dela de 10mmol/L (283). Dans les deux protocoles également, la succession
des phases comprenait 3 heures d’ischémie et deux heures de reperfusion.

A la fin des expérimentations, les pattes postérieures des animaux étaient disséquées,
et un prélévement musculaire sur les muscles gastrocnémiens des deux pattes était pratiqué.
Pour 1’é¢tude des I¢€sions a distance de 1’ischémie-reperfusion, un prélévement cardiaque était
réalisé¢ aprés thoracotomie médiane. Les animaux étaient euthanasiés par le prélévement
cardiaque.

Une partie des prélévements était immédiatement immergée dans des solutions
adéquates (selon la nature du prélévement) a 4°C pour étre utilisée pour les études sur la
respiration mitochondriale. Une autre partie était congelée pour des études ultérieures
concernant différents types de mesures.

1.4. Protocole expérimental

1.4.1. Effets du postconditionnement pharmacologique par cyclosporine chez le

rat Wistar jeune et indemne de pathologie.

Pour cette premiere étude, nous avons constitué¢ trois groupes de rats Wistar jeunes et
indemnes de pathologie :

Les animaux du groupe Sham (n=8) ont subi 5h d’anesthésie générale et une laparotomie
médiane sans autre geste réalisé. La laparotomie a été soigneusement suturée pour limiter la
déshydratation.

Apres laparotomie médiane, les animaux du groupe IR (n=10) ont été exposés a un clampage
de I'aorte sous-rénale apres ligature de toutes les collatérales entre les artéres rénales et la
bifurcation aortique. A trois heures d’ischémie faisaient suite deux heures de reperfusion.

Les animaux du groupe IR+CsA (n=9) ont été exposés au méme protocole d’IR mais la
reperfusion était précédée de deux injections intrapéritonéales de 10mg/kg cyclosporine
(Sandimmun®, Novartis-Pharma SAS, Rueil-Malmaison, France) a 90 et 150 minutes
d’ischémie.

Comme les techniques de mesure de la capacité de rétention calcique et de la cyclosporinémie
nous sont devenues accessibles au cours de la theése, nous avons également inclus 18 rats
Shams supplémentaires : 7 ont été traités par cyclosporine et 11 n’ont eu aucun traitement.

1.4.2. Effets du postconditionnement pharmacologique par cyclosporine chez le

rat Wistar rendu diabétique par injection de streptozotocine

Dans le protocole diabéte, nous avons inclus 28 rats diabétiques randomisés en 8 rats
Controle (dCON), 10 rats IR (dIR) et 10 rats IR+CsA (dIR+CsA). Les modalités de
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réalisation de 1’ischémie et de la reperfusion ainsi que I’administration de cyclosporine étaient
strictement identiques a celles du protocole précédent. Nous avons également inclus 18 rats
non diabétiques répartis en 8 rats Control (nCON, n=8) et 10 rats IR (nIR, n=10). Il est a noter
que la dénomination des groupes non soumis a I’IR est Sham dans le premier protocole et
Control dans le deuxiéme, ceci pour se conformer aux recommandations aux auteurs des
revues dans lesquelles ces manuscrits sont soumis.

1.4.3. Effets du postconditionnement pharmacologique par cyclosporine chez le

rat Wistar agé

Dans ce dernier protocole, 16 rats agés ont été répartis en 2 rats Sham, 7 rats IR
soumis au garrotage de la patte gauche pendant 3 heures suivies de 2 heures de reperfusion et
7 rats IR+CsA. L’administration de cyclosporine était ici réalisée par voie intraveineuse (2 la
dose de 10mg/kg de Sandimmun®) et ceci 10 min avant la reperfusion.

Le protocole des rats agés se distingue donc des deux précédents a la fois par le modele
d’ischémie appliquée (garrot unilatéral vs. clampage aortique), le mode d’administration de la
cyclosporine (intraveineuse vs. intrapéritonéale) et le moment de 1’injection (juste avant la
reperfusion vs. au cours de I’ischémie).

2. TECHNIQUES

2.1. Protocole d’étude de la respiration mitochondriale

2.1.1. Solutions

Les solutions de pelage (S) et de respiration (R) utilisées reconstituent le contenu en
ions intracellulaire de la fibre musculaire. Les solutions S et R ont une base commune :
CaK,EGTA 2.77 mM, K,EGTA 7,23 mM (100 nM de Ca*" libre), MgCl, 6,56 mM (1 mM de
Mg2+ libre), imidazole 20 mM, taurine 20 mM, dithiothreitol 0,5 mM, K-sulfonate de méthane
50mM (160 mM de force ionique). Le pH des solutions a été ajusté a 7. La solution S contient
également : Na,ATP 5,7 mM et PCr 15 mM. La solution R contient quant a elle : 5 mM de
glutamate, 2 mM de malate, 3 mM de phosphate, a laquelle est ajouté 2 mg/ml d’albumine
bovin sérique (BSA).

Les mitochondries isolées nécessitent des tampons a pH ajusté a 7,4. Les tampons A
(d’homogénéisation) et B (de survie) possédent une base commune : Tris 50 mM, Sucrose 70
mM, et Mannitol 210 mM. Le tampon A contient ¢galement de ’EGTA a 1mM. Le tampon
M contient 100 mM de KCI, 50 mM de Mops, | mM d’EGTA, 5 mM de Kpi, et 1 mg/ml de
BSA.

2.1.2. Préparation des fibres

Apres prélevement musculaire (gastrocnémien ou myocarde ventriculaire gauche),
I’échantillon tissulaire (30-50mg) est immédiatement placé dans la solution S a 4°C,
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permettant ainsi de maintenir les fibres musculaires dans des conditions physiologiques. Ces
fibres sont ensuite disséquées a 1’aide de pinces de précision, sous loupe binoculaire. Cette
étape est essentielle afin de permettre 1’accés de la saponine aux membranes des fibres
musculaires. Puis intervient 1’étape de perméabilisation, les fibres étant placées dans un tube
de solution S + saponine (50 pg/ml) sous agitation durant 30 minutes a 4°C (Kuznetsov et al.)
[220]. Cette étape permet de détruire sélectivement le sarcolemme sans endommager les
membranes mitochondriales, moins riches en cholestérol. Les fibres sont ensuite replacées
dans un tube de solution S pendant 10 minutes, toujours sous agitation, afin d’¢liminer la
saponine. Finalement, elles sont placées dans des tubes contenant de la solution R (2x5
minutes), afin d’éliminer I’ATP, I’ADP et la PCr, tout en maintenant I’homéostasie cellulaire.

2.1.3. Protocole d’étude de la chaine de respiration mitochondriale

Les analyses se font dans des chambres oxygraphiques thermostatées reliées a un bain-
marie a 22,1°C pour les fibres musculaires perméabilisées, et a 25°C pour les mitochondries
isolées (Strathkelvin Instruments, Glasgow, Scotland). Pour mesurer la décroissance de la
concentration d’oxygene dans les chambres, des ¢lectrodes de Clark sont utilisées, reliées a un
logiciel qui analyse les variations de concentration en oxygéne (Oxygen 571%). Ceci va
permettre de calculer la vitesse de consommation d’oxygeéne pour les différentes chambres,
qui constitue le reflet de ’activité de la chaine de respiration mitochondriale. Différents
substrats sont injectés pour activer les différents complexes de la chaine de respiration
mitochondriale :

- Initialement, les fibres musculaires sont placées dans la solution R tandis que les
mitochondries isolées sont placées dans le Tampon M, contenant les substrats qui vont
générer du NADH, équivalent réducteur qui donne des €lectrons au complexe I : glutamate (5
mM) et malate (2 mM). La consommation d’oxygene ainsi mesurée correspond a I’activité de
base de la chaine de respiration mitochondriale au travers des complexes I, Il et IV (Vy).

- on injecte ensuite de I’ADP (2 mM), permettant une stimulation maximale de la chaine de
respiration mitochondriale a travers de ces complexes I, III et IV (Vmax). Le rapport Via/Vo
constitue 1I’ACR (acceptor control ratio) qui permet de quantifier le couplage
phosphorylation/oxydation et donc I’efficacité de la phosphorylation oxydative (284).

- P’adjonction d’amytal (0,02 mM) va bloquer le complexe I et entrainer un arrét du
fonctionnement de la chaine de respiration mitochondriale.

- I’adjonction de succinate (25 mM), substrat qui va générer du FADH,; grace a la succinate
déshydrogénase, va permettre de stimuler la chaine respiratoire a partir du complexe II,
(activation des complexes II, Il et IV (Vyec)).

- I’adjonction du TMPD (0,5 mM) et de I’ascorbate (0,5 mM) stimule 1’activité du complexe
IV a son maximum, ce qui permet son étude indépendamment du fonctionnement des autres
complexes (Vrmpp).

A la fin de la manipulation des muscles squelettiques, les fibres sont récupérées, déshydratées
et pesees.

Toutes les vitesses sont exprimées en umol O,/min/g de fibres en poids sec.
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2.2. Mesure de DP’expression musculaire de cyclophiline D par

meéthode de Western Blot

La quantification de I’expression de cyclophiline D dans le muscle (squelettique et
myocardique) a été rendue possible grace a la collaboration de 1’équipe du Pr Michel Ovize
(Dr Elise Belaidi, Dr Abdallah Gharib, INSERM U1060, Laboratoire CarMeN, Université
Lyon 1, France). Apres prélévements, les muscles ont été rapidement plongés dans 1’azote
liquide. A partir de ces prélevements congelés, des lysats cellulaires (100uL pour 10mg de
tissu) ont été réalisés a partir de tampons contenant : 1% NP-40, 20mM Tris-HCI, 138mM
NaCl, 2.7mM KCIl, ImM MgCl,, 5% glycerol, 5SmM EDTA, 1mM Na3;VO4, 20mM NaF,
ImM DTT (pH 8), et un cocktail d’inhibiteurs de protéases. Le contenu protéique a été
déterminé selon la méthode colorimétrique de Bradford a partir d’albumine sérique de boeuf
(BSA) et dans un intervalle de concentrations de 0 a 1500pug/mL. Ceci a permis de recueillir
une concentration constante de protéines a partir de chaque échantillon. Trente microgrammes
d’échantillons protéiques musculaires ont ensuite été séparés par la technique de migration sur
champ SDS-PAGE (éléctrophorese sur gel de polyacrylamide a 15%) et transférés sur des
membranes de nitrocellulose. Aprés migration, les sites de fixation non spécifiques entre la
membrane et les anticorps ont été bloqués par ajout de lait dilué a 5% dans du tampon TBS.
Les membranes ont alors été¢ incubées pendant 12 heures a 4°C en présence d’anticorps
primaires de souris anti-cyclophiline D (1/4000, Merk chemicals, Nottingham, Royaume
Uni) ou d’anticorps de lapin anti-actine (1/1000, Sigma Aldrich, Saint Quentin-Fallavier,
France). Les membranes ont ensuite été lavées puis incubées en présence de peroxydase de
raifort conjuguée a I’anticorps secondaire appropri¢ (1/25000, Amersham GE Healthcare
Europe GmbH, Saclay, France) pendant une heure a température ambiante. La révélation de la
chimioluminescence a été réalisée avec le kit ECL (Enhanced ChemiLuminescence Western
blot detection kit Amersham, GE Healthcare Europe GmbH, Saclay, France) selon les
recommandations du fabriquant. Le processus a €té répété pour I’actine (protéine de structure
servant de controle interne). La concentration de cyclophiline D a donc pu étre indexée a celle
de ID’actine, permettant de normaliser les expériences. La densité optique des bandes
protéiques a été¢ déterminée grace au logiciel image J (Image J software, NIH, Bethesda,
Maryland, USA).

2.3. Détection des radicaux libres tissulaires

Nous avons utilisé successivement deux méthodes de détection des ROS tissulaires.
En effet, I’acquisition d’un appareil de résonance paramagnétique électronique a permis
I’utilisation de cette technique qui tend a devenir le gold standard dans le protocole des rats
ages.

2.3.1. Marquage des radicaux libres avec le dihydroéthidium

Des coupes de muscles congelés d’une épaisseur de 10 um réalisées au cryostat sont
incubées pendant 30 minutes a 37°C avec la DHE (dihydroéthidium ; 2.5 uM). La DHE
produit une fluorescence rouge quand elle est oxydée en éthidium bromide par les ROS (285),
essentiellement 1’anion superoxyde. Les coupes sont ensuite montées dans du Vectashield®
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA). On examine ensuite les coupes sous un
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microscope a épifluorescence avec un objectif X20 (Nikon Eclipse E800). L’intensité de
fluorescence est quantifiée grace au logiciel Adobe Photoshop® et la production de radicaux
libres exprimée en unité arbitraire de fluorescence.

Pour tenir compte de la réduction drastique des paramétres de respiration
mitochondriale chez les animaux diabétiques et en accord avec une publication récente (255),
nous avons indexé le stress oxydant quantifié par DHE aux vitesses de respiration
mitochondriale.

2.3.2. Détection des ROS totaux par technique de résonance paramagnétique

¢lectronique (RPE)

La technique de RPE repose sur un double principe :

1. Il est possible de prolonger la durée de vie des ROS en les associant a une sonde
moléculaire qui facilite leur détection

2. Soumis a un champ ¢lectromagnétique d’intensité connue et a une radiation micro-
onde de fréquence et d’amplitudes connues, un échantillon tissulaire absorbe les
radiations de fagon proportionnelle a la quantité d’électrons non appariés qu’il contient
(286).

Il devient alors possible de quantifier tous les radicaux libres (chacun ayant un spectre
d’absorption déterminé) et pas seulement une espece radicalaire (287).

Apres prélévement musculaire, 1’échantillon tissulaire (20-30mg) est immédiatement placé
dans la solution de Krebs, permettant ainsi de maintenir les fibres musculaires dans des
conditions physiologiques. Ces fibres sont ensuite disséquées et coupées en fragments de 1 a 2
mm’, sous loupe binoculaire a 4°C. Les fragments tissulaires sont finalement rincés deux fois
dans la solution de Krebs.

La solution tampon utilisée est du Krebs-Hepes. Il contient : NaCl 99 mM, KCl 4,69 mM,
CaCl;, 2,5 mM, MgSO4 1,2 mM, NaHCO3 25 mM, KH,PO4 1,03 mM, D(+) Glucose 5,6 mM,
Na-Hepes 20 mM. Il a été ajouté a cette solution 25uM de déféroxamine et SuM de DETC,
afin d’éviter une auto-oxydation de la CMH par la solution de Krebs. La CMH (1-hydroxy-3-
methoxycarbonyl-2, 2, 5, 5-tetramethylpyrrolidine HCI) est une sonde moléculaire qui
s’oxyde en présence des ¢électrons non appariés des especes réactives de 1’oxygene, sous une
forme stable dans le temps. C’est cette CMH oxydée que 1’on va ensuite mesurer.

L’incubation du tissu avec la CMH est réalisée dans un incubateur thermo-régulé et sous
atmosphére controlée (NOXYGEN®, Allemagne). Les fragments tissulaires sont ainsi placés
dans une plaque multi-puits, en présence de Krebs et de CMH (200uM). La plaque est mise a
incuber pendant 30 minutes a 37°C, avec comme parametres atmosphériques : N, 97,8%, O,
2,2% et +20mmHg de pression pour reproduire la pression partielle d’oxygene présente au
niveau tissulaire. La quantification des ROS est réalisée sur un aliquot de 40uLL de surnageant
par résonance paramagnétique électronique thermorégulé a 15°C (Noxygen”, Allemagne).
Ainsi, 40ul de surnageant sont prélevés sur la plaque et analysés par résonance
paramagnétique électronique. Les parametres de réglages permettant de détecter la CMH
oxydée sont les suivants : center field g = 2, field sweep 60 G, microwave power 60 mW,
modulation amplitude 2,48 G, conversion time 10,24 ms, time constant 40,96 ms.

La quantit¢ de CMH oxydée, et donc la production des ROS, est mesurée par
I’intensité du signal de résonance recueilli. A la fin de la manipulation, les fragments
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tissulaires sont récupérés, déshydratés et pesés. La production des ROS est exprimée en
umol/min/mg de fibres en poids sec.

2.4. Mesure de la capacité de rétention calcique (CRC) sur fibres

fantomisées

L’IR provoque I’ouverture du mPTP alors qu’en se liant a la cyclophyline D, la
cyclosporine inhibe ou le plus souvent retarde I’ouverture de ce pore. Le calcium matriciel est
le principal facteur qui déclenche 1’ouverture du mPTP. Déterminer la résistance du mPTP a
une charge calcique croissante (ou capacité de rétention calcique) permet d’analyser la facilité
avec lequel le pore s’ouvre ou au contraire, résiste et retarde les phénomenes de nécrose et
d’apoptose .

Nous avons donc soumis les mitochondries de fibres musculaires perméabilisées (1 a
1,5 mg de poids sec) a une charge calcique croissante par ajouts itératifs de calcium (1mM
dans 5SuL toutes les 2 min) dans le milieu extracellulaire (tampon CRC contenant Tris-Base
20mM ; saccharose 150mM ; KCI 50mM ; KH,PO4 2mM ; succinate SmM ; EGTA 9mM ;
pH 7,4). Un marqueur colorimétrique (le calcium green 1uM; excitation-emission, 500-530
nm) permet de quantifier le calcium extramitochondrial dans le milieu. A chaque ajout de
calcium dans le milieu, le signal du calcium green augmente de fagon abrupte puis décroit. En
effet, tant que le mPTP reste fermé, les mitochondries emmagasinent le calcium dans 1’espace
matriciel permettant le retour des concentrations extra-mitochondriales de calcium a 1’état de
base. Lorsque le mPTP s’ouvre, les mitochondries relarguent le calcium emmagasiné de fagon
brutale, provoquant un pic de I’indicateur colorimétrique (Figure 43). La CRC est exprimée
en uM/mg de poids sec.
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Figure 43 : Exemple du relargage du calcium matriciel par les mitochondries aprés charge calcique croissante et
traduisant 1’ouveture du mPTP.

Comme le calcium extra-mitochondrial peut interagir avec le matériel contractile des
muscles (filaments de myosine) ainsi qu’avec le réticulum sarcoplasmique, il est nécessaire de
fantomiser les muscles pour les en débarrasser. Les fibres ont donc dans un premier temps été
perméabilisées a I’aide de la saponine puis lavées dans du tampon S. Ensuite, elles ont été
incubées 30 minutes sous agitation a 4°C dans un tampon R+KCI (KCL 800mM ; CaK,EGTA
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2.77TmM ; KbEGTA 7.23mM ; MgCl, 1.38mM ; imidazole 20mM ; taurine 20mM ;
dithiothreitol 0.5mM ; K-sulfonate de methane 90mM ; Na-sulfonate de methane 10mM;
glutamate SmM ; malate 2mM ; K;HPO4 3mM ; pH 7) pour extraire la myosine puis lavées
trois fois 10 minutes dans du tampon CRC+BSA (Tris-Base 20mM ; saccharose 150mM ;
KCl1 50mM ; KH,PO4 2mM ; succinate SmM; EGTA 9mM; BSA 2mg/ml ; pH 7.4).

2.5. Mesure des concentrations plasmatiques de cyclosporine

Les concentrations plasmatiques de cyclosporine ont été établies aprés prélévement de sang
veineux jugulaire interne (protocole 3) ou ponction cardiaque directe (protocoles 1 et 2). La
technique est celle de la spectrométrie de masse (HPLC-MS high-performance liquid
chromatography-electrospray mass spectrometry) utilisée en pratique clinique humaine (kit
ONEMINUTE MassTox®, Chromsystems, Munich, Germany sur un appareil Agilent 6410).
Les résultats sont exprimés en pug/mL. La limite de détection est de Sug/L et la courbe de
concentration est linéaire de 25 a 2000ug/L.

3. STATISTIQUES

L’ensemble de I’analyse statistique a été effectu¢ a 1’aide des logiciels StatEI®
(AdScience, Paris, France) et Prism 5® (GraphPad Software, San Diego, USA). Les
moyennes des différents groupes ont été comparées par analyse de variance a une ou deux
voies avec un post-test de Newman-Keuls. Les résultats de I’analyse de la respiration
mitochondriale des muscles gastrocnémiens des 2 pattes d’'un méme animal dans le protocole
3 ont été comparés par le test t apparié de Student. Les données ont été rapportées sous forme
de moyenne =+ erreur standard (SEM). Seuls les résultats avec une valeur de p inférieure a
0,05 ont été considérés comme statistiquement significatifs.
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1.Protocole 1 : Effets de la cyclosporine lors de 1’ischémie-reperfusion
des membres infé€rieurs induite par clampage aortique chez des rats

jeunes indemnes de pathologie. Annexe 1, page 159

Résumé

But de I’étude : La Cyclosporine A (CsA) réduit la lésion d’ischémie-reperfusion (IR) dans le
muscle cardiaque. Le but de cette étude est de contrdler I’hypothése selon laquelle la CsA
réduirait le stress oxydant et la dysfonction mitochondriale dans le muscle squelettique aprés IR
réalisée par clampage aortique.

Matériel et méthode : L’étude a porté sur 45 rats Wistar. Le groupe témoin n’a pas subi
d’ischémie (témoin: n=8), le groupe ischémie-reperfusion (IR n=10) a subi un camplage
aortique durant 3 heures suivi par 2 heures de reperfusion, et le groupe IR+CsA (n=9) a recu en
plus 20 mg/kg CsA ip. avant la phase de reperfusion. Le couplage mitochondrial (ACR),
I’activité¢ des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale et la production tissulaire
d’especes réactives de 1’oxygene (ROS) ont été déterminés dans les muscles gastrocnémiens par
coloration au dihydroethidium ainsi que I’expression musculaire de la cyclophiline D.

Dix-huit rats témoins supplémentaires ont permis de déterminer les taux sanguins de CsA,
I’expression de la cyclophiline D et la capacité de rétention calcique (CRC, un marqueur de
I’ouverture du pore de transition mitochondrial ou mPTP), a la fois dans le myocarde et le
muscle gastrocnémien, avec et sans CsA.

Résultats : Par rapport au témoin, I'I[R abaisse le couplage mitochondrial (1,38+0,06
vs.1,98+0,20 ; p=0,0092), augmente la production de ROS (3992+£706 vs. 1812+332 A.U;
p=0,033) et abaisse la capacit¢ oxydative maximale (Vyax: 4,08+0,38 vs. 5,984+0,56
uMO,/min/g ; p=0,015).

Malgré I'IR, le traitement par CsA restaure complétement le couplage mitochondrial
(1,93+0,12 ; p=0,023 vs. IR) et normalise les ROS (1569+£348 A.U ; p=0,0098 vs IR). La Vax est
modérément augmentée ( 5,02+0,39 uMO,/min/g ; p=0,33 vs. IR ; p = 0,35 vs. témoin).

En comparaison avec le myocarde, le muscle gastrocnémien est caractérisé par un abaissement
du contenu en cyclophyline D (-50%) associé a une ouverture plus précoce du mPTP (la CRC est
augmentée de 10,85+1,35 a 12,1142,77 uM.mg T de poids sec; p=0,65 et de 11,7£1,67 a
37,65+11,41 uM.mg "' de poids sec p=0,0098 dans les muscles gastrocnémien et cardiaque
respectivement).

Conclusion : la CsA normalise la production de ROS durant le clampage aortique et restaure le
couplage mitrochondrial. La protection incompléte de la Vyax pourrait étre en rapport avec une
expression faible de la cyclophilin D dans le gatrocnémien empéchant la CsA de bloquer
I’ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondrial.

Mots clés : chirurgie, vasculaire, ischémie-reperfusion, cyclosporine, muscle, mitochondrie
espece réactive de 1’oxygene.
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Protocole 2 : Effets de la cyclosporine lors de 1’ischémie-reperfusion
des membres infé€rieurs induite par clampage aortique chez des rats

atteints de diabete de type I. Annexe 2, page 170

Résumeé : 250 mots

But/hypothese : Le diabéte de type 1 est associé a une aggravation de 1’artériopathie
périphérique et la cyclosporine A est capable de protéger la mitrochondrie musculaire
squelettique de la 1ésion d’ischémie reperfusion (IR) chez des animaux non diabétiques. Les buts
de cette ¢tude ont été: 1)- de déterminer si le diabéte aggrave les effets déléteres de I’IR en
augmentant la dysfonction mitochondriale et la production d’especes réactives de 1’oxygene
(ROS) et 2)- de déterminer si la cyclosporine A protége les muscles diabétiques soumis a une IR.

Méthode : Quarante-six rats Wistar ont été étudiés : les rats non diabétiques ont ¢été randomisés
en groupe contrdle (nC, n=8) ou groupe IR (3h de camplage aortique suivies par 2h de
reperfusion, nIR, n=10). Des rats rendus diabétiques par traitement a la streptozotocine (n=28)
ont ¢ét¢ randomisés en groupe contrdle (dC, n=8), groupe IR (dIR, n=10) ou groupe IR plus
cyclosporine A (dIR+CsA, n=10). La capacité oxydative maximale (V. €t la contribution
relative des complexes de la chaine respiratoire I, II, III (V) €t IV (Vrmep), ainsi que la
production de ROS en utilisant la coloration par dihydroethidium, ont ét¢ déterminées dans les
muscle gastrocnémiens.

Résultats : Sans IR, Viax (-48+9%), Ve (-51£9%) et Vrvpp (-49+6%) ont €té abaissées et la
production normalisée de ROS était augmentée, chez les rats traités par la streprozotocine en
comparaison avec ceux traités par le vecteur (p<0,05). L’IR abaisse la respiration mitochondriale
dans les deux groupes. Cependant en comparaison avec les contrdles non ischémiés,
I’abaissement de Vpax (-57£14% vs.-23+£7%) et de Vgee (-60£7 % vs. -11£6%) ainsi que
I’augmentation de la production de ROS étaient plus importantes chez lez rats traités par la
streptozotocine que par ceux traités par le vecteur (p<0,05). La cyclosporine A n’a pas été
capable de restaurer ni Vyax ni Vg, ni d’abaisser les ROS chez les rats traités par la
streptozotocin soumis a I'IR.

Conclusion/Interprétation : Dans le muscle gastrocnémien de rat, le diabéte de type 1 provoque
une dysfonction mitochondriale et une surproduction de ROS, exacerbées aprés ischémie

reperfusion et non corrigées par la cyclosporine A

Mots-clés : Diabéete, ischémie, reperfusion, streptozotocin, mitochondrie, muscle squelettique.

109



Protocole 3 : Effets de la cyclosporine lors de 1’ischémie-reperfusion
d’un membre inférieur induite par application d’un garrot chez des

rats agés Annexe 3, page 196

Résumé :

But: Les muscles squelettiques des patients agés sont sensibles aux lésions d’ischémie
reperfusion (IR) aprés pose d’un garrot. Le but de cette étude est de tester I’hypothése qu’un
post-conditionnement pharmacologique par la cyclosporine A (CsA) pourrait protéger le muscle
squelettique sénescent de la dysfonction mitochondriale et du stress oxydant induits par I’IR.

Méthode : Seize rats Wistar males sénescents (71-73 semaines) ont ét€¢ randomisés en groupe
contrdle (anesthésie générale Sh), groupe IR (3h de garrot sur la patte arriere gauche puis 2 h de
reperfusion) ou groupe CsA+IR (10mg/kg de cyclosporine IV avant la reperfusion). La capacité
oxydative maximale (Vmax), 1’acceptor control ratio (ACR) et les contributions relatives des
complexes I, II, III (Vgee) €t IV (Vrmpp) de la chaine respiratoire, ainsi que la capacité de
rétention du calcium (CRC) et la production tissulaire des especes réactives de 1’oxygene (ROS),
ont ¢ét¢ déterminés dans les muscles gastrocnémiens des deux pattes. Nous avons également
mesuré la concentration sanguine de CsA et la production mitochondriale de ROS.

Résultats : En comparaison avec la patte arriere non ischémiée I’IR de la patte arriere gauche
induit une baisse significative de Viyax, ACR, Vg €t CRC, non corrigée par la CsA. Au
contraire, la CsA augmente la production de ROS a la fois localement et dans le myocarde.

Conclusion : Chez les rats sénescents le post-conditionnement pharmacologique par

cyclosporine A s’avere incapable de protéger le muscle squelettique de la lésion d’IR
consécutive a la pose d’'un garrot mais exacerbe le stress  oxydant.
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1. ISCHEMIE-REPERFUSION DES MEMBRES INFERIEURS ET

CONDITIONNEMENTS ISCHEMIQUES

1.1 Pertinence du modele expérimental

1.1.1. Ischémie-reperfusion bilatérale des membres inférieurs par clampage

aortique

A la lumiére de travaux effectués sur du tissu squelettique humain et soumis a
différentes durées d’hypoxie et de réoxygénation (1,2,139,208), notre modele de clampage
aortique apparait cliniquement pertinent. En effet, dans ce contexte, 1’association de 3 heures
d’ischémie et de 2 heures de reperfusion aboutit a une perte de viabilité de 50% des cellules
myocytaires. C’est cette association de 3h d’ischémie et de 2h de reperfusion qu’ont choisi
d’utiliser Martou et al. ainsi que de nombreuses équipes (dont la ndtre) pour mettre en
évidence un effet protecteur des pré- et postconditionnements. Ce temps d’ischémie critique
au-dela duquel le pool d’ATP est consommé et apparaissent des 1ésions musculaires se situe
dans des marges comparables chez le chien (205,210) et le rat (207,212). Une durée de 3h
dépasse la plupart des durées de clampage vasculaire pratiquées habituellement en chirurgie
vasculaire, plastique ou orthopédique. Néanmoins, a la durée prévisible de clampage
vasculaire peuvent s’ajouter des périodes de «no flow » ou de « low flow » dues a des
complications précoces (vasospasme, thrombose aigu€). D’autre part, certaines techniques
chirurgicales (chirurgie vasculaire assistée par robot, réimplantation de membre) imposent des
durées d’ischémie qui peuvent dépasser les 3 heures.

En chirurgie vasculaire lourde, un délai de deux heures apreés déclampage aortique
coincide habituellement avec 1’admission du patient en salle de surveillance post-
interventionnelle ou en réanimation. C’est également le moment ou les complications vitales
du syndrome de reperfusion apparaissent (insuffisance rénale aigu€ sur rhabdomyolyse,
hyperkaliémie (209,213), syndrome de détresse respiratoire). C’est enfin une période
particuliérement cruciale pour la mise en oeuvre d’une optimisation hémodynamique précoce
destinée a améliorer la perfusion d’organes et le pronostic de ces patients a haut risque
chirurgical (211,288).

1.1.2. Ischémie-reperfusion unilatérale d’un membre par garrotage de la patte

La technique du garrot est utilisée de facon réguliere en chirurgie orthopédique. A titre
d’exemple, une intervention aussi courante que la prothése totale de genou, intervention
pratiquée plus de 60 000 fois au Royaume Uni en 2010 (289) nécessite 1’application d’un
garrot a la racine de la cuisse. Bien que les durées recommandées ne doivent pas dépasser 60
a 90 minutes, certaines interventions nécessitent des mises place prolongées, notamment en
cas de complication hémorragique.(290). Nous avons donc de facon intentionnelle, choisi une
durée d’application du garrot de 3 heures et une reperfusion de 2 heures, reproduisant ainsi les
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durées pratiquées dans le modele de clampage aortique. Dans ces conditions, nous avions déja
observé dans 1’équipe une diminution de I’activité de la chaine respiratoire mitochondriale
(282). D’autres auteurs ont également mis en évidence une production accrue de ROS (290)
dans les muscles gastrocnémiens chez le rat ainsi qu’une augmentation des marqueurs
inflammatoires myocytaires et plasmatiques apres deux heures de reperfusion chez 1’homme
(291).

Le garrot présente 1’avantage de pouvoir utiliser la patte controlatérale (282) (non
ischémique) comme controle, limitant ainsi le nombre d’animaux sacrifiés. L’inconvénient du
garrot concerne cependant la non spécificité des Iésions induites car en plus des Iésions
musculaires par obstruction artérielle s’ajoutent 1’abolition du drainage veineux et la
compression d’autres structures notamment nerveuses (292).

1.1.3. Lésions locales

En ce qui concerne les atteintes locales, nous avons pu établir que 1’association de 3h
d’ischémie et de 2h de reperfusion (I3R2) provoque de fagon reproductible, une diminution de
30% de la capacité oxydative maximale (Vmax) du muscle gastrocnémien ainsi qu’une
majoration du stress oxydant musculaire.

Il existe un lien entre I’atteinte de la chaine respiratoire mitochondriale, le découplage,
I’augmentation des ROS et 1’ouverture du mPTP. En effet, lorsque la chaine respiratoire
mitochondriale est atteinte au niveau de 1’'un de ces complexes, le couplage entre la
consommation d’oxygéne et la production d’ATP diminue, plus d’¢lectrons fuient et
rejoignent les sites de production des ROS au niveau du complexe I et du complexe 111 (293).

La réaction inflammatoire consécutive a la reperfusion va également contribuer a
pérenniser les lIésions musculaires locales. Alors que la reperfusion d’un membre ischémié
restaure 1’apport d’oxygeéne et de nutriments aux cellules en souffrance, elle va également
engendrer une réaction inflammatoire intense impliquant des médiateurs humoraux,
cellulaires ainsi qu’une production majeure de ROS (5,294). Recrutés in situ par des
molécules d’adhésion, les polynucléaires activés vont avoir un réle d’amplification de la
réponse inflammatoire ainsi qu’un effet cytotoxique au niveau des cellules musculaires
ischémiées (par I’intermédiaire de I’anion superoxyde (12,220)) mais également au niveau des
organes distants. La cytotoxicité s’exerce notamment par 1’action de la myéloperoxidase,
protéine lysosomale stockée dans les granules azurophiles des polynucléaires neutrophiles
(22,222,288), qui catalyse la transformation du peroxyde d’hydrogene et du chlore en acide
hypochloreux (HOCI).

1.2 Conditionnement ischémique.

Les résultats obtenus précédemment dans les travaux qui ont motivé la réalisation de
cette thése montrent bien que le pré-conditionnement ischémique est protecteur et fait
intéressant, qu'il protége de fagon équivalente les 2 pattes ischémiées, que ce pré-
conditionnement soit réalis¢ localement ou a distance (18) Annexe 1. En effet, le
préconditionnement ischémique (local et a distance) restaure la respiration mitochondriale au
niveau des complexes I, II, III et IV et rétablit la balance pro/anti-apoptotique. Cette donnée
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est originale pour le muscle squelettique et elle n'était jusqu'a présent rapportée qu'au niveau
cardiaque.

Autre fait nouveau, avec le Dr Ziad Mansour, nous avons montré chez la souris qu'un
post-conditionnement ischémique, aussi bien local qu'a distance, peut étre délétere (20)
Annexe 2. En effet, celui ci aggrave l'atteinte musculaire mitochondriale (réduction
supplémentaire de la Vyax par rapport a I’'IR seule), augmente le degré de stress oxydant
(augmentation de la fluorescence DHE) et d'inflammation (augmentation de I’infiltration
macrophagique). Cet ¢lément nouveau laisse a penser que l'application clinique du post-
conditionnement ischémique n'est pas aussi simple que ce que les premiers résultats
expérimentaux laissaient espérer. Ces résultats inattendus nous ont incité a travailler dans la
direction du conditionnement pharmacologique.

C'est ce conditionnement pharmacologique, par la cyclosporine, que nous allons
aborder maintenant au cours de la discussion générale.
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2. CYCLOSPORINE ET [ISCHEMIE-REPERFUSION DES

MEMBRES INFERIEURS

Les limites que nous avons évoquées dans le cadre de 1'emploi du conditionnement
ischémique nous ont amen¢ a étudier un conditionnement pharmacologique.

En effet, outre sa facilit¢ d'emploi, le conditionnement pharmacologique pourrait
permettre d'agir tout a fait en distalité des cascades de signalisation intra-cellulaires et limiter
largement les effets déléteres de l'ischémie-reperfusion.

La cyclosporine semble étre a ce titre un excellent candidat. En effet, la cyclosporine
de par sa liaison a la CyD, devrait permettre de réduire la probabilité d'ouverture du port de
transition mitochondrial, limitant ainsi le passage en apoptose de la cellule.

Nous avons donc décidé d'utiliser la cyclosporine dans 3 types de circonstances : chez
le rat normal, chez qui la cyclosporine devrait étre efficace, et chez des rats caractérisés par
des facteurs limitant classiquement les effets protecteurs du conditionnement, qu'il soit
ischémique ou pharmacologique. Il s'agit d'une part de rats diabétiques de type 1 et d'autre
part de rats agés.

2.1 Conditionnement pharmacologique par cyclosporine chez

I’animal indemne de pathologie

Chez les animaux sains, I’administration intrapéritonéale de cyclosporine a la dose de
20mg/kg en deux injections successives pendant la phase d’ischémie ne procure qu’une
protection partielle avec une normalisation du couplage de la phosphorylation oxydative et
une diminution des ROS mais sans restitution de la capacité oxydative maximale.

Ces résultats doivent étre discutés a la lumiere des propriétés pharmacologiques de la
cyclosporine, de son interaction avec la cyclophiline D et enfin de ses actions sur la chaine
respiratoire mitochondriale et le stress oxydant.

2.1.1. Dose, voie d’administration et effets pharmacologiques de la CsA

Les données publiées sur la cyclosporine A administrée en pré ou en
postconditionnement sont disparates. Les voies d’administration, les formes galéniques ainsi
que les doses sont variables. Nous avons choisi d’utiliser ici la voie intrapéritonéale qui est
facile d’acces lors de la chirurgie aortique mais dont la biodisponibilité pourrait étre plus
aléatoire que la voie intraveineuse. Les dosages plasmatiques que nous avons réalisé indiquent
finalement que cette voie permet d’obtenir des concentrations stables et reproductibles d’un
animal a D’autre avec des concentrations plasmatiques proches de celles qui conférent une
protection myocardique chez I’homme (12,295).
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La voie intraveineuse procure la meilleure biodisponibilité et des taux plasmatiques
d’emblée ¢€levés des les premieres secondes de la reperfusion. C’est la voie choisie par de
nombreuses équipes qui travaillent sur le gros animal (22,288,296). Néanmoins,
I’administration rapide de cyclosporine A expose au risque de réaction d’histaminolibération
non spécifique et d’anaphylaxie (297,298) avec des conséquences hémodynamiques
potentiellement délétéres au moment ou intervient la reperfusion des membres ischémiés. En
pratique clinique d’immunosuppression, la cyclosporine est administrée sur une durée de 2 a 6
heures et sous strict contrdle de la pression artérielle.

Utilisant la méme préparation de cyclosporine (Sandimmun®), Sullivan et al. ont
¢légamment établi que la dose qui conférait la protection maximale dans un modele de
traumatisme cranien chez le rat était de 20mg/kg par voie intrapéritonéale (297,298).

N
(&)
1

n
o
1

-
o
L

% of Cortex Damaged
g g

o

T

T T T T 1
Vehicle 40mg/kg 20mg/kg 10mg/kg 5mg/kg 1 mgkg

Treatment Group

Figure 44 : Courbe concentration-effet de la cyclosporine administrée par voie intrapéritonéale chez le
rat. D’aprés Sullivan et al. (298-300).

Par ailleurs, Léger et al. ont montré qu’une administration intrapéritonéale de 20mg/kg de
Sandimmun® chez le rat limite les conséquences d’une ischémie cérébrale focale par
occlusion de I’artere sylvienne (301,302).

2.1.2. Fenétre thérapeutique temporelle

Dans leur modéle de traumatisme cranien chez le rat, Sullivan et al. ont également
déterminé le moment d’administration le plus propice pour obtenir la protection la plus
efficace. Les résultats démontrent que 1’effet maximal est obtenu lorsque 1’administration a
lieu précocement (15 min aprés le traumatisme). La protection obtenue par ce « post-
conditionnement » est aussi efficace que celle conférée par une administration pré-
traumatique de la cyclosporine (303,304). Dans le premier protocole, nous avons pris le parti
d’une administration intrapéritonéale pendant la phase d’ischémie, ce qui, stricto sensu,
correspondrait a un perconditionnement. Mais nous pensons que le terme de
postconditionnement est adapté puisque notre volonté était d’obtenir des concentrations
plasmatiques ¢élevées au moment de la reperfusion probablement garantes d’une efficacité du
postconditionnement pharmacologique. Or les propriétés pharmacocinétiques de Ila
cyclosporine intrapéritonéale nous ont imposé¢ ce schéma d’administration pour obtenir des
concentrations plasmatiques efficaces a la reperfusion (305).

Au total, les concentrations plasmatiques de CsA ¢étaient a priori efficaces,
(3470+174ng/mL) a la fin de la reperfusion. Ces concentrations sont proches de celles
mesurées par Piot et al. aprés administration de 2,5mg/kg de cyclosporine au moment de la
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revascularisation myocardique chez des patients souffrant de syndrome coronarien aigu
(3000ng/mL)(12,15) et qui réduisaient la taille de I’infarctus myocardique.

D’autres hypothéses doivent donc étre évoquées pour expliquer le caractere partiel de
la protection. Mais auparavant nous discuterons des effets bénéfiques de la CsA.

2.1.3. La CsA restaure le couplage mitochondrial et diminue le stress oxydant

Les effets de la CsA sur le couplage mitochondrial sont peu décrits. Dans le monde
végétal, les travaux de Vianello ef al. ont montré que la CsA, a la concentration de 0,2uM,
améliore le couplage mitochondrial sur la tige de pois (306). Dans notre protocole, le
conditionnement pharmacologique par CsA produit deux effets simultanés : ’amélioration du
couplage mitochondrial et la réduction de la production de ROS. Il est difficile de déterminer
quel est I’élément initiateur. On peut en effet imaginer deux scenarii. Dans le premier cas de
figure, la cyclosporine restaure le couplage mitochondrial, occasionnant une moindre fuite
d’¢lectrons et donc une réduction du stress oxydant. Dans le deuxiéme, la cyclosporine
diminue le stress oxydant et donc les dommages infligés a la chaine respiratoire
mitochondriale et améliore ainsi le couplage phosphorylation oxydation.

Il faut néanmoins également garder a 1’esprit que la CsA, dans certaines circonstances
(dont I’age avancé que nous avons exploré dans le troisiéme protocole), est aussi capable de
majorer le stress oxydant.

2.1.4. La CsA ne protege que partiellement I’activite¢ des complexes de la chaine

respiratoire mitochondriale

Bien que nous ayons observé une restauration du couplage mitochondrial avec la CsA,
cette derniere n’a pas permis une restitution ad integrum du fonctionnement des complexes de
la chaine respiratoire mitochondriale. Quatre mécanismes pourraient permettre d’expliquer le
caractére partiel de cette protection : 1’effet déléteére du cremophor per se, une non stimulation
des facteurs d’adaptation a 1’hypoxie, une quantité restreinte de CyD dans le muscle
squelettique et la mise en jeu —au cours de I’IR- d’une autre voie de signalisation peu affectée
par la CsA avec pour conséquences une correction du stress oxydant mais pas d’effet sur
I’inflammation.

2.1.4.1 Effets du crémophor EL

Alors que les données animales initiales et les résultats des études humaines sont en
faveur d’un effet bénéfique du postconditionnement pharmacologique par la cyclosporine,
certains résultats récents temperent cet enthousiasme, y compris chez 1’animal indemne de
pathologie. Les déceptions proviennent de la cyclosporine elle-méme ainsi que de son vecteur
dans la forme galénique actuellement disponible. Ainsi, I’émulsion lipidique du crémophor
EL qui sert d’excipient a la formulation intraveineuse de la cyclosporine (Sandimmun®)
peut, a forte concentration, exercer un effet dépresseur sur le complexe I de la chaine
respiratoire mitochondriale sans modifier le couplage phosphorylation/oxydation (9,213).
Par ailleurs, dans un mode¢le porcin d’ischémie-reperfusion myocardique, Karlsson et al. ont
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mis en évidence une absence de réduction de la surface infarcie et une augmentation de
I’expression de facteurs de transcription pro-apoptotique dans la zone entourant le territoire
infarci chez les animaux traités par cyclosporine (10mg/kg i.v.) (220,288,307). Il semble
également exister une interaction entre le mode d’anesthésie utilisé et I’expression de facteurs
pro-apoptotiques : en effet, ¢’est uniquement lorsque les porcs sont anesthésiés par isoflurane
que la cyclosporine provoque une augmentation des facteurs de transcription pro-
apoptotiques. Ce dernier résultat peut apparaitre paradoxal, eu égard aux potentialités
conditionantes propres des agents halogénés.

Il parait alors intéressant de s’intéresser a d’autres formulations de cyclosporine et de
comparer 1’efficacité de la cyclosporine et d'analogues synthétiques

Bien que dénué d’effet immunosuppresseur, le NIM811, analogue synthétique de la
cyclosporine, procure la méme protection myocardique que la cyclosporine lorsqu’il est
utilisé en pré- et en postconditionnement pharmacologique (221,297,308). L’effet est 1i¢ a une
fixation plus spécifique sur la cyclophiline D qui inhibe I’ouverture du pore de transition
mitochondrial qui devient plus résistant a une charge calcique croissante. Administré en
postconditionnement, le NIM811 était méme plus puissant que la cyclosporine pour empécher
I’ouverture du pore de transition mitochondrial puisque la charge calcique requise pour
I’ouverture était plus importante (Figure 45). Les hypothéses évoquées concernent la
meilleure spécificit¢ du NIMS811 pour la cyclophiline D et d’éventuels effets indésirables
médiés par la fixation de la cyclosporine A a la cyclophiline A cytosolique et donc a
I’inhibition de la voie de la calcineurine (309,310).
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Figure 45 : Charge calcique requise pour provoquer ’ouverture du mPTP myocardique en absence d’IR
(Sham), lors d’une IR seule (C), en situation de préconditionnement ischémique (PC), d’administration de
cyclosporine en pré-(CsA-I) ou en postconditionnement (CsA-R) et lorsque 1’analogue synthétique de la
cyclosporine NIMS811 est administré en pré- (NIM811-I) ou en postconditionnement (NIM811-R). * : p<0,01 vs
Sham ; T : p<0,05 vs C ; § : p<0,005 vs CsA-R. D’aprés Argaud et al. En situation de postconditionnement, le
NIMS811 est plus puissant que la cyclosporine (2,308).

2.1.4.2. Absence de stimulation des facteurs d’adaptation a I’hypoxie

En situation d’ischémie-reperfusion, la cyclosporine A pourrait phosphoryler et
donc déstabiliser HIF-la (Hypoxia-inducible factor 1a), empéchant de facto un
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mécanisme majeur d’adaptation a I’hypoxie (5,311). Comme la cyclosporine se lie de
facon non spécifique a toutes les cyclophilines, elle inhibe ¢galement la protection passant par
la voie de la calcineurine. Dans un mode¢le d’ischémie-reperfusion des membres inférieurs
ainsi que dans un mode¢le cellulaire de myocytes en culture, Guo et al. ont observé que les
préconditionnements ischémique et hypoxique majoraient I’expression de la calcineurine
(5,310). Dans leur modé¢le, 1’administration de cyclosporine A abolissait d’une part la
surexpression de calcineurine et d’autre part 1’effet protecteur des préconditionnements non
pharmacologiques étudiés. La mise au point d’analogues de la cyclosporine possédant une
plus grande spécificité pour la cyclophiline D pourrait permettre d’inhiber de fagon sélective
I’ouverture du mPTP sans empécher les mécanismes protecteurs qui empruntent la voie de la
calcineurine (294,312).

2.1.4.3. Quantité restreinte de CyD dans le muscle squelettique

Parmi les composants du pore de transition mitochondrial, la cyclophiline D est le seul
¢lément dont les études récentes ont montré le role régulateur majeur (10,223,313). Alors que
des animaux totalement déficients en cyclophiline D (CyP-D -/-) sont partiellement protégés
des Iésions d’ischémie-reperfusion, la cyclophiline semble paradoxalement indispensable a
la mise en jeu des mécanismes de postconditionnement ischémique et pharmacologique
(314,315). En effet, chez des souris CyP-D-/-, ni le pré-, ni le postconditionnement
ischémique ne permettaient de réduire la taille de I'infarctus et 1’injection intraveineuse de
10mg/kg de cyclosporine ne restaurait pas de protection. A 1’inverse, dans des muscles
dénervés qui surexpriment la cyclophiline D, D’effet inhibiteur de la cyclosporine sur
I’ouverture du mPTP est fortement majoré (316-318). La cyclophiline D semble donc étre
indispensable a DI’effet protecteur de la cyclosporine A. Comme le mPTP constitue un
effecteur trés distal de la chaine de protection, le cibler spécifiquement représente
théoriquement une piste thérapeutique prometteuse puisque trés en aval de tous les
mécanismes protecteurs connus jusqu’alors. Il permet de fait de « court-circuiter » les voies
de protection RISK et SAFE habituellement mises en jeu dans les mécanismes de pré- et de
postconditionnement ischémiques. Dans un mod¢le d’infarctus du myocarde chez le lapin,
Argaud ef al. ont en effet mis en perspective I’inhibition de 1’ouverture du pore de transition
mitochondrial (résistant a une charge calcique trés importante) et la diminution des l€sions
cellulaires apoptotique ou nécrotique (220,221).

2.1.4.4. Persistance d’un état inflammatoire insuffisamment modulé par la CsA

Bien que largement impliqué dans les effets déléteres de I'IR, le stress oxydant ne
semble pas expliquer a lui seul les atteintes musculaires observées. En effet, au cours de ce
travail, il y a normalisation de la production de RLO malgré 'R mais la protection
mitochondriale n’est que partielle. Une implication de [I’inflammation, non modulée
suffisamment par la CsA, pourrait aussi participer au caractere limit¢ de la protection
musculaire. En effet, les inhibiteurs des calcineurines (CsA et FK 506) inhibent I’activation de
NF-kB médiée par le calcium dans des lymphocytes T de la lignée Jurkat (319). Ceci a
également été mis en évidence dans le contexte de 1’hypoxie-réoxygénation pulmonaire dans
des cellules endothéliales humaines (320). Mais I’action anti-inflammatoire de la cyclosporine
n’est pas aussi univoque, notamment dans I’IR musculaire. En effet, la calcineurine est
impliquée dans les mécanismes protecteurs du postconditionnement ischémique (310). En se
liant a la cyclophyline A cytosolique, la CsA inhibe la calcineurine, inhibant ainsi de
nombreux mécanismes protecteurs mis en jeu lors du postconditionnement ischémique.
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Lorsque Guo et al. administrent de la CsA a des rats soumis a un postconditionnement
ischémique musculaire, ils observent une disparition des effets anti-inflammatoires du
postconditionnement avec une augmentation du rapport poids humide/poids sec (traduisant
I’cedéme cellulaire) et une augmentation de la libération de LDH dans le plasma (reflet de la
lyse membranaire).
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2.2. Facteurs pouvant limiter l'efficacité de la cyclosporine :

diabete et age.

2.2.1. Conditionnement pharmacologique par cyclosporine chez [’animal
diabétique

Les animaux rendus diabétiques par injection de streptozotocine inclus dans notre
protocole présentaient les stigmates d’un diabéte de type 1 sévére associant hyperglycémie,
polyurie, polydipsie, perte de poids et hypertension artérielle. Chez ces animaux et en dehors
de tout stress ischémique, les muscles gastrocnémiens présentaient de profondes altérations
fonctionnelles, marquées par une diminution de toutes les vitesses des complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale ainsi qu’une augmentation de la production de ROS indexée a la
respiration mitochondriale.

Ces données d'atteintes musculaires mitochondriales lors du diabéte sont classiques,
par contre il est beaucoup moins connu, et a fortiori du moins prouvé, que le diabéte majore
les effets délétéres de 1'ischémie-reperfusion au niveau mitonchondrial musculaire. De méme,
lI'implication du stress oxydant dans cette majoration d'anomalies, restait a démontrer.

Enfin, s’il est établi que des facteurs tels que 1'age, 'HTA, l'augmention du stress
oxydant, le diabete, sont capable de limiter les effets du pré et du post-conditionnement
ischémique, il reste a déterminer si ces facteurs limitants jouent un role analogue dans le cadre
d'un conditionnement pharmacologique par la cyclosporine reste a déterminer. C'est I'objet
des 2 travaux que nous allons présenter maintenant.

2.2.1.1. Le diabéte majore les effets déléteres de l'ischémie-reperfusion au niveau
mitonchondrial musculaire.

Les complications musculaires apres IR chez le diabétique impliquent pour une large
part des anomalies vasculaires caractérisées par un tonus vasoconstricteur plus intense, un
stress oxydant et une inflammation endothéliale majorés (267) mais ¢galement des anomalies
du muscle stri¢ squelettique lui-méme. En effet, les études menées sur les muscles de sujets
diabétiques retrouvent une atrophie importante (146,244), une capillarisation réduite ainsi
qu’une réduction des enzymes du métabolisme oxydatif (268), impliquant la mitochondrie au
premier chef (146,256,261). Méme si le contrdle glycémique permet de limiter la progression
des Iésions microangiopathiques chez le patient diabétique, il ne réduit malheureusement ni la
mortalité ni la morbidité cardiovasculaires apres infarctus du myocarde ou revascularisation
des membres inférieurs (269,270).

Le stress oxydant joue trés probablement un réle majeur dans 1’induction des lésions
de reperfusion apres ischémie musculaire prolongée. Ainsi Yang et al. ont-ils pu démontrer
que le stress oxydant contribuait de fagcon majeure a 1’exacerbation de la taille de I’infarctus
chez des souris soumises a une hyperglycémie aigué (249). Les auteurs ont également
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retrouvé une corrélation entre la taille de I'infarctus et les concentrations plasmatiques de
malondialdéhyde.

Lorsque ces souris diabétiques étaient soumises a une IR des membres inférieurs par
clampage et déclampage aortiques, I’atteinte respiratoire mitochondriale était plus sévere et la
production de radicaux libres plus importante que chez des animaux sains soumis au méme
stress.

Nos résultats sont originaux dans le sens ou I’aggravation des Iésions d’ischémie-
reperfusion musculaires chez des animaux diabétiques n’a pas été publiée jusqu’alors.

2.2.1.2. La CsA agit en aval des mécanismes défaillants chez I’animal diabétique : est elle
efficace ?

Comme les voies de protection RISK et SAFE sont défaillantes en cas de diabéte, nous
pensions, comme d’autres (321), qu’une action pharmacologique en aval de GSK-3f pourrait
protéger le muscle squelettique des Iésions d’IR chez le rat diabétique. Cependant,
I’administration intrapéritonéale de cyclosporine, si elle permettait d’obtenir des
concentrations plasmatiques du médicament plus élevées que chez I’animal sain, ne permettait
ni de normaliser les paramétres de la chaine respiratoire mitochondriale ni de réduire le stress
oxydant local.

Nous n’avons pas confirmé [’hypothése que la CsA protege le muscle diabétique
contre les effets déléteres de l’ischémie-reperfusion. Ceci pourrait étre lié aux propriétés
pharmacocinétiques de la cyclosporine i.p., a une moindre expression de cyclophiline D dans
le muscle strié diabétique ou a une moindre sensibilité du mPTP a la CsA dans le muscle strié
squelettique.

» Une étude pharmacocinétique de la cyclosporine administrée par voie
intraveineuse chez le chien diabétique (streptozotocine+alloxan) montre que la
clairance de la cyclosporine A est multipliée par deux et que sa demi-vie
biologique est réduite de moitié par rapport aux animaux sains (322). Ainsi,
nous avons observé des concentrations plasmatiques plus élevées chez les
animaux diabétiques par rapport aux animaux sains a la fin de la reperfusion
(55374642 vs. 3471+390ng/mL ; p<0.01). Il est imaginable que ces
concentrations dépassent trop largement 1’intervalle posologique dans lequel
une protection est envisageable et que ne persistent que les effets indésirables
potentiels de la CsA, notamment un stress oxydant majoré (323) et une
inhibition de la protection conférée par la voie de la calcineurine
(310).Cependant, le marquage DHE sur les biopsies musculaires ne montre pas
une augmentation de la production musculaire d’anion superoxyde dans le
groupe des animaux diabétiques traités par cyclosporine A et bien que d’autres
¢valuations du degré de stress oxydant pourraient étre utiles, ce résultat n’est
pas en faveur d’une production majeure de stress oxydant chez nos animaux
traités par CsA.

» Dans ce contexte il sera intéressant d’étudier la sensibilit¢ du mPTP au calcium
et I’expression de la cyclophiline D dans le muscle stri¢ diabétique. En effet,
comme nous l’avons déja évoqué, le pore de transition mitochondrial
musculaire subit d’importantes modifications chez 1’animal traité par STZ. On
peut en particulier observer une réponse plus explosive apres stimulation par
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charge calcique croissante (259) et une oxydation plus importante de 1’adénine
nucléotide translocase (ANT, composant du mPTP) qui rend le mPTP plus
sensible a I’ouverture provoquée par les ROS (258).

Il n’y a pas, a notre connaissance, de données concernant 1’expression de la
cyclophiline D dans le muscle stri¢ diabétique mais on peut envisager que, comme chez
I’animal sain, une accentuation de la réduction de CyD induite par le diabéte pourrait
participer a 1’absence de protection induite par la CsA.

2.2.1.3 Est-il possible d’améliorer les effets bénéfiques du conditionnement en cas de

diabéte ?

» Restauration de [’euglycémie

La restauration de I’euglycémie a 1’aide d’une perfusion d’insuline semble une stratégie
thérapeutique prometteuse pour reproduire les effets bénéfiques du postconditionnement chez les
animaux diabétiques. Dans un modele murin de diabéte de type 1, Przyklenk et al. ont pu
restaurer un état d’insulinémie normale et d’euglycémie par greffe d’ilots de Langerhans chez
des souris auparavant traitées par streptozotocine (STZ) (272). Chez ces souris greffées et par
rapport aux souris STZ, la phosphorylation de ERK1/2 était rétablie tout comme [’effet
protecteur myocardique du postconditionnement ischémique.

Le glibenclamide (Daonil®), sulfamide hypoglycémiant est une sulfonylurée de
deuxiéme génération qui diminue la glycémie de fagcon aigué par stimulation de la libération
d'insuline par le pancréas, cet effet étant dépendant de la présence de cellules B actives dans
les ilots pancréatiques. Le glibenclamide est un inhibiteur non spécifique du canal mKarp et
inhibe D’effet protecteur myocardique du préconditionnement et du postconditionnement. Le
glimepiride (Amarel®) est une sulfonylurée plus récente qui ne bloque pas le pré- et le
postconditionnement ischémique myocardique. Elle pourrait méme exercer un effet de
conditionnement pharmacologique par 1’activation de la voie Pi3K/Akt. La part prépondérante
de la normalisation glycémique par rapport a une inhibition partielle du canal mKatp pourrait
expliquer cet effet bénéfique (321).

Les effets de la metformine sur le pré- et le postconditionnement restent controversés. Les
thiazolidinediones (pioglitazone et rosiglitazone) agissent en réduisant I’insulinorésistance.
Elles sont des agonistes sélectifs des récepteurs nucléaires PPARy induisant une sensibilité
accrue a I’insuline au niveau du foie, du muscle squelettique et du tissue adipeux. Elles
pourraient exercer un role de préconditionnement pharmacologique sur le myocarde (324).
Elles ont cependant été retirées de la pharmacopée en 2010 du fait d’un risque de morbidité et
de mortalité cardiovasculaires accru.

Les incrétines regroupent les agonistes des récepteurs du glucagon-like peptide-1
(GLP-1) et les inhibiteurs de la dégradation du GLP-1 par I’intermédiaire de 1’inhibition de la
dipeptidyl-peptidase IV (DPP-1V). L’exénatide (Byetta®) par exemple, est un agoniste du
GLP-1 qui augmente de facon glucose-dépendante la sécrétion d’insuline par les cellules
pancréatiques et diminue la syntheése de glucagon par les cellules a. La sitagliptine (Januvia®,
Xelevia®) inhibe elle la DPP-IV et augmente les concentrations plasmatiques de GLP-1.
Huisamen et al. ont récemment démontré qu’un traitement chronique par inhibiteurs de DPP-
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IV était en mesure de réduire la taille de ’infarctus apres ischémie-reperfusion myocardique
chez le rat pré-diabétique (325).

Néanmoins, la restauration d’une euglycémie par apport d’insuline exogene ne
procure pas systématiquement les effets protecteurs du postconditionnement. A cet égard,
Drenger et al. ont observé I’inefficacité du postconditionnement ischémique et pharmacologique
par sévoflurane chez des rats diabétiques (streptozotocine) dont la glycémie avait été corrigée par
injections itératives d’insuline NPH avec un objectif de glycémie < 135mg/dL (326). De plus, les
animaux diabétiques traités par insuline et soumis a une ischémie myocardique présentaient une
zone myocardique infarcie plus étendue (Figure 51).
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Figure 46 : Taille de I’'infarctus (en % de I’aire a risque) chez des animaux sains ou diabétiques soumis au
postconditionnement ischémique (Isch-postC), pharmacologique (Sevo-postC) et traités ou non par insuline.
Les animaux diabétiques traités par insuline présentaient une aire infarcie plus importante que les animaux non
traités. D’aprésDrenger et al.(326)

La différence d’effet observée entre les deux études pourrait €tre liée a la durée de
I’hyperglycémie : courte dans I’étude de Przyklenk (2 semaines) et plus prolongée dans
I’é¢tude de Drenger (4 a 5 semaines). Il est possible que I’hyperglycémie prolongée induise des
modifications structurelles (accumulation de produits de glycation avancée, augmentation du
stress oxydant) qui ne soient plus réversibles par une insulinothérapie de courte durée.

C’est dire I’'intérét d’explorer d’autres approches thérapeutiques.

» Majoration du stimulus de postconditionnement
Certains auteurs évoquent 1I’hypothése que le muscle du sujet diabétique (myocardique ou

strié squelettique) puisse encore étre conditionné mais a la condition qu’un stimulus plus intense
soit appliqué. Dans un mode¢le de rats diabétiques de type 2 (Goto-Kakizaki), Tsang et al. ont
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ainsi pu observer que 3 cycles de préconditionnement ischémique étaient nécessaires pour
réduire la taille de I’infarctus myocardique alors qu’un seul cycle conférait une protection
équivalente chez le rat sain (327). Parallelement, chez les sujets diabétiques trois cycles de
préconditionnement étaient indispensables pour phosphoryler Akt alors qu’un seul et deux cycles
restaient sans effet. Des données obtenues sur des biopsies myocardiques humaines (auricule)
semblent conforter I’hypothése qu’un préconditionnement plus intense puisse protéger le
myocarde des 1ésions d’ischémie-reperfusion (328).

Sur des auricules humaines, des résultats analogues ont été retrouvés par Lemoine et al (329). En
effet, alors que le desflurane a la concentration de 3% permet d’améliorer significativement la
force contractile d’auricules issues de patients non diabétiques soumises a un stress d’hypoxie-
réoxygénation, seules des concentrations de 6 et 9% (plus proches de la MAC en oxygene pur)
sont capables de procurer une protection équivalente sur des auricules issues de patients
diabétiques de type 1 ou de type 2.

» Association de plusieurs stimuli

L’inefficacit¢ de mesures protectrices uniques dans la plupart des modéles
expérimentaux de diabéte et dans une large majorité des études cliniques conduit
naturellement a proposer I’utilisation simultanée de plusieurs agents protecteurs (2) en
espérant une synergie d’action. L association de plusieurs stimuli semble logique a 1’instar de
ce qui peut étre observé dans [’approche thérapeutique multimodale de nombreuses
pathologies. L’association d’un antioxydant comme la N-acétylcystéine au stimulus de
conditionnement ischémique ou pharmacologique serait en mesure de restaurer une protection
musculaire chez ’animal diabétique (330,331). En présence d’une hyperglycémie aigué
induite par perfusion de glucose, la simvastatine restaure I’effet protecteur myocardique du
préconditionnement ischémique et ceci par I’intermédiaire de la voie de la NO-synthase
(17,273). 11 parait donc intéressant d’activer des voies de protection complémentaires pour
créer une synergie et restaurer une protection. Depuis les travaux de Krolikowski ef al., on
sait que I’association d’un postconditionnement pharmacologique par halogéné (isoflurane) et
cyclosporine est synergique chez I’animal sain (332). Ainsi, Huhn et al. ont associ¢ un
postconditionnement pharmacologique par sévoflurane a un autre postconditionnement
pharmacologique par cyclosporine chez des rats soumis a une hyperglycémie aigué et a
occlusion coronaire (333).

Alors qu’aucun des deux agents postconditionnants administré séparément ne
permettait de réduire la taille infarcie (et cela méme en doublant les posologies), I’association
du sévoflurane et de la cyclosporine s’avérait synergique et restaurait une protection du
myocarde.
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Figure 47 : représentation de la surface myocardique infarcie chez des rats sains ou hyperglycémiques
(HG) soumis a une IR myocardique (barres noires) avec un postconditionnement pharmacologique par
sévoflurane (Sevo) et cyclosporine A (CsA) a dose simple, doublée (Sevo2 et CsA10) ou associant les deux
(Sevo+CsA). D’aprés Huhn et al. (333).

Ce résultat est particulierement intéressant dans la perspective des données que nous
avons observées au niveau du muscle squelettique chez des animaux dont le diabéte était
induit par streptozotocine. En effet, les animaux ¢étaient dans la situation d’un double
conditionnement par halogéné (isoflurane) et cyclosporine. Néanmoins, notre protocole
diffeére dans le sens ou I’isoflurane était administré en continu et pas en postconditionnement
et dans la mesure ou I’hyperglycémie était liée a un état diabétique prolongé et pas a une
perfusion ponctuelle de glucose.
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2.2.2. Conditionnement pharmacologique par cyclosporine chez 1’animal

sénescent

Dans le groupe des animaux sénescents, nous avons modifi¢ le protocole expérimental :
I’ischémie d’un membre était induite par la technique du garrot unilatéral. Nous disposions ainsi
chez un méme animal d’une patte controle pour chaque patte ischémique. D’autre part, nous
avons remplacé 1’administration intrapéritonéale par une administration intraveineuse directe de
10mg/kg de cyclosporine A. Ceci nous a permis d’obtenir des concentrations plasmatiques de
5827+498ng/mL, supérieures a celles obtenues chez les rats sains mais comparables a celles
obtenues chez les rats diabétiques. Enfin, nous avons utilis¢é une technique plus ¢élaborée de
mesure du stress oxydant tissulaire par résonance paramagnétique €lectronique, permettant une
quantification des ROS totaux.

Des rats de 71 a 73 semaines correspondraient chez I’humain, a des patients agés de 65 a
75 ans (281). Chez ces rats agés, I’IR d’une patte réduit les vitesses des réactions de la chaine
respiratoire mitochondriale dans le myocyte et diminue la capacité de rétention calcique par
rapport au muscle de la patte controlatérale. Pour ce qui concerne le stress oxydant musculaire, il
est augment¢ non seulement dans la patte homolatérale mais également dans la patte
controlatérale et de fagon non significative dans le coeur.

L’administration de cyclosporine 10 min avant la reperfusion ne restaure pas la
respiration mitochondriale ni n’augmente la capacité de rétention calcique dans la patte soumise
a IR. Au contraire, elle augmente la production musculaire de radicaux libres de fagon plus
importante que I'IR seule, a la fois dans la patte ischémiée, dans la patte controlatérale et
également au niveau du myocarde.

Ainsi, a ’'inverse de ce que nous avons observé chez I’animal sain et I’animal diabétique,
ces résultats du postconditionnement pharmacologique par cyclosporine chez le rat sénescent ne
permettent pas de mettre en évidence une quelconque protection mais au contraire révelent une
aggravation du stress oxydant local et systémique. L’absence de protection a déja été observée au
niveau du cceur chez le rat agé (334) mais les effets délétéres d’un postconditionnement
pharmacologique par cyclosporine n’ont, a notre connaissance, pas ¢té publiés.

Plusieurs mécanismes semblent participer a cette absence de protection du muscle agé
par la cyclosporine : une sensibilit¢ accrue des sujets agés aux conséquences de 1’ischémie-
reperfusion musculaire, une toxicité accrue de la cyclosporine chez le rat 4gé, une diminution de
I’expression et de la phosphorylation de STAT3 et une impossibilité d’activer les kinases de la
voie RISK.

2.2.2.1. Hypothése d’une toxicité accrue de la cyclosporine chez le rat agé favorisant une
augmentation de la production de radicaux libres

Nos observations d’une augmentation du stress oxydant local et systémique chez le rat
agé trait¢ par cyclosporine peuvent é&tre analysés sur les plans pharmacologique,
physiologique et toxicologique.

» Tout d’abord, les concentrations plasmatiques observées étaient élevées, supérieures
aux concentrations plasmatiques de cyclosporine obtenues chez les rats sains chez
lesquels une diminution du stress oxydant musculaire était observée. Il est donc
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envisageable que ces fortes concentrations aient dépassé l’intervalle thérapeutique
(335) et provoqué une toxicité musculaire. Nous n’avions pas de raison évidente a
priori de réduire les posologies administrées chez les rats sénescents car les propriétés
pharmacocinétiques de la cyclosporine sont trés peu modifiées par le grand age (336).

» 1l semble également que ’activation et I’ouverture du mPTP soient facilitées dans les
lymphocytes, le cerveau et le foie des rats agés et que méme si dans ces conditions, la
cyclosporine retarde I’ouverture du mPTP confronté a une charge calcique, la CRC est
plus basse chez les animaux agés (337).

» Enfin, comme le stress oxydant est impliqué a la fois dans les processus de
vieillissement (338) et de toxicit¢ aigué de la cyclosporine (16), nous devons
considérer 1’hypothése selon laquelle [D’association de 1’age avancé et de
I’administration de cyclosporine a été synergique et a provoqué un stress oxydant tel
qu’il a débordé¢ les capacités anti-oxydantes musculaire et systémique. Cette hypothese
est soutenue par les résultats obtenus par Palomero et al. chez des rats agés de 24 mois
(339). En effet, chez ces animaux, un traitement d’une semaine par cyclosporine
intrapéritonéale a la posologie de 10mg/kg provoquait un stress oxydant
proportionnellement plus important chez les rats agés par rapport aux rats jeunes. De
plus, I’association age et cyclosporine était synergique sur le plan statistique pour la
diminution des enzymes anti-oxydantes et 1’augmentation de la peroxydation
lipidique. Pour les auteurs, la diminution des défenses anti-oxydantes associée a I’age
conduirait a une susceptibilité accrue aux effets toxiques de la cyclosporine chez les
animaux sénescents.

Les données de la littérature sont disparates car s’il semble qu'en administration
chronique la cyclosporine diminue I’activit¢ de la glutathion peroxydase (enzyme
antioxydante), elle diminue également le stress oxydant plasmatique, comme attesté par une
diminution du malonyldialdéhyde (MDA) (214,215). Cependant, globalement,
I’administration chronique de cyclosporine A semble augmenter le stress oxydant et
I’administration d’antioxydants permet de réduire de fagon significative une grande partie des
effets indésirables rénaux, hépatiques et cardiaques (16,216).

Lors d’une administration ponctuelle unique, les effets de la cyclosporine sur le stress
oxydant, ne sont que trés peu décrits mais des cellules mésangiales humaines en culture,
exposées a une concentration de 10"M de cyclosporine produisent de fortes quantités de
peroxyde d’hydrogéne (217,218).

Enfin, dans un modéle ex vivo de coeur de rat perfusé, Griffith et al. ont mis en
évidence un effet protecteur de faibles concentrations de cyclosporine A (0,2 uM) sur les
conséquences mécaniques de [’ischémie-reperfusion myocardique alors que des
concentrations plus ¢élevées (1 puM) abolissaient toute protection (4,335). La cyclosporine
possede un poids moléculaire de 1202,61 g/mol. Avec des concentrations plasmatiques
d’environ 3500ng/mL, nous étions a une concentration de 2,9 uM soit prés de 15 fois au
dessus de la concentration protectrice de Griffith et al. Pour mémoire, les concentrations
résiduelles plasmatiques recommandées chez I’homme lors d’une administration chronique
sont de 100 a 400ng/mL.
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2.2.2.2. Diminution de I’expression et de la phosphorylation de STAT3 et impossibilité

d’activer les kinases de la voie RISK.

o Effets du postconditionnement ischémique

L’hypothéese selon laquelle la protection conférée par le pré- et le postconditionnement
ischémique est inopérante chez le sujet agé est étayée par des observations déja anciennes. En
effet, dés 1997, Abete et al. avaient montré que 1’angor prodromal (équivalent clinique du
préconditionnement ischémique) était protecteur chez les sujets de moins de 65 ans (réduction
de la mortalité hospitali¢re, du choc cardiogénique et de I’insuffisance cardiaque) alors qu’il
ne diminuait I’incidence d’aucune de ces complications chez les patients plus agés (185,340).
Chez le rat sénescent, Dow et al. (341) ont démontré que le postconditionnement ischémique
réduit les troubles du rythme ventriculaires aprés ischémie-reperfusion myocardique.
Cependant, dans un mod¢le de souris agées, Boengler et al. (187,342) démontrent que le
postconditonnement ischémique classique (3x10 sec) est inefficace alors qu’il confére une
protection myocardique chez des souris jeunes. Dans ce travail, il est possible de rétablir un
effet protecteur en modifiant le protocole de stimulation dans le sens d’une augmentation du
nombre de cycles d’IR (5x5 sec.) L hypothése mécanistique proposée par les auteurs pour
cette diminution de la protection par postconditionnement ischémique est une diminution de
I’expression et de la phosphorylation de STAT3. Przyklenk et al. (343) confirment que le
postconditionnement ischémique « classique » est incapable de réduire la taille de ’infarctus
mais a I’inverse de Boengler, les auteurs ne parviennent pas a restaurer un effet protecteur.
Les mécanismes suggérés pourraient impliquer une surexpression de protéines phosphatases
MKP-1 (mitogen-activated protein kinase-phosphatase-1) qui déphosphorylent (et donc
inactivent) les kinases de la voie RISK (ERK1/2, Akt et PI-3K).

» Effets des postconditionnements pharmacologiques

Liu et al. (334) ont récemment démontré que la cyclosporine n’était pas capable de
limiter I’ouverture du pore de transition mitochondrial du cardiomyocyte chez des animaux
sénescents alors méme qu’elle conférait une protection et retardait I’ouverture du mPTP chez
des rats jeunes. De la méme maniere, Chang ef al. ont observé 1’absence de protection
myocardique lorsqu’un postconditionnement pharmacologique par isoflurane est appliqué
chez des rats agés (20 mois) alors méme que ce traitement protége les cceurs de rats plus
jeunes (3-4 mois) en réduisant la taille de I’infarctus expérimental (344). Ces mémes auteurs
montrent que le postconditionnement pharmacologique par isoflurane augmente la
phosphorylation (et donc I’activation) des kinases de la voie RISK (ERK1/2, Akt et GSK-
3BP) chez les rats jeunes alors que la phosphorylation de ces kinases n’est pas modifiée chez
les rats agés. Il est donc possible que I’inefficacité¢ du postconditionnement pharmacologique
par cyclosporine et isoflurane chez le rat agé soit liée pour partie au moins a une impossibilité
d’activer les kinases de la voie RISK.

Nos résultats sont en accord avec ces travaux et ouvrent la voie a 1’approfondissement
des investigations mécanistiques dans la perspective d’applications cliniques. La réduction du
stress oxydant par restriction calorique ou la pratique réguliere de ’exercice pourraient ainsi
restaurer une protection myocytaire chez I’animal agé (338).
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Les ¢tudes que nous avons menées avec un postconditionnement pharmacologique par
cyclosporine dans trois populations animales différentes nous ont conduit a observer des
résultats contrastés :

o une protection partielle chez des animaux sains,
o une absence de protection chez des animaux diabétiques et enfin
o des effets délétéres chez des animaux agés.

Tout comme dans le postconditionnement ischémique, il semble que le postconditionnement
pharmacologique ne fonctionne pas selon le mode du « tout ou rien » mais qu’il doive étre
adapté a la fois a la population visée et a I’intensité de 1’ischémie expérimentale étudiée.

Pour le choix de la dose de cyclosporine a administrer, nous nous sommes fondés sur
des études antérieures qui avaient mis en ¢€vidence une protection mais il semble
indispensable d’établir dans notre modele une courbe concentration-effet en testant plusieurs
posologies. Avec des posologies croissantes, il est vraisemblable que les effets bénéfiques
s’amenuisent alors que 1’augmentation du stress oxydant et 1’inhibition de la voie de la
calcineurine deviennent prédominantes.

Le choix de la molécule méme est tout a fait primordial. Le mPTP reste une cible
particulierement pertinente pour protéger le muscle squelettique des 1ésions d’ischémie-
reperfusion mais la liaison non spécifique aux cyclophilines cytosoliques, dont la cyclophiline
A, inhibe probablement une partie des effets bénéfiques liés a la fixation de la cyclosporine a
la cyclophiline D. L’utilisation d’analogues synthétiques de la cyclosporine (Debio-025 ou
NIMS8I11), plus spécifiques de la cyclophiline D et dénués d’effets indésirables sur le rein,
serait probablement plus appropriée.

Par ailleurs, nous n’avons pas exploré les mécanismes par lesquels le diabéte et la
sénescence modifient 1’expression des ARN et protéines des voies RISK et SAFE dans les
muscles de nos animaux. Pour des raisons d’accessibilité¢ a la technique nous n’avons pas
exploré la capacité de rétention calcique dans tous les groupes de nos animaux (notamment
chez les animaux diabétiques).

Il serait encore particulierement intéressant de voir si une administration aigué¢ de
cyclosporine modifie la phosphorylation des kinases impliquées dans ces deux voies de
signalisation majeures.

Enfin, comme de nombreux faisceaux d’arguments suggerent que 1’inefficacité de la
cyclosporine implique une majoration du stress oxydant chez les animaux diabétiques et age,
nous souhaiterions tester 1’administration simultanée de la cyclosporine et d’une molécule
antioxydante dans ces deux populations.

L’ensemble de nos résultats, s’ils sont confirmés par des observations a venir, ouvrent
de nouvelles prespectives pour 1’amélioration de la compréhension des conséquences de
I’ischémie-reperfusion. Ils pourraient déboucher sur des suggestions thérapeutiques
applicables en clinique humaine et plus particulicrement dans les deux populations ciblées par
nos travaux : celle des sujets diabétiques et celle des sujets agés, deux populations dont la
croissance rapide constitue un probléme de santé publique dans les pays occidentaux.
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Cyclosporine A normalizes mitochondrial coupling,
reactive oxygen species production, and
inflammation and partially restores skeletal muscle
maximal oxidative capacity in experimental aortic
cross-clamping

Julien Pottecher, MD, PhD,>® Max Guillot, MD,>* Elise Belaidi, PhD,? Anne-Laure Charles, PhD,>*
Anne Lejay, MD,>f Abdallah Gharib, PhD,? Pierre Diemunsch, MD, PhD,>" and
Bernard Geny, MD, PhD,>* Strasbouryy and Lyon, France

Objective: By binding to cyclophilin D, cyclosporine A (CsA) inhibits mitochondrial permeability transition pore (mPTP)
opening and prevents mitochondrial dysfunction and ultimately cell death after ischemia-reperfusion (IR) injury in
cardiac muscle. This study tested whether CsA would decrease skeletal muscle oxidative stress and mitochondrial
dysfunctions after aortic cross-clamping related IR.

Methods: Forty-five Wistar rats were investigated. The sham group (n = 8) had aortic exposure but no ischemia, the
IR group (n = 10) had aortic cross-clamping for 3 hours followed by 2 hours of reperfusion, and the IR+ CsA
group (n = 9) had two intraperitoneal injections of 10 mg of CsA at 90 and 150 minutes of ischemia before
reperfusion. Mitochondrial coupling (acceptor control ratio) and mitochondrial respiratory chain complexes’
activities were measured. Reactive oxygen species (ROS) production, cyclophilin D expression, and muscle inflam-
mation were determined using dihydroethidium staining, Western blot, and immunohistochemistry, respectively. An
additional 18 sham rats were investigated to determine CsA blood levels and the effects of CsA on mitochondrial
respiration and calcium retention capacity, a marker of mPTP opening, both in myocardium and gastrocnemius
with and without CsA.

Results: Compared with sham, IR decreased mitochondrial coupling (1.38 = 0.06 vs 1.98 * 0.20; P = .0092), increased
ROS production (3992 * 706 arbitrary units [AU] vs 1812 * 322 AU; P = .033), was associated with mac-
rophage infiltration, and decreased maximal oxidative capacity (Vax: 4.08 £ 0.38 pmol O,/min/gvs 5.98 = 0.56 pmol
0,/min/g; P = .015). Despite IR, CsA treatment totally restored mitochondrial coupling (1.93 = 0.12; P = .023 vs
IR), normalized ROS (1569 = 348 AU; P = .0098 vs IR), and decreased inflammation. The V,,,, was slightly enhanced
(5.02 £ 0.39 pmol O,/min/g; P = .33 vs IR; P = .35 vs sham). Compared with myocardium, gastrocnemius muscle was
characterized by a decreased cyclophilin D content (—50%) associated with an earlier opening of mPTP (calcium retention
capacity increased from 10.85 = 1.35 pM/mg dry weight [DW] to 12.11 = 2.77 pM/mg DW; P = .65; and from
11.07 £ 1.67 to 37.65 = 11.41 pM/mg DW; P = .0098 in gastrocnemius and heart, respectively).

Conclusions: Cyclosporine A normalized ROS production, decreased inflammation, and restored mitochondrial coupling
during aortic cross-clamping. Incomplete V,,,,x protection might be due to low cyclophilin D expression in gastrocnemius,
preventing CsA from blocking mPTP opening. (J Vasc Surg 2013;m:1-9.)

Clinical Relevance: Aortic cross-clamping increases reactive oxygen species production and impairs skeletal muscle
mitochondrial function. Even subtle muscle impairments may increase morbidity after abdominal aortic aneurysm repair,
supporting a need for muscle protection during vascular surgery. Albeit its protective effects might be related to muscle
content in cyclophilin D, this study demonstrates that cyclosporine A significantly alleviates ischemia-reperfusion injury in
skeletal muscle. Because cyclosporine A can be used safely in humans, it might be an alternative or a synergistic therapeutic
approach to ischemic preconditioning in order to reduce mitochondrial dysfunction and reactive oxygen species
production in vascular patients undergoing aortic cross-clamping.
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Open abdominal aortic aneurysm repair is a surgical
intervention commonly carried out in high-risk surgical
patients with advanced cardiovascular disease and compli-
cated outcomes.’ It requires aortic cross-clamping, which
induces skeletal muscle ischemia-reperfusion (IR) injury
that largely participates in perioperative and long-term
morbidity.>* Several mechanisms are involved in these alter-
ations, with key factors being increased reactive oxygen
species (ROS) production and impaired mitochondrial func-
tion. Particularly, the mitochondrion is a central player in cell
survival. Indeed, mitochondria are the source of adenosine
triphosphate (ATP) storage, the main core of ROS genera-
tion* and the mainstay of apoptosis regulation. At the
same time, the mitochondria are an early target of IR mech-
anisms. Indeed, ROS overproduction mediates IR-induced
mitochondrial dysfunction in skeletal muscles.” Molecular
pathways then converge to a mitochondrial key target, the
mitochondrial permeability transition pore (mPTP), whose
opening causes both cell necrosis and apoptosis.®

In order to rescue skeletal muscle from infarction, local
and remote ischemic preconditioning equivalently pro-
tected muscles” mitochondrial function against IR-
induced injury.” Ischemic postconditioning, characterized
by repeated cycles of IR performed at the onset of reperfu-
sion, was also thought to be protective, but recent data
suggest it should be used with caution.®® Furthermore,
repetitive vascular clamping in atherosclerotic patients is
neither always feasible nor devoid of side effects,'” so there
is obviously a need for an alternative approach.

Pharmacologic conditioning is an option, and cyclo-
sporine A (CsA), a potent mPTP opening inhibitor, is
extremely powerful in protecting cardiomyocytes from
IR.M Indeed, CsA binds to cyclophilin D and inhibits
mPTP opening, preventing mitochondrial dysfunction,
oxidative phosphorylation uncoupling, and ultimately cell
death.’® Cyclophilins are ubiquitous proteins, highly
conserved during evolution and identified in the genomes
of mammals, plants, insect, fungi, and bacteria.'® This
suggests that CsA effects should also be observed in a variety
of tissues, including human tissues. Other intracellular
mechanisms also could be at play. Thus, reduced ROS
production and reduced inflaimmation potentially might
participate in CsA biologic effects.'* Recently, Askar and
Bozkurt'® administered CsA before femoral occlusion and
observed decreased numbers of rolling, sticking, and trans-
migrating neutrophils in skeletal muscles submitted to 4
hours of ischemia and 24 hours of reperfusion. Importantly,
acute CsA administration should not be associated with
deleterious effects linked to persistent immunosuppression.
Thus, short-term CsA does not affect cutaneous or muscu-
lofascial wound healing in clinically relevant dose.®

The aim of this study was to test the hypothesis that, by
preventing mPTP opening, CsA would preserve mitochon-
drial coupling and mitochondrial complex activities, and
decrease ROS production and inflammation in gastrocne-
mius muscles submitted to IR. To obtain further insight
into the mechanisms involved in CsA effects, we also inves-
tigated whether cyclophilin D expression and mPTP
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Fig 1. Experimental design. Sham animals (Sham; n = 8)

underwent 5 hours of general anesthesia and were sham operated.
Ischemia-reperfusion animals (IR; n = 10) underwent 3 hours of
ischemia induced by infrarenal aortic occlusion, followed by 2
hours of reperfusion. Cyclosporine-conditioned rats (IR+CsA;
n = 9) also underwent 3 hours of ischemia, but complete reper-
fusion was preceded by two intraperitoneal cyclosporine A (CsA)
injections (10 mg/kg each) at 90 and 150 minutes of ischemia.

opening might differ in myocardium and gastrocnemius
muscles.

METHODS

Procedures were conducted in accordance with U.S.
National Institutes of Health guidelines.

Animals. Experiments were performed on adult male
Wistar rats (Depré, Saint Doulchard, France) weighing
250 to 300 g. Animals were housed in a neutral tempera-
ture environment (22° * 2°C) on a 12:12 hour photope-
riod and were provided food and water ad libitum.

Preoperative management. Rats were anesthetized
with a gas mixture containing 4% isoflurane and oxygen,
in a hermetic anesthetic induction cage (Aerrane; CSP,
Cournon, France). Spontanecous ventilation was allowed
through an oxygen-delivering mask, with different
concentrations of isoflurane depending on the surgical
phase (2% during painful stimuli and 1% during latent
periods). The rat’s temperature was maintained constant at
37°C using blanket control (homeothermic blanket control
unit; MINERVE, Esternay, France) and monitored with
rectal probe.

Surgical procedure and experimental design.
Twenty-seven rats were divided into three groups (Fig 1).
The sham group (n = 8) underwent 5 hours of isoflurane
anesthesia. A midline laparotomy was performed. The
posterior peritoneum was cut to expose the abdominal aorta
and the inferior vena cava. Infrarenal abdominal aorta was
dissected and liberated from adjacent adhesions in all animals.

The IR group (n = 10) underwent 3 hours of ischemia
induced by infrarenal aortic occlusion and collateral vessels
ligation, followed by 2 hours of reperfusion. The aorta was
temporally occluded using a DeBakey cross-action bulldog
clamp, and all arterial collaterals located between the renal
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arteries and the aortic bifurcation were coagulated and cut
using a thermal cautery (Geiger thermal cautery unit; Gei-
ger Medical Technologies, Council Bluffs, Iowa), as previ-
ously reported.””® After aortic clamping, the abdomen was
tightly closed to prevent dehydration. Ischemia was clini-
cally characterized by cyanosis and lack of arterial pulse
distal to the clamp. It was also ascertained by capillary
lactate measurements on the right foot before unclamping
(Lactate Pro device, LT1710; Arkray, KGK, Kyoto,
Japan).!” Lactates are end products of cellular anacrobic
energetic metabolism, a key biomarker of tissue hypoxia.
Using the same aortic clamping model, we observed
increased lactates and decreased skeletal muscle mitochon-
drial function, objectifying the degree of limb ischemia.”®

The CsA-conditioned rats (IR+CsA; n = 9) also under-
went 3 hours of ischemia, but complete reperfusion was
preceded by two intraperitoneal 10 mg/kg CsA injections
(Sandimmun; Novartis-Pharma SAS, Rueil-Malmaison,
France) at 90 and 150 minutes of ischemia. Dose, adminis-
tration route, and timing were selected based on CsA phar-
macokinetic properties and protective doses in rats.'®'?
Translated to IR protocols, an optimal CsA level was ex-
pected at the time of reperfusion, albeit a further increase
might occur until the end of the experiment.'®°

We additionally included 18 sham rats (seven treated
with CsA, 11 untreated) to determine the effects of the
same CsA injections on mitochondrial respiration and
calcium retention capacity (CRC), a marker of mPTP
opening. In the two groups, CRC was assessed in both
myocardium and gastrocnemius muscles, and mitochon-
drial respiration was determined in gastrocnemius muscle.

Blood CsA assay. Blood samples (500 pL) from addi-
tional CsA-treated sham rats were drawn from the internal
jugular vein on ethylenediaminetetraacetic acid tubes after
3 hours of general anesthesia when blood CsA near peaked
and analyzed using the MassTox reagent kit (Chromsys-
tems, Munich, Germany) as described in the Appendix
(online only).

Tissue processing. At the end of the experiment,
white superficial gastrocnemius muscles were excised and
cleaned of adipose and connective tissue. One part was
kept on ice and immediately used for studying mitochon-
drial respiration in skinned fibers. Delay between excision
and beginning of analysis remained <20 minutes, thus
avoiding secondary ischemia. The second part was immedi-
ately frozen in isopentane cooled by liquid nitrogen and
stored for subsequent analysis.

Study of muscle mitochondrial respiration in
skinned fibers. Mitochondrial respiration was studied in
saponin-skinned fibers, as previously described.® Mea-
suring oxygen consumption ex vivo in skinned fibers is
a unique way to determine the functional oxidative capacity
of skeletal muscle, allowing the study of the entire mito-
chondrial population within its cellular environment.

Briefly, fibers were separated, then permeabilized, in
a bath of solution containing 50 wg/mL saponin for 30
minutes at 4°C, under shaking. The permeabilized fibers
then were washed for 10 minutes under shaking in order to
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remove saponin. Fibers were placed in a bath with the respi-
ratory solution for 5 minutes twice in order to remove any
phosphates. Finally, oxygen consumption was measured
polarographically using a Clark-type electrode in a 3-mL oxy-
graphic cell (Strathkelvin Instruments, Glasgow, Scotland).

Basal oxygen consumption (Vj), and maximal fiber
respiration (Vi,.y) rates were measured at 22.1°C under
continuous stirring in the presence of saturating amount
of adenosine diphosphate (ADP) as a phosphate acceptor.
Relative contributions of the respiratory chain complexes
I, IT1, and IV to the global mitochondrial respiratory rates
also were determined. When V.« was recorded, electron
flow went through complexes I, III, and IV. Complex I
was blocked with amobarbital (Amytal; 0.02 mM), and
complex IT was stimulated with succinate (25 mM). Mito-
chondrial respiration then allowed determination of
complex II, ITI, and IV activities (Vguee). N, N, N') N'-tet-
ramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (TMPD;
0.5 mM) and ascorbate (0.5 mM) were added as artificial
electron donors to cytochrome ¢. Under these conditions,
the activity of cytochrome ¢ oxydase (complex IV) was
determined as an isolated step of the respiratory chain
(Vrmppasc)- Mitochondrial coupling (coupling of phos-
phorylation to oxidation) was determined by calculating
the acceptor control ratio (ACR), the ratio between
ADP-stimulated respiration (V,,,) over basal respiration
(without ADP) with glutamate and malate as substrate
(Vo). Fibers were then harvested and dried for 15 minutes
at 150°C. Respiration rates are expressed as pmol O,/
min/g dry weight (DW).

Dihydroethidium staining. To detect the presence of
ROS in skeletal muscles, serial sections (10 wm thick) were
cut on a cryostat microtome and incubated with dihydro-
ethidium (DHE), which produces red fluorescence when
oxidized to ethidium bromide by ROS including super-
oxide anion (see Appendix, online only).

Immunohistochemical procedure. To detect gastroc-
nemius inflammation, we used monocyte macrophage-2
(Millipore, Billerica, Mass) antibody on 10-pm-thick serial
sections of muscles (see Appendix, online only).”

Study of cyclophilin D expression in gastrocnemius
and myocardium. Cyclophilin D expression (relative to -
actin) was measured by Western blot (Appendix, online
only)

Calcium retention capacity measurements in
gastrocnemius and myocardium. The resistance of mPTP
to opening after matrix Ca>" challenge was determined in
permeabilized “ghost” muscle fibers, characterized by
a lack of myosin, allowing Ca®" uptake only by mitochon-
dria and prepared as described in the Appendix (online
only). The amount of Ca>" necessary to trigger a massive
Ca®" release was used as an indicator of the susceptibility of
mPTP to Ca®t overload and expressed as uM/mg DW.
The Ca®" concentration was calculated from a standard
curve relating [ Ca®"] to the fluorescence of calcium green.

Statistical analysis. All data are expressed as mean =
standard error of the mean and analyzed using the Prism
database (GraphPad Prism 5; Graph Pad Software, San
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Fig 2. Effects of ischemia-reperfusion (IR) and cyclosporine A (IR+CsA) on mitochondrial coupling and respiratory
chain complexes activities. a, Acceptor control ratio (ACR). b, Maximal fiber mitochondrial respiration rates,
complexes I, III, and IV (V,,,.). ¢, Combined activity of mitochondrial complexes 11, III, and IV (V). d, Complex
IV activity (Vyppyae)- NS, Not significant. *P < .05; **P < .01.

Diego, Calif). One-way analysis of variance was used in all
groups, with post-test analysis between groups using the
Newman-Keuls test correcting for multiple comparisons.
P < .05 (two-tailed) was considered significant. As previ-
ously observed, eight to 10 rats per group were required to
demonstrate a 30% reduction in mitochondrial function
after IR.”"?

RESULTS

Effects of aortic cross-clamping and reperfusion on
skeletal muscle mitochondrial function, ROS produc-
tion, inflammation, and cyclophilin D content. As
expected, capillary lactate measurements revealed that
aortic cross-clamping significantly increased anaerobic

metabolism in the IR group compared with the sham
group (16.6 £ 1.0 mmol/L vs 2.7 £ 0.4 mmol/L,
respectively; P < .0001).

IR decreased muscle mitochondrial coupling and
respiratory chain complexes activities. The ACR was
significantly reduced (from 1.98 = 0.20 to 1.38 =
0.06; —30%; P = .0092; Fig 2, a). The V, tended to
decrease after IR from 3.16 = 0.34 to 2.96 * 0.28 pmol
O,/min/g DW in sham and IR, respectively. The V.«
was significantly decreased (from 5.98 * 0.56 pmol O,/
min/g DW to 4.08 = 0.38 pmol O,/min/g DW; 32%,
P = .015; Fig 2, b) after 3 hours ischemia and 2 hours
reperfusion in gastrocnemius muscle. Vg, and Vravpp/
asc decreases were not statistically significant after IR
(Fig 2, ¢ and 4).
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Fig 3. Skeletal muscle production of reactive oxygen species in sham, after ischemia-reperfusion (IR), and after
cyclosporine A (IR+CsA). a, Dihydroethidium (DHE) fluorescence intensity (arbitrary units [AU]). b, Examples of

DHE staining. NS, Not significant. *P < .05; **P < .01.

IR increased muscle ROS production and inflam-
mation. Hind limb IR led to a significant increase in DHE
fluorescence in gastrocnemius sections (from 1812 = 322
arbitrary units [AU] to 3992 = 706 AU; +120%; P =
.033), reflecting an increase in ROS, including superoxide
anion generation (Fig 3). Similarly, IR increased macro-
phage infiltration (Fig 4).

IR did not significantly affect muscle cyclophilin D
expression. Cyclophilin D expression (relative to B-
actin) in gastrocnemius muscle was not significantly
different in IR vs sham animals (1.29 = 0.14 vs 1.63 =
0.24; P = .29).

Effects of CsA in sham rats and on IR-induced dele-
terious effects

Effects of CsA on normal gastrocnemius muscles.

In the additional CsA-treated sham rats, mitochondrial
respiratory chain complex activities were not significantly
different from their respective values in untreated sham
animals (Table, online only).

Cyclosporine A preserved mitochondrial respira-
tory chain coupling and partly protected complex I
activity against IR. Acknowledging that CsA absorption
might be modulated by surgical exposure and peritoneal
inflammation, in sham, blood CsA concentration was
2420 = 147 pg/L after 3 hours of general anesthesia.
This likely allowed potential biologic effects, as inferred
from previous data in the cardiac IR setting.°

Accordingly, CsA conditioning significantly improved
the ACR (from 1.38 £ 0.06 to 1.93 = 0.12; P= .023 vs
IR) and restored its value close to the nonischemic control
(1.98 £ 0.20; P= .95 vs sham; Fig 2, #). Indeed, V, tended
to be reduced (2.69 = 0.25 pmol O,/min/g DW), and
Vinax (5.02 £ 0.39 pmol O,/min/g DW) tended to be
increased compared with the IR group (4.08 = 0.38
pmolO,/min/g DW; P= .33 vs IR; Fig 2, ).

Concerning V., IR alone induced a nonsignificant
decrease. Combining IR and CsA rendered the Vi
decrease significant compared with control (Fig 2, ¢).
However, Vg, was similar when comparing IR and
IR+CsA, thus supporting that the decreased activity in
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Fig 4. Effects of ischemia-reperfusion (IR) and cyclosporine A
(IR+CsA) on inflammation. Immunohistochemical demonstra-
tion of the distribution of macrophages. Black arrows indicate the
presence of macrophages (original magnification, x400).

complexes II, ITI, and/or complex IV after IR+CsA was
mainly due to IR.

Similarly, CsA conditioning alone did not induce a signif-
icant change in Vrampp /asc compared with IR (Fig 2, 4).
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Taken together, because CsA did not increase
complex II, III, and IV activities, the beneficial effects
observed for V.« should be due mainly to an effect on
complex I.

Cyclosporine A reduced muscle ROS production
and inflammation. The CsA conditioning decreased
DHE fluorescence in gastrocnemius sections (from
3992 + 706 AU to 1569 * 348 AU; P = .0098; Fig 3),
indicating decreased generation of ROS and therefore
decreased oxidative stress in skeletal muscles submitted to
IR. Macrophage infiltration was also reduced by CsA
administration (Fig 4).

Mechanisms of CsA effects: implication of cyclophilin
D content and CRC

Cyclophilin D expression in heart and gastrocne-
mius muscles. Cyclophilin D expression relative to B-actin
was twice as large in myocardium compared with gastroc-
nemius in sham rats (5.52 = 0.86 AU vs 2.19 = 0.38
AU; P = .009; Fig 5, a).

Functional implication of reduced cyclophilin D
content in gastrocnemius: CsA reduces CRC in heart
but not in gastrocnemius muscle. To investigate whether
the decreased level of cyclophilin D expression in gastroc-
nemius was functional, we tested the resistance of mPTP
to opening after matrix Ca®' challenge in heart and
gastrocnemius with or without CsA. As expected, the
Ca®" load required to open the mPTP was significantly
increased by CsA treatment in myocardium (from
11.07 = 1.67 pM Ca**/mg DW to 37.65 = 11.41 uM
Ca*"/mg DW; P = .0098). Conversely, the Ca?" load
required to open the gastrocnemius mPTP was not
different with and without CsA (from 10.85 * 1.35 uM
Ca’"/mg DW to 12.11 + 2.77 pM Ca®"/mg DW; P =
.65; Fig 5, & and ¢), supporting that CsA did not modify
gastrocnemius mPTD sensitivity to calcium load.

DISCUSSION

This study confirms that IR impairs skeletal muscle
mitochondrial coupling and respiratory complex activities
and increases oxidative stress. Furthermore, after aortic
cross-clamping, CsA normalizes mitochondrial coupling,
ROS production, and macrophage infiltration. CsA also
partially restores mitochondrial respiratory chain complex
activities, likely in relation with gastrocnemius cyclophilin
D content.

Human skeletal muscle withstands 2.5 hours of warm
global ischemia before histologic injuries appear*! and
muscular ATP pool is exhausted.?> However, in surgical
clinical practice, although 3 hours of aortic clamping time
is longer than in most surgical procedures, aortic clamp
may be prolonged in robot-assisted laparoscopy and/or
by unpredictable complications such as arterial thrombosis
and vasospasm. Knowing that even subtle muscle impair-
ments may increase morbidity after abdominal aortic aneu-
rysm repair,” muscle protection during vascular surgery
appears mandatory.
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Fig 5. Cyclophilin D expression and Ca®* concentration required to trigger mitochondrial permeability transition pore
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nemius muscles. b, Ca>* concentration required to trigger mPTP opening in myocardium. ¢, Ca®>* concentration
required to trigger mPTP opening in gastrocnemius muscle. CsA, Cyclosporine A; NS, not significant. **P < .01.

Aortic cross-clamping significantly impaired both mito-
chondrial coupling and mitochondrial oxidative capacity,
supporting that mitochondrial respiratory chain dysfunc-
tion is a sensitive marker of IR injury. Hind limb IR also
increased ROS production, as inferred from the enhanced
DHE staining in IR muscle. Similarly, IR increased muscle
inflammation. These data, in line with previous results,>®
further support that mitochondrial dysfunction and
increased oxidative stress and inflammation are key factors
involved in IR mechanisms.

Several therapies, including controlled reperfusion
and ischemic preconditioning”*® and postconditioning,
have been shown effective in protecting hind limbs
against IR-deleterious effects. Sometimes difficult to apply,
such approaches might be associated with or perhaps
replaced by easier to perform pharmacologic approaches.
Thus, there is a general agreement that pharmacologic

23,24
8,26

conditioning with CsA is effective in protecting the
myocardium from IR injury.'2°

In our study, CsA totally restored mitochondrial
coupling. Accordingly, rats fed with CsA 10 mg/kg/
d and 25 mg/kg/d for 3 weeks significantly decreased
their gastrocnemius Vo (—40% and —45%, respectively),
and CsA dose dependently increased the ACR in gastroc-
nemius muscles.>” Changes in V, were less marked here,
perhaps because of the shorter duration of the experiments,
but our results are in line with these data.?”

Reduced oxidative stress likely participated in CsA
beneficial effects, as other protective approaches such as
ischemic postconditioning also decrease IR-induced
ROS production and muscle mitochondrial dysfunc-
tion.>® Accordingly, a constant cross-talk takes place
between the coupling of phosphorylation to oxidation
and mitochondrial ROS generation.?®  Mitochondrial
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dysfunction and ROS generation feed off each other,
perpetuating a vicious circle that eventually leads to cell
death. As the mitochondrial respiratory chain is disrupted,
coupling decreases and more electrons leak; these are
involved in the generation of ROS leading to oxidative
stress and mPTP opening. In particular, mitochondrial
complexes I and IIT are the main sources of ROS produc-
tion during IR. However, when glutamate and malate are
used as mitochondrial substrates, the major site of ROS
production is complex I through reverse flux of electrons
from complex II to complex I.2° If CsA preserves
complex I function, it prevents further ROS release
from this mitochondrial complex. Accordingly, CsA
clearly reduced ROS production. This is consistent with
a previous study demonstrating that CsA improved ATP
generation and decreased muscle myeloperoxidase activity
after 4 hours of ischemia and 2 hours of reperfusion.'®
This fact, along with mitochondrial properties of skeletal
muscle being preserved in heart transplant recipients,
suggests that CsA was not harmful.*°

Finally, there are interactions between CsA and inflamma-
tion in skeletal muscle. The CsA has been shown to decrease
muscular neutrophil infiltration during IR.'® Accordingly,
CsA reduced macrophage infiltration in our study.

Interestingly, however, despite its beneficial effects on
mitochondrial coupling and ROS production, CsA only
partially protected skeletal muscle maximal oxidative
capacity. Several factors might limit CsA efficiency.

CsA vehicle can specifically decrease complex I activity
without altering mitochondrial coupling.®! Complex I
activity of the mitochondrial respiratory chain largely
participates in V., and incomplete restoration of V.«
might partly be explained by a potential deleterious effect
of CsA vehicle on complex I. Nevertheless, such data
were obtained in vitro using a concentration range much
higher than that used in our study. Compared with peak
CsA values observed 3 hours after administration in late
heart transplant recipients (808 = 295 ng/mL), our blood
CsA concentrations appeared higher.®?> However, they
were well within the effective ranges previously demon-
strated to protect myocardium from IR injury.20 Further-
more, our additional experiment showed that similar CsA
doses did not affect gastrocnemius mitochondrial function.
Thus, an alternative explanation should be explored.

CsA cardioprotection is obtained through its binding
and inhibition of cyclophilin D, a mitochondrial protein
favoring mPTP opening and therefore apoptosis. It is
conceivable that CsA protection depends on cyclophilin D
content in muscle cells.**** To further investigate the mech-
anisms of CsA protective effects, we determined the expres-
sion of cyclophilin D in both skeletal and cardiac muscles and
measured their CRC, a marker of mPTP opening. Gastroc-
nemius cyclophilin D expression was decreased compared
with myocardium. This was associated with functional
changes. Indeed, CsA significantly delayed myocardial
mPTP opening in response to Ca®" load but failed to delay
gastrocnemius mPTP opening. Accordingly, the inhibitory
effect of CsA on mPTP opening was greater in case of
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increased cyclophilin D content in denervated muscle.®®
Thus, CsA protection might depend on cyclophilin D
expression in muscle, possibly explaining CsA prevention
ofinfarction flaps in pig latissimus dorsi muscle characterized
by a high level of cyclophilin D expression.?®°

Another potential mechanism explaining our results
may be inferred from the actions of CsA upon B- and T-
cell activation. The CsA upregulates immunoglobulin
production in preactivated B cells,*® but CsA inhibits
calcineurin-dependent nuclear factor of activated T cell
dephosphorylation and interrupts the transcription of
genes coding for interleukin-2, interleukin-4. and CD40
ligand. This decreases the efficacy of T-cell-dependent
immune defenses®” and deserves further study.

CONCLUSIONS

The CsA normalized ROS production during aortic
cross-clamping and restored mitochondrial coupling.
Incomplete V ,,,, protection might be due to low cyclophilin
D expression in gastrocnemius, preventing CsA from block-
ing mPTP opening. Although controversial, combining
CsA and ischemic conditioning might be a promising alter-
native because they can have additive effects.*¥*° This new
therapeutic approach might warrant being proposed to
patients undergoing prolonged vascular surgery procedures
in order to reduce skeletal muscle impairment and therefore
patient morbidity.
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APPENDIX (online only)
Methods

Blood cyclosporine concentrations. The ONE-
MINUTE MassTox reagent kit (Chromsystems, Munich,
Germany) was used for the analysis of cyclosporine A
(CsA). Whole blood concentrations of cyclosporine were
qualified by high-performance liquid chromatography-
electrospray mass spectrometry with an Agilent 6410
apparatus (Agilent Technologies, Santa Carla, Calif). A
mixture of 50 wL of sample (control or calibrator), 25 pL of
reconstituted internal standard mix containing d;,-cyclo-
sporine, and 100 L of extraction buffer was vortexed for 10
seconds and incubated for 2 minutes at room temperature.
Then 250 pL of precipitated reagent was added, vortexed,
and centrifuged for 5 minutes at 1500.

Then, 30 pL of the supernatant was injected in the
liquid chromatography coupled to tandem mass spectrom-
etry. The mass transitions were monitored at a mass-to-
charge ratio of 1220 and 1203 for cyclosporine and 1232
and 1215 for djj-cyclosporine. The cycle time was 1.3
minutes injection to injection.

A standard curve was constructed by plotting the peak
area ratios against the theoretical whole blood concentra-
tions of cyclosporine. The lower limit of detection was 5
ng/mL. Concentrations were linear over the range from
25 to 2000 wg/L. The intra- and interday precision values
for the concentrations were all <10.0%, and the accuracy
ranged from 95% to 105% of the nominal value.

Dihydroethidium staining. To detect the presence of
reactive oxygen species, mainly superoxide anion, in skeletal
muscles, serial sections (10 wm thick) were cut on a cryostat
microtome and thaw mounted onto glass slides. After air
drying, slides were incubated for 30 minutes at 37°C with
2.5 pM dihydroethidium in phosphate-buffered saline.
Dihydroethidium produces red fluorescence when oxidized
to ethidium bromide by superoxide anion.' After staining,
sections were rinsed, air dried, mounted in Vectashield
(Vector Laboratories, Burlingame, Calif), and coverslipped.
The sections were examined under an epifluorescence
microscope (Nikon Eclipse E800; Nikon Instruments,
Amsterdam, The Netherlands) with a 20x epifluorescence
objective, and emission signal was recorded with a Zeiss
573- to 637-nm filter. We analyzed micrographs using
Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems, San Jose, Calif) in
order to determine fluorescence intensity (arbitrary units)
in regions of interest. For each animal, 20 photographs
were taken in randomly determined regions of the same
muscle. A region of interest of red fluorescence was deter-
mined, and the optimal sensitivity and specificity for con-
touring were defined so as to build a script. This script was
applied to the 20 photographs, and the number of pixels in
cach was recorded. We excluded values above the 90th and
under the 10th percentile and used the mean value.

Immunohistochemical procedure. To detect inflam-
mation in the gastrocnemius, we used monocyte
macrophage-2 antibody on serial sections (10-pm thick) of
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muscles.® Briefly, muscle sections were air dried and then
fixed in paraformaldehyde 4% for 3 minutes. The sections
were placed in a 2% solution of hydrogen peroxide for 5
minutes, which served to reduce endogenous or pseudo-
peroxidase background staining. Primary antibody was used
at predetermined optimal dilutions. A standard indirect
immunoperoxidase procedure using biotinylated goat anti-
rat antibody (Millipore, Billerica, Mass) and streptavidin-
horseradish peroxidase (Millipore) was used to detect
binding of monocyte macrophage-2. The slides were devel-
oped by diaminobenzidine substrate. Tissues were counter-
stained briefly with hematoxylin-eosin before mounting.

Study of cyclophilin D expression in myocardium
and gastrocnemius. At the end of reperfusion, hearts and
gastrocnemius muscles (n = 5 per group) were rapidly
removed and frozen in liquid nitrogen. Total lysates were
prepared by homogenizing tissue lysis buffer (100 WL per
10 mg of tissue) containing 1% nonyl phenoxypolyethoxy-
lethanol, 20 mM Tris-HCI, 138 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 1
mM MgCl,, 5% glycerol, 5 mM ethylenediaminetetraacetic
acid, 1 mM NazVO,, 20 mM NaF, and 1 mM dithio-
threitol (pH 8), supplemented with a cocktail of protease
inhibitors. Protein content was evaluated using colorimetric
Bradford technique in a range from 0 to 1500 pwg/mL of
bovine serum albumin (BSA). Thirty micrograms of heart
protein samples were separated by sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis on gradient gels (15%
acrylamide) and transferred to nitrocellulose membranes.
Blots were blocked with 5% nonfat milk in Tris-buffered
saline. Membranes then were incubated in Tris-buffered
saline-Tween 20 (0.5%)-1% nonfat milk (4°C overnight)
with mouse CyP D antibody (1,/4000; Merck Chemicals,
Nottingham, UK) or rabbit actin antibody (1,/1000; Sigma
Aldrich, Saint Quentin-Fallavier, France). Blots were
washed and incubated with horseradish peroxidase conju-
gated to appropriate anti-immunoglobulin G (1,/25000;
Amersham GE Healthcare Europe GmbH, Saclay, France)
for 1 hour at room temperature. Enhanced chem-
iluminescence was performed with the ECL Western blot
detection kit (Amersham GE Healthcare Europe GmbH)
according to the manufacturer’s instructions, and blots
were exposed to hyperfilm. Equal loading was evaluated by
actin staining. Density of protein bands was computerized
(Image ] software; National Institutes of Health, Bethesda,
Md).

Calcium retention capacity measurements in gastroc-
nemius and myocardium. Fiber bundles were first permea-
bilized with saponin and washed once in buffer S. Fibers
then were incubated for 30 minutes with agitation at 4°C
in buffer R + KCI (KCI 800 mM, CakK, ethylene glycol tet-
raacetic acid (EGTA) 2.77 mM, K,EGTA 7.23 mM, MgCl,
1.38 mM, imidazole 20 mM, taurine 20 mM, dithiothreitol
0.5 mM, K-sulfonate of methane 90 mM, Na-sulfonate of
methane 10 mM, glutamate 5 mM, malate 2 mM, K,HPO,4
3 mM; pH 7) to extract myosin and washed three times in
calcium retention capacity (CRC) + BSA buffer for 10
minutes each (Tris-base 20 mM, saccharose 150 mM, KCl
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Fig 6 (online only). Typical example of Ca**-induced mitochondrial permeability transition pore (mPTP) opening
recording in mitochondria of ghost fibers. AU, Arbitrary unit.

50 mM, KH,PO,4 2 mM, succinate 5 mM, EGTA 9 mM,
BSA 2 mg/mL; pH 7.4).

Ca®* challenge. To determine sensitivity to mito-
chondrial permeability transition pore (mPTP) opening,
we submitted mitochondria within permeabilized fibers
to progressive Ca>t loading of the matrix under energized
conditions.*® Binding of exogenous Ca®>" to the contrac-
tile filaments, as well as Ca®>" uptake by the sarcoplasmic
reticulum, could interfere with measurement of mito-
chondrial Ca*" uptake and release. To avoid these poten-
tial problems, we determined CRC in ghost fibers. For
these CRC measurements, ghost fibers (1.0-1.5 mg dry
fiber weight) were incubated at 24°C in a quartz tank with
continuous magnetic stirring in 1 mL of CRC buffer (Tris-
base 20 mM, saccharose 150 mM, KCI 50 mM, KH,PO, 2
mM, succinate 5 mM, EGTA 9 mM; pH 74). Five
microliters of Ca*™ (1 mM) pulses were given every 5
minutes for skeletal muscle and every 2 minutes for heart
fibers. Each pulse was recorded as a peak of extra-
mitochondrial Ca?" concentration using the fluorescent
probe calcium green (1 wM; excitation emission, 500-530
nm). Ca>* is then very rapidly taken up by the mito-
chondria, resulting in a return of extramitochondrial Ca**
concentration to near baseline level. Following sufficient
Ca®" loading, extramitochondrial Ca*" concentration
abruptly increases, indicating a massive release of Ca®" by
mitochondria due to mPTP opening. A typical example of
Ca®*-induced mPTP opening recording in mitochondria
of ghost fibers is given in Fig 6 (online only).

RESULTS

Results are given in the Table (online only).

Table (online only). Mitochondrial respiratory chain
complexes’ activities in sham rats treated or not treated
with cyclosporine A

Group
Mitochondrial Untreated sham CsA-treated sham
respiration pavameter rats (n = 11) rats m=7) P value
Vinax 6.60 = 0.53 6.31 = 0.50 72
suce 440 = 041 4.05 = 0.26 .56
VIMpD/Ase 10.96 = 0.96 9.13 = 1.04 24

CsA, Cyclosporine A; V,,,,, maximal oxidative capacity; Vi, complex II,
III, and IV activities; Viyapp,as, complex IV activity.
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ABSTRACT (250 words)

AIMS/HYPOTHESIS: type 1 diabetes is associated with increased severity of peripheral
arterial disease and cyclosporine A has been shown to rescue skeletal muscle mitochondria
from ischemia-reperfusion (IR) injury in non-diabetic animals. The aims of this study were 1)
to determine whether diabetes worsens IR deleterious effects through increased mitochondrial
dysfunction and reactive oxygen species (ROS) production and 2) whether cyclosporine A
protects diabetic muscles submitted to IR.

METHODS: Forty-six wistar rats were investigated: non-diabetic rats were randomized to
control (nC, n=8) or to IR (3h aortic cross-clamping followed by 2h of reperfusion, nIR,
n=10). Streptozotocin-treated diabetic rats (n=28) were randomized to control (dC, n=8), IR
(dIR, n=10) or to IR plus cyclosporine A (dIR+CsA, n=10). Maximal oxidative capacity
(Vmax) and relative contribution of the respiratory chain complexes I, II, III (Vsyee) and IV
(Vrmpp), together with ROS production using dihydroethidium staining were determined in
gastrocnemius muscles.

RESULTS:

Without IR, Vi (-48+9%), Vsuee (-51£9%) and Vimpep (-49+6%) were decreased and
normalized ROS production was increased in streptozotocin compared to vehicle-treated rats
(p<0.05). IR decreased mitochondrial respiration in both groups. However, relative to their
non-ischaemic controls, the reductions in Vyax (-57£14% vs. -23+7%) and Vyee (-60£7% vs. -
11+6%) and the increase in ROS production were larger in streptozotocin than in vehicle-
treated rats (p<0.05). Cyclosporine A was neither able to restore Viax or Ve, nor to decrease
ROS in streptozotocin-treated rats submitted to IR.

CONCLUSIONS/INTERPRETATION:
In rat gastrocnemius, type 1 diabetes induced mitochondrial dysfunction and ROS
overproduction that were exacerbated after IR and not corrected by cyclosporine A.

Keywords: Diabetes mellitus, Ischaemia, Reperfusion, Streptozotocin, Mitochondria, Skeletal
Muscle

Abbreviations: (alphabetical order)

AGE: advanced glycation endproducts
CsA : cyclosporine A

DHE: dihydroethidium

IR: ischaemia-reperfusion

PAD: peripheral arterial disease

ROS: reactive oxygen species



INTRODUCTION

Peripheral arterial disease (PAD) represents a real burden in the diabetic population.
Recent studies report a 2- to 4-fold increase in the prevalence and severity of PAD in diabetic
patients [1]. Not only does diabetes modify the clinical presentation of PAD (with more infra-
popliteal vascular occlusions, decreased distal runoff and more vascular calcifications than
non-diabetic patients) but patients with diabetes mellitus also experience more frequent
symptomatic forms of PAD with intermittent claudication, acute vascular occlusions and
amputations [2]. As a result, the risk of amputation is 40-fold greater in patients suffering
from diabetes [3] and the risk of peri-procedural cardiovascular morbidity after
revascularization procedures is increased.

The reasons for increased severity of PAD in diabetic patients are numerous and likely
equally imply vascular and muscular alterations.

Vascular abnormalities include impaired endothelial-dependent vasodilation, increased
generation of arterial vasoconstrictors (endothelin 1), increased systemic inflammation
(encompassing increased transcription of NFkB and increased blood cytokines
concentrations) and increased oxidative stress [4]. Indeed, systemic oxidative stress might
contribute to the onset, progression and pathological consequences of PAD during diabetes
mellitus. For instance, superoxide anion directly quenches nitric oxide by forming
peroxynitrite ion and uncouples endothelial nitric oxide synthase, impairing endothelial-
dependent vasodilation. Formation of intracellular advanced glycation endproducts (AGE)
alters protein functions and initiates pathologic processes by impairing mitochondrial
function, stimulating cytokines and reactive oxygen species production. Diabetic state also
triggers increased susceptibility to free radical injury [5].

As it represents up to 40% of total body weight in mammals, skeletal muscle stands
for the main tissue of peripheral glucose disposal. Due to its functional importance, skeletal
muscle is also a tissue particularly dependent on oxidative phosphorylation and mitochondrial
energetics. Muscular alterations in diabetes include fiber atrophy [6], reduced capillarization,
deregulated angiogenosis, altered myosin phenotype and reduction in muscular oxidative
enzymes [7]. Skeletal muscle mitochondrial dysfunction seems to be a primitive event in
diabetes mellitus, preceding hyperglycemia in patients with family history of type 2 diabetes
[8] and associated with a 30% reduction in oxidative phosphorylation.

Increased limb loss after arterial revascularization may consequently be explained in
the diabetic patient by skeletal muscle defect. Specifically, mitochondrial dysfunction in
skeletal muscle cells may contribute to the high failure rate of surgical revascularization [9].
In a previous work performed in leptin receptor deficient mice (mimicking type 2 diabetes),
Entabi et al. established that ischaemia-reperfusion histological injury and skeletal muscle
viability were not worse in diabetic animals compared to healthy controls [10] despite
increased local TNFa levels. Ischaemia reperfusion of the myocardium induced a similar
degree of myocyte necrosis in diabetic and non-diabetic animals [11]. However,
mitochondrial dysfunction might be more sensitive and reveal severe metabolic alterations
well before cell necrosis occurs [12]. The question therefore arises as to whether reactive
oxygen species (ROS) production relative to oxidative phosphorylation would be increased in
diabetic animals submitted to ischaemia-reperfusion [13].



About therapy, there are few data concerning skeletal muscle dysfunction during
diabetes. In accordance with clinical findings, restoring euglycemia with acute insulin
treatment, although physiologically rational and theoretically appealing, failed to restore
cardioprotection in the setting of experimental ischaemia-reperfusion [14]. Other therapeutic
strategies like ischemic pre- or postconditioning have been tested to rescue the diabetic
muscle from ischaemia-reperfusion injury. Unfortunately, ischemic preconditioning was not
efficient in the diabetic myocardium due to a dysfunctional mitoKatp channel [15]. Yet, the
transduction pathway downstream was still efficient and pharmacological conditioning
downstream the mitoKarp channel is still effective in rescuing the myocardium in diabetic
humans [15]. So, there may be a role for pharmaceutical agents that act on a very downstream
effector of the mitochondrial death pathway.

In this view, cyclosporine A (CsA) might be interesting since its has been shown to
reduce myocardial and skeletal muscle injuries in the setting of ischaemia-reperfusion [16,
17]. Further, in healthy animals, CsA inhibited IR-induced superoxide anion production and
partially protected mitochondrial respiratory chain [18].

The aims of this study were therefore 1) to determine whether type I diabetes
exacerbates the deleterious effects of hindlimb ischaemia-reperfusion, increasing skeletal
muscle mitochondrial dysfunction and ROS and 2) to investigate the potential beneficial
effects of CsA on muscle mitochondrial respiratory chain via a decreased oxidative stress.



MATERIALS AND METHODS

Animals

Experiments were performed on adult male Wistar rats (Depré, France) weighing 250-
300g. Animals were housed in a neutral temperature environment (22° + 2 °C) on a 12:12
hour photoperiod and were provided food (standard rat chow) and water ad libitum. The
investigation conformed to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published
by the US National Institute of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996). The study
was approved by the institutional animal care committee (CREMEAS n° AL/02/10/06/2009).

Induction of diabetes

In 28 rats, type 1 diabetes was induced by IV 65mg/kg streptozotocin injection in the
penile vein. Animals were considered diabetic when blood glucose was above 16.7mmol/L 8
days after induction of diabetes. Non-diabetic, vehicle-treated animals (n=18) received
intravenous saline injection at the same time.

Metabolic parameters

Thirty days after diabetes induction, an oral glucose-tolerance test was performed in
the 28 actually diabetic rats and 12 non-diabetic animals. This test consisted in a 2g/kg
loading dose given by oral gavage after a 12 hours fasting period. Subsequent glucose
concentrations were determined on tail vein blood at 20, 40, 60, 120 and 180 min after
gavage.

Fourty-two days after diabetes induction, these 28 diabetic and 12 non-diabetic rats
were housed in metabolic cages for two days. The first day was considered an acclimatization
period and, during the second day, blood glucose concentrations, food and water intake and
urine volume were recorded over 24 hours.

Arterial pressure

Systolic arterial blood pressure was measured by the tail cuff technique (LE5002
Storage pressure Letica Scientific Instruments, Barcelona, Spain) in conscious animals (22
diabetic and 12 non-diabetic) two to four days preceding ischaemia-reperfusion experiments.

Surgical preparation and procedure

As previously described [19], a midline laparotomy was performed under isoflurane
anesthesia, infra-renal abdominal aorta was dissected and liberated from adjacent adhesions.
All arterial collaterals located between the renal arteries and the aortic bifurcation were
coagulated and cut using a thermal cautery (Geiger®, thermal cautery unit).

Experimental design

Diabetic rats

Seven weeks after streptozotocin injection, twenty-eight diabetic rats were randomly
assigned in three groups, as shown in Figure 1: the control group (dCON, n = 8) underwent 5
hours of isoflurane anesthesia and the surgical manipulation -excepted hind-limb ischaemia-
was similar to that in the ischaemia-reperfusion group.

The ischaemia—reperfusion group (dIR, n = 10) underwent 3 hours of ischaemia induced
by infra-renal aortic occlusion and collateral vessels ligation, followed by 2 hours of
reperfusion. Ischaemia was clinically characterized by cyanosis and lack of arterial pulse
distal to the clamp. It was also ascertained by capillary lactates measurement on the right foot
before unclamping (Lactate Pro device, LT1710; Arkray, KGK, Japan [20, 21].



CsA-conditioned rats (dIR + CsA, n= 10) also underwent 3 hours of ischaemia but
complete reperfusion was preceded by two intraperitoneal CsA injections (10mg/kg each)
(Sandimmun®, Novartis-Pharma SAS, Rueil-Malmaison, France) at 90min and 150min of
ischaemia. Dose and administration route were selected based on previous studies [22, 23].

Non-diabetic rats

Eighteen vehicle-treated, non-diabetic rats were randomized in Control (nCON, n=8)
and ischaemia-reperfusion groups (nIR, n=10). Experimental design was similar in diabetic
and non-diabetic animals.

Blood cyclosporine A assay

In CsA-treated rats, blood samples (500uL) were drawn from intra-cardiac puncture on
EDTA tubes at the end of the protocol (end of reperfusion). Blood CsA concentration was
determined using HPLC-MS analysis, as performed in routine clinical human assays (see
ESM) and expressed in pg/L.

Study of muscle mitochondrial respiration in skinned fibers

The mitochondrial respiration was studied in saponin-skinned fibers of white GC
(glycolytic muscle), as previously described[24]. Measuring oxygen consumption €x vivo in
skinned fibers is a unique way to determine the functional oxidative capacity of the skeletal
muscle, allowing the study of the entire mitochondrial population within its cellular
environment. Briefly, fibers were separated. Then, they were permeabilized, in a bath of
solution S containing 50ug/ml saponin for 30 minutes at 4°C, under shaking. After,
permeabilized fibers were washed for 10 minutes under shaking, in order to remove saponin.
Fibers were then placed in a bath with the respiratory solution for 5 minutes twice, in order to
remove any phosphates. Finally, oxygen consumption was measured polarographically by
using a Clark-type electrode in a 3ml oxygraphic cell (Strathkelvin Instruments, Glasgow,
Scotland). Basal oxygen consumption (Vj), and maximal fiber respiration (Vmax) rates were
measured at 22.1°C under continuous stirring in the presence of saturating amount of ADP as
a phosphate acceptor. Relative contribution of the respiratory chain complexes I, Il and IV to
the global mitochondrial respiratory rates were also determined. When Vy,x was recorded,
electron flow went through complexes I, III and IV. Complex I was blocked with amytal (0.02
mM) and complex II was stimulated with succinate (25 mM). Mitochondrial respiration in
these conditions allowed to determine complexes II, III, IV activities (Vsuec). After that, N, N,
N’, N’-tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (TMPD, 0.5 mM) and ascorbate
(0.5mM) were added as an artificial electron donor to cytochrome c. In these conditions, the
activity of cytochrome c oxydase (complexe 1V) was determined as an isolated step of the
respiratory chain (Vrupp). Fibers were then harvested and dried for 15 minutes at 150°C.
Respiration rates were expressed as uM O,/min/g dry weight.

Dihydroethidium Staining

As previously described o detect the presence of ROS in skeletal muscles, serial
sections (10 um-thick) were cut on a cryostat microtome and incubated with dihydroethidium
(DHE) that produces red fluorescence when oxidized to ethidium bromide (EtBr) by ROS,
including superoxide anion [12]. To assess ROS production in each skeletal muscle section,
we determined the mean fluorescence intensity (arbitrary units) in 25 regions of interest under
20x epifluorescence magnification.



Reactive oxygen species production per unit respiration

As previously suggested, ROS production by diabetic skeletal muscle mitochondria
might be confounded by concurrent changes in respiration rates, providing unchanged raw,
unadjusted ROS levels [25], but increased ROS generation when considered relative to
electron transport [13]. Consequently, to calculate ROS production per unit respiration rate,
the mean DHE fluorescence intensity [arbitrary unit] in a gastrocnemius muscle section was
divided by the mitochondrial respiration rate fueled with glutamate plus malate (Vax,
[UMO2/min/g dry weight]) from skinned fibers of the same muscle. We also measured the
superoxide anion production per unit respiration in mitochondria fueled with complex II
substrate (succinate) and complex IV substrate (TMPD) by calculating the DHE/Vgy.. and
DHE/V rmpp ratios respectively.

Statistics

All data are expressed as means + standard error of the means and were analyzed using
Prism software (GraphPad Prism 5, Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
Differences between treatment groups were analyzed with two-way analysis of variance
(ANOVA), simultaneously testing diabetic status and ischaemia, with post hoc Newman-
Keuls correction. Within group differences were analyzed with Student t test and one-way
ANOVA. A p-value less than 0.05 was considered significant.



Results

A) Effects of Type I diabetes on skeletal muscle mitochondrial respiratory chain
complexe activities and reactive oxygen species production

1. Streptozotocin-treated rats displayed a metabolic profile mimicking type 1 diabetes

Streptozotocin-treated rats manifested typical hallmark features of type 1 diabetes,
associating ployuria, polydipsia, decreased body weight (despite polyphagia) compared to
vehicle-treated, non-diabetic rats (Table 1). During the oral glucose tolerance test, blood
glucose concentrations exceeded the upper limit of detection in three animals so that final
comparison was made between 25 streptozotocin-treated and 12 non-diabetic rats (Figure 2).
This revealed that both the absolute and the relative maximal increases in blood glucose were
higher in the streptozotocin-treated than in the non diabetic rats (+319+9mg/dL vs. +73+4
mg/dL and 309+24% vs. 200+4%, respectively; p<0.001).

Baseline heart rate was similar in both groups but streptozotocin-treated rats suffered
from mild arterial hypertension compared to non-diabetic rats (Table 1).

2. Diabetes impaired mitochondrial respiration and increased ROS production

a. Diabetes decreased all skeletal muscle mitochondrial respiratory chain complexes activities

Diabetes induced a significant decrease in Vyax (-484+9%), Vsuee (-51£9%) and Vrmpep
(-49+6%) 1in streptozotocin-treated rats, as compared to vehicle-treated animals (Table 3).
Conversely, V, was not significantly different.

b. Diabetes induced a significant increase in superoxide anion production per unit respiration
rate

In streptozotocin-treated rats, diabetes did not induce a significant increase in raw
reactive oxygen species production (ascertained by a non-significant increase in DHE
fluorescence) compared to vehicle-treated animals (Table 3).

Conversely, ROS production per unit respiration rate was significantly increased in
streptozotocin-treated compared to vehicle-treated rats. This held true when skinned fibers
mitochondria were either fueled with gutamate plus malate (increased DHE/V,x ratios) or
with succinate (increased DHE/V, ratio, Table 3).

B) Effects of ischaemia-reperfusion on skeletal muscle mitochondrial respiratory chain
and reactive oxygen species production in streptozotocin-treated rats.

1. Ischaemia-reperfusion effects on capillary lactates, heart rate and glycemia

Capillary lactate measurements on the right foot at baseline were not significantly
different in non-diabetic and diabetic animals (2.6+0.4 vs. 2.8+0.3 respectively, p=NS) and
increased similarly in both groups at the end of the 3h ischaemia (18.9+0.9 vs. 17.7£0.5
respectively, p=NS).

Perioperative heart rate changes were not statistically different between diabetic and
non-diabetic animals at baseline, at the end of ischaemia and after 2 hours of reperfusion
(Table 2).

In non-diabetic rats, ischaemia and reperfusion induced acute hyperglycemia that
became significant at the end of reperfusion (256+24mg/dL) compared to the measurements
performed at the induction of general anesthesia (151+4mg/dL, p<0.05). These high values at
the end of reperfusion were non significantly different from fasting blood glucose in



streptozotocin-treated rats (248+26mg/dL; p=0.89). Two streptozotocin-treated rats died after
aortic unclamping (and were therefore excluded from mitochondrial analysis) in IR and
IR+CsA groups, leaving eight diabetic rats in these two treatment groups.

2. Ischaemia-reperfusion decreased mitochondrial chain activity in both non-diabetic and
diabetic animals but mitochondrial damage was worse in diabetic animals
Ischaemia-reperfusion induced a significant decrease in maximal fiber respiration
(Vmax) 1n both streptozotocin-treated (-57+14%; p=0.024) and vehicle-treated rats (-23+7%;
p=0.040), Figure 3a but the relative reduction in Vy,x was significantly larger in
streptozotocin-treated rats, Figure 4a. The reduction in maximal mitochondrial respiration was
proportional to the intensity of the ischemic injury since Vmax negatively correlated with the
maximal capillary lactate measurement on the right foot in both streptozotocin-treated
(r’=0.30; p=0.007) and vehicle-treated, non-diabetic rats (r’=0.35; p=0.0023). On the
contrary, while ischaemia-reperfusion didn’t significantly alter Vg, in vehicle-treated
animals compared to their non-ischemic controls (-11+6%; p=0.36), it induced a significant
decrease in streptozotocin-treated animals (Figure 3b) compared to their non-ischemic
diabetic controls (-60+7%; p=0.0090) Figure 4b. Ischaemia-reperfusion didn’t alter Vrypp in
either streptozotocin or vehicle-treated rats, Figures 3c and 4c. Taken together, the
aforementioned results support that ischaemia-reperfusion impaired mitochondrial respiration
in healthy animals and proportionally impaired mitochondrial function in sterptozotocin-
treated rats to a greater extent.

3. Ischaemia-reperfusion increased ROS production in both non-diabetic and diabetic animals
but oxidative stress was enhanced in diabetic animals

In vehicle-treated animals, ischaemia-reperfusion induced a significant increase in
DHE fluorescence from 1534+241 to 3765+407 AU ; p=0.0004. Conversely, raw DHE
fluorescence was not significantly increased in streptozotocin-treated rats after ischaemia-
reperfusion (from 3107£918 to 4218+882 AU; p=0.40, Table 4).

The ROS production per unit respiration rate in mitochondria fueled with glutamate
plus malate was significantly increased after ischaemia-reperfusion in both streptozotocin-
treated and vehicle-treated rats (Figure 5). The increase in ROS production normalized to
VwMax after ischaemia-reperfusion was not significantly larger in diabetic than in non-diabetic
animals (interaction in two-way ANOVA; p=NS, Figure 5a).

The ROS production per unit respiration rate in mitochondria fueled with complex II
substrate (succinate) was significantly increased after ischaemia-reperfusion in both
streptozotocin-treated and vehicle-treated rats. However, the increase in superoxide
production normalized to Vg, after ischaemia-reperfusion was significantly larger in diabetic
than in non-diabetic animals (significant interaction in two-way ANOVA; p=0.004, Figure
5b).

Taken together, these results suggest that ROS production in gastrocnemius was
enhanced after ischaemia-reperfusion in streptozotocin-treated rats when considered relative
to electron transport.

C. Cyclosporine A failed to prevent mitochondrial respiratory chain dysfunction and
increased oxidative stress after ischaemia-reperfusion in diabetic animals

Blood cyclosporine concentrations were 5537+642ug/L at the time of sampling (end
of reperfusion).



As depicted in Table 4, cyclosporine A treatment was unable to provide mitochondrial
protection in streptozotocin-treated rats exposed to ischaemia-reperfusion. Indeed, neither V,
nor Vmax, nor Vg, were restored to non-ischemic levels after cyclosporine A treatment.
Moreover, cyclosporine A neither decreased raw nor adjusted ROS production in
gastrocnemius muscles from streptozotocin-treated rats submitted to ischaemia-reperfusion.



DISCUSSION

Main results

The main results of this study are 1) that streptozotocin-induced type 1 diabetes
significantly impaired mitochondrial respiratory chain complexes activities and increased
reactive oxygen species production, 2) for the first time that ischaemia-reperfusion deleterious
effects were more pronounced in streptozotocin-treated than in healthy rats and 3) that
cyclosporine A was ineffective in preventing ischaemia-reperfusion-induced mitochondrial
dysfunction and ROS overproduction.

Mitochondrial alterations in type 1 diabetes

As previously demonstrated, long-term hyperglycemia induced a significant reduction
in complex I, II and III activities in skeletal muscle [26]. In accordance with our previous
report [27] and results observed by Bonnard et al. [9], we found that streptozotocin-treated
rats demonstrated a profound reduction in Vy and Vyax (>50% compared to healthy controls).
In addition, we observed a significant (60%) decrease in succinate dehydrogenase activity.

In diabetic rats submitted to ischaemia-reperfusion, we noticed a close relationship
between gastrocnemius mitochondrial basal oxygen consumption (Vo) and fasting blood
glucose, suggesting that the functional impairment of mitochondrial function was tightly
linked with hyperglycemia. In patients with type II diabetes, Mogensen et al. [28] also
demonstrated that mitochondrial respiration negatively correlated with HbA1C, the latter
reflecting prolonged elevation in blood glucose concentrations.

These functional deficits associated with diabetes are mirrored by morphological
alterations. For instance, in diet-induced insulin deficient mice, Bonnard et al. demonstrated
that diabetic state resulted in altered mitochondrial biogenesis, structure and function
(complex 1-linked respiration) in gastrocnemius muscle [9]. Previous study in streptozotocin-
treated mice also indicated that mitochondrial density was reduced and that mitochondrial
morphology was profoundly altered (reduced number of cristac and decreased electron
density of the matrix) [9].

Oxidative stress in type 1 diabetes and ischaemia-reperfusion

Potential sources of increased oxidative stress in diabetic animals are numerous [29].
They include non-enzymatic auto-oxydation of glucose and generation of advanced glycation
endproducts [26], enzymatic sources originating from nitric oxide synthase, NADPH oxidase
and xanthine oxidase and last, ROS production from the mitochondrial respiratory chain [30].
Indeed, complexes I and III were demonstrated to account for the main source of superoxide
anion within the mitochondrion [31]. Our experimental protocol did not allow us to exactly
pinpoint which of the five respiratory complexes (I-V) demonstrated the most severe
alteration associated with diabetes but many indices converge to mitochondrial complex III.
In the early stages of diabetes, mitochondrial complex III undergoes assembly defects that
leads to decreased complex III activity (-65%) and increased superoxide generation in rat
kidney [32].

In our experimental conditions, oxygen consumption is proportional to electron
transport, depending on the substrate that fuels mitochondria: glutamate plus malate or



succinate. In their previous work, Herlein et al. observed that superoxide anion production
was greater in diabetic mitochondria respiring on the complex I (glutamate plus malate) and
complex II (succinate) substrates when considered in relation to electron transport activity
[13] although the raw superoxide was not significantly different. Moreover, the reduction in
ROS generation when transitioning from state 4 (Vy) to state 3 (Vmax) respiration, was less in
diabetic vs. non-diabetic rats. Our results are in line with these findings and give credence to
the assumption that oxidative stress is actually increased in streptozotocin-treated animals.
This is all the more important as antioxidant defences are not increased in gastrocnemius from
diabetic animals[25]. The link between mitochondrial chain dysfunction and increased
oxidative stress in diabetes may reside in a disordered electron transport chain, inducing an
increased proton leak, mainly at complex 1.

Oxidative stress probable plays a crucial role in mediating hypergycemia-induced
worsening of reperfusion injury. In mice submitted to acute hyperglycemia, Yang et al.
demonstrated that oxidative stress contributed importantly to the hyperglycemic exacerbation
of myocardial infarct size [33] showing that infarct size was correlated with plasma
malondialdehyde concentration. They also demonstrated that hyperglycemia-induced
oxidative stress involved NADPH oxidase.

Diabetes and worsening of skeletal muscle ischemia-reperfusion injury

Apart an increased oxidative stress at baseline in streptozotocin-treated rats, our results
also indicate that IR-induced ROS production is largely increased in diabetic vs. healthy
animals. This finding has already been observed in the heart of diabetic animals [34, 33] and
may pave the way to other pathophysiological mechanisms at work explaining the increased
sensitivity of diabetic skeletal muscle to IR injury. Indeed, by increasing oxidative stress, IR
can stimulate protein kinase C resulting in increased microvascular permeability and
leukocyte adherence to endothelial cells [35]. Enhanced oxidative stress also activates the
hexosamine pathway, resulting in increased plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) and
transforming growth factor B (TGF-B) expressions that favour microthrombi and no reflow
phenomenon in microvessels [30]. Combined influence of hyperglycemia and ROS
overproduction in IR diabetic rats also trigger the polyol pathway flux that burns up major
antioxydants (glutathione and NADPH) in skeletal muscles, enhancing their sensitivity to
oxidative stress and perpetuating a vicious circle [36]. Sustained levels of ROS after IR in
diabetic animals also abrogate numerous endogenous protective pathways like heme
oxygenase 1 [37] and signal transducer and activator of transcription-3 (STAT-3) [38].

Streptozotocin-treated rats were insulinopenic [39] and this feature may contribute to
exacerbated skeletal injury after IR. Indeed, insulin participates in maintaining endogenous
protective pathways like the PI3K-Akt and the STAT3 pathways. In insulinopenic diabetes,
the phosphorylation of PI3K, Akt and STAT-3 are reduced, resulting in increasing glycogen
synthase kinase 3 (GSK-3B) activity that promotes mPTP opening [40]. Last, factors
favouring mitochondrial biogenesis like peroxisome proliferator-activated receptor-gamma
coactivator 1 a (PGC-1a) are reduced during diabetes and may impair mitochondrial recovery

[9].

Cyclosporine A does not rescue skeletal muscle from ischaemia-reperfusion injury in
sterptozotocin-treated rats



Contrary to what we previously found in healthy animals (manuscript under revision),
acute cyclosporine A treatment was unable to rescue ischaemia-reperfusion-induced
mitochondrial dysfunction and to lower oxidative stress in gastrocnemius muscle from
diabetic rats. In our study, the measured blood CsA concentrations were well within the
effective ranges previously demonstrated to protect myocardium from IR injury in man [16].
Hyperglycemia might induce a loss of endogenous and pharmacological protective
mechanisms against ischaemia-reperfusion but the intensity and/or duration of conditioning
stimuli may also prove important to rescue diabetic tissues from ischaemia-reperfusion injury.
For instance, in a similar model of streptozotocin-treated rats, Kdskoy et al. demonstrated that
chronic pretreatment with simvastatin (6 weeks) decreased muscle necrosis, reduced tissue
edema and myeloperoxidase infiltration after bilateral hindlimb ischaemia-reperfusion [41].
This is in contrast with the absence of protection we observed with acute administration of
cyclosporine A. In rats submitted to myocardial ischaemia-reperfusion injury, transient
hyperglycemia (target blood glucose: 22 mmol/L) also abolished intravenous cyclosporine A-
induced cardioprotection [42], even when the cyclosporine A doses were doubled. However,
the combination of cyclosporine A and sevoflurane postconditioning provided an infarct-
sparing effect against hyperglycemia.

The reasons for cyclosporine A conditioning failure in our experiments should be
discussed in the light of recent findings. Cyclosporin A binds to cyclophilin D and inhibits
the mitochondrial transition pore (mPTP) opening, preventing mitochondrial dysfunction,
oxidative phosphorylation uncoupling and ultimately cell death. Previous experiments in
streptozotocin-treated rats indicated that the mitochondrial permeability transition was greatly
altered with variable delay induction and enhanced magnitude of response (12% swelling
increase in diabetic rats compared to control)[43]. Moreover, Sloan et al. recently
demonstrated thiol-dependent modifications of the mPTP components in streptozotocin-
treated rat myocardium [44]. Indeed, the adenine nucleotide translocase, a key component of
the mPTP, was actually more oxidized, providing a greater sensitivity to pore opening, which
was reversed by antioxidants. The greater oxidative stress burden associated with
mitochondria-derived ROS overproduction and reduced ROS scavenging capacities in
diabetic muscles may therefore explain the inability of cyclosporine to inhibit mPTP opening
in streptozotocin-treated rats.

Strengths and weaknesses of the study

Experimental model under study was a pharmacologic model of type 1 diabetes whose
effects on skeletal muscle, apart from chronic hyperglycaemia, could be due to a direct action
on muscle fibers [45, 46].

CONCLUSION

Type 1 diabetes was associated with profound mitochondrial respiratory chain
alterations and reactive oxygen species overproduction in rat skeletal muscle that were
exacerbated in ischaemia-reperfusion conditions. This could account for the high failure rate
of surgical revascularizations in diabetic patients suffering from peripheral arterial disease.
Acute cyclosporine A treatment, given at the onset of reperfusion, failed to protect
mitochondrial dysfunction and to reduce reactive oxygen species burden in diabetic muscles
submitted to ischaemia-reperfusion. Future studies should focus on co-administration of



cyclosporine A and antioxidants since increased oxidation of the mitochondrial transition pore
might explain this protection failure.
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TABLES
Table 1: Metabolic profile in vehicle-treated (non-diabetic) and streptozotocin-treated
(diabetic) animals 42 days after treatment injection

Groups . .

Ij;)tlsl (ﬁiijf ;1)0 Diabetic rats (n=28) p value
Metabolic parameter
Body weight (g) 357+7 296+4 <107
Fasting ; blood glucose 3.940.1 13.841.5 < 10"
(mmol.L™)
Food intake (g.24h™) 20+1,5 39+1 <10?
Water intake (mL.24h™") 26+3 174+6 <107
Urine volume (mL.24h™) 12+1 16445 <107
Systolic  arterial  pressure 1403 16445 < 10"
[mmHg]




Table 2: Perioperative heart rates in streptozotocin-treated and vehicle-treated rats

Heart rate (beats/min)

Group Baseline | End ischemia | End reperfusion
Non-diabetic CON | 443£15 | 433421 428+20

IR 435+18 | 433+23 432+20
Diabetic CON | 45444 | 45747 457+7

IR 443+7 | 464+5 467+7




Table 3: Mitochondrial complexes activities, absolute and normalized reactive oxygen
species production in streptozotocine-treated vs. vehicle-treated animals under control

conditions.
Group Vehicle-treated rats | Streptozotocin-treated rats
p
Mitochondrial (Non-diabetic) n=8 (Diabetic) n=8
respiration parameter
Vo [UM Oz/min/g DW] 2.55+0.38 1.73+0.39 0.16
Vimax [UM O»/min/g DW] 5.60+0.38 2.93+0.51 0.0009
Visuee [UM O2/min/g DW] 4.724+0.49 2.33+0.42 0.0028
Vimep [UM O2/min/g DW] 10.87+0.83 5.50+0.68 0.0003
Absolute ROS production
15344241 31074918 0.10

DHE fluorescence [AU]

DHE/V,

[AU/UMO,/mi 614+48 2329+745 0.028

n/g DW]

DHE/V max
ROS [AU/UMO,/mi 271+32 1302+381 0.0125
production n/g DW]
per  unit fHEE Ve
respiration

[AU/uMOy/mi 348+59 1759+564 0.0193

n/g DW]

DHE/Vrmpp

[AU/uMOy/mi 151+29 570+130 0.0052

n/g DW]

ACR : acceptor control ratio ; ROS : reactive oxygen species ; DHE : dihydroethidium ; DW :

dry weight




Table 4: Mitochondrial complexes activities, absolute and normalized reactive oxygen
species production in streptozotocine-treated rats submitted to control (CON), ischemia-
reperfusion (IR) and ischemia-reperfusion plus cyclosporine A (IR+CsA)

Group CON IR IR+CsA ANOVA
Mitochondrial n=8 n=8 n=8 p
respiration parameter
Vo [uM O»/min/g DW] 1.73+0.39 0.70+0.30 1.29+0.22 0.088
Vimax [UM O»/min/g DW] 2.93+0.51 1.26+0.41%* 1.67+0.38 0.037
Visuee [UM O2/min/g DW] 2.33+0.42 0.944+0.17* 1.05+0.26* 0.0065
Vimep [UM O2/min/g DW] 5.50+0.68 5.21+0.87 4.09+0.44 0.30
Absolute ROS production

31074918 4218+882 3481+1105 0.73
DHE fluorescence [AU]

DHE/V,

[AU/uMOy/min 23294745 11180+2950 9187+7073 0.42

/g DW]

DHE/Vmax
ROS [AU/UMO,/min 1302+381 7158+3078 2705+825 0.084
production

.. | /g DW]
per unit
respiration | DHE/V..

[AU/uMO,/min 1759+564 4805+693 7671+£3924 0.27

/g DW]

DHE/Vreo 570130 1010297 8944274 0.46

ROS : reactive oxygen species ; DHE : dihydroethidium ; DW : dry weight ; * : p<0.05 vs

CON




Figures

Figure 1: Experimental protocol
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Figure 2: Time course of blood glucose in streptozotocin-treated and vehicle-treated rats
during an oral glucose tolerance test
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Figure 3: Combined influence of diabetes and ischemia-reperfusion on mitochondrial
respiration parameters
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Figure 4: Variations in mitochondrial respiration parameters during ischaemia-reperfusion in
vehicle and streptozotocin-treated rats relative to their respective controls.

a. Variation in Vy,x during ischemia-reperfusion in vehicle and
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Figure 5: Combined influence of diabetes and ischemia-reperfusion on superoxide anion
production normalized to oxygen consumption
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ABSTRACT

Aims: Skeletal muscles from aging patients are prone to ischemia-reperfusion (IR) injury after
tourniquet application. The objective of this study was to test the hypothesis that
pharmacologic postconditioning with cyclosporine A (CsA) would protect senescent skeletal

muscle from IR-induced mitochondrial dysfunction and oxidative stress.

Methods: Sixteen senescent (71-73 weeks old) male Wistar rats were randomized to Sham (5
h general anesthesia), IR (3h tourniquet application on the left hindlimb and 2h reperfusion)
or CsA+IR (10mg/kg cyclosporine IV before reperfusion). Maximal oxidative capacity
(Vmax), acceptor control ratio (ACR) and relative contribution of the respiratory chain
complexes 1, I, III (Vsuee) and IV (Vrmep), together with calcium retention capacity (CRC)
and tissue reactive oxygen species (ROS) production were determined in gastrocnemius
muscles from both legs. We also determined blood CsA concentrations and myocardial ROS

production.

Results: IR of the left hind limb induced a significant reduction in Vy,x, ACR, Vgsyee and CRC
compared to the non-ischemic hind-limb that were not corrected by CsA. On the contrary,

CsA increased ROS production both locally and in the myocardium.

Conclusion: Pharmacologic postconditioning with cyclosporine A could not rescue skeletal
muscles from IR injury associated with tourniquet application but further exacerbated

oxidative stress in senescent rats.



INTRODUCTION

Due to an irreversible demographic shift, developed countries are faced with an
increasing aging population [1] and surgical patients are getting older and older. With
increasing medical knowledge and improved perioperative care, some of these frail patients
will nowadays undergo complex orthopedic or vascular surgical procedures that would have
been contraindicated ten years before. Indeed, many elderly patients above 80 yo undergo
major vascular procedures with arterial clamping [2,3] or major joint arthroplasty under
pneumatic tourniquet [4,5]. Both types of surgeries trigger ischemia-reperfusion injury (IR) to
skeletal muscle involving inflammation[6], oxidative stress [7] and mitochondrial dysfunction
[8]. If young and fit patients easily tolerate skeletal muscle IR without significant morbidity or
functional impairment, elderly patients will suffer more serious consequences. Indeed,
skeletal muscles from aged individuals are more prone to IR [9] and characterized by
impaired regeneration after injury [10,11]. This may be due in part to the prevailing
sarcopenia that goes along with aging and impairs defense mechanisms against injury [12,13].
Moreover, elderly patients present with coexisting morbidities like hypertension, diabetes and
peripheral arterial disease that aggravate reperfusion injury in skeletal muscles. For instance,
excessive pressure pulsatility in elderly hypertensive patients increases angiotensin II,
oxidative stress, NFk-B activation and end organ damage [14]. As a result, reactive
hyperhemia after vascular occlusion is blunted in elderly patients [15]. Tissues from aged
individuals are also submitted to increased oxidative stress in basal conditions. Indeed,
mutated proteins from mitochondrial respiratory chain not only participate in aged-induced
mitochondrial dysfunction but also lead to excessive reactive oxygen species (ROS)
production [16]. Reperfusion injury associated with vascular unclamping [17] or tourniquet
deflation [18] will further increase skeletal muscle and remote organs [19] oxidative stress.

When tourniquet application or vascular clamping exceeds the recommended safe duration of



60-90 min, as in complex procedures or intractable bleeding, oxidative stress overwhelms
defense mechanisms and triggers life-threatening complications in the frail elderly patient
[20,21]. Application of short bouts of ischemia with 5 min tourniquet inflation/deflation
cycles before longer tourniquet application achieves ischemic preconditioning and provides
muscular protection with decreased oxidative stress in young (22 yo) healthy patients [22].
However, caution should be taken in the elderly frail patient. First, ischemic preconditioning
may not be applied in emergent procedures. Second, some recent findings indicate that
cardiac ischemic preconditioning may prove inefficient with aging due to enhanced protein
kinases dephosphorylation that interrupt the protective cascade of ischemic preconditioning
[23]. Some protection could however be gained by increasing the intensity of the conditioning
stimulus [24]. Last, the weakened senescent skeletal muscle may not withstand additional
ischemic stress appended to tourniquet application. Indeed, recent findings from our group
indicate that ischemic postconditioning may worsen IR injury in skeletal muscles after
tourniquet-induced ischemia in mice [25]. Moreover, ischemic conditioning aggravates
tourniquet-induced peripheral nerve lesion [26]. A pharmacologic alternative could be a good
replacement for ischemic preconditioning in the senescent muscle submitted to IR. For
instance, cyclosporine A (CsA) is a good candidate. Through biding to mitochondrial
cyclophilin D (Cyp-D), CsA inhibits mitochondrial pore opening and by doing so, intervenes
on a very downstream effector of the IR death pathway [27]. CsA given intravenously at the
onset of reperfusion was recently shown to protect myocardial [28] and skeletal muscle [29]
from IR-induced injury. The objective of this research project was to test the hypothesis that
pharmacologic postconditioning with CsA, given at the onset of reperfusion, would protect
senescent skeletal muscle from IR-induced mitochondrial dysfunction and oxidative stress by

delaying mPTP opening.



MATERIAL AND METHODS
Animals

Experiments were performed on 16 senescent (71-73 weeks old) male Wistar rats (Depre,
France) weighing 822+18g. Seventy weeks old rats correspond to 65-75 years old human
beings [30]. Animals were housed in a neutral temperature environment (22° & 2 °C) on a
12:12 hour photoperiod and were provided food (standard rat chow) and water ad libitum. The
investigation conformed to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published
by the US National Institute of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996). The study

was approved by the institutional animal care committee (CREMEAS n° AL/02/10/06/2009)

Induction of skeletal muscle ischemia-reperfusion

Rats were placed in a hermetic anaesthetic induction cage, ventilated with gas mixture
of 4% isoflurane (AERRANE®, BAXTER S.A.S.) and oxygen. After induction, rats were
placed on heating blankets (MINERVE®, Esternay, France) with a pre-selected 37°C
temperature maintained during the whole procedure. Spontaneous ventilation was allowed
through an oxygen-delivering mask, with different concentrations of isoflurane depending on
the surgical stage (2% during painful stimuli, and 1% during latent periods). Depth of
anaesthesia was checked by paw pinch before more noxious stimuli. Heart rate and rectal
temperature were monitored continuously and recorded. After neck skin dissection, a 24G
intravenous line was inserted in the right jugular vein to infuse CsA and to perform blood

sampling at the end of the experiment.



Experimental design

A tourniquet was placed around the left groin without any skin incision, the right limb
serving as a control in every animal [31]. Rats were randomized into 3 groups (Figure 1). The
Sham group (Sham, n=2) was sham operated and had no ischemia, adding up four non-
ischemic legs. After 3 hours of anaesthesia, 0.4mL of NaCl 0.9% were injected in the right
jugular vein. The ischemia-reperfusion group (IR group, n=7) had a 3-hour ischemic assault
in left hind limb by tourniquet application (simple garrot, tightened by twisting a rod 20
times) on the root of the limb. Ischaemia was clinically characterized by cyanosis and lack of
arterial pulse distal to the clamp. It was also ascertained by capillary lactates measurement on
the left foot before unclamping (Lactate Pro device, LT1710; Arkray, KGK, Japan) [32,33].
At the end of ischaemia, 0.4mL of NaCl 0.9% were injected in the right jugular vein. Then, a
2-hour reperfusion period was allowed before gastrocnemius muscle harvesting in both

hindlimbs.

In the cyclosporine posconditioning/ischemia-reperfusion group (CsA+IR group, n=7),
10mg/kg undiluted CsA (Sandimmun®, Novartis-Pharma SAS, Rueil-Malmaison, France)
was injected in the right jugular vein with 0.5mL insulin syringe (Becton Dickinson, Le Pont
de Claix, France) and flushed with additional 0.2mL NaCl 0.9% at the end of ischaemia. Dose
was chosen based on previous experiments performed in rats [34,35], rabbits [36] and swine

[29,37] with the same CsA dose.

At the end of the experiment, left ventricule, right and left gastrocnemius muscle were
dissected, adipose and connective tissues were excised and mitochondrial respiration studies

were immediately performed.



Blood cyclosporine A assay

In CsA-treated rats, blood samples (500uL) were drawn from the right jugular vein on
EDTA tubes at the end of the protocol (end of reperfusion). Blood CsA concentration was
determined using HPLC-MS analysis, as performed in routine clinical human assays (see

ESM) and expressed in pg/L.

Study of muscle mitochondrial respiratory chain complexes activities

Measuring oxygen consumption in skinned fibres is a unique technique to determine
the functional oxidative capacity of the myocardial and skeletal muscles in their cellular
environment. Briefly, fibers were separated. Then, they were permeabilized, in a bath of
solution S containing 50ug/ml saponin for 30 minutes at 4°C, under shaking. After,
permeabilized fibers were washed for 10 minutes under shaking, in order to remove saponin.
Fibers were then placed in a bath with the respiratory solution for 5 minutes twice, in order to
remove any phosphates. Finally, oxygen consumption was measured polarographically by
using a Clark-type electrode in a 3ml oxygraphic cell (Strathkelvin Instruments, Glasgow,
Scotland). Basal oxygen consumption (Vj), and maximal fiber respiration (Viya.x) rates were
measured at 22.1°C under continuous stirring in the presence of saturating amount of ADP as
a phosphate acceptor. The coupling of phosphorylation to oxidation was determined by
calculating the acceptor control ratio (ACR) as the ratio between ADP-stimulated respiration
(Vmax) over basal respiration (without ADP) with glutamate and malate as substrate (V) [38].
Relative contribution of the respiratory chain complexes I, III and IV to the global
mitochondrial respiratory rates were also determined. When Vy,.x was recorded, electron flow
went through complexes I, III and IV. Complex I was blocked with amytal (0.02 mM) and
complex II was stimulated with succinate (25 mM). Mitochondrial respiration in these

conditions allowed to determine complexes II, III, IV activities (Vo). After that, N, N, N’,



N’-tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (TMPD, 0.5 mM) and ascorbate
(0.5mM) were added as an artificial electron donor to cytochrome c. In these conditions, the
activity of cytochrome c oxydase (complexe 1V) was determined as an isolated step of the
respiratory chain (Vrwmpp/ase). Fibers were then harvested and dried for 15 minutes at 150°C.

Respiration rates were expressed as uM O,/min/g dry weight.

Study of intramuscular ROS production with electron paramagnetic resonance (EPR)

spectroscopy

Immediately after harvesting, gastrocnemius and left ventricular muscles (20-30 mg) were
placed in Krebs solution containing: NaCl 99 mM, KCl 4.69 mM, CaCl, 2.5 mM, MgSO4 1.2
mM, NaHCO; 25 mM, KH,PO4 1.03 mM, D(+) Glucose 5.6 mM, Na-Hepes 20 mM, 25uM
de deferoxamine 25uM and DETC 5uM. This Krebs solution allowed preservation of muscle
fibers in a physiologic environment at 4°C before they were dissected under binocular
magnifier and cut into 1 to 2 mm’ slices. Muscle slices were finally rinsed twice in Krebs

solution.

Because of the short-lived nature of ROS, we used a stable spin label to assess oxidative stress
in muscles: 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2, 2, 5, 5-tetramethylpyrrolidine HCI (CMH).
Such spin labels offer the opportunity to detect any free radical compound with unpaired
electron in a very precise fashion, especially when ROS production takes place during a short
time frame. The ROS detection principle with EPR spectroscopy is based on the interaction
between a magnetic field of known strength and electromagnetic moment of the free radicals
under the influence of microwave irradiation [39]. The resulting microwave absorption is
proportional to the amount of unpaired electrons in the sample. The aspect of the spectra

obtained provides information about the nature of the trapped radical [40].



Muscle fragments were incubated 30 min in Krebs and CMH (200uM) in a thermo-regulated
incubator (37°C) under controlled pressure (20mmHg) and gas mix (N2 : 97.8%, O, : 2.8%) to
mimic tissular environment (Noxygen®, Germany). ROS concentrations were then
determined with EPR spectroscopy (Bruker Win-EPR®, Bruker Analytik, GmbH) in 40uL
aliquots from muscle fibers supernatants using the following parameters: microwave power:
60mW, center field: 2g, field sweep: 60G, modulation of amplitude: 2.48 G, conversion time
10.24 ms, time constant 40.96 ms. At the end of the experiment, muscle fragments were
gathered, dehydrated and weighted. As a result, ROS production was expressed in

uMol/min/mg dry weight.

Calcium retention capacity (CRC) measurements in gastrocnemius and myocardium

The resistance of the mPTP to opening following matrix Ca’" challenge was

determined in permeabilized “ghost” muscle fibers prepared as follows.

Fiber bundles were first permeabilized with saponin and washed once in buffer S.
Fibers where then incubated for 30 min with agitation at 4°C in buffer R+KCl (KCL 800mM ;
CaK,EGTA 2.77mM ; KhEGTA 7.23mM ; MgCl, 1.38mM ; imidazole 20mM ; taurine
20mM ; dithiothreitol 0.5mM ; K-sulfonate of methane 90mM ; Na-sulfonate of methane
10mM; glutamate SmM ; malate 2mM ; K,HPO4 3mM ; pH 7) to extract myosin, and washed
three times in CRC+BSA buffer for 10 min each (Tris-Base 20mM ; saccharose 150mM ;

KCl1 50mM ; KH,PO4 2mM ; succinate SmM; EGTA 9mM; BSA 2mg/ml ; pH 7.4).

Ca”" challenge: To determine sensitivity to mPTP opening, we submitted mitochondria within
permeabilized fibers to progressive Ca’” loading of the matrix under energized conditions
[41,42]. Binding of exogenous Ca’" to the contractile filaments, as well as Ca*" uptake by the

sarcoplasmic reticulum, could interfere with the measurement of mitochondrial Ca®" uptake



and release. To avoid these potential problems, we determined CRC in ghost fibers. For these
CRC measurements, ghost fibers (1.0-1.5 mg dry fiber weight) were incubated at 24°C in a
quartz tank with continuous magnetic stirring in 1mL of CRC buffer (Tris-Base 20mM ;
saccharose 150mM ; KCl 50mM ; KH,PO4 2mM ; succinate SmM ; EGTA 9mM ; pH 7,4).
Five pl of Ca®" (ImM) pulses were performed every 5min (for skeletal muscle) and every 2
min for heart fibers. Each pulse was recorded as a peak of extra-mitochondrial Ca®"
concentration using the fluorescent probe calcium green (1uM; excitation-emission, 500-530
nm). Ca*" is then very rapidly taken up by the mitochondria resulting in a return of extra-
mitochondrial Ca®" concentration to near baseline level. Following sufficient Ca*" loading,
extra-mitochondrial Ca®" concentration abruptly increases indicating a massive release of Ca"
by mitochondria due to mPTP opening. The amount of Ca® necessary to trigger a massive
Ca”" release was used here as an indicator of the susceptibility of mPTP to Ca’" overload, and
expressed as pM.mg ' dry weight. Ca®" concentration was calculated from a standard curve

relating [Ca”"] to the fluorescence of calcium green.

Statistics

All data are expressed as means =+ standard error of the means and were analyzed using Prism
software (GraphPad Prism 5, Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Differences
between treatment groups were analyzed with one-way analysis of variance (ANOVA), with
post hoc Newman-Keuls correction. Within group differences were analyzed with paired
Student t test (when comparing right and left hind limbs from the same animal) and one-way

ANOVA. A p-value less than 0.05 was considered significant.



RESULTS

Tourniquet inflation provided a similar ischemic insult to both CsA-treated and vehicle-

treated senescent rats.

Heart rate in the different phases of the protocol (ischemia and reperfusion) was not

significantly different in the IR and CsA+IR study groups.

Compared to the controlateral non-ischemic hind limb, capillary lactate measurement in the
left hind limb increased in a similar way in IR (from 1.940.3 to 9.5+1.7mmol/L) and IR+CsA

(from 1.4+0.2 to 11.6+1.9mmol/L) study groups.

The single i.v. 10mg/kg Sandimmun® injection performed just before reperfusion induced
blood cyclosporine concentrations of 5827+498ug/L at the end of reperfusion in CsA-treated

animals.

In senescent animals submitted to unilateral skeletal muscle IR, mitochondrial respiration in

the non-ischemic hind limb was not statistically different from that of sham animals

Maximal oxidative capacity (Vmax) Was not significantly between the Sham group (5.44+0.54
uMolO,/min/g dry weight) and in the non-ischemic limbs of the IR (7.34+1.50 uMolO,/min/g
dry weight) and CsA+IR (7.79+1.62 puMolO,/min/g dry weight) study groups (ANOVA

p=0.60).

Likewise, Vg and Vrympp were not statistically different between the Sham group (4.96+0.31
and 8.90+1.27 uMolO,/min/g dry weight respectively) and the non-ischemic limb of both IR
(6.14+1.07 and 9.76+1.68 uMolO,/min/g dry weight respectively) and IR+CsA (6.48+1.38
and 10.67+2.50 uMolO,/min/g dry weight respectively) study groups (ANOVA p= 0.71 and

p=0.86 respectively for Vg, and Vrmep).



Skeletal muscle IR induced by tourniquet application triggered a significant decrease in
mitochondrial respiratory chain function and an early opening of the mPTP that were not

restored by cyclosporine A

In vehicle-treated senescent rats, IR of the left hind limb induced a significant decrease in
mitochondrial Vyax, ACR and Vg, compared to the contralateral non-ischemic hind limb
(Figure 2). The picture was exactly the same in CsA-treated rats: cyclosporine treatment could
not rescue mitochondrial respiratory chain since Vyax, ACR and Vg, were decreased after IR

to a similar range than in vehicle-treated animals.

In vehicle-treated rats, IR of the left hind limb induced a significant decrease in calcium
retention capacity (CRC) compared to the non-ischemic contralateral leg, indicative of an
earlier opening of the mPTP (Figure 3). In CsA-treated rats, cyclosporine treatment did not

increase CRC and could not delay mPTP opening.

Mitochondrial respiration in myocardium was not significantly different between vehicle-

treated and CsA-treated senescent rats (Table 1).

Cyclosporine A induced a significant increase in local and remote oxidative stress

In gastrocnemius muscles from Sham-operated animals, ROS production was low and
reproducible in both hind limbs. Ischemia-reperfusion induced a significant increase in
muscular ROS production in both hind limbs (155% increase compared to Sham group) that
was further amplified in CsA-treated animals (64% increase compared to IR group) (Figure

4).

Ischemia reperfusion of the left hind limb induced a non-significant increase in ROS

production in myocardium from senescent rats (Figure 5). However, myocardial ROS



production in CsA treated animals was significantly increased compared to both Sham

(+188%) and IR study groups (+84%).



DISCUSSION

Our unilateral IR model of the left hind limb in senescent rat provided similar
mitochondrial respiration results that those we observed in younger rats [31]. Indeed, both
Whwax and Vgyee in the non-ischemic hindlimb were within a comparable range of values.
Moreover, our results also corroborate the validity of the contralateral leg as a control to study
mitochondrial respiration during skeletal muscle ischemia-reperfusion since Vyax and Vsyec
values were not significantly different between Sham and the non-ischemic hind limbs of both
IR groups. Nevertheless, the ischemic insult appeared more severe in senescent rats with a

more profound decrease in Vi, and Vg, after IR.

What is more striking is the inability of intravenous CsA to provide muscular
protection and the tendency to induce further oxidative damage in CsA-treated rats. In young
healthy rats, we had previously demonstrated that intraperitoneal CsA administered during
bilateral hind limb IR (clamping of the abdominal aorta) was able to provide partial skeletal
muscle protection [Pottecher et al. submitted]. Indeed, CsA restored mitochondrial respiratory
coupling and reduced ROS production (quantified by dihydroethidium staining) in
gastrocnemius muscles submitted to IR. In the present study, CsA was unable to rescue the
mitochondrial respiratory chain in senescent animals since Vpyax, Vsuee and ACR remained
significantly reduced. The expected protection by inhibition of mPTP opening did not even
take place since the calcium retention capacity was not increased in CsA-treated compared to
vehicle-treated senescent rats. On the top of that, CsA treatment triggered an increased
oxidative stress both locally and in remote organs since the non-ischemic hind-limb and the
heart experienced an increased ROS production. Taken together, our results suggest that the
cyclosporine A treatment that was meant to provide protection and salvage skeletal muscle

from tourniquet-induced IR, had in fact the opposite effect.



Our unexpected findings have to be discussed in the light of pharmacokinetic,
physiologic and toxicologic data. First, although the cyclosporine dose was carefully chosen
based on the positive results of previously published studies, it provided high plasmatic
concentrations (statistically higher than previously observed in young healthy rats) that may
lie above the therapeutic range. This was not expected since the pharmacokinetic properties of
a single intravenous CsA dose is hardly altered in the aged rat [43]. As the pharmacologic
window of cyclosporine A is bell-shaped [44], adverse events may have taken over and
eradicated the potential protective effects. Second, CsA was unable to delay IR-induced
mPTP opening in our senescent rats. Such results were already observed by Mather et al. [45]
who demonstrated that aging enhanced mPTP activation and opening in lymphocytes, brain
and liver. Indeed, cyclosporine allowed the accumulation of large amount of calcium in aged
mice, albeit less than that obtained in young mice. In skeletal muscle, Marzetti et al.
demonstrated that Cyp-D expression was increased in senescent rats [46], which could
account for an early opening of the mPTP at baseline but not for the CsA lack of efficacy.
Third, CsA exacerbated IR-induced oxidative stress in both ischemic and non-ischemic
organs. Although possible, methodological flaws are unlikely since EPR spectroscopy is
considered a robust technique of ROS assay [39,40,47] and randomization of our experiments
precluded systematic order error. Increased oxidative stress is involved in both the aging
process [23] and CsA toxic effects [48]. We have to consider the hypothesis that the
combined influence of senescence and CsA treatment was synergic and triggered an
overwhelming oxidative stress. In 24 months old rats, Palomero et al. observed that CsA
treatment (10mg/kg ip for one week) induced oxidative stress to a greater extent in aged vs.
young rats livers [49]. Indeed, the interaction of age and CsA treatment was found to be

significant for a decrease in antioxidant enzymes and an increase in lipid peroxides.



According to the authors, a decreased antioxidant defense associated with age would lead to a

higher susceptibility to CsA toxic effects in senescent animals.



CONCLUSION

In senescent rats, pharmacologic postconditioning with cyclosporine A did not protect skeletal
muscles from ischemia-reperfusion injury associated with tourniquet application but instead

exacerbated local and remote oxidative stress.
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TABLES

Table 1: Mitochondrial respiration variables in myocardium from vehicle and CsA-treated

senescent rats

Group
IR CsA+IR P value
Variable
VMax 16.69+1.62 21.96+2.54 0.11
ACR 3.27+0.25 3.16+0.20 0.74
Visuee 13.31£1.33 18.03+£2.27 0.10
Vrmep 18.24+2.09 23.53+3.12 0.18




FIGURE LEGENDS

Figure 1: Experimental design

o Sham: Sham animals underwent 5 hours of general anesthesia and were sham
operated.

o IR: Ischemia-reperfusion animals underwent 3 hours of left hind limb tourniquet
ischemia (dark bar), followed by 2 hours of reperfusion (open bar). The right, non-
ischemic hind limb served as a control.

o CsA+IR: Cyclosporine post-conditioned animals underwent the same IR protocol but

reperfusion was preceded by intravenous 10mg/kg cyclosporine A (CsA) injection.

Figure 2a: Maximal oxygen consumption (Vyay) in gastrocnemius muscles from ischemic

and non-ischemic hind limbs in senescent rats treated or not with cyclosporine A

Mitochondrial substrates are glutamate and malate.

Results are expressed as means + SEM.

IR non-ischemic: non-ischemic (right) hind limb in ischemia-reperfusion animals

IR ischemic: ischemic (left) hind limb in ischemia-reperfusion animals

CsA+IR non ischemic: non-ischemic (right) hind limb in cyclosporine-postconditioned

animals animals

CsA+IR ischemic: ischemic (left) hind limb in cyclosporine-postconditioned animals animals

*:P<0,05; NS: non significant



Figure 2b: Acceptor control ratio (ACR) in gastrocnemius muscles from ischemic and

non-ischemic hind limbs in senescent rats treated or not with cyclosporine A

Figure 2¢: Vg in gastrocnemius muscles from ischemic and non-ischemic hind limbs in

senescent rats treated or not with cyclosporine A

Figure 2d: Vrypp in gastrocnemius muscles from ischemic and non-ischemic hind limbs

in senescent rats treated or not with cyclosporine A

Figure 3: Calcium retention capacity (CRC) in gastrocnemius muscles from ischemic

and non-ischemic hind limbs in senescent rats treated or not with cyclosporine A

Figure 4: Reactive oxygen species (ROS) production in in gastrocnemius muscles from
ischemic and non-ischemic hind limbs in senescent rats treated or not with cyclosporine

A

Figure 5: Reactive oxygen species (ROS) production in myocardium from senescent rats

treated or not with cyclosporine A



FIGURES
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Figure 2:

a. Vjax in gastrocnemius muscles from ischemicand non-ischemic hind limbs b. Acceptor control ratio in gastrocnemius muscles from ischemic and
in senescent rats treated or not with cyclosporine A non-ischemic hind limbs in senescent rats treated or not with cyclosporine A
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Figure 3:

Calcium retention capacity (CRC) in gastrocnemius muscles from ischemic and non-ischemic
hind limbs in senescent rats treated or not with cyclosporine A
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Figure 4:

Reactive oxygen species (ROS) production in gastrocnemius muscles from ischemic
and non-ischemic hind limbs in senescent rats treated or not with cyclosporine A
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Figure 5:

Reactive oxygen species (ROS) production in myocardium from senescent
rats treated or not with cyclosporine A
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