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Qu’elle concerne le myocarde, le cerveau ou le muscle squelettique, l’ischémie 

compromet à très court terme la survie cellulaire, mais également la survie de l’organe et celle 

de l’organisme. Il est donc primordial de prévenir la survenue de l’ischémie, et lorsque celle-

ci survient, de la corriger de la façon la plus rapide et la plus efficace possible. Néanmoins, la 

reperfusion, c’est à dire la restitution d’un flux sanguin dans l’organe ischémique, bien 

qu’étant vitale pour la survie de l’organe et de l’individu, va dans un premier temps aggraver 

les lésions ischémiques avec une majoration de la nécrose et de l’apoptose cellulaire et une 

augmentation de l’inflammation locale induisant une atteinte fonctionnelle de l’organe 

reperfusé et des organes à distance. Ainsi, les conséquences de l’ischémie sont à considérer en 

association avec les conséquences de la reperfusion, dans le cadre commun du syndrome 
d’ischémie-reperfusion (Gillani 2012).  

 

Le muscle strié squelettique, qui correspond à 40% de la masse corporelle et est 

impliqué dans quasiment toutes les fonctions de l’organisme, subit de graves lésions 

d’ischémie-reperfusion au cours de la progression de l’artériopathie, notamment lors de 

l’ischémie critique chronique des membres inférieurs qui correspond à un stade très avancé 

d’insuffisance artérielle chronique. Les masses musculaires sont ainsi soumises à un stress 

d’ischémie-reperfusion permanent (Pipinos 2008). Après avoir précisé les lésions musculaires 

observées lors d’ischémies de courte durée, il nous a semblé pertinent d’explorer l’atteinte 

de la respiration mitochondriale myocytaire chez des patients souffrant d’ischémie critique 
chronique des membres inférieurs et d’analyser les mécanismes impliqués à l’aide d’un 

modèle animal que nous avons mis au point. 

 

Le traitement de l’ischémie critique chronique repose sur la revascularisation 

chirurgicale, lorsque celle-ci est possible. Toutefois, le pronostic de l’ischémie critique 

chronique des membres inférieurs est extrêmement sombre, et la moitié des patients ne pourra 

pas bénéficier d’un traitement chirurgical, l’artériopathie étant trop avancée pour pouvoir 

réaliser un geste de revascularisation (Norgren 2007). Ceci explique l’intérêt de développer 

des alternatives médicamenteuses à la chirurgie, ayant pour but de limiter les lésions 

d’ischémie-reperfusion, réduisant ainsi la dysfonction mitochondriale et la production de 

radicaux libres. 

 

 Nos voies de recherche permettant de protéger le muscle squelettique des lésions 

d’ischémie-reperfusion sont centrées sur des molécules diminuant la production de 
radicaux libres. Ainsi, la n-acétyl-cystéine ou les statines semblent être des candidats 

adéquats (Samuni 2013, Szarszoi 2008). La L-Arginine devrait aussi avoir une effet protecteur 

en modulant les voies de signalisation protectrices musculaires endogènes (RISK en 

particulier). 

 

Toutefois, il n’existe à l’heure actuelle pas de modèle murin d’ischémie critique 

chronique des membres inférieurs regroupant les 3 critères nécessaires au diagnostic. En effet,  

le diagnostic d’ischémie critique chronique des membres inférieurs ne peut être posé que si 

les 3 éléments suivants sont réunis : présence de signes cliniques (douleurs de décubitus ou 
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troubles trophiques), mesures hémodynamiques confirmant le degré d’ischémie, et durée des 

symptômes supérieure à 15 jours (Norgren 2007).  

 

 De même, les données en pathologie humaine sont très rares alors que la 

revascularisation chirurgicale des patients en ischémie critique chronique, nécessitant un 

clampage artériel en amont et en aval de la zone à ponter, engendre de facto une situation 

d’ischémie-reperfusion supplémentaire à celle déjà générée par l’ischémie critique chronique. 

 Enfin, beaucoup reste à découvrir sur les voies pharmacologiques susceptibles de 

lutter contre les effets délétères de l’ischémie-reperfusion dans cette situation.  

 

Dans ce contexte, nos objectifs étaient les suivants :  

1 / Réaliser une mise au point des mécanismes impliqués dans l’ischémie-reperfusion, 

étudiant en particulier l’interaction  mitochondrie-stress oxydant. 

2 / Analyser l’atteinte mitochondriale musculaire de patients présentant une ischémie 

critique chronique des membres inférieurs, diabétiques ou non, avant et après pontage 

fémoro-poplité. 

3 / Mettre au point un modèle murin d’ischémie critique chronique des membres 

inférieurs 

4 / Déterminer sur ce modèle les effets de trois conditionnements pharmacologiques :  

a / le conditionnement par n-acétyl-cystéine  

b / le conditionnement par statines  

c / le conditionnement par L-arginine  

en nous intéressant particulièrement au stress oxydant et voies de signalisation RISK 

et SAFE, peu connus lors de l’ischémie-reperfusion musculaire squelettique. 

 

Après avoir mis en place des notions importantes pour la compréhension de notre 

problématique de recherche (Rappels sur l’ischémie critique des membres inférieurs, la 

mitochondrie, le stress oxydant, et les mécanismes d’ischémie-reperfusion), nous présenterons 

nos travaux de recherche et ouvrirons une discussion générale dont la conclusion nous 

amènera à évoquer nos perspectives. 
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1. L’ISCHEMIE CRITIQUE CHRONIQUE 

Le terme d’ischémie critique chronique (ICC) des membres inférieurs définit un stade 

très avancé d’insuffisance artérielle. Le pronostic du membre, mais également le pronostic 

vital du patient sont en jeu. La prise en charge de l’ICC est complexe et lourde, ce qui 

explique que le diagnostic doit être précis. 

1.1 De Leriche et Fontaine à l’ischémie critique chronique 

 
La classification de l’artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI) selon 

Leriche et Fontaine date de 1954 (Fontaine 1954). Cette classification divisaitl’AOMI en 4 

stades différents: le stade 1 était caractérisé par l’abolition asymptomatique d’un pouls, le 

stade 2 correspondait à la claudication intermittente, le stade 3 aux douleurs de décubitus, et 

le stade 4 aux troubles trophiques.Par la suite, le développement des techniques 

d’explorations fonctionnelles vasculaires a conduit les soignants à s’interroger sur 

l’hétérogénéité des stades 3 et 4. En effet, devant des situations cliniques identiques (douleurs 

de décubitus ou troubles trophiques), les écarts entre les mesures hémodynamiques (pression 

de perfusion, analyse de la microcirculation du pied) pouvaient être très importants, 

correspondant ainsi à des cas de sévérité et de pronostic très différents (Müller-Bühl 1999). 

En effet, l’existence de signes d’AOMI ne suffit pas à cataloguer telle douleur de décubitus 

comme stade 3 ou tel trouble trophique comme stade 4. L’imputabilité des symptômes à 

l’AOMI et donc à l’insuffisance artérielle par la quantification du degré d’ischémie du pied 

est souvent négligée. Ainsi, le concept d’ICC est apparu, dans le souci de mieux décrire et 

codifier les cas d’insuffisance artérielle, de façon à mieux juger et comparer les divers 

traitements proposés (Dormandy 2000, Norgren 2007).  

 

1.2 Définition de l’ischémie critique chronique 

 
Le diagnostic d’ICC doit associer 3 données : les signes cliniques (douleurs de 

décubitus ou troubles trophiques), une quantification objective du degré d’ischémie, et une 

durée des symptômes supérieure à 15 jours (Becker 2007, Norgren 2007). 

1.2.1 Douleurs de décubitus, troubles trophiques 

Les douleurs de décubitus de l’insuffisance artérielle intéressent d’abord l’avant-pied, 

ainsi que les orteils. Au début, il s’agit de douleurs de décubitus qui s’estompent en mettant le 

talon hors du lit, puis le patient est obligé de laisser pendre la jambe hors du lit pour trouver le 

sommeil. Finalement le patient est obligé de passer la nuit assis au fauteuil, et à ce stade un 

œdème du pied et de la cheville s’installe. 

Les troubles trophiques correspondent aux ulcérations et gangrènes directement 

secondaires à l’insuffisance artérielle. Ils siègent au niveau des orteils, ou des malléoles. Ils 

sont généralement douloureux, et peuvent être humides ou secs.  

 1.2.2 Quantification hémodynamique 

Les mesures de pressions distales (à la cheville et au gros orteil) sont obligatoires à la 

confirmation du diagnostic. Pour les patients présentant des douleurs de décubitus, le 

diagnostic d’ICC peut être évoqué si la pression à la cheville est inférieure à 50 mm Hg, ou si 
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la pression à l’orteil est inférieure à 30 mm Hg. Pour les patients présentant des troubles 

trophiques, le diagnostic d’ICC peut être évoqué si la pression à la cheville est inférieure à 70 

mm Hg, ou si la pression à l’orteil est inférieure à 50 mm Hg. 

 1.2.3 Durée des symptômes 

Il est spécifié que le terme d’ICC implique la chronicité et qu’il ne s’applique pas à 

l’ischémie aiguë de membre. Le diagnostic d’ICC n’est donc posé qu’en présence de signes 

cliniques validés hémodynamiquement, existant depuis au moins 15 jours. 

 

1.3 Données épidémiologiques 

 

L’épidémiologie de l’ICC n’est pas connue avec précision, mais on estime qu’environ 

3% des patients porteurs d’une AOMI se présentent d’emblée en ICC, et que 10% des patients 

porteurs d’une AOMI au stade de claudication intermittente évolueront vers une ICC. 

L’incidence de l’ICC en Europe se situe entre 500 et 1000 par million d’habitants et par an 

(Dormandy 2000, Norgren 2007, Jensen 2006). Le traitement initial de l’ICC correspond à 

une amputation majeure d’emblée dans 25% des cas, une revascularisation chirurgicale dans 

50% des cas, un traitement médical en l’absence de possibilité de revascularisation dans 25% 

des cas. A un an de la prise en charge initiale, 25% des patients sont décédés, 30% sont 

vivants avec une amputation majeure, 20% sont toujours en ICC, et seulement 25% ont passé 

favorablement le cas de l’ischémie critique. L’ICC génère de ce fait 100 à 300 amputés 

majeurs par million d’habitants et par an (Rajagopalan 2002). 

Ainsi, si pour le patient porteur d’une AOMI au stade de claudication intermittente le 

risque cardiovasculaire systémique est largement dominant par rapport au risque local 

d’amputation majeure, pour le patient porteur d’une AOMI au stade d’ICC le risque de décès 

cardiovasculaire et le risque d’amputation majeure à court terme augmentent de façon 

dramatique (respectivement d’un facteur 10 et d’un facteur 50) avec un risque d’amputation 

majeure qui prend le pas sur le risque cardiovasculaire (Muluk  2001,Norgren 2007). Un tel 

pronostic implique donc que le diagnostic d’ICC soit précis. 

 

1.4 Facteurs de risque 

 

Les facteurs de risque d’athérosclérose chez le patient en ICC sont les mêmes que 

ceux de tout patient ayant une artériopathie athéroscléreuse ; les plus importants, en dehors de 

l’âge, étant le tabagisme et le diabète (Bismuth 2001, Diehm 2006, Murabito 2002). Ils se 

distinguent toutefois par le fait qu’ils sont plus souvent associés et mal contrôlés, voire 

totalement négligés avant la survenue d’une ICC et même après (Murabito 2002).  

Le diabète offre la plus forte corrélation avec la prévalence de l’ICC (Faglia 2006, 
Jensen 2006). Il multiplie par 4 à 5 le risque d’ICC et par 10 le risque d’amputation majeure, 

il abaisse l’âge de survenue d’une ICC. Diabète et tabac conjuguent et potentialisent leurs 

effets vasculaires délétères pour faire du diabétique-tabagique le patient le plus à risque d’ICC 

et d’amputation (Jensen 2006). Le patient diabétique est le plus propice à concentrer les 
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facteurs propices à la survenue d’une ICC : macroangiopathie distale réduisant le lit d’aval 

poplitéo-jambier, microangiopathie altérant l’hyperhémie réactionnelle et la perméabilité 

capillaire, neuropathie diminuant la sensibilité cutanée favorisant ainsi la survenue de lésions 

cutanées (Faglia 2006).  

1.5 Prise en charge 

 
Dés le diagnostic d’ICC suspecté, il faut le confirmer rapidement par mesures 

hémodynamiques. Le diagnostic confirmé, il faut alors étudier en imagerie vasculaire la 

possibilité d’une reconstruction artérielle pour accroître la pression de perfusion distale, tout 

en optimisant la prise en charge médicale.  

Au terme de l’évaluation clinique et de l’évaluation en exploration fonctionnelle 

vasculaire, 3 situations peuvent se présenter :  

- L’examen clinique, la quantification du degré d’ischémie et l’imagerie vasculaire 

s’accordent à définir une option de revascularisation avec de bonnes chances de 

succès, elle est proposée et réalisée après préparation optimale du patient. 

- Cliniquement le pronostic local apparaît extrêmement réservé (extension importante 

des troubles trophiques), la quantification hémodynamique confirme le caractère 

sévère du degré d’ischémie, et l’imagerie vasculaire ne montre pas d’option 

raisonnable de revascularisation : une amputation de première intention est proposée. 

- En imagerie vasculaire il existe une option de revascularisation, mais le pronostic 

local est sombre et l’exploration hémodynamique met en évidence un degré sévère 

d’ischémie : l’option de revascularisation est en général tentée après avoir informé le 

patient des réserves. 

 

Les options de revascularisation se discutent actuellement en chirurgie endovasculaire 

et en chirurgie conventionnelle. A l’heure actuelle la chirurgie endovasculaire prend une place 

de plus en plus importante, car les limites de ce type de chirurgie se repoussent de jour en jour 

et permettent notamment de traiter des lésions plus longues, plus complexes, et d’étendre le 

champ d’action aux artères de jambes, voire du pied. Quel que soit le mode de reconstruction 

artérielle choisi, lorsque la revascularisation est possible, il est impératif que le patient soit 

suivi régulièrement avec prise en charge optimale de ses facteurs de risque et surveillance du 

membre opéré. 

 

En résumé, 

Le diagnostic d’ICC est lourd de conséquences pour le patient (haut risque 

d’amputation majeure à court et moyen terme, haut risque de complications et de décès 

cardiovasculaire). Le diagnostic doit être précis, et est posé si les 3 conditions suivantes 

sont réunies : présence de douleurs de décubitus ou de troubles trophiques, degré 

d’ischémie quantifié par mesures hémodynamiques, et évolution des symptômes depuis 15 

jours minimum. La prise en charge de ces patients est lourde, l’évaluation de l’arbre 

artériel doit être précise, de façon à proposer une option de revascularisation (chirurgie 

endovasculaire ou chirurgie conventionnelle) lorsque celle-ci est possible. L’absence de 

possibilité de revascularisation ne signifie pas obligatoirement amputation, il existe une 

place pour les traitements médicaux, même si le pronostic de l’ICC non revascularisable 

reste extrêmement sombre.  
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2. LA MITOCHONDRIE

La mitochondrie est un organite riche en composants biochimiques dont le rôle majeur 

est la production d’énergie (Wiesner 1992,Halestrap 2009, Taylor 1992). En plus d’assurer 

l’approvisionnement cellulaire en énergie, les mitochondries ont d’autres rôles vitaux pour le 

bon fonctionnement de la cellule. Elles participent à l’homéostasie calcique, à la régulation du 

pH intracellulaire, à la synthèse d’hormones stéroïdes, ainsi qu’à la régulation de la 

thermogenèse. De plus, elles constituent un des principaux sites de production des radicaux 

libres jouant un rôle clé dans plusieurs voies de signalisation intracellulaire. 

Les mitochondries occupent environ 30 à 40% du volume de la cellule cardiaque. Les 

muscles squelettiques ont par contre un contenu variable en mitochondries. Elles peuvent 

occuper 1% du volume cellulaire dans les muscles glycolytiques, et jusqu’à 6 à 30% du 

volume cellulaire dans les muscles oxydatifs. 

Les rappels suivants sont issus du travail de l’équipe d’accueil 3072 « Mitochondries, 

stress oxydant et protection musculaire ».  

 

2.1 Structure des mitochondries 

La mitochondrie est un organite hautement spécialisé dans la transformation d’énergie, 

elle est de forme longitudinale, et contient deux membranes : la membrane externe et la 

membrane interne, délimitant un espace inter-membranaire et une matrice. Les replis 

caractéristiques de la membrane interne sont appelés crêtes mitochondriales (Figure 1). 

 

 

 

Figure 1 : Structure d’une mitochondrie. 

Source : Lejay A, et al. Muscle biopsy 2011 (ed Saunders). 
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 2.1.1 La membrane externe 

C’est une membrane rigide dans laquelle un nombre important de protéines sont 

enchâssées. Ces protéines permettent les échanges entre le cytosol et l’espace inter-

membranaire de la mitochondrie en formant des pores qui autorisent d’une part la 

translocation de protéines, et permettent d’autre part les échanges de métabolites de petits 

poids moléculaires via des porines. La porine, également appelée voltage dépendant anion 

channel, est la principale voie par laquelle transitent les métabolites régulant la respiration 

mitochondriale.  

 

 2.1.2 L’espace inter-membranaire 

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

protéines qui jouent un rôle majeur dans l’énergétique mitochondriale et la mort cellulaire 

(Duchen 2004, Ventura-Clapier 2004). 

 

 2.1.3 La membrane interne 

La membrane interneprésente une perméabilité réduite et sélective, elle forme la 

barrière 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. Ces transporteurs sont représentés par les complexes de la 

chaîne respiratoire mitochondriale, l’Adenine Nucleotide Translocator (ANT), et par les 

protéines découplantes : 

- Les complexes de la chaîne respiratoire sont ancrés dans la membrane interne. Ils 

assurent le maintien du gradient de protons et la formation d’ATP. 

- L’ANT est constitué de deux sous-unités de 32 kDa et d’un site unique de liaison à 

l’ATP ou l’ADP. Selon sa conformation, l’ANT fait face, alternativement, à la matrice 

ou à l’espace inter-membranaire. L’ATP mitochondriale est échangée par l’ADP 

cytosolique dans un rapport 1:1. L’ANT est exprimé par trois isoformes : ANT1, 

ANT2 et ANT3. Chez l’Homme, l’ANT1 est l’isoforme exprimée de manière 

prédominante dans le muscle cardiaque et squelettique, l’ANT2 est ubiquitaire, 

exprimée dans tous les tissus en quantité variable en fonction de l’activité respiratoire 

du tissu. L’ANT3 a un faible niveau d’expression dans le cerveau, le foie, le rein, le 

cœur et les muscles squelettiques. 

- Les protéines découplantes sont enchâssées dans la membrane interne et permettent le 

passage de protons de la matrice à l’espace inter-membranaire. Ce phénomène de fuite 

induit un couplage incomplet entre les phosphorylations et les oxydations, appelé 

respiration mitochondriale découplée. Une partie de l’énergie est ainsi perdue sous 

forme de chaleur. Concernant le rôle physiologique de ce découplage, il se pourrait 

que cette fuite des protons permette de diminuer la production des radicaux libres par 

une augmentation de l’oxydation de l’ubiquinone, et donc minimise le stress oxydant 

et les dégâts inhérents au niveau de l’ADN. Les protéines découplantes joueraient 

donc un rôle de protection contre le stress oxydant (Echtay 2002).  
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2.1.4 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 à la β-oxydation 

des acides gras, ainsi que l’ADN mitochondrial codant pour des protéines composant 

certaines sous-unités des complexes I, III, IV et V de la chaîne respiratoire, des ribosomes 

mitochondriaux, des tRNA, des rRNA et des enzymes nécessaires à l’expression de l’ADN. 

 

2.2 Fonctionnement de la mitochondrie 

 

Les voies de dégradation des lipides et des hydrates de carbone se rejoignent au niveau 

de la mitochondrie avec l’acétyl CoA qui est métabolisé au cours du cycle de l’acide citrique 

ou cycle de Krebs (Figure 2). A la fin du cycle, une molécule d’acétyl COA fournira 2 

molécules de CO2, 3 molécules de NADH, 1 molécule de FADH2 et une molécule d'ATP. Les 

transporteurs d'hydrogène et d’électrons NADH et FADH2, réagissent ensuite avec les 

enzymes de la chaîne respiratoire pour réduire l’oxygène en eau et synthétiser de l’ATP : c’est 

la phosphorylation oxydative, le processus majeur de fourniture d’énergie pour les fibres des 

muscles squelettiques et cardiaque. 

 

 

 

Figure 2 : Le Cycle de Krebs. 

Source : Stock D, et al. Science 1999. 
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La chaîne de transport des électrons, encore appelée chaîne respiratoire mitochondriale 

est composée de 5 complexes :  

 

- le complexe I ou NADH déshydrogénase 

- le complexe II ou Succinate déshydrogénase 

- le complexe III ou Ubiquinol-cytochrome c réductase 

- le complexe IV ou Cytochrome c oxydase 

- le complexe V ou ATP synthase. 

 

Les électrons sont ainsi transportés par le NADH et le FADH2, respectivement aux 

complexes I et II qui transfèrent les électrons à l’ubisemiquinone, cette dernière les 

acheminant au complexe III. L’arrivée des électrons au complexe IV constitue la fin de la 

chaîne d’oxydoréduction et entraîne la réduction de l’oxygène moléculaire en eau. Les 

réactions associées au passage d’un l’électron au niveau des complexes I, III et IV entraînent 

le passage d’un proton vers l’espace inter-membranaire à 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 

chaîne des oxydoréductions avec la production d’ATP (Stock 1999).  

 

 

 

 

 

Figure 3 : Chaîne de transport des électrons. 

Source : Stock D, et al. Science 1999. 
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 2.2.1 Complexe I : NADH déshydrogénase 

C’est la première enzyme de la chaîne respiratoire. Elle catalyse le transfert de 2 

électrons du NADH à l’ubiquinone (ou coenzyme Q10), ce transfert étant couplé à la 

translocation de 4 protons au travers de la membrane, ce qui participe à la force proton-

motrice. 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 l’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’électrons, et neuf centres Fer/Soufre 

constituant le centre catalytique de l’enzyme. Le système de pompage des protons est quant à 

lui localisé dans la partie membranaire du complexe (Sazanov 2007, Kao 2003). 

 

2.2.2 Complexe II : Succinate déshydrogénase 

Le complexe II joue un rôle important au niveau mitochondrial puisqu’il fait à la fois 

partie de la chaîne respiratoire et du cycle de Krebs. Il est composé de quatre sous-unités (A à 

D). Les sous-unités A et B constituent le domaine hydrophile de l’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 gènes 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 quantité de complexes II est particulièrement élevée par rapport à certaines 

autres enzymes matricielles (comme la citrate synthase). Dans ce cas, la succinate 

déshydrogénase délivre aux ubiquinones une quantité d’électrons supérieure à ce que le 

cytochrome c peut transporter, ce qui favorise une suroxydation des ubiquinones. Ce 

phénomène peut entraîner un flux réverse d’électrons au travers du complexe I, entraînant une 

réduction plus importante de ce complexe, ce qui favorise la production de radicaux libres 

(Bourgeron 1995). 

 

 2.2.3 Complexe III : Ubiquinol-cytochrome c réductase 

Il contient 4 groupes prosthétiques redox actifs : 2 cytochromes b (bL et bH), le 

cytochrome c1 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. Cette enzyme catalyse le transfert de 2 électrons de 

l’ubiquinol au cytochrome c. Cette étape est associée au transfert de 4 protons de la matrice 

vers l’espace inter-membranaire. Ainsi, des électrons dérivant de l’oxydation de l’ubiquinol 

sont recyclés par le site ubiquinol réductase de cette enzyme ce qui permet le pompage des 

protons (Borisov 2002). 
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 2.2.4 Complexe IV : Cytochrome c oxydase 

Il appartient à la superfamille des oxydases à hème-cuivre. Son isoforme humaine est 

composée de 13 sous-unités dont 3 (Cox I, Cox II et Cox III) sont codées par le génome 

mitochondrial. Les électrons cédés par le cytochrome c entrent dans ce complexe protéique 

par le centre cuivre CuA puis sont transférés successivement à l’hème puis au site actif 

binucléaire où s’effectue la liaison de l’oxygène et sa réduction en eau. Durant cette étape, 4 

protons sont consommés et 4 autres sont transloqués de la matrice vers l’espace inter-

membranaire (Borisov 2002).  

 

 2.2.5 Complexe V : ATP synthase 

Elle est composée de 2 sous-complexes (Figure 4). La partie F0 est insérée dans la 

membrane interne mitochondriale et conduit les protons depuis l’espace inter-membranaire 

vers la matrice. Cette partie, chez les mammifères, est composée de 5 sous-unités (A6, b, c, d 

et Oligomycin Sensitivity Conferral Protein). Le segment F1 est matriciel, au contact de la 

membrane interne et utilise le gradient de protons pour convertir l’ADP en ATP et vice versa. 

Il est composé de 5 sous-unités (α, β, γ, δ, ε dans un ratio 3, 3, 1, 1, 1). Des protéines 

accessoires (e, f, g et F6) sont également associées à ce complexe. Le fonctionnement de ce 

dernier repose sur les sous-unités c (au nombre de 10) de la partie F0 qui, connectées à la 

sous-unité γ de F1, agissent comme un rotor qui utilise le passage des protons à travers le 

stator (sous-unités A6, b, d et OSCP) pour fonctionner. La sous-unité γ cause, quant à elle, un 

changement conformationnel dans le trimère circulaire de sous-unités α et β de la partie F1 et 

permet ainsi successivement la liaison de l’ADP puis la réaction avec le phosphate 

inorganique pour générer l’ATP et enfin le relargage de l’ATP (Wang 1998). 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Structure de l’ATP synthase. 

Source : Wang H, et al. Nature 1998. 
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2.3 Régulation transcriptionnelle mitochondriale 

 

La mitochondrie possède son propre génome, mais celui-ci ne code que pour une 

partie des protéines de la chaîne respiratoire mitochondriale. 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. 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 l’expression des 

gènes nucléaires codant pour des protéines mitochondriales. Ces facteurs régulateurs sont 

représentés par le peroxisome proliferatir-activated receptor gamma co-activator 1 α et β, les 

nuclear respiratory factors, et le facteur de transcription mitochondriale A. 

 

 2.3.1 Peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-activator 1  

Le peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-activator α (PGC1-α) est 

considéré comme un des cofacteurs centraux de la régulation de la biogenèse mitochondriale 

(Wu 1999). La compréhension de la fonction de PGC1-α dans la biogenèse mitochondriale a 

été améliorée par l’utilisation de modèles animaux présentant un gain ou une perte de fonction 

de ce facteur. Ainsi, des souris déficientes pour PGC1-α présentent une diminution du nombre 

de mitochondries et une diminution des capacités oxydatives dans les muscles lents (Leone 
2005). A l’inverse, la surexpression de PGC1-α résulte en une conversion des fibres rapides 

du muscle squelettique en fibres lentes (Lin 2002).  

Le peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-activator β (PGC1-β) est un 

co-activateur transcriptionnel présentant une forte homologie de structure avec celle de 

PGC1-α. Le PGC1-β coactive en partie les mêmes facteurs de transcription que le PGC1-α 

pour induire l’expression de gènes cibles communs tels que les gènes impliqués dans la 

régulation du métabolisme énergétique mitochondrial (Kressler 2002). 

 

 2.3.2 Nuclear respiratory factors 

Les nuclear respiratory factors (NRFs) sont représentés par le NRF1 et le NRF2. Ce 

sont des éléments majeurs des processus de biogenèse mitochondriale. Ils régulent en aval la 

réplication et la transcription mitochondriale permettant ainsi une expression coordonnée des 

gènes nucléaires et mitochondriaux afin d’assurer un fonctionnement mitochondrial correct 

(Scarpulla 2008).  

 

 2.3.3 Facteur de transcription mitochondriale A 

Le facteur de transcription mitochondriale A (TFAm) assure un rôle de facteur de 

transcription, mais est également indispensable au maintien et à la réplication du génome 

mitochondrial. Ainsi, les facteurs NRF1, NRF2 et le TDAm sont requis pour la réplication de 

l’ADN mitochondrial (Fischer 1988, Ekstrand 2004, Scarpulla 2008).  
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En résumé,  

 

La production d’énergie aérobie dans le muscle est dépendante de la capacité à 

produire de l’ATP lors du processus de phosphorylation oxydative qui se déroule à 

l’intérieur de la mitochondrie. Au cours de la phosphorylation oxydative, des électrons sont 

transférés de molécules réductrices vers des oxydants tels que l’oxygène au cours de 

réactions d’oxydoréduction. Ce sont ces réactions redox qui libèrent de l’énergie, utilisée 

pour former des molécules d’ATP. Ces réactions sont réalisées par une série de complexes 

protéiques situés dans la membrane interne des mitochondries, formant la chaîne 

respiratoire. L’énergie libérée par la circulation des électrons le long de la chaîne 

respiratoire sert à pomper des protons à travers la membrane mitochondriale et générer un 

gradient électrochimique et un gradient de pH à travers cette membrane. Les protons, en 

s’accumulant, accroissent la pression chimiosmotique par rapport à celle qui règne à 

l’intérieur de la mitochondrie. En retournant à l’intérieur de la mitochondries, ils passent à 

travers le canal ionique de l’ATP synthase, enzyme complexe qui utilise l’énergie 

chimiosmotique de ces protons pour permettre la phosphorylation d’une molécule d’ADP 

en ATP. 

 

La biogenèse mitochondriale est régulée par de nombreux co-activateurs, tels que 

les PGC1α et β, les NRFs, et le TFAm. Ces co-facteurs sont au centre d’un système 

complexe de régulation du métabolisme énergétique, en régulant l’expression de gènes liés 

à de nombreuses fonctions métaboliques impliquées dans la réponse aux besoins 

énergétiques cellulaires.  
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3. LE STRESS OXYDANT 

 

Les organismes multicellulaires possèdent des réseaux complexes de signalisation 

intra- et extra-cellulaire qui contrôlent et harmonisent les fonctions cellulaires dans les 

différents processus physiologiques tels que l’organogenèse, l’intégrité et l’homéostasie 

tissulaire, ainsi que la réponse aux évènements pathologiques. 

Les radicaux libres de l’oxygène (ROS) produits par les cellules ont été 

traditionnellement considérés comme des produits toxiques du métabolisme. Le stress 

oxydant intracellulaire peut être défini comme un déséquilibre de la balance entre la 

production des ROS d’un côté et son élimination de l’autre. La capacité à éliminer les ROS 

est appelée capacité antioxydante de la cellule, et permet d’empêcher les lésions oxydatives. 

 

3.1  Différentes formes de radicaux libres 

Un radical libre est une espèce chimique, atome ou molécule, contenant un électron 

non apparié. Extrêmement instable, ce composé peut réagir avec les molécules les plus stables 

pour apparier son électron. Il peut soit arracher un électron (se comportant comme un 

oxydant), soit en céder un (agissant alors comme un réducteur). Cette première réaction 

conduit généralement à la formation en chaîne de nouveaux radicaux ; ceci explique que la 

production d'un premier radical libre puisse causer d'importantes lésions dans une cellule. 

L'O2 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 

électrons pour être partiellement réduit en anion superoxyde : O2•-, puis en peroxyde 

d’hydrogène : H2O2. Il est ainsi à l'origine de la formation des ROS. 

L’appellation ROS inclut les radicaux libres dérivés de l’oxygène : anion superoxyde 

(O2•-), radical hydroxyle (OH•) mais aussi certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la 

toxicité est importante tel que le peroxyde d’hydrogène (H2O2). 

L'anion superoxyde (O2•-) est un radical chargé négativement provenant de la 

réduction monovalente de l'oxygène moléculaire qui capte un électron. La dismutation de cet 

O2•-entraîne la formation d'oxygène fondamental et de peroxyde d'hydrogène (H2O2). L'H2O2  

n'est pas un radical libre au sens propre mais il est extrêmement réactif et possède un fort 

pouvoir oxydant. De plus, sa capacité à traverser les membranes biologiques fait qu’il peut se 

retrouver à une grande distance de son lieu de production. Selon la réaction de Fenton, l'H2O2 

se décompose, en présence d'ions ferreux (Fe
2+

), en un ion OH- et un radical hydroxyle 

(OH•) :   

 

H2O2 + Fe
2+

 → OH• + OH- + Fe
3+
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Cette réaction s'interrompt rapidement par épuisement du fer ferreux, excepté en 

présence d'anion superoxyde (O2•-) qui régénère le Fe
3+

 en Fe
2+

 selon la réaction d'Haber-

Weiss :  

 

O2•- + Fe
3+

 → O2 + Fe
2+

 

 

Ainsi, la présence simultanée de peroxyde d'hydrogène (H2O2), d'anion superoxyde 

(O2•-) et de fer permet la production de radical hydroxyle (OH•). L'OH•, avec une demi-vie 

de l’ordre de la nanoseconde, est la plus instable et la plus réactive de toutes les espèces 

dérivées de l’oxygène. La diffusion limitée de ce radical lui permet de réagir avec de 

nombreuses espèces moléculaires se trouvant à proximité (protéines, lipides, ADN) entraînant 

ainsi de multiples dommages cellulaires. L'OH• apparaît comme l’espèce radicalaire ayant un 

rôle majeur dans la cytotoxicité des ROS. 

 

3.2  Source cellulaire de radicaux libres 

Dans l'organisme, il existe de nombreuses sources de ROS parmi lesquelles la 

xanthine oxydase, la NADPH oxydase, le réticulum endoplasmique, les peroxysomes et les 

mitochondries.  

 3.2.1 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 oxygène. Mais elle peut également 

catalyser l'oxydation de la xanthine en acide urique, notamment lors d'ischémie-reperfusion 

ou d'hypoxie. Dans cette réaction, l'oxygène moléculaire agit comme un accepteur d'électron 

produisant ainsi l’O2•- (McKelvey 1988).  

 3.2.2 La NADPH oxydase 

La NADPH oxydase joue un rôle fondamental dans la réponse immunitaire et plus 

précisément dans la lutte contre les micro-organismes (Babior 1999). En effet, lors de la 

phagocytose, cette enzyme présente dans la membrane plasmique des phagocytes, catalyse la 

formation d'O2•- au niveau des vaisseaux. Il existe aussi une NADPH oxydase dans des 

cellules non phagocytaires dont le rôle serait de réguler la croissance cellulaire (Krause 2004). 

 3.2.3 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 

(Turrens 2003). La plus connue de ces enzymes est le cytochrome P450 qui oxyde les acides 

gras insaturés et les xénobiotiques, produisant ainsi des ROS (Morel 1999). Il semble que 

cette production radicalaire régule certaines fonctions du réticulum.  
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 3.2.4 Les peroxysomes 

Les peroxysomes sont une importante source de production d'H2O2 cellulaire (Boveris 

1972). Toutefois, l'H2O2 est utilisé 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'H2O2 produit au niveau du peroxysome pourrait échapper à la catalase. 

3.2.5 La mitochondrie 

La principale source de ROS est la mitochondrie et plus précisément au niveau de sa 

chaîne respiratoire. Elle produirait en effet 90% des ROS cellulaires (Balaban 2005). 

La chaîne respiratoire est une source permanente de ROS, et près de 3% de l'oxygène 

utilisé par la mitochondrie est incomplètement réduit et produit des ROS (Boveris 1973). Mais 

ces estimations sont réalisées à partir de mesure in vitro sur des mitochondries isolées en 

présence d'une pression partielle en oxygène 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 à 0,8%) (Hansford 1997). Il existe deux sites de production de ROS 

: les complexes I et III. 

 

3.3 Systèmes antioxydants 

Les radicaux libres sont produits spontanément et de manière continue au sein de notre 

organisme. Le maintien d’un niveau non cytotoxique de ROS est assuré par des systèmes 

antioxydants. Un déficit ou un dysfonctionnement de ces systèmes engendre une 

augmentation des dommages tissulaires. Les antioxydants sont des systèmes enzymatiques ou 

non-enzymatiques (Mates 1999).  

 

 3.2.1 Systèmes antioxydants enzymatiques 

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la première ligne de défense 

contre les ROS. Ces antioxydants enzymatiques sont représentés par la superoxyde dismutase, 

la glutathion peroxydase, la glutathion réductase, et la catalase (Figure 5). 
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Figure 5 : Radicaux libres et antioxydants enzymatiques. 

Source : Lejay A, et al. Muscle biopsy 2011 (ed Saunders). 

 

La superoxyde dismutase (SOD) catalyse la dismutation de l’O2•- en H2O2. La SOD 

existe sous trois isoformes 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 manganèse (Mn-SOD ou 

SOD2) et une forme extracellulaire (EC-SOD ou SOD3). Il a été montré que la Cu/Zn-SOD 

était également présente dans l’espace inter-membranaire. La distribution de ces différentes 

isoformes varie selon le tissu. Dans le muscle, environ 65 à 85% de l'activité de la SOD se 

trouve dans le cytosol tandis que les 15 à 35% restants sont localisés dans les mitochondries.  

La glutathion peroxydase (GPX) agit en synergie avec la SOD puisque son rôle est 

d’accélérer la dismutation du H2O2 en H2O et O2. Lors de cette réaction deux molécules de 

glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG). Il existe également une 

glutathion peroxydase associée à la membrane mitochondriale, la phospholipide-

hydroperoxyde glutathion peroxydase (PHGPx) qui est spécifiquement impliquée dans la 

diminution de la peroxydation lipidique (Mates 1999). 

La glutathion réductase (GR), quant à elle, a pour rôle de régénérer le GSH à partir du 

GSSG grâce au NADPH qui est utilisé comme donneur d’électrons. En effet, la concentration 

cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la 

GPX maintienne sa fonction. La GPX et la GR sont présentes dans le cytosol et dans les 

mitochondries. 

La catalase est également responsable de l'élimination d'H2O2 par une transformation 

en H2O et O2. Contrairement à la GPX, l'affinité de la catalase pour l'H2O2 est élevée 

seulement lorsque les teneurs en peroxyde d'hydrogène sont accrues (Mates 1999). Cette 
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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. 

 

 3.2.2 Systèmes antioxydants non enzymatiques 

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart des systèmes antioxydants non 

enzymatiques ne sont pas synthétisés par l’organisme et sont apportés par l’alimentation : il 

s’agit des oligoéléments, du glutathion réduit (GSH), de l’ubiquinone, du cytochrome c et des 

vitamines E et C.  

Les oligoéléments antioxydants sont le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganèse (Mn), 

le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des métaux essentiels dans la défense contre le stress 

oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes requièrent un cofacteur pour maintenir leur 

activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de manganèse, 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 excès dans l'organisme et sous leur forme 

réduite, peuvent avoir une action pro-oxydante. 

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d'hydrogène grâce à la réaction 

catalysée par la glutathion peroxydase (GPX). Il peut aussi réduire les radicaux formés par 

l'oxydation des vitamines E et C, baissant ainsi les niveaux de peroxydation lipidique (Mates 
1999). 

Il a été décrit précédemment que les ubiquinones, sous leur forme semi-radicalaire, 

jouaient un rôle fondamental dans la production de ROS. Inversement, il a pu être défini que 

la forme "ubiquinol" agissait comme antioxydant. L’ubiquinol protège les membranes de la 

peroxydation lipidique par une diminution de la formation et de la propagation de radicaux 

peroxyls. L’ubiquinone est également impliquée dans la régénération de la vitamine E ce qui 

amplifie son rôle protecteur contre les ROS (Podda 1996). 

Le cytochrome c présent dans l'espace inter-membranaire a un rôle de détoxification 

en captant l'électron libre de l’O2•- produit au niveau de la chaîne respiratoire. Ainsi réduit, il 

cède cet électron au complexe IV formant du cytochrome c oxydé et de l'H2O. 

Les vitamines E (α-tocophérol) et C (acide ascorbique) semblent être 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 empêchant 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 l’O2•- et l’OH•. Elle peut aussi 

réduire le radical α-tocophérol et ainsi permettre une meilleure efficacité de la vitamine E 

(Podda 1996). 

 

3.4 Dommages cellulaires  

Les dommages induits par le stress oxydant correspondent à la peroxydation lipidique, 

l’oxydation des protéines, et des mutations de l’ADN. Ces altérations peuvent conduire à des 

pertes de fonction et d’intégrité de la cellule, voire à l’apoptose, en activant l’ouverture du 

pore de transition de perméabilité (mPTP). 
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 3.4.1 Peroxydation lipidique 

Les premières cibles des ROS sont les lipides, notamment ceux présents dans les 

membranes cellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés sont très sensibles 

à l'oxydation en raison de leur degré élevé d'insaturation. L'oxydation des lipides génère des 

peroxydes lipidiques qui sont eux-mêmes très réactifs. La peroxydation de lipides induit une 

modification de la fluidité, de la perméabilité et de l'excitabilité des membranes. Elle fournit 

également une grande variété de produits qui peuvent réagir avec les protéines (Marnett 
1999). 

 3.4.2 Oxydation des protéines 

De façon comparable à l’oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles 

d’être oxydées par les ROS. Ces réactions d’oxydation peuvent être classées en deux 

catégories : celles qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaîne protéique d’une 

part, et celles qui modifient les peptides par l’addition de produits issus de la peroxydation 

lipidique d’autre part. Ces changement sont tels qu'ils conduisent à une modification 

structurale des protéines dont les conséquences sont majeures : perte de fonction catalytique, 

augmentation de la sensibilité aux protéases (Stadtman 2002). 

 3.4.3 Dommages de l’ADN 

Le stress oxydant étant principalement d’origine mitochondriale, les mitochondries sont 

ainsi les premières cibles des ROS. En effet, le génome mitochondrial présente une 

susceptibilité au stress oxydant qui est 10 fois supérieure à celle du génome nucléaire.  

Plusieurs éléments peuvent expliquer cette situation :  

- l’absence d’histones protectrices autour de l’ADN mitochondrial 

- la localisation de l’ADN mitochondrial proche de la membrane interne 

- des mécanismes de réparation frustres 

- une structure circulaire sans intron, ce qui augmente le risque de mutations 

pathogènes. 

 

L’idée d’un « cercle vicieux » est avancée pour expliquer les altérations 

mitochondriales dans certaines pathologies : des dysfonctionnements de la chaîne respiratoire 

pourraient augmenter la production de ROS et induire ainsi une augmentation progressive des 

mutations du génome mitochondrial et des protéines synthétisées. Comme le génome 

mitochondrial code pour quelques sous-unités de protéines impliquées dans la 

phosphorylation oxydative (7 sous-unités du complexe I, 1 du complexe III, 3 du complexe 

IV et 2 de l’ATP synthase), leur défaut d’expression pourrait exacerber la fuite d’électrons de 

la chaîne 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 phénomène (Beckman 1998). 

 

3.4.4 Apoptose par ouverture du pore de transition de perméabilité 

Les fonctions de la mitochondrie sont donc particulièrement exposées aux dommages 

oxydatifs provoquant principalement une diminution de la synthèse d'ATP mais engageant 
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également la cellule dans un programme de mort cellulaire par apoptose avec l'induction de 

l’ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP).  

Succinctement, l’ouverture du mPTP provoque un gonflement mitochondrial résultant 

de l'entrée dans la matrice de composés osmotiquement actifs. Suite à ce gonflement, la 

membrane externe peut se rompre et entraîner la sortie de molécules pro-apoptotiques comme 

la cytochrome c, et l’AIF (Apoptose Inducting Factor).  

L'ouverture du mPTP est très finement régulée. Le calcium matriciel apparaît comme 

étant son inducteur le plus puissant, nécessaire et suffisant (Bernardi 1999). Les ROS agissent 

également directement sur l’ouverture du mPTP (Figure 6).  

 

 

 

 

Figure 6 : Production de ROS, ouverture du mPTP et apoptose. 

Source : Skulachev VP. FEBS Letters 1996. 

On distingue 2 grandes voies de signalisation aboutissant à la mort cellulaire : 

 

- une voie dite extrinsèque, impliquant des récepteurs membranaires appartenant à la 

superfamille des récepteurs au TNF 

- une voie dite intrinsèque, mettant particulièrement en jeu la mitochondrie, impliquant 

des protéines appartenant à la superfamille de Bcl-2. 

 

Quel que soit le mode d’induction (intrinsèque ou extrinsèque), les caractéristiques 

morphologiques de l’apoptose sont similaires, à 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.  

La voie extrinsèque fait intervenir des récepteurs membranaires, notamment le 

récepteur Fas. La signalisation par Fas recrute un complexe composé d'une molécule 

adaptatrice FADD (Fas Associated Death Domain) et de la procaspase-8. La formation de ce 
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complexe entraîne le clivage de la caspase-8 qui est alors produite sous sa forme dimérique 

active, puis la cascade d'activation séquentielle des différentes caspases parmi lesquelles la 

caspase-3. Ces différentes protéases effectuent le clivage de plusieurs molécules, parmi 

lesquelles des protéines de structure et des protéines impliquées dans les systèmes de 

réparation cellulaire. Il existe 2 voies de transduction du signal de la voie Fas, dépendant du 

type cellulaire. Dans les cellules de type 1 comme les thymocytes, la caspase 8 active 

directement la caspase 3. Dans les cellules de type 2 comme les hépatocytes, la caspase 8 

active Bid, provoquant la libération du cytochrome c, ce qui provoque alors l’activation de la 

caspase 3 (Figure 7). 

 

 

 

 

Figure 7 : Voies de l’apoptose. 

Source : Clarke P, et al. Nature Reviews Microbiology 2009. 

 

L’activation intrinsèque de l’apoptose conduit à l’insertion de protéines pro-

apoptotiques telles que Bcl-2 associated X protein (BAX) et Bcl-2 antagonist killer (BAK1) 

dans la membrane des mitochondries où elles s’oligomérisent. Ces complexes multimériques 

provoquent la rupture des membranes mitochondriales et l’ouverture du mPTP. La 

conséquence est d’une part la perte du gradient électrochimique entre la membrane interne et 

la matrice, et la libération de protéines pro-apoptotiques dans le cytoplasme d’autre part. Ces 

protéines pro-apoptotiques libérées sont l’AIF (Apoptosis-Inducing Factor), Smac/DIABLO 

(Second Mitochondria-Derived Activator of Caspase, Direct Inhibitor of Apoptosis protein 

Binding protein with Low pI) et le cytochrome c. Le cytochrome c ainsi libéré dans le 

cytoplasme clive et active la caspase 9.  
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3.5 Mitohormesis 

 

L’hormesis est défini comme l’activation des propriétés cellulaires protectrices et 

réparatrices induites par un stress physiologique modéré. Depuis quelques décennies, il était 

admis que l’augmentation des radicaux libres était le principal responsable du processus du 

vieillissement et de la diminution de la durée de vie des organismes. Durant ces années, un 

certain nombre d’études se sont efforcées de diminuer le stress oxydant à l’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 

étaient essentiels à l’activation de voies de signalisation aboutissant à une augmentation de la 

durée de vie des organismes. Ces différentes études ont permis de mettre à jour un nouveau 

concept nommé « mitohormesis ». Ainsi, la génération de ROS mitochondriaux peut activer la 

biogenèse mitochondriale et la défense contre ces radicaux libres (Ristow 2014, Barbieri 2014).  

 

 

En résumé, 

 

Le stress oxydant peut être défini comme un déséquilibre de la balance entre la production 

des ROS d’un côté et son élimination de l’autre. La production de ROS est normale pour 

tous les organismes vivant en aérobie, et ne constitue pas en soi une situation de stress 

oxydant. En effet, la cellule dispose d’un système complexe de détoxification contre les 

ROS comprenant des enzymes (SOD, GPX, GR, catalase), ainsi que d’autres molécules non 

enzymatiques apportées par l’alimentation (oligoéléments, vitamines, cytochromes). Les 

dommages induits par le stress oxydant correspondent à la peroxydation lipidique, 

l’oxydation des protéines, des mutations de l’ADN, voire l’apoptose. Toutefois, le stress 

oxydant peut avoir un effet bénéfique, en activant la biogenèse mitochondriale, c’est le 

mitohormesis. 
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4. L’ISCHEMIE-REPERFUSION 

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 même provoquer des lésions supplémentaires.  

 

4.1 L’ischémie 

L’ischémie musculaire squelettique est la conséquence de l’interruption de la 

circulation sanguine au niveau du territoire concerné, ce qui prive les différents tissus de 

l’apport en oxygène et en éléments nutritifs. Ceci va entraîner la consommation des réserves 

d’oxygène, et donc le passage à un métabolisme anaérobie. Par la suite, une accumulation des 

produits du métabolisme se produit. 

Au cours de la phase précoce de l’ischémie, l’ATP est généré par la glycolyse (Khalil 
2006). Il s’en suit une déplétion des réserves en glycogène, un métabolisme en anaérobie, et 

une acidose lactique locale. Un œdème cellulaire se crée. En effet, la cellule va essayer de 

corriger l’acidose à travers l’échangeur Na
+
/H

+  
et le cytoplasme va être saturé en ions Na

+
, 

provoquant un appel osmotique. L’œdème cellulaire est aggravé par la dysfonction de 

l’échangeur Na
+
/K

+
 (ATP-dépendant) par manque d’ATP (Cour 2011). Par la suite, 

l’échangeur Na
+
/Ca

2+
 s’active dans son mode inverse pour épurer les ions Na

+
 du cytosol, 

provoquant l’entrée d’ions Ca
2+

. L’ischémie prolongée va ainsi aboutir à une accumulation 

accrue des ions Ca
2+

 au niveau du cytosol, provoquant l’activation de 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 l’inflammation, tandis que les lysozymes vont digérer les cellules nécrotiques. 

L’ischémie provoque la production de ROS dans le cytoplasme, même si la quantité de 

ROS produite reste habituellement dans les limites des défenses antioxydantes cellulaires. 

L’ischémie va ainsi initier la conversion de la xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase. 

L’ischémie provoque également une altération du fonctionnement de la chaîne respiratoire 

mitochondriale (Thaveau 2007). 

 

4.2 La reperfusion 

Les lésions provoquées par l’ischémie sont proportionnelles à la durée de l’ischémie. 

Il a donc été proposé de limiter les effets délétères de l’ischémie en assurant une reperfusion 

la plus précoce possible. Toutefois, la reperfusion elle-même s’accompagne d’une majoration 

des lésions cellulaires. En effet, la réoxygénation va certes interrompre les lésions induites par 

l’ischémie, mais elle va provoquer une série de lésions propres, dites lésions de reperfusion 

(Figure 8). 
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Figure 8 : Ischémie-reperfusion. 

Source : Thibault et al, Heart Fail Rev 2007. 

Plus précisément, au cours des premières minutes de reperfusion, la correction rapide 

de l’acidose par l’échangeur Na
+
/H

+
va provoquer une activation inverse de l’échangeur 

Na
+
/Ca

2+
 et donc augmenter le Ca

2+
 cytosolique (Cour 2011). Par la suite, le Na

+
va être épuré 

par des canaux Na
+
utilisant l’ATP de nouveau disponible. A ce moment là, l’échangeur 

Na
+
/Ca

2+
 va refonctionner selon son mode normal pour épurer le Ca

2+
 cytosolique vers le 

milieu extracellulaire (Figure 9).  

 

 

 

Figure 9 : Taux de calcium intracellulaire au cours de l’ischémie-reperfusion. 

Source : Piper et al, Cardiovascular Research 2004. 
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L’ischémie ainsi que les premières minutes de reperfusion vont provoquer une 

accumulation du calcium cytosolique. Au cas où la reperfusion a lieu à un stade où les lésions 

restent réversibles, la sortie du sodium (par disponibilité de l’ATP) va entraîner la sortie du 

calcium jusqu’à normalisation du taux cytosolique. 

Lors de la reperfusion, la chaîne respiratoire mitochondriale du muscle squelettique est 

atteinte, et il existe également une production massive de ROS (Charles 2011, Norwood 

2004). Lors de la reperfusion, la xanthine oxidase produite pendant l’ischémie va catalyser la 

formation d’acide urique à partir de l’hypoxanthine, accompagnée de la formation de grandes 

quantités de ROS. Les ROS ainsi produits vont dépasser les défenses antioxydantes 

cellulaires, entraînant la peroxydation des acides gras polyinsaturés de la membrane cellulaire 

et des lésions tissulaires locales. La peroxydation des lipides est accompagnée de l’activation 

du complément, la libération d’acide arachidonique et la synthèse accrue des molécules 

d’adhésion endothéliale. 

Tous ces éléments vont provoquer un changement brusque de la perméabilité de la 

membrane mitochondriale, dû à l’ouverture des pores de transition de perméabilité 

mitochondriale. Ceci entraîne la libération des facteurs pro-apoptotiques de l’espace inter-

membranaire mitochondrial vers le cytosol par rupture de la membrane mitochondriale 

externe, et donc l’apoptose.  

 

 

4.3 Interactions mitochondries / radicaux libres de l’oxygène : 

« the Good, the Bad, and the Ugly » 

 

Le stress oxydant correspond à un déséquilibre entre la génération de ROS et les 

défenses anti-oxydantes de l’organisme.  

Le rôle des ROS est très complexe car les ROS peuvent avoir un rôle physiologique 

voire protecteur, ou alors un rôle délétère, en fonction de leur concentration. Dans des 

conditions normales, les ROS sont générés en faible quantité et jouent un rôle de messagers 

secondaires capables notamment de réguler le phénomène de biogenèse mitochondriale ou 

d’activer les systèmes anti-oxydants. Formés en trop grande quantité, les ROS deviennent 

pathologiques, en activant l’expression de gènes codant pour des cytokines pro-

inflammatoires. En outre, leur nature instable les rend très réactifs et donc capables d’induire 

des modifications oxydatives délétères potentiellement impliquées dans l’apoptose (Figure 

10). 
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Figure 10 : Participation mitochondriale aux lésions d’ischémie-reperfusion. 

Source : Lejay A, et al. Int J Biochem Cell Biol 2014. 

 

 

4.4 Ischémie-reperfusion et ischémie critique chronique 

L’AOMI correspond à des cycles répétés d’ischémie-reperfusion au niveau du muscle 

squelettique. En effet, les sténoses ou occlusions artérielles liées à l’artériopathie 

correspondent à des situations d’ischémie, notamment lorsque le patient réalise un effort. 

L’apport sanguin ne correspond alors plus aux besoins du muscle squelettique. Par la suite, en 

situation de repos, il existe une reperfusion relative du muscle squelettique. Ces cycles 

d’ischémie-reperfusion répétés vont être délétères pour le muscle, en provoquant la 

production de ROS et une réponse inflammatoire systémique. 

 

Ainsi, il existe une atteinte locale, mitochondriale, par altération de la chaîne 

respiratoire et ouverture du mPTP, mais également une atteinte systémique. En effet, la 

réponse inflammatoire systémique résulte de l’activation des médiateurs inflammatoires, 

largement représentés par les cytokines (interleukines 1, 6, 8, 10 et TNFα) et par les 

leucocytes (Klausner 1988). Ces leucocytes, activés au niveau du site de l’ischémie-

reperfusion, vont d’abord provoquer une réaction inflammatoire locale, puis être transportés 

par le flux sanguin de la reperfusion vers la circulation systémique. Ils vont alors être 

partiellement séquestrés au niveau des poumons, et au niveau des reins, générant ainsi des 

lésions à distance (Adembri 2004, Yassin 2002, Mansour 2014).  
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Les lésions mitochondriales provoquant une diminution de la production d’énergie, mais 

également l’apoptose et la nécrose des tissus amplifient ainsi les symptômes de l’AOMI,  

notamment les douleurs de décubitus ou les troubles trophiques liés à l’ICC (Figure 11).  

 

 

 

Figure 11 : Physiopathologie de l’AOMI. 

Source : Lejay A, et al. Int J Biochem Cell Biol 2014. 
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En résumé, 

 

L’ischémie du muscle squelettique, correspondant à l’interruption de l’apport 

sanguin au niveau du territoire musculaire concerné, va provoquer des lésions locales dont 

l’importance dépend du temps écoulé avant la reperfusion. La reperfusion correspond à la 

restauration du flux sanguin, mais va elle même provoquer, initialement, des lésions 

supplémentaires. Elle sera néanmoins bénéfique à long terme si elle est réalisée assez 

précocement. 

Les lésions d’ischémie-reperfusion sont liées à des mécanismes cellulaires 

complexes, notamment au niveau mitochondrial, avec atteinte de la chaîne respiratoire 

mitochondriale et production de ROS.  

L’ischémie-reperfusion provoque également des lésions à distance par le biais d’une 

réaction inflammatoire systémique médiée par les cytokines inflammatoires et les 

leucocytes activés, les poumons et les reins étant les sites privilégiés de ces lésions.  
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TRAVAUX DE RECHERCHE 
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1. PROBLEMATIQUE ET HYPOTHESE  

 

 L’ischémie critique chronique définit un stade avancé d’insuffisance artérielle 

chronique, et il existe une part importante de patients ne pouvant bénéficier d’un traitement 

curatif chirurgical, l’atteinte étant trop évoluée pour pouvoir réaliser un geste de 

revascularisation. Dans ce contexte, il est licite d’étudier des voies pharmacologiques 

permettant de protéger le muscle squelettique de l’ICC. Par ailleurs, les patients pouvant 

bénéficier d’un geste de revascularisation sont soumis à des lésions d’ischémie-reperfusion 

supplémentaires à celles de l’ICC, car le geste de revascularisation nécessite un clampage 

temporaire de l’axe d’amont et de l’axe d’aval, de façon à réaliser le geste chirurgical. Il 

n’existe cependant pas de modèle d’ICC murin décrit permettant de reproduire exactement les 

éléments observés chez l’homme. 

 Notre objectif était donc triple : étudier l’atteinte mitochondriale chez les patients 

souffrant d’ICC notamment chez les patients diabétiques, avant et après revascularisation ; 

mettre au point un modèle murin d’ICC ; et étudier les effets de plusieurs conditionnements 

pharmacologiques, à savoir la n-acétyl-cystéine, les statines et la L-arginine.  

 Notre hypothèse est que le conditionnement pharmacologique peut avoir un effet 

bénéfique sur le muscle squelettique en ICC, d’une part en réduisant le stress oxydant et/ou 

d’autre part en activant des voies de signalisation intracellulaires protectrices. Ainsi, la NAC 

devrait protéger le muscle squelettique. De la même façon, l’effet délétère des statines a déjà 

été mis en évidence au niveau du muscle squelettique, mais paradoxalement l’administration 

de statines dans l’ICC est recommandée, de façon à réduire le risque cardio-vasculaire des 

patients. Notre hypothèse est que l’administration de statines une fois l’ICC installée peut être 

protectrice et non délétère par deux mécanismes: en activant d’une part des voies de 

signalisation intracellulaires, et en augmentant les défenses anti-oxydantes du muscle par les 

épisodes d’ischémie-reperfusion répétés liés à l’ICC. En réalisant un protocole d’IR sur ICC, 

nous voulions correspondre aux situations cliniques de gestes de revascularisation réalisés 

pour ICC, notre hypothèse étant que l’IR majore les lésions d’ICC, et que la L-arginine 

pouvait avoir un effet protecteur en stimulant la voie du NO (Articles 5 à 8). 

 Avant de nous lancer sur cette piste, nous avons en collaboration avec l’équipe, étudié 

plus avant les mécanismes physiopathologiques impliqués dans l’ischémie-reperfusion aiguë 

et certaines limites méthodologiques (cryopréservation) (Articles 1 à 4). 

 

2. MATERIELS ET METHODE 

 Les analyses à partir de biopsies musculaires humaines ont été réalisées chez des 

patients ayant au préalable donné leur consentement écrit dans le cadre d’un protocole de 

recherche clinique (PHRC 3262 des Hôpitaux Universitaires de Strasbourg). Ces 

expérimentations ont été réalisées après l’accord du comité d’éthique et enregistrées sur le site 

clinical.trials.org (NCT02117206).  
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 Les expérimentations animales ont été réalisées selon les recommandations en 

recherche animale en vigueur, et après obtention des autorisations du comité d’éthique en 

recherche animale de l’Université de Strasbourg (CREMEAS N° AL/70/77/02/13).  

 

2.1 Population  

 
2.1.1 Patients 

 

 Vingt et un patients ont participé à ce travail. Seize patients présentaient une  ICC des 

membres inférieurs, nécessitant un geste de revascularisation, et cinq patients étaient des 

patients dits « contrôle », car ne présentant pas d’AOMI. Pour les 16 patients en ICC, la 

biopsie de muscle gastrocnémien a été réalisée au décours de l’intervention chirurgicale, à 

savoir avant et après la réalisation d’un pontage fémoro-poplité sous-articulaire. Parmi ces 16 

patients, 6 étaient diabétiques, les 10 autres ne présentaient pas de diabète. Pour les 5 patients 

contrôle, la biopsie du muscle gastrocnémien a été réalisée à l’occasion du prélèvement de 

veine saphène au décours d’un pontage aorto-coronarien.   

 L’étude de la respiration mitochondriale a été réalisée immédiatement après 

prélèvement des biopsies musculaires, que ce soit pour les patients en ICC (diabétiques ou 

non) ou pour les patients ne présentant pas d’AOMI.  

 

2.1.2 Animaux : souris et rats 

 Au total, 80 souris Swiss mâles (28-32 grammes), et 30 souris Black 6 (28-32 

grammes) ont été incluses. Sur l’ensemble de ces animaux, 30 souris ont été nécessaires à 

l’établissement du modèle animal, 20 à l’étude du conditionnement pharmacologique par 

NAC, et 30 à l’étude du conditionnement pharmacologique par statines. Les 30 souris Black-6 

ont été utilisées pour l’étude du conditionnement pharmacologique par L-arginine dans le 

cadre de l’IR sur ICC.  

 Au total, 54 rats Wistar (250-300 grammes) ont été inclus. Sur l’ensemble de ces 

animaux, 18 rats ont été nécessaires à l’étude de l’ischémie-reperfusion aiguë sur le muscle 

squelettique  après clampage aortique, et 36 rats ont été utilisés pour l’étude des lésions 

d’ischémie-reperfusion aiguë dans le cadre du diabète. 

 

2.2  Schémas expérimentaux 

 

 2.2.1 Modèle d’Ischémie critique chronique (ICC) 

 Le protocole opératoire est réalisé sous anesthésie générale en 2 temps : à J0 une 

ligature fémorale droite, à J4 une ligature iliaque droite. Dans ce modèle le membre postérieur 

gauche sert de membre contrôle (Thaveau 2009). L’induction de l’anesthésie générale se fait 

dans une boîte hermétique ventilée par un mélange d’isoflurane à 3% (Aerrane®, Baxter, 

USA) et d’oxygène. L’entretien de l’anesthésie, pour la chirurgie et pour les scintigraphies se 
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fait en ventilation spontanée à travers un masque-entonnoir délivrant un mélange d’isoflurane 

à 1,3% et d’air, et assurant la récupération du gaz expiré et en excès. La ligature fémorale 

droite est donc réalisée à J0, l’animal étant installé en décubitus dorsal sur table chauffante 

(Minerve®, Esternay, France). Un abord oblique en haut et en dehors est réalisé à la face 

ventrale de la racine du membre postérieur droit, sur 1 centimètre de longueur (Figure 12A). 

L’artère fémorale droite est exposée sous microscope opératoire sur une longueur comprise 

entre l’artère épigastrique superficielle et la bifurcation des artères saphène et poplitée. Une 

ligature par 5 nœuds est ensuite réalisée au polypropylène 7/0 (Ethicon®, Texas, USA) au 

niveau de la partie proximale exposée, les 3 premières collatérales sont ligaturées également 

(Figure 12B). L’incision est ensuite refermée par un surjet de polypropylène 5/0 (Ethicon®, 

Texas, USA). 

 La ligature iliaque est réalisée 4 jours plus tard, une laparotomie médiane xypho-

pubienne est réalisée (Figure 13A), les viscères sont réclinés en dehors de la cavité 

abdominale de façon à exposer la trifurcation aortique. Le péritoine est ensuite incisé sous 

microscope opératoire, et l’artère iliaque droite est exposée. Une ligature par 5 nœuds de 

polypropylène 7/0 (Ethicon®, Texas, USA) est réalisée au niveau de l’artère iliaque droite à 1 

cm en aval de son origine (Figure 13B). Les viscères sont réintégrés, et la laparotomie 

médiane est fermée en 2 plans : le plan musculaire par un surjet de polypropylène 6/0 

(Ethicon®, Texas, USA) et le plan cutané par une surjet de polypropylène 5/0 (Ethicon®, 

Texas, USA). 

 

 

Figure 12 : Voie d’abord et ligature fémorale droite 
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Figure 13 : Voie d’abord et ligature iliaque droite 

 

 Pour l’ensemble des animaux, l’évaluation de la douleur est réalisée selon le code des 

expressions faciales chez la souris décrit par Langford, et déterminant le niveau de douleur à 

partir du niveau d’amincissement des orbites, du froncement du museau, du gonflement des 

joues, de la position des oreilles, et de la position des moustaches, ce qui permet d’apprécier 

le niveau de douleur : normal, modéré, ou sévère (Langford 2010). Une analgésie par 

l’injection de tramadol (Tramadol®, Paris, France) par voie intrapéritonéale est réalisée dés 

l’apparition d’une douleur modérée.  

 Pour mettre au point le modèle d’ICC, les 30 souris Swiss sont divisées en 3 groupes : 

1 groupe de 10 souris sacrifiées à J10, un groupe de 10 souris sacrifiées à J20, et un groupe de 

10 souris sacrifiées à J30. Jusqu’au sacrifice par dislocation cervicale, les animaux sont 

examinés cliniquement et des scintigraphies sont réalisées à intervalles réguliers : avant toute 

chirurgie, puis à J4 avant la ligature iliaque, à J6, à J10, à J20, et à J30  (Figure 14). Tous les 

animaux ont été élevés dans un environnement thermique neutre (22 ± 2°C), avec une période 

lumineuse de 12 heures par jour. La nutrition et l’hydratation étaient en libre accès. 

 Le jour du sacrifice, des prélèvements musculaires sont réalisés au niveau du membre 

ischémique et au niveau du membre contrôle :  

 

- les muscles gastrocnémiens pour les mesures de respiration mitochondriale, de 

capacité de rétention calcique, et de production de radicaux libres par résonance 

paramagnétique électronique, 

- les muscles tibialis pour analyses histologiques par coloration hématoxyline-éosine, 

marquage au dihydroéthidium, et analyse des ARN. 
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Figure 14 : Mise au point du modèle : Schéma expérimental. 

 

  

Le degré d’ischémie a été validé de manière clinique, par l’intermédiaire de scores 

décrits dans la littérature (Stabile 2003), et par scintigraphies planaires au MIBI sous gamma-

caméra dédiée au petit animal. Pour évaluer l’atteinte tissulaire, nous avons utilisé le score en 

5 points décrit par Stabile
28

 : un aspect normal du membre est coté 1, une pâleur du membre 

2, une cyanose 3, une nécrose 4, et une amputation spontanée d’un ou plusieurs orteils 5. Le 

score a été calculé à J0 (avant toute ligature), à J4 (1 heure après la ligature iliaque), à J6, à J10, 

à J20, et à J30. 

 Pour évaluer l’atteinte fonctionnelle, nous avons utilisé le score en 4 points décrit par 

Stabile. Une fonction normale du membre postérieur est cotée 0, l’animal étant alors capable 

d’effectuer une flexion des orteils de manière à résister à une traction active sur la queue. 

Lorsque l’animal est capable d’effectuer une flexion plantaire, mais qu’il est incapable de 

réaliser une flexion des orteils, le score fonctionnel est de 1. Lorsque l’animal ne peut pas 

réaliser de flexion plantaire mais qu’il ne traîne pas la patte, le score fonctionnel est de 2. Le 

score d’atteinte fonctionnelle d’un animal qui traîne la patte est de 3 (Stabile 2003). Le score 

a été calculé à J0 (avant toute ligature), à J4 (1 heure après la ligature iliaque), à J6, à J10, à J20, 

et à J30. 

 Pour évaluer la perfusion tissulaire, nous avons réalisé des scintigraphies planaires au 

MIBI sous gamma-caméra dédiée au petit animal (Gaede Medizinsysteme Gmbh®, Fribourg, 

Allemagne) dans le service d’Imagerie Préclinique, UF 6237, Pôle d’Imagerie Médicale des 

Hôpitaux Universitaires de Strasbourg (Pr Constantinesco, Dr Choquet). Sous anesthésie 
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générale par isoflurane 1,3% (Aerrane®, Baster, USA), l’animal étant installé dans le lit 

chauffé d’une cellule d’imagerie dédiée à l’acquisition des images chez le petit animal 

(Minerve®, Esternay, France), des scintigraphies d’une durée de 15 minutes ont été réalisées, 

30 minutes après l’injection du traceur (MIBI) au niveau de la veine caudale (Figure 15). Les 

scintigraphies ont été réalisées à J0 (avant la ligature fémorale), à J4 (avant la ligature iliaque), 

à J6, puis à J10, J20, et J30. L’analyse de la perfusion tissulaire a été effectuée de manière semi-

quantitative. Des régions d’intérêt d’égales dimensions et de formes identiques ont été tracées 

autour du membre atteint et du membre controlatéral. La fixation du MIBI étant le reflet de la 

perfusion tissulaire, le rapport du nombre de coups comptés dans la région atteinte et la région 

normale contrôle donne une indication du déséquilibre de perfusion tissulaire induit par les 

ligatures. 

 

 

 

 

Figure 15 : Réalisation des scintigraphies 

  

2.2.2 Modèles d’IR aiguë 

 Notre équipe utilise deux modèles d’IR, une technique d’ischémie bilatérale des 

membres inférieurs par clampage aortique sous-rénal, et une technique d’ischémie unilatérale 

par mise en place d’un garrot à la racine du membre.  

 La technique d’ischémie bilatérale par clampage aortique sous-rénal est réalisée par 

laparotomie médiane. L’aorte abdominale sous-rénale est disséquée et libérée de ses 

adhérences. Toutes les collatérales aortiques prenant naissance de l’aorte entre les artères 

rénales et la bifurcation aortique sont coagulées par une sonde thermique (GEIGER
®

, thermal 

cautery unit) puis sectionnées, évitant ainsi une vascularisation résiduelle des membres 

inférieurs par collatéralité. 

 La technique d’ischémie unilatérale par application d’un garrot à la racine du membre 

a été utilisée pour le protocole d’IR sur ICC, dans le cadre du conditionnement par L-arginine. 

Cette technique est réalisée par application d’un garrot à la racine du membre sans dissection 

préalable des plans cutané ou musculo-aponévrotique. Le garrot correspond à une boucle de 
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Vicryl 1.0 sur tirette. Les temps d’ischémie et de reperfusion étaient respectivement de 2 

heures et 2 heures.  

 Dans les deux modèles, l’ischémie était authentifiée par l’apparition d’une cyanose de 

la ou des patte(s) ainsi que par l’élévation de la lactatémie capillaire (Lactate Pro® LT1710; 

Arkray, KGK, Japan) au-delà de 10mmol/L. 

 

2.3 Protocoles de conditionnement pharmacologique 
 

2.3.1 Conditionnement pharmacologique par n-acétyl-cystéine 

 Des souris Swiss mâles âgées de 8 semaines (n=20) ont été utilisées pour l’étude du 

conditionnement pharmacologique par n-acétyl-cystéine. Tous les animaux ont été opérés 

selon le modèle d’ICC, à savoir une ligature fémorale droite et des 3 premières collatérales à 

J0, suivie d’une ligature iliaque droite à J4.  

 Les animaux ont été divisés en 2 groupes : 1 groupe ICC+NAC ayant bénéficié du 

conditionnement par n-acétyl-cystéine à la dose de 300 mg/kg/j dans l’eau de boisson à partir 

de J6 (n=10); et un groupe ICC n’ayant pas bénéficié du conditionnement par n-acétyl-

cystéine (n=10).   

 Les animaux ont été sacrifiés à J30. Les muscles gastrocnémiens ont été prélevés au 

niveau du membre ischémique et au niveau du membre contrôle dans les 2 groupes, pour 

étude de la respiration mitochondriale, de la production de radicaux libres, et de la capacité de 

rétention calcique (Figure 16).   

 

 

Figure 16 : Conditionnement pharmacologique par n-acétyl-cystéine. 
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2.3.2 Conditionnement pharmacologique par statines 

 Des souris Swiss mâles âgées de 8 semaines (n=30) ont été utilisées pour l’étude du 

conditionnement pharmacologique par statines. Tous les animaux ont été opérés selon le 

modèle d’ICC, à savoir une ligature fémorale droite et des 3 premières collatérales à J0, suivie 

d’une ligature iliaque droite à J4.  

 Les animaux ont été divisés en 3 groupes : un groupe préconditionnement (n=10), un 

groupe post-conditionnement (n=10), et un groupe ICC (n=10). Les statines ont été 

administrées à la dose de 5 mg/kg/j dans l’eau de boisson 30 jours avant la ligature fémorale, 

et ce jusqu’au sacrifice : ces souris constituent le groupe pré-conditionnement (PRE-CON). 

Les statines ont été administrées à la dose de 5 mg/kg/j dans l’eau de boisson à 10 souris 6 

jours après la ligature fémorale, et ce jusqu’au sacrifice : ces souris constituent le groupe post-

conditionnement (POST-CON). Les 10 autres souris constituent le groupe ICC. 

 Les animaux ont été sacrifiés à J30. Les muscles gastrocnémiens ont été prélevés au 

niveau du membre ischémique et au niveau du membre contrôle dans les 3 groupes, pour 

étude de la respiration mitochondriale, de la production de radicaux libres, et de la capacité de 

rétention calcique (Figure 17).   

 

 

 

 

Figure 17 : Conditionnement pharmacologique par statines. 
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2.3.3 Conditionnement pharmacologique par L-arginine 

 Des souris Black-6 mâles âgées de 8 semaines (n=30) ont été utilisées pour l’étude du 

conditionnement pharmacologique par L-arginine. Tous les animaux ont été opérés selon le 

modèle d’ICC, à savoir une ligature fémorale droite et des 3 premières collatérales à J0, suivie 

d’une ligature iliaque droite à J4.  

 Un protocole d’ischémie-reperfusion par application d’un garrot à la racine de la 

cuisse a été appliqué à 20 souris en ICC. Ce protocole correspondait à 2 heures d’ischémie par 

garrot à la racine de la cuisse droite, suivies de 2 heures de reperfusion. Les 10 animaux 

n’étant pas soumis au protocole d’ischémie-reperfusion correspondent au groupe ICC. 

 La L-arginine a été administrée à la dose de 50 mg/kg par injection intra-veineuse au 

niveau de la veine caudale à 10 souris, juste avant la reperfusion: ces souris constituent le 

groupe ICC+IR+L-arginine. Les 10 animaux n’ayant pas bénéficié du conditionnement par L-

arginine constituent le groupe ICC+IR. 

 Les animaux ont été sacrifiés à J30. Les muscles gastrocnémiens ont été prélevés au 

niveau du membre ischémique et au niveau du membre contrôle, pour étude de la respiration 

mitochondriale et de la production de radicaux libres (Figure 18). 

 

 

 

 

Figure 18 : Conditionnement pharmacologique par L-arginine. 
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2.4 Paramètres étudiés 

 

2.4.1 Protocole d’étude de la respiration mitochondriale 

 

 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 : 

CaK2EGTA 2.77 mM, K2EGTA 7,23 mM (100 nM de Ca
2+

 libre), MgCl2 6,56 mM (1 mM de 

Mg
2+

 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 à 7. La solution S contient 

également : Na2ATP 5,7 mM et PCr 15 mM. La solution R contient quant à elle : 5 mM de 

glutamate, 2 mM de malate, 3 mM de phosphate, à laquelle est ajouté 2 mg/ml d’albumine 

bovin sérique (BSA).  

 

 Après prélèvement du muscle gastrocnémien, l’échantillon tissulaire (30-50mg) est 

immédiatement placé dans la solution S à 4°C, permettant ainsi de maintenir les fibres 

musculaires dans des conditions physiologiques. L’analyse de la respiration mitochondriale 

doit être réalisée en extemporané, car nous avons récemment démontré que la congélation 

réduisait de façon significative les valeurs de respiration mitochondriale au niveau musculaire 

squelettique, et que ceci ne permettait plus de mettre en évidence l’atteinte mitochondriale 

liée à l’ischémie reperfusion (Meyer 2014). Ces fibres sont ensuite disséquées à l’aide de 

pinces de précision, sous loupe binoculaire. Cette étape est essentielle afin de permettre 

l’accès de la saponine aux membranes des fibres musculaires. Puis intervient l’étape de 

perméabilisation, les fibres étant placées dans un tube de solution S + saponine (50 µg/ml) 

sous agitation durant 30 minutes à 4°C (Kusnetsov 2008). 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’éliminer la saponine. Finalement, elles sont placées 

dans des tubes contenant de la solution R (2x5 minutes), afin d’éliminer l’ATP, l’ADP et la 

PCr, tout en maintenant l’homéostasie cellulaire. 

Les analyses se font dans des chambres oxygraphiques thermostatées reliées à un bain-

marie à 22,1°C pour les fibres musculaires perméabilisées (Strathkelvin Instruments®, 

Glasgow, Ecosse). Pour mesurer la décroissance de la concentration d’oxygène dans les 

chambres, des électrodes de Clark sont utilisées, reliées à un logiciel qui analyse les variations 

de concentration en oxygène. Ceci va permettre de calculer la vitesse de consommation 

d’oxygène pour les différentes chambres, qui constitue le reflet de l’activité de la chaîne de 

respiration mitochondriale (Figure 19). 

 Différents substrats sont injectés pour activer les différents complexes de la chaîne de 

respiration mitochondriale : 

 

- Initialement, les fibres musculaires sont placées dans la solution R contenant les 

substrats qui vont générer du NADH, équivalent réducteur qui donne des électrons au 

complexe I : glutamate (5 mM) et malate (2 mM). La consommation d’oxygène ainsi 

mesurée correspond à l’activité de base de la chaîne de respiration mitochondriale au 

travers des complexes I, III et IV (V0). 

- De l’ADP (2 mM) et du succinate (25mM) sont ensuite injectés, permettant une 

stimulation maximale de la chaîne de respiration mitochondriale à travers de ces 
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complexes I, II, III et IV (Vmax). Le rapport Vmax/V0 constitue l’ACR (acceptor control 

ratio) qui permet de quantifier le couplage phosphorylation/oxydation et donc 

l’efficacité de la phosphorylation oxydative. 

- L’adjonction d’amytal (0,02 mM) va bloquer le complexe I et entraîner un arrêt du 

fonctionnement de la chaîne de respiration mitochondriale. 

- L’ajout du TMPD (0,5 mM) et de l’ascorbate (0,5 mM) stimule l’activité du complexe 

IV à son maximum, ce qui permet son étude indépendamment du fonctionnement des 

autres complexes (VTMPD).  
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Figure 19 : Evolution de la consommation en oxygène. 

A la fin de la manipulation des muscles squelettiques, les fibres sont récupérées, 

déshydratées et pesées. Toutes les vitesses sont exprimées en µmol O2/min/g de fibres en 

poids sec. 

 

2.4.2 Détection des radicaux libres tissulaires 

Marquage des radicaux libres avec le dihydroéthidium 

 Des coupes de muscles tibialis congelés d’une épaisseur de 10 µm réalisées au cryostat 

sont incubées pendant 30 minutes à 37°C avec la DHE (dihydroéthidium ; 2.5 µM). La DHE 

produit une fluorescence rouge quand elle est oxydée en éthidium bromide par les ROS, 

essentiellement l’anion superoxyde. Les coupes sont ensuite montées dans du Vectashield® 

(Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA). On examine ensuite les coupes sous un 

microscope à épifluorescence avec un objectif X20 (Nikon Eclipse E800). 

Détection des ROS par résonance paramagnétique électronique (RPE) 

 La technique de RPE consiste prolonger la durée de vie des ROS en les associant à une 

sonde moléculaire qui facilite leur détection. Par ailleurs, soumis à un champ 

électromagnétique d’intensité connue et à une radiation micro-onde de fréquence et 
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d’amplitudes connues, un échantillon tissulaire absorbe les radiations de façon 

proportionnelle à la quantité d’électrons non appariés qu’il contient (Vergely 2003). Il devient 

alors possible de quantifier tous les radicaux libres (chacun ayant un spectre d’absorption 

déterminé) et pas seulement une espèce radicalaire.    

Après prélèvement musculaire, l’échantillon tissulaire de muscle gastrocnémien (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 à 2 mm
3
, sous loupe binoculaire à 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, CaCl2 2,5 mM, MgSO4 1,2 mM, 

NaHCO3 25 mM, KH2PO4 1,03 mM, D(+) Glucose 5,6 mM, Na-Hepes 20 mM. Il a été ajouté 

à cette solution 25µM de déféroxamine et 5µM 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 HCl) est une sonde moléculaire qui s’oxyde en présence des électrons 

non appariés des espèces réactives de l’oxygène, sous une forme stable dans le temps. C’est 

cette CMH oxydée que l’on va ensuite mesurer. 

L’incubation du tissu avec la CMH est réalisée dans un incubateur thermo-régulé et 

sous atmosphère contrôlée (NOXYGEN
®

, Allemagne). Les fragments tissulaires sont ainsi 

placés dans une plaque multi-puits, en présence de Krebs et de CMH (200µM). La plaque est 

mise à incuber pendant 30 minutes à 37°C, avec comme paramètres atmosphériques : N2 

97,8%, O2 2,2% et +20mmHg de pression pour reproduire la pression partielle d’oxygène 

présente au niveau tissulaire. La quantification des ROS est réalisée sur un aliquot de 40µL de 

surnageant par résonance paramagnétique électronique thermorégulé à 15°C (Noxygen
®

, 

Allemagne). Ainsi, 40µl de surnageant sont prélevés sur la plaque et analysés par résonance 

paramagnétique électronique. Les paramètres 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 quantité de CMH oxydée, et donc la production des ROS, est mesurée par 

l’intensité du signal de résonance recueilli. A la fin de la manipulation, les fragments 

tissulaires sont récupérés, déshydratés et pesés. La production des ROS est exprimée en 

µmol/min/mg de fibres en poids sec. 

 2.4.3 Mesure de la capacité de rétention calcique 

 Le calcium matriciel est le principal facteur déclenchant l’ouverture du mPTP. 

Déterminer la résistance du mPTP à une charge calcique croissante (ou capacité de rétention 

calcique) permet d’analyser la facilité avec laquelle le pore s’ouvre et donc sa tendance à 

entraîner les phénomènes d’apoptose. La mesure de la capacité de rétention calcique 

correspond donc à soumettre les mitochondries de fibres musculaires perméabilisées (1 à 1,5 

mg de poids sec) à une charge calcique croissante par ajouts itératifs de calcium (1mM dans 

5µL toutes les 2 min) dans le milieu extracellulaire (tampon CRC contenant Tris-Base 20mM 

; saccharose 150mM ; KCl 50mM ; KH2PO4 2mM ; succinate 5mM ; EGTA 9mM ; pH 7,4). 

Un marqueur colorimétrique (le calcium green 1µM; excitation-emission, 500–530 nm) 

permet de quantifier le calcium extra-mitochondrial dans le milieu. A chaque ajout de calcium 

dans le milieu, le signal du calcium green augmente de façon abrupte puis décroit. En effet, 

tant que le mPTP reste fermé, les mitochondries emmagasinent le calcium dans l’espace 

matriciel permettant le retour des concentrations extra-mitochondriales de calcium à l’état de 

base. Lorsque le mPTP s’ouvre, les mitochondries relarguent le calcium emmagasiné de façon 
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brutale, provoquant un pic de l’indicateur colorimétrique. La capacité de rétention calcique est 

exprimée en µM/mg de poids sec. 

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 à l’aide de la saponine puis lavées dans du tampon S. Ensuite, elles ont été 

incubées 30 minutes sous agitation à 4°C dans un tampon R+KCl (KCL 800mM ; 

CaK2EGTA 2.77mM ; K2EGTA 7.23mM ; MgCl2 1.38mM ; imidazole 20mM ; taurine 

20mM ; dithiothreitol 0.5mM ; K-sulfonate de methane 90mM ; Na-sulfonate de methane 

10mM; glutamate 5mM ; malate 2mM ; K2HPO4 3mM ; pH 7) pour extraire la myosine puis 

lavées trois fois 10 minutes dans du tampon CRC+BSA (Tris-Base 20mM ; saccharose 

150mM ; KCl 50mM ; KH2PO4 2mM ; succinate 5mM; EGTA 9mM; BSA 2mg/ml ; pH 7.4). 

!

Figure 20 : Analyse de la capacité de rétention calcique. 

 

2.4.4 Analyse histologique 

 Les muscles tibialis sont prélevés au niveau du membre contrôle et au niveau du 

membre ischémique lors du sacrifice des animaux. Les prélèvements musculaires sont 

plongés dans l’azote liquide puis congelés à -80°C. Des séries de coupes de 10 µm 

d’épaisseur de muscle tibialis sont ensuite réalisées avec un microtome cryostatique, et une 

analyse des coupes par coloration hématociline-éosine est faite. 

 

2.4.5 Analyses ARN 

 Les analyses ARN concernent les principales enzymes antioxydantes (SOD 1, SOD 2, 

catalase), les cytokines inflammatoires (IL6, TNFα, IGF1), et les marqueurs de biogenèse 

mitochondriale (Nrf1, PGC 1α, PGC 1 ß). Les ARN sont isolés avec du TRIzol Reagent 

(Invitrogen®, Life Technologies), et 2 µg d’ARN sont convertis en cDNA à l’aide de la 

SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen®, Life Technologies) et des primers. Ensuite 

une RT-PCR quantitative est réalisée en utilisant le QuantiTectTM SYBR Green PCR kit 

(Roche). 
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3. ANALYSE STATISTIQUE 

 

 Les analyses statistiques ont été réalisées à partir du logiciel Graphpad Prism 5® 

(GraphaPad Software, San Diego, USA). Les résultats sont exprimés en moyenne ± déviation 

standard. Les membres contrôles et les membres ischémiques des mêmes animaux ont été 

comparés par un test t de Student sur échantillons appariés. Les membres contrôles et les 

membres ischémiques d’animaux de séries différentes ont été comparés par un test de 

Student. Les résultats sont jugés statistiquement significatifs pour une valeur de p inférieure à 

0,05. 
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1. Effets de l’ischémie-reperfusion sur le muscle squelettique 

 

Section de l’article “Cyclosporine A normalizes mitochondrial coupling, reactive oxygen 
species production, and inflammation and partially restores skeletal muscle maximal 

oxidative capacity in experimental aortic cross-clamping”. 

!

Nous ne présentons ici que les résultats utiles pour la thèse. 

 

Objectifs :  

L’objet de cette étude est d’étudier les effets de l’ischémie reperfusion (IR) sur le muscle 

squelettique, en termes de respiration mitochondriale, de stress oxydant et d’analyse 

histologique. 

 

Matériel et Méthodes :  

L’étude a été réalisée sur des rats Wistar (250-300 grammes), avec un groupe Contrôle (n=8), 

et un groupe IR (n=10) soumis à 2 heures d’ischémie par clampage aortique et 3 heures de 

reperfusion. Les muscles gastrocnémiens ont été prélevés pour analyse de la fonction 

respiratoire mitochondriale par oxygraphie, de la production de radicaux libres par marquage 

au dihydroéthidium, et de l’inflammation par immunohistochimie.  

 

Résultats :  

Il existe une atteinte de la fonction  respiratoire mitochondriale dans le groupe IR, avec un 

taux d’ACR et une vitesse oxydative maximale diminués: ACR = 1,38 ± 0,06 vs 1,98 ± 0,20 

(p<0,01), Vmax = 4,08 ± 0,38 µmol 02/min/g vs 5,98 ± 0,56 µmol 02/min/g (p<0,05) dans les 

groupes IR et Contrôle respectivement. La production de radicaux libres est augmentée dans 

le groupe IR : 3992 ± 706 UI vs 1812 ± 322 UI (p<0,05). Le muscle ischémique montre une 

infiltration par des macrophages, témoignant de l’inflammation. 

 

Conclusion :  

L’IR génère une atteinte mitochondriale associée à augmentation du stress oxydant, avec 

altération de la fonction respiratoire. On observe aussi également des lésions histologiques 

liées à l’inflammation. 
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2. Fonction mitochondriale du muscle squelettique dans l’artériopathie des membres 

inférieurs : intérêt de la biopsie musculaire. 

 

L’insuffisance d’apport en oxygène a longtemps été considérée comme la principale cause des 

manifestations liées à l’artériopathie des membres inférieurs (AOMI), mais l’atteinte 

mitochondriale apparaît comme un facteur étiologique majeur. 

 

L’AOMI va entraîner au niveau du muscle squelettique des cycles répétés d’ischémie 

reperfusion (IR). Ainsi, lorsque le patient marche, la demande en oxygène est majorée et le 

muscle se trouve en situation d’ischémie car les apports sanguins sont insuffisants pour pallier 

à la demande en oxygène. Par contre, lors du repos, le muscle squelettique se trouve en 

situation de reperfusion. Ce sont ainsi les cycles répétés d’IR qui sont délétères pour le muscle 

squelettique, entraînant une véritable mitochondriopathie, car ces cycles d’IR vont générer la 

production de radicaux libres d’une part, et conduire à l’inflammation d’autre part. Le stress 

oxydant va altérer le fonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale, conduisant à 

une diminution de la production d’énergie, mais également à l’apoptose. Un cercle vicieux se 

crée, entraînant la production de radicaux libres et majorant les lésions de la chaîne 

respiratoire mitochondriale. La conjonction du stress oxydant et de l’inflammation va 

conduire aux lésions musculaires, nerveuses et cutanées observées dans l’AOMI. 

 

Il existe plusieurs méthodes permettant d’étudier l’atteinte du muscle squelettique dans 

l’AOMI à partir de biopsies musculaires, telles que l’étude du fonctionnement de la chaîne 

respiratoire mitochondriale par respirométrie, l’étude du stress oxydant par marquage au 

dihydroéthidium ou résonance paramagnétique électronique, l’étude de la capacité de 

rétention calcique, ainsi que les études histologiques. L’étude de biopsies musculaires de 

patients présentant une AOMI met en évidence une altération du fonctionnement de la chaîne 

respiratoire mitochondriale, une augmentation du stress oxydant, une diminution de la 

capacité de rétention calcique, ainsi que des modifications histologiques avec un aspect 

myopathique du muscle, des lésions liées à l’inflammation, ainsi qu’une augmentation du 

nombre de fibres de type I. 

 

En conclusion, les lésions de l’AOMI sont liées aux cycles répétées d’IR, ayant des 

conséquences directes sur la fonction mitochondriale, et peuvent être objectivées sur les 

biopsies musculaires de patients artériopathes. Des protocoles de conditionnement 

(ischémique ou pharmacologique) sont à l’étude, pour protéger la fonction mitochondriale des 

lésions liées à l’IR.  
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3. Participation mitochondriale aux lésions d’ischémie-reperfusion du muscle 

squelettique. 

 

La mitochondrie assure la production d’énergie de la cellule à partir de la chaîne 

respiratoire mitochondriale. C’est  aussi une source très importante de radicaux libres. Ces 

radicaux libres peuvent avoir un rôle de seconds messagers en activant les défenses anti-

oxydantes de la cellule, ou alors au contraire un rôle délétère, en fonction de leur 

concentration. La mitochondrie participe également à l’apoptose,  possèdant au niveau de sa 

membrane interne le pore de transition de perméabilité. L’augmentation de calcium 

intracellulaire va entraîner l’ouverture du pore de transition de perméabilité, et ainsi guider la 

cellule vers la voie de l’apoptose. L’ouverture du pore de transition de perméabilité génère 

également la production de radicaux libres.  

 Une dysfonction mitochondriale va être pathologique pour l’organisme. Les patients 

porteurs d’une artériopathie des membres inférieurs présentent une diminution de leur 

capacités oxydatives. Les défenses anti-oxydantes sont également altérées chez ces patients, 

qui ne peuvent plus lutter contre la production accrue et trop importante de radicaux libres 

produite. Ceci va conduire à des dommages protéiques et lipidiques au niveau du muscle 

squelettique. Ces patients présentent enfin une altération de la capacité de rétention calcique, 

générant l’ouverture du pore de transition de perméabilité, et conduisant la cellule à 

l’apoptose.  

Ainsi, dans l’artériopathie des membres inférieurs, la mitochondrie joue un rôle 

central, avec une altération des capacités oxydatives précédée par une augmentation de la 

production de radicaux libres. La connaissance de la physiopathologie des lésions d’ischémie-

reperfusion au niveau mitochondrial ouvre ainsi la voie à des thérapeutiques prometteuses, 

telles que le conditionnement ischémique ou le conditionnement pharmacologique. 
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4. L’altération de la balance anabolique/catabolique et l’inhibition des voies de 

protection endogènes aggravent les lésions d’ischémie reperfusion du muscle 
squelettique chez la souris diabétique. 

 

Objectifs :  

Le diabète est un facteur de risque cardiovasculaire, de pronostic défavorable dans le cadre de 

l’artériopathie des membres inférieurs. Notre hypothèse est que la balance 

anabolique/catabolique, de même que les kinases endogènes protectrices sont altérées par 

l’ischémie-reperfusion dans le muscle squelettique diabétique.   

 

Matériel et Méthodes :  

Des biopsies de muscles de patients diabétiques en ischémie critique ont été prélevées, 

analysées par oxymétrie (respiration mitochondriale) et comparées à des biopsies de muscles 

non diabétique, avant et après revascularisation chirurgicale.  Pour étudier les voies de 

signalisation intracellulaires impliquées, des biopsies de muscle squelettique de rats 

diabétiques ont été comparés à des rats non diabétiques, après ischémie-reperfusion ou non : 

nous avons analysé la respiration mitochondriale, la production de radicaux libres, le taux de 

superoxide dismutase (SOD), la balance anabolique/catabolique (mTOR/FOXO1), ainsi que 

les voies de protection endogènes (RISK et SAFE).  

 

Résultats :  

Après ischémie-reperfusion, la diminution de la respiration mitochondriale était plus 

importante chez les patients diabétiques, mais également expérimentalement chez les rats, 

avec une atteinte de l’ensemble des complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale. Au 

niveau des animaux soumis à l’ischémie-reperfusion, l’augmentation des radicaux libres, la 

diminution de SOD, et la diminution de la balance anabolique/catabolique était majorée chez 

les animaux diabétiques. Le taux de kinases des voies RISK et SAFE était diminué après 

ischémie-reperfusion chez les animaux diabétiques. 

 

Conclusion :  

Il existe une altération de la balance anabolique/catabolique et une inhibition des voies de 

protection endogènes RISK et SAFE chez les animaux diabétiques. Ces voies de protection 

pourraient être des cibles de traitements futurs.  

!
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Worsening of lower limb mitochondrial injury after aortic clamping in type 1 diabetes is 

associated with exacerbated oxidative stress, reduced endogenous protective kinases and 
impaired anabolic/catabolic balance in skeletal muscles. 

 

Julien POTTECHER, MD, PhD ; Gilles LAVERNY, PhD ; Anne Lejay, MD ; Thien-Nga 

CHAMARAUX-TRAN, MD ; Jamal BOUITBIR, PhD ; Max GUILLOT, MD, PhD ; 

Christiane DAMGE, MD, PhD ; Anne-Laure CHARLES, PhD ; Joffrey ZOLL, PhD ; Mervyn 

SINGER, MD, PhD ; Pierre DIEMUNSCH, MD, PhD ; Daniel Metzger, PhD ; Bernard Geny, 

MD, PhD. 

 

Aims: To investigate whether type 1 diabetes worsens hind limb ischaemia-reperfusion injury 

through increased oxidative stress and mitochondrial dysfunction, impaired endogenous 

protective kinases and an anabolic/catabolic imbalance. 

Methods and results: Biopsies of gastrocnemius muscles were taken in six type 1 diabetic 

and six matched non-diabetic patients presenting with critical limb ischaemia, both before and 

after revascularization (NCT02117206). In complementary laboratory studies, streptozotocin-

induced diabetic rats and vehicle-treated non-diabetic rats were randomized to control or to 

ischaemia-reperfusion (IR) injury induced by 3h aortic cross-clamping and 2h of reperfusion. 

Mitochondrial respiration was determined in both human and rat gastrocnemius muscle. In 

addition, reactive oxygen species production, protein levels of superoxide dismutase (SOD2), 

endogenous protective kinases (RISK and SAFE) and anabolic/catabolic balance 

(mTOR/FOXO1, cleaved caspase-3) were investigated in rat gastrocnemius muscle. After IR, 

the decline in mitochondrial respiration was more severe in diabetic patients and rats 

compared to their non-diabetic counterparts, and this affected all mitochondrial repsiratory 

enzymes. In ischaemic animals, the increased levels of reactive oxygen species and cleaved 

caspase-3 were greater in streptozotocin than in vehicle-treated rats, relative to their 

nonischaemic controls. The protein level of SOD2, and kinases of RISK, SAFE and mTOR 

pathways were also reduced to a larger extent after IR in streptozotocin-treated rats. 

Conclusion: Concurrent diabetes worsens skeletal muscle mitochondrial dysfunction after IR 

in both patients and rats. In diabetic rats, this was associated with increased oxidative stress 

and apoptosis, reduced endogenous protective kinases, and a switch to a net catabolic state. 

 

 

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

Skeletal Muscle. 

 

INTRODUCTION 

 

Peripheral vascular disease (PVD) 

represents a major burden in the diabetic 

population with an increase in both 

prevalence and severity and a 40-fold 

increased risk of amputation (1). 

Mechanisms underlying PVD in diabetes 

involve both vascular (2) and muscular 

pathology (3). Recent findings suggest that 
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mitochondrial oxidative phosphorylation 

may be impaired in the lower limb muscles 

of type 1 diabetic patients without obvious 

vascular abnormalities (4) and may 

precede hyperglycemia in type 2 diabetes 

(5). After lower limb revascularization, 

mitochondrial dysfunction may also be an 

early sign, cellular metabolic alterations 

before necrosis (6). Amplified oxidative 

stress may likewise play a role in 

ischaemia-reperfusion-induced (IR) skeletal 

muscle injury, since both diabetes and IR 

are associated with increased reactive 

oxygen species (ROS) production and 

reduced antioxidant defences (7).  

In myocytes, IR injury triggers the 

reperfusion injury salvage kinases (RISK) 

(8) and survivor activating factor 

enhancement (SAFE) pathways (9). Their 

activation promotes cell protection, 

inhibits mitochondrial permeability 

transition pore (mPTP) opening and 

prevents apoptosis. On recovery from an 

IR injury, skeletal muscle anabolism is 

activated by the mammalian target of 

rapamycin (mTOR) pathway. Moreover, in 

diabetic rats, a muscular catabolic 

phenotype was associated with a reduced 

phosphorylation of forkhead transcription 

factor-1 (FoxO1), favouring muscular 

atrophy and myocyte apoptosis (10). Type 

1 diabetes may thus impair SAFE and 

RISK-induced protection and induce a 

catabolic state after IR injury.  

The aims of this study were therefore (1) to 

investigate whether type 1 diabetes 

exacerbates the deleterious effects of hind 

limb IR on mitochondrial respiration in 

diabetic patients presenting with critical 

limb ischaemia, (2) to explore whether 

skeletal muscle protective kinases and 

anabolic/catabolic balance are 

compromized in streptozotocin-treated 

diabetic rats, and (3) to investigate whether 

type 1 diabetes aggravates the deleterious 

effects of hind-limb IR through increased 

mitochondrial dysfunction, oxidative stress 

and apoptosis, reduced endogenous 

protective kinases, and a dysregulated 

anabolic/catabolic balance in rat skeletal 

muscle. 

 

METHODS 

 

Patients 

Our population constituted diabetic and 

non-diabetic patients undergoing vascular 

surgery who had been randomized to the 

control limb of a prospective trial 

investigating the muscular effects of L-

arginine (NCT02117206). Approval was 

obtained from the Institutional Review 

Board (Comité de Protection des 

Personnes “EST IV”), as was written 

informed consent. Type 1 diabetic patients 

(“d”) presenting with critical limb 

ischaemia requiring infrainguinal bypass 

were matched against non-diabetic patients 

(“n”) undergoing the same procedure. 

Biopsies of gastrocnemius muscles were 

taken before and after revascularization. 

Mitochondrial respiration was studied in 

saponin-skinned fibres of gastrocnemius 

muscles, as previously described (6) and 

detailed in the electronic supplementary 

material (ESM). 

Animal model 

Experiments were performed on 8 week 

old male Wistar rats (Depré, Saint-

Doulchard, France). The study conformed 

to the ‘Principles of laboratory animal 

care’ (NIH publication 85–23, revised 

1985) and was approved by the 

Institutional Animal Care Committee 

(CREMEAS AL/02/10/06/2009). 

Experimental design 

Seven weeks after vehicle or streptozotocin 

injection, rats (referred to as non-diabetic 

“n”, and diabetic “d”, respectively) were 

randomly assigned to control (CON) or IR 

group, as shown in ESM (Figure E1). The 
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control groups (nCON, dCON, 8 per 

group) underwent 5 hours’ isoflurane 

anaesthesia and similar surgical 

manipulation to the IR groups, with the 

exception of hind-limb ischaemia. The 

ischaemia–reperfusion groups (nIR and 

dIR, 10 per group) underwent 3 hours’ 

ischaemia induced by infra-renal aortic 

occlusion and collateral vessel ligation, 

followed by 2 hours’ reperfusion. 

Ischaemia was clinically characterized by 

cyanosis and lack of an arterial pulse distal 

to the clamp, and biochemically by an 

increase in capillary blood lactate 

measured in the right foot (Lactate Pro 

device, LT1710; Arkray, KGK, Japan) 

(11). After reperfusion, gastrocnemius 

muscles were harvested and then either 

kept on ice or frozen in liquid nitrogen-

cooled isopentane. Animals were killed by 

heart retrieval under deep anaesthesia. 

Statistics 

All data are expressed as mean ± standard 

error of the mean, and analyzed using 

Prism software (GraphPad Prism 5, Graph 

Pad Software, San Diego, USA). 

Differences between groups were analyzed 

by two-way analysis of variance 

(ANOVA), simultaneously testing diabetic 

status and ischaemia, with a post-hoc 

Newman-Keuls correction. Within group 

differences were analyzed by Student’s t 

test and a one-way ANOVA with a post-

hoc Bonferroni correction. A p-value less 

than 0.05 was considered statistically 

significant. 

 

RESULTS 

 

A) Effects of type 1 diabetes on skeletal 

muscle mitochondrial respiration in 
humans 

Six insulin-treated type 1 diabetic patients 

were matched to 6 non-diabetic patients 

whose characteristics are presented in the 

ESM (Table E1 and Figures E2 to E4). 

Before revascularization, mitochondrial 

respiration in gastrocnemius muscle 

biopsies was similar between diabetic and 

non-diabetic patients (Figure 1A). After 

revascularization, baseline (V0), maximal 

(VMax), succinate-driven (VSucc), and 

TMPD/ascorbate-driven (VTMPD/Asc) 

respiration in non-diabetic patients fell by 

17%, 10%, 15% and 14% respectively; 

however, this was only significant for 

VSucc (p=0.011). On the other hand, IR in 

type 1 diabetic patients induced a 

significant decrease in V0, VMax, VSucc, 

and VTMPD/Asc (37%, 40%, 38% and 

34%, respectively) compared to their preIR 

control values (Figure 1B). 

As the small volume muscle biopsy 

samples did not allow an in-depth 

histologic and biochemical analyses, we 

utilized the animal study to investigate 

pathways potentially involved in 

mitochondrial dysfunction and its 

association with histological injury. 

 

B) Effects of type 1 diabetes on rat 
skeletal muscle mitochondrial function 

and oxidative stress. 

1. Skeletal muscle mitochondrial 
respiratory chain complexes activities in 

type-1 diabetic rats. 

In the absence of ADP, V0 was similar in 

streptozotocin- and vehicle-treated rats. 

However, with saturating concentrations of 

ADP, addition of glutamate + malate, 

succinate, or TMPD + ascorbate 

(substrates for maximal Complex I, III, IV 

(VMax), Complex II, III, IV (VSucc) and 

Complex IV-driven (VTMPD/Asc) 

respiration, respectively) revealed a 2-fold 

decrease in oxygen consumption in the 

streptozotocin-treated rats (Figure 2A). 

2. Reactive oxygen species production and 

antioxidant defence in streptozotocin-
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treated rats. 

Raw ROS production in gastrocnemius 

(fluorescence on dihydroethidium (DHE)- 

stained histological sections) was non-

significantly increased in streptozotocin- 

compared to vehicle-treated animals 

(Figures 3A). However, ROS production 

by diabetic skeletal muscle mitochondria 

may be confounded by concurrent changes 

in respiration rates. This may leave raw, 

unadjusted ROS levels unchanged, yet 

increased when considered relative to 

electron transport (7). Consequently, the 

mean DHE fluorescence was divided by 

the mitochondrial respiration rate from 

skinned fibres. The DHE/V0 ratio was 2-

fold higher in streptozotocin than in 

vehicle-treated rats. Similar results were 

observed when mitochondria were fuelled 

with substrates and ADP: 4.8-fold increase 

in DHE/VMax ratio, 5-fold increase in 

DHE/VSucc ratio and 3.7-fold increase in 

DHE/VTMPD/Asc ratio (Figure 3B). 

As increased ROS production could be 

countered by a simultaneous increase in 

antioxidant defences, we analysed the 

protein level of mitochondrial manganese 

superoxide dismutase (SOD2), whose level 

was similar in streptozotocin and vehicle-

treated rats (Figure 3C). 

 

C). Endogenous protective pathways 
and anabolic/catabolic balance in 

streptozotocintreated animals. 

We analysed the protein levels of effectors 

of the RISK and SAFE pathways for three 

reasons: (1) RISK and SAFE are triggered 

by increased oxidative stress, (2) the RISK 

pathway is stimulated by insulin, which is 

deficient in streptozotocin-treated animals 

(12) and (3) a decrease in RISK and SAFE 

levels activates GSK3β thus triggering 

mitochondrial dysfunction and apoptosis 

(13). 

1. RISK pathway 

The RISK involves multiple effectors 

among which phosphatidylinositol 3-

kinase (Pi3K) and protein kinase B (Akt) 

are key components. The Pi3K level, as 

represented by the p85α regulatory subunit, 

was similar in streptozotocin- and vehicle-

treated rats, as was the protein level of the 

inactive form of Akt. By contrast, the 

active phosphorylated forms of Akt were 

2-fold lower in streptozotocin-treated rats 

(Figure 4A), thus the protective effects of 

the RISK protein kinase B are decreased in 

type 1 diabetic rats. 

2. SAFE pathway 

The protein level of the inactive form of 

STAT3 (signal transducer and activator of 

transcription-3) was similar in 

streptozotocin- and vehicle-treated rats 

whereas its active phosphorylated form 

was 3.5-fold higher in the streptozotocin-

treated rats (Figure 4B), indicating up-

regulation of stress-responsive pathways. 

3. GSK3β 

The active and phosphorylated forms of 

GSK3β were similar in streptozotocin-

treated compared to vehicle-treated rats 

(Figure 4C). Taken together, our data 

suggest that streptozotocin-induced 

diabetes triggers a decrease in 

phosphorylated Akt level, that is offset by 

a increase in phosphorylated STAT3, 

resulting in an unchanged GSK3β 

activation. 

4. Anabolic/catabolic balance 

As type 1 diabetic rat skeletal muscle had a 

reduced mass on histologic sections 

(Figure E6) and lower phospho-Akt levels 

compared to vehicle-treated rats, we 

investigated the protein levels of the 

anabolic (mTOR) and catabolic (FoxO1, 

cleaved caspase-3) effectors. Both total 

and phosphorylated levels of mTOR were 

lower in streptozotocin-treated rats, as was 

phosphorylated 4E-BP1, the downstream 
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target of mTOR required to initiate 

eukaryotic translation, which was 3-fold 

lower in the streptozotocin-treated rats 

(Figure 5A). 

FoxO1 transcription factors induce the 

atrophy-related ubiquitin ligase atrogin-1 

which causes skeletal muscle atrophy (14). 

Dephosphorylation of FoxO1 also cleaves 

capase-3, the key “executioner” of 

apoptosis (15). In streptozotocin-treated 

rats, the catabolic form of FoxO1 was non-

significantly increased, but the level of the 

inactive form of FoxO1 was 3- fold 

reduced, resulting in an increased 

active/inactive FoxO1 ratio, which reflects 

a switch to a net catabolic state. However, 

the levels of cleaved caspase-3 were 

similar in vehicle- and streptozotocin-

treated rats (Figure 5B). 

Taken together, our results demonstrate a 

downregulation of anabolic pathways and 

an up-regulation of catabolic factors. 

 

D) Effects of IR on skeletal muscle 

mitochondrial respiration and oxidative 
stress in streptozotocin- and vehicle-

treated rats. 

As IR induced a more severe 

mitochondrial injury in diabetic than in 

non-diabetic patients, we determined 

whether IR had similar effects in 

streptozotocin-treated rats, and if oxidative 

stress would also be increased. 

1.Mitochondrial respiratory chain activity 
in non-diabetic and diabetic rats after IR 

Compaired to vehicle-treated rats, V0 was 

3-fold lower in streptozotocin-treated rats 

after IR (Figure 2A). IR injury also 

induced a 3.3-fold and a 2-fold VMax 

decrease in streptozotocin- and vehicle-

treated animals, respectively. However, 

VMax was significantly more reduced in 

type 1 diabetic rates (p<0.05, Figure 2B). 

While IR did not alter VSucc in the non-

diabetic animals, it did induce a significant 

decrease in VSucc in streptozotocin-treated 

rats (-60±7%; p<0.001). IR did not alter 

VTMPD/Asc in either streptozotocin- or 

vehicle-treated animals (Figure 2B). Taken 

together, these results show that IR injury 

impairs mitochondrial respiration to a 

larger extent in diabetic rats. 

2. ROS production and antioxidant defence 
in non-diabetic and diabetic animals after 
IR 

IR injury induced a two-fold increase in 

raw DHE fluorescence in vehicle-treated 

(p<0.001), but not in streptozotocin-treated 

rats (Figures 3A and 3B). However, ROS 

production normalized either to V0 

(DHE/V0), VMax (DHE/VMax) or VSucc 

(DHE/VSucc) was significantly increased 

after IR injury in both streptozotocin- and 

vehicle-treated rats and to a larger extent in 

diabetic animals (Figure 3B). Increased 

ROS production was not offset by an 

increase in SOD2, whose level was 3-fold 

lower in streptozotocin-treated rats after IR 

(Figure 3C). Taken together, these results 

suggest an increased oxidative stress in the 

gastrocnemius muscle of diabetic rats 

following IR injury. 

 

E). Effects of IR on endogenous 
protective pathways and 

anabolic/catabolic balance in 

vehicle-treated and streptozotocin-
treated rats 

1. RISK pathway 

IR had no significant influence on the p85α 

protein level in both streptozotocin- and 

vehicle-treated rats. The protein level of 

the inactive form of Akt was only 

decreased significantly by IR in 

streptozotocin-treated rats (p<0.05). 

Compared to their non-ischaemic controls, 

both phosphorylated forms of Akt were 

reduced after IR in vehicle- and 
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streptozotocin-treated animals, but the fall 

was much larger in streptozotocin-treated 

rats (Figure 4A). 

2. SAFE pathway 

The protein level of the inactive form of 

STAT3 was significantly decreased in 

streptozotocin-treated rats only (p<0.001; 

Figure 4B). In vehicle-treated animals, IR 

induced a non-significant increase in the 

active form of STAT3. Conversely, IR 

induced a nonsignificant decrease in 

streptozotocin-treated animals. As a result, 

STAT3 activity seems to go in the opposite 

direction after IR, with a decreased activity 

in the streptozotocin- and an increased 

activity in the vehicle-treated animals. 

3. GSK3β 

Ischaemia-reperfusion had no significant 

influence on active GSK3β protein level in 

vehicle-treated animals, but induced a 36% 

decrease in streptozotocin-treated rats 

(p<0.05; Figure 4C). Conversely, while the 

protein level of phospho-GSK3β was not 

altered by IR in vehicle-treated animals, it 

fell markedly in streptozotocin-treated rats 

(p<0.0001), resulting in a 2.8 fold decrease 

in phospho-GSK3β/GSK3β ratio. Thus, the 

active form of GSK3β predominates after 

IR in streptozotocin-treated animals, and 

may induce mitochondrial dysfunction by 

opening mPTP. Taken together, our results 

indicate that type-I diabetes was associated 

with a reduced protection against IR injury. 

We therefore investigated whether the 

diabetic state was also associated with 

increased muscle wasting after IR. 

4. Anabolic/catabolic balance 

IR had no significant effect on either 

mTOR or phospho-mTOR levels in 

gastrocnemius from vehicle-treated 

animals. Conversely, both were reduced in 

streptozotocintreated rats at baseline and 

reduced further followed IR (p<0.001 and 

p<0.01, respectively), resulting in an 

unchanged phospho-mTOR/mTOR ratio. 

In both vehicle-treated and streptozotocin-

treated rats, IR did not alter 4E-BP1 

protein levels (Figure 5A). Conversely, IR 

induced a significant decrease in phospho-

4E-BP1 protein level in streptozotocin-

treated rats (p<0.001). Similarly, IR had no 

significant effect on either FoxO1 or 

phospho-FoxO1 protein levels in vehicle-

treated animals but a marked decrease in 

FoxO1 was seen in streptozotocintreated 

rats (p<0.001). As a result, the p-

FoxO1/FoxO1 ratio was not altered in 

streptozotocintreated rats subjected to IR. 

In both vehicle- and streptozotocin-treated 

rats, IR induced an increased level of 

cleaved caspase-3 compared to non-

ischaemic controls, but the increase was 

much larger (6-fold) in diabetic animals 

(Figure 5B). These results suggest a 

decrease in protein synthesis, an unaltered 

protein breakdown, and a large induction 

of myocyte apoptosis during IR in type-1 

diabetic rats. 

 

DISCUSSION 

 

The main results of this study are that: (1) 

IR has deleterious effects on skeletal 

muscle in patients presenting with critical 

limb ischaemia, and these are more severe 

in type 1 diabetics compared to non-

diabetic patients, (2) streptozotocin-

induced insulinopenic diabetes 

significantly impairs mitochondrial 

respiration affecting all complexes, 

increases oxidative stress, and inhibits both 

protective and anabolic pathways while 

favouring a net catabolic state in rat 

gastrocnemius muscle, and (3) the 

deleterious effects of IR are more 

pronounced in streptozotocin-treated rats 

(Figure 6). 

Mitochondrial alterations in type 1 diabetes 

Consonant with previous results (16), long-
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term hyperglycaemia induces a significant 

reduction in complex I, II and III activities 

in rat skeletal muscle. In addition, we 

found that IR induced a larger decrease in 

mitochondrial respiration in diabetic 

patients with critical limb ischaemia. We 

also found a profound reduction in V0 and 

VMax (50%) in the gastrocnemius of 

streptozotocin-treated rats, and a 

significant (60%) decrease in succinate 

dehydrogenase (Complex II)-driven 

respiration compared to healthy controls. 

Oxidative stress in type 1 diabetes and IR 

Mitochondrial complexes I and III are the 

sites accounting for most superoxide anion 

production. In the early stages of diabetes, 

mitochondrial complex III undergoes 

assembly defects that lead to decreased 

activity and increased superoxide 

generation (17). Herlein et al. observed 

that superoxide anion production was 

greater in diabetic mitochondria when 

considered in relation to electron transport 

activity (7). Our results are in line with 

these findings, and give credence to the 

hypothesis that ROS production is 

increased in muscles from streptozotocin-

treated rats and is not offset by increased 

antioxidant defences. 

The combined influence of 

hyperglycaemia and ROS in diabetic 

muscles undergoing an IR insult will 

trigger the polyol pathway flux that burns 

up antioxidants and endogenous protective 

effectors (such as STAT3 (18)), 

perpetuating a vicious circle. Diabetes and 

worsening of skeletal muscle IR injury 

through defective protective pathways and 

distorted anabolic/catabolic balance. 

Streptozotocin-treated rats were markedly 

insulinopenic; this feature may contribute 

to a to a worse skeletal muscle injury after 

an IR insult. Indeed, insulin participates in 

maintaining endogenous protective 

effectors such as Pi3K-Akt and STAT3, 

independent of glycaemic control (19). In 

insulinopenic diabetes, the phosphorylation 

of Pi3K, Akt and STAT3 is reduced, 

resulting in increased GSK3β activity that 

promotes mPTP opening (20) and triggers 

apoptosis. Wegrzyn et al. demonstrated 

that phosphorylated STAT3 was required 

for optimal function of the electron 

transport chain, independently of its 

transcriptional activity. Indeed, in STAT3-

/- cells, VMax and VSucc were reduced by 

70% and 50%, respectively (21). 

Diabetes impairs skeletal muscle 

anabolism and induce tissue catabolism in 

mice (10). We corroborated this finding in 

rat skeletal muscle and additionaly found 

that the phosphorylated forms of upstream 

(mTOR) and downstream (4E-BP1) 

effectors of the anabolic pathway were 

further reduced in diabetic animals after IR 

injury, impairing muscle regeneration (22). 

Although more clinically relevant, 

experiments on human tissue could not be 

carried out extensively, as the material 

quantity was small. Consequently, we 

decided to investigate only mitochondrial 

function on human tissue, and study 

upstream and downstream pathways in 

gastrocnemius muscles harvested from 

streptozotocin-treated rats. We 

acknowledge that our model was a 

pharmacologic model of type 1 diabetes 

whose effects on skeletal muscle could be 

due to a direct action of streptozotocin on 

muscle fibres (23). However, our animal 

results, though obtained in a severe model 

of untreated type 1 diabetes, were 

consistent with those found in diabetic 

patients. 

As Western blot analyses were all 

performed after 3 hours’ ischaemia and 2 

hours’ reperfusion, the results presented 

here only reflect a single timepoint, 

whereas the mechanisms at play in the 

RISK and SAFE pathways occur in a 

dynamic fashion. 

With respect to therapy, restoring 

euglycaemia with acute insulin treatment 

failed to restore cardioprotection in the 
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setting of experimental IR (24). As GSK3β 

is activated in diabetes and favours mPTP 

opening at the onset of reperfusion, 

inhibition of GSK3β may provide a 

strategy to protect diabetic muscles from 

IR injury (25). Cyclosporine A (CsA) 

prevents mPTP opening and has been 

shown to reduce skeletal muscle injury in 

the setting of IR (26). In healthy animals, 

CsA also inhibited IR-induced ROS 

production and partially protected the 

mitochondrial respiratory chain (27). 

Whether CsA provides protection in 

diabetic skeletal muscle merits further 

assessment. 

 

CONCLUSION 

 

Type 1 diabetes is associated with 

profound mitochondrial respiratory chain 

alterations, increased oxidative stress, 

reduced endogenous protective kinases and 

a switch from an anabolic to catabolic state 

in rat skeletal muscle, that are exacerbated 

after IR. This may contribute towards the 

high failure rate of surgical 

revascularizations in diabetic patients 

suffering from peripheral vascular disease. 

ACKNOWLEDGEMENTS: 

 

We are greatly indebted to Miss Fabienne 

Goupilleau and Isabelle Bentz, for their 

extensive expertise in animal models and 

invaluable technical assistance. 

 

REFERENCES 

 

1. American Diabetes Association. 

Peripheral arterial disease in people with 

diabetes. Diab Care. 2003;26:3333–3341. 

2. Paneni F, Beckman JA, Creager MA, 

Cosentino F. Diabetes and vascular 

disease: pathophysiology, clinical 

consequences, and medical therapy: part I. 

Eur Heart J. 2013;34:2436–2443. 

3. Delli Pizzi S, Madonna R, Caulo M, 

Romani GL, De Caterina R, Tartaro A. 

MR angiography, MR imaging and proton 

MR spectroscopy in-vivo assessment of 

skeletal muscle ischemia in diabetic rats. 

PLoS One. 2012;7:e44752. 

4. Karakelides H, Asmann YW, Bigelow 

ML, Short KR, Dhatariya K, Coenen-

Schimke J, Kahl J, Mukhopadhyay D, Nair 

KS. Effect of insulin deprivation on 

muscle mitochondrial ATP production and 

gene transcript levels in type 1 diabetic 

subjects. Diabetes. 2007;56:2683–2689. 

5. Petersen KF, Dufour S, Befroy D, 

Garcia R, Shulman GI. Impaired 

mitochondrial activity in the insulin-

resistant offspring of patients with type 2 

diabetes. N Engl J Med. 2004;350:664–

671. 

6. Charles AL, Guilbert AS, Bouitbir J, 

Goette-Di Marco P, Enache I, Zoll J, 

Piquard F, Geny B. Effect of 

postconditioning on mitochondrial 

dysfunction in experimental aortic cross-

clamping. Br J Surg. 2011;98:511–516. 

7. Herlein JA, Fink BD, Henry DM, Yorek 

MA, Teesch LM, Sivitz WI. Mitochondrial 

superoxide and coenzyme Q in insulin-

deficient rats: increased electron leak. Am 

J Physiol Integr Comp Physiol. 

2011;301:R1616–R1624. 

8. Pedretti S, Raddatz E. STAT3α interacts 

with nuclear GSK3beta and cytoplasmic 

RISK pathway and stabilizes rhythm in the 

anoxic-reoxygenated embryonic heart. 

Basic Res Cardiol. 2011;106:355–369. 

9. Lecour S. Activation of the protective 

Survivor Activating Factor Enhancement 

(SAFE) pathway against reperfusion 

injury: Does it go beyond the RISK 

pathway? J Mol Cell Cardiol. 2009;47:32–



! *++!

40. 

10. Hulmi JJ, Silvennoinen M, Lehti M, 

Kivelä R, Kainulainen H. Altered REDD1, 

myostatin, and Akt/mTOR/FoxO/MAPK 

signaling in streptozotocin-induced 

diabetic muscle atrophy. Am J Physiol 

Endocrinol Metab. 2012;302:E307–E315. 

11. Noll E, Bouitbir J, Collange O, Zoll J, 

Charles AL, Thaveau F, Diemunsch P, 

Geny B. Local but not systemic capillary 

lactate is a reperfusion biomarker in 

experimental acute limb ischaemia. Eur J 

Vasc Endovasc Surg. 2012;43:339–340. 

12. Folli F, Saad MJ, Backer JM, Kahn 

CR. Regulation of phosphatidylinositol 3-

kinase activity in liver and muscle of 

animal models of insulin-resistant and 

insulin-deficient diabetes mellitus. J Clin 

Invest. 1993;92:1787–1794. 

13. Boengler K, Hilfiker-Kleiner D, 

Heusch G, Schulz R. Inhibition of 

permeability transition pore opening by 

mitochondrial STAT3 and its role in 

myocardial ischemia/reperfusion. Basic 

Res Cardiol. 2010;105:771–785. 

14. Sandri M, Sandri C, Gilbert A, Skurk 

C, Calabria E, Picard A, Walsh K, 

Schiaffino S, Lecker SH, Goldberg AL. 

Foxo transcription factors induce the 

atrophy-related ubiquitin ligase atrogin-1 

and cause skeletal muscle atrophy. Cell. 

2004;117:399–412. 

15. Hotchkiss RS, Strasser A, McDunn JE, 

Swanson PE. Cell death. N Engl J Med. 

2009;361:1570–1583. 

16. Remor AP, de Matos FJ, Ghisoni K, da 

Silva TL, Eidt G, Búrigo M, de Bem AF, 

Silveira PCL, de León A, Sanchez MC, 

Hohl A, Glaser V, Gonçalves C-A, 

Quincozes-Santos A, Rosa RB, Latini A. 

Differential effects of insulin on peripheral 

diabetes related changes in mitochondrial 

bioenergetics: Involvement of advanced 

glycosylated end products. Biochim 

Biophys Acta. 2011;1812:1460–1471. 

17. Munusamy S, Saba H, Mitchell T, 

Megyesi JK, Brock RW, MacMillan-Crow 

L. Alteration of renal respiratory Complex-

III during experimental type-1 diabetes. 

BMC Endocr Disord. 2009;9:2. 

18. Gross ER, Hsu AK, Gross GJ. Diabetes 

Abolishes Morphine-Induced 

Cardioprotection via Multiple Pathways 

Upstream of Glycogen Synthase Kinase-3. 

Diabetes. 2007;56:127–136. 

19. Carvalho E, Eliasson B, Wesslau C, 

Smith U. Impaired phosphorylation and 

insulinstimulated translocation to the 

plasma membrane of protein kinase B/Akt 

in adipocytes from Type II diabetic 

subjects. Diabetologia. 2000;43:1107–

1115. 

20. Tonks KT, Ng Y, Miller S, Coster 

ACF, Samocha-Bonet D, Iseli TJ, Xu A, 

Patrick E, Yang JYH, Junutula JR, 

Modrusan Z, Kolumam G, Stöckli J, 

Chisholm DJ, James DE, Greenfield JR. 

Impaired Akt phosphorylation in insulin-

resistant human muscle is accompanied by 

selective and heterogeneous downstream 

defects. Diabetologia. 2013;56:875–885. 

21. Wegrzyn J, Potla R, Chwae YJ, Sepuri 

NBV, Zhang Q, Koeck T, Derecka M, 

Szczepanek K, Szelag M, Gornicka A, 

Moh A, Moghaddas S, Chen Q, Bobbili S, 

Cichy J, Dulak J, Baker DP, Wolfman A, 

Stuehr D, Hassan MO, Fu XY, Avadhani 

N, Drake JI, Fawcett P, Lesnefsky EJ, 

Larner AC. Function of Mitochondrial 

Stat3 in Cellular Respiration. Science. 

2009;323:793–797. 

22. Ratchford SM, Bailey AN, Senesac 

HA, Hocker AD, Smolkowski K, Lantz 

BA, Jewett BA, Gilbert JS, Dreyer HC. 

Proteins regulating cap-dependent 

translation are downregulated during total 

knee arthroplasty. Am J Physiol Integr 

Comp Physiol. 2012;302:R702–R711. 

23. Krause MP, Riddell MC, Gordon CS, 



! *+*!

Imam SA, Cafarelli E, Hawke TJ. Diabetic 

myopathy differs between Ins2Akita+/- 

and streptozotocin-induced Type 1 diabetic 

models. J Appl Physiol. 2009;106:1650–

1659. 

24. Drenger B, Ostrovsky IA, Barak M, 

Nechemia-Arbely Y, Ziv E, Axelrod JH. 

Diabetes blockade of sevoflurane 

postconditioning is not restored by insulin 

in the rat heart: phosphorylated signal 

transducer and activator of transcription 3- 

and phosphatidylinositol 3-kinase-

mediated inhibition. Anesthesiology. 

2011;114:1364–1372. 

25. Ghaboura N, Tamareille S, Ducluzeau 

P-H, Grimaud L, Loufrani L, Croué A, 

Tourmen Y, Henrion D, Furber A, Prunier 

F. Diabetes mellitus abrogates 

erythropoietin-induced cardioprotection 

against ischemic-reperfusion injury by 

alteration of the RISK/GSK-3β signaling. 

Basic Res Cardiol. 2010;106:147–162. 

26. McAllister SE, Ashrafpour H, Cahoon 

N, Huang N, Moses MA, Neligan PC, 

Forrest CR, Lipa JE, Pang CY. 

Postconditioning for salvage of ischemic 

skeletal muscle from reperfusion injury: 

efficacy and mechanism. Am J Physiol 

Regul Integr Comp Physiol. 

2008;295:R681–R689. 

27. Pottecher J, Guillot M, Belaidi E, 

Charles AL, Lejay A, Gharib A, 

Diemunsch P, Geny B. Cyclosporine A 

normalizes mitochondrial coupling, 

reactive oxygen species production, and 

inflammation and partially restores skeletal 

muscle maximal oxidative capacity in 

experimental aortic cross-clamping. J Vasc 

Surg. 2013;57:1100–1108. 

 

 



! *+"!

 

 

 

 

 



! *+#!

 

 

 



! *+$!

 

 



! *+%!

 

 

  



! *+&!

5. Mise au point d’un modèle animal d’ischémie critique chronique des membres 

inférieurs. 

 

Objectifs :  

Il est difficile d’obtenir un modèle d’ischémie critique chronique des membres inférieurs chez 

la souris, en raison de la néoangiogenèse très rapide et de la collatéralité artérielle très 

importante. L’objectif de ce travail est de mettre au point un modèle d’ischémie critique des 

membres inférieurs se rapprochant au plus près de la pathologie humain, et de le valider à la 

fois in vivo, et ex vivo.  

 

Matériel et Méthodes :  

Un protocole de double ligature artérielle (ligature fémorale droite et des 3 premières 

collatérales à J0, puis ligature iliaque droite à J4) a été réalisé chez 28 souris Swiss âgées de 8 

semaines au début du protocole, le membre postérieur gauche servant de contrôle. L’ischémie 

a été confirmée par des scores cliniques cotant les dommages tissulaires et fonctionnels, et par 

des scintigraphies au MIBI, à J0, J4, J6, J10, J20, et J30. Lors du sacrifice, les muscles 

gastrocnémiens et tibialis ont été prélevés, pour analyse de la respiration mitochondriale, de la 

capacité de rétention calcique, de la production de radicaux libres (par résonance 

paramagnétique et par marquage au dihydroéthidium), analyse histologique, et analyse ARN 

de la biogenèse, de l’inflammation et des systèmes anti-oxydants. 

Des biopsies de muscle gastrocnémiens de patients présentant une ischémie critique 

chronique ont été comparées à des biopsies de patients contrôle sans artériopathie 

(NCT02117206). 

 

Résultats :  

Les scores cliniques et les scintigraphies ont confirmé l’ischémie critique, pendant toute la 

durée du protocole. Les muscles ischémiques ont mis en évidence une altération de la 

fonction respiratoire mitochondriale, une augmentation de la production de radicaux libres, 

ainsi qu’une diminution de la capacité de rétention calcique. Les muscles ischémiques ont 

également montré une diminution des capacités anti-oxydantes, une inflammation et un aspect 

myopathique.  

Les biopsies de patients en ischémie critique chronique ont montré également une atteinte de 

l’ensemble des complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale. 

 

Conclusion :  

Notre modèle d’ischémie critique chronique est valide, et stable dans le temps. !
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First realistic model of chronic critical limb ischemia 

closely mimicking human pathology 
 

Anne LEJAY, MD; Philippe CHOQUET, MD; Fabien THAVEAU, MD, PhD; François 

SINGH; Anna SCHLAGOWSKI; Anne-Laure CHARLES, PhD; Gilles LAVERNY, PhD.; 

Daniel METZGER, PhD; Joffrey ZOLL, PhD; Nabil CHAKFE, MD, PhD; Bernard GENY, 

MD, PhD.  

 

Objective: To establish a chronic mouse model of critical limb ischemia (CLI) with in- and 

ex vivo validation, closely mimicking human pathology. Indeed, there is currently no 

satisfactory experimental model of CLI due to neoangiogenesis and arterial collaterality. 

Materials and Methods: 28 Swiss mice were submitted to sequential unilateral femoral (Day 

0) and iliac ligatures (Day 4). Ischemia was confirmed by clinical scores (tissue and 

functional damages) and MIBI scintigraphies at Days 0, 4, 6, 10, 20, and 30. At Days 10, 20 

and 30, muscle mitochondrial respiration and calcium retention capacity using respirometry 

and fluorimetry and reactive oxygen species (ROS) production using dihydroethidium (DHE) 

staining and electronic paramagnetic resonance were investigated, together with transcripts of 

mitochondrial biogenesis, inflammation and antioxidant enzymes. Histological analysis was 

also performed. 

Biopsies of human gastrocnemius muscles were obtained during planned surgical procedures 

in 10 patients presenting with CLI and in 5 control patients operated for coronary 

revascularization without significant peripheral arterial disease (NCT02117206).  

Results: Clinical and scintigraphic scores confirmed CLI, together with impaired 

mitochondrial respiration, calcium retention capacity and biogenesis. Ischemic muscles also 

demonstrated increased production of ROS, decreased antioxidant enzymes, inflammation 

and myopathic features. These defects were stable over time (Days 10, 20 and 30) 

Interestingly, all complexes of the mitochondrial respiratory chain were impaired in CLI 

patients, as compared to controls, further validating the animal model. 

A) Conclusions: Sequential femoral and iliac ligatures closely mimic human 

functional, clinical, scintigraphic and skeletal muscle mitochondrial characteristics 

and could prove useful to test therapeutic approaches. 

 

Key words: critical limb ischemia, perfusion, scintigraphy, mitochondria, oxidative stress, 

inflammation, myopathy. 

 

Introduction 

Critical limb ischemia (CLI) 

defines an advanced stage of chronic 

arterial insufficiency. It is a manifestation 

of peripheral arterial disease that describes 

patients with typical ischemic rest pain, or 

patients with ischemic skin lesions, either 

ulcers or gangrene
1-4

. The term CLI should 

only be used in relation to patients with 

chronic ischemic disease, defined as the 

presence of symptoms for more than 2 

weeks
4
. Diagnosis of CLI should also only 

be made in patients with symptoms 
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attributable to objectively-proven arterial 

occlusive disease, and verified by ankle or 

toe pressure. The diagnosis of CLI is thus a 

clinical diagnosis of chronic arterial 

disease, but inevitably supported by 

objective tests
4
. CLI is estimated to 

develop in 500 to 1000 individuals per 

million persons per year
1-3

. Progression of 

the disease can result in amputation of the 

affected limb. Moreover, CLI has 

important functional implications and a 

major impact on the quality of life. Quality 

of life indices of patients with CLI have 

been reported to be similar to those of 

terminal cancer patients
1
. In addition, CLI 

is associated with increased mortality (the 

1-year mortality is around 25% and may be 

as high as 45% after amputation)
1,4

. 

However, despite recent advances in 

surgical and endovascular techniques, a 

large number of patients with CLI is not 

eligible for these revascularization 

procedures, because of anatomic location 

of the lesions, the extent of the disease, or 

extensive comorbidity, largely supporting 

the need for adequate experimental models 

allowing to test new therapeutic 

approaches
1
. 

 The pathophysiology of lower-limb 

ischemia-reperfusion has been greatly 

improved with both skeletal muscle 

dysfunction and increased oxidative stress 

appearing as key factors
5-6

. Accordingly, 

studies in humans have demonstrated 

myopathy features in bright-field 

microscopy, with oxidative damages and 

an increased level of apoptosis, although 

peripheral arterial disease (PAD) and 

clinical characteristics of these patients 

were not completely defined. While 

muscle mitochondrial dysfunction was 

observed, a specific study of mitochondrial 

respiratory chain complex activities in 

well-defined CLI patients still remains to 

be conducted
7-8

. 

All of these alterations should 

necessarily be observed in relevant 

experimental model of CLI.  Furthermore, 

notwithstanding that ischemia induces 

neoangiogenesis and formation of 

collateral vessels explaining that even after 

femoral artery excision, the perfusion of 

the limb returns to normal within a few 

days, the stability of the lesions over time 

should ideally be obtained
9
. 

 The main objective of the present 

study was to develop and comprehensively 

characterize, both in- and ex vivo, a chronic 

and stable CLI experimental model, 

closely mimicking human functional, 

clinical, scintigraphic and skeletal muscle 

mitochondrial pathology. Indeed, such a 

model is currently lacking and may prove 

useful to test therapeutic approaches. To 

further validate the model, skeletal muscle 

mitochondrial function was also tested in 

patients with well-defined CLI.  

 

Methods 

Animals  

 Twenty-eight Swiss male mice 

weighting 30-35 grams were handled 

according to French laws for animal use 

and care and in accordance with the 

guidelines of the European Community 

Council.  

Critical limb ischemia model  

 Surgery was performed under 

general anesthesia. The induction of 

general anesthesia was conducted in an 

airtight ventilated chamber with a mixture 

of 3% isoflurane (Aerrane ®, Baxter 

Healthcare) and air. Maintenance of 

anesthesia was ensured by spontaneous 

ventilation through a mask delivering a 

mixture of 2% isoflurane and air. 

 Ligation of the right femoral artery 

was performed midway between the 

superficial epigastric artery and the 

bifurcation of the popliteal and saphenous 

arteries under microscope. Three collateral 

vessels were also ligatured. Four days 

later, ligation of the right iliac artery 0.5 
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cm distal to its origin was performed by 

laparotomy. In this unilateral ischemia 

model, the contralateral limb can be 

considered as a control
10

. 

 Animals were sacrificed at 10, 20 

or 30 days after surgery in order to study in 

vivo perfusion as well as ex vivo muscle 

damage over time.  

In vivo follow-up of clinical and 

functional damages and of limb perfusion 

 Using already-established clinical 

scores, clinical tissue damage was graded 

as follows: normal or white aspect of the 

limb, toe cyanosis or necrosis, and 

spontaneous amputation of a toe were 

attributed 1, 2, 3, 4 or 5 points, 

respectively
11

. 

 Functional damages were graded as 

follows: normal function of the limb, 

plantar flexion without toe flexion, no 

plantar flexion, and dragging the limb were 

attributed 0, 1, 2 or 3 points, respectively
11

. 

 Tissue perfusion was assessed with 

gamma camera scans (Gaede 

MedizinSysteme ® GmbH) under general 

anesthesia, the animals being placed in a 

dedicated heating cell (Minerva ®, 

Esternay, France). Scans lasting 15 

minutes were performed 30 minutes after 

injection of the tracer (MIBI) at the tail 

vein, at Day 0 (before femoral ligation), 

Day 4 (before iliac ligation), and at Days 6, 

10, 20, and 30.  

Ex vivo muscle analysis 

 At Day 30, ischemic and 

contralateral gastrocnemius tibialis 

muscles were collected. Gastrocnemius 

muscles were harvested and immediately 

used for measurement of mitochondrial 

respiration, calcium retention capacity and 

production of free radicals. Tibialis 

muscles were frozen in order to perform 

histological sections and transcripts 

analyses. 

Mitochondrial respiratory chain complex 

activities 
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Calcium retention capacity  

 Calcium retention capacity of 

gastrocnemius muscle fibers measured by 

spectrofluorometry is the amount of 

calcium required to enable the opening of 

the mitochondrial transition pore, 

thereafter leading to apoptosis
13

. Calcium 

pulses (20 µmol/L) were applied to the 

skinned gastrocnemius muscle fibers, until 

calcium release. The number of calcium 

additions needed to trigger mitochondrial 

permeability transition provided the 

calcium retention capacity.  

Production of reactive oxygen species 
using electron paramagnetic resonance 

 Gastrocnemius muscles (1 mm
3 

fragments) were incubated with a CMH 

molecular probe (1-hydroxy-3-

methoxycarbonyl-2, 2, 5, 5-

tetramethylpyrrolidine HCl), which is 

oxidized in the presence of unpaired 

electrons of reactive oxygen species. The 

amount of oxidized CMH, and thus the 

amount of free radicals produced, was 

measured by the intensity of the resonance 

signal.  
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Histological analysis: muscle structure 

and ROS production 

 Tibialis muscles were immersed in 

liquid nitrogen and stored at -80°C. 

Muscles were then embedded in paraffin, 

and 10 µm thick sections were prepared 

using a cryostat microtome, and mounted 

onto glass slides. Two types of analyses 

were subsequently performed: images of 

slide specimens stained with hematoxylin 

and eosin were acquired under bright-field 

microscopy, while other slides were 

incubated with 2.5 µM dihydroethidium 

(DHE). DHE produces red fluorescence 

when oxidized to ethidium bromide, 

mainly by superoxide anion. After 

staining, sections were examined under 

epifluorescence microscope (Nikon Eclipse 

E800) and emission signals recorded.  

Transcripts protein encoding for 

mitochondrial biogenesis, antioxidant 
defense and inflammation  

 Main transcripts encoding proteins 

involved in mitochondrial biogenesis 

(PGC1alpha, ß, and Nrf1), antioxidative 

enzymes (Sod 1, Sod 2, catalase) and 

inflammatory cytokines (TNFα, IL6, IGF1) 

were analyzed. Two µg of RNA, isolated 

with TRIzol Reagent (Invitrogen), were 

converted to cDNA with SuperScript II 

reverse transcriptase (Invitrogen, Life 

Technologies) and hexamer primers 

according to the supplier's protocol. 

Quantitative RT-PCR was performed using 

the QuantiTectTM SYBR Green PCR kit 

(Roche) according to the supplier's 

protocol. The primers are presented in 

Supplemental Digital Content (SDC1). 

 

Human muscle biopsies 
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Data analysis 
Statistical analysis was performed 

with GraphPad Prism 5® (GraphPad 

Software, Inc). Results are expressed as 

means and standard deviations. Differences 

between measurements of ischemic and 

control muscles (of the same mice) were 

evaluated by a two-tailed Student’s t-test. 

Comparison between ischemic muscles or 

comparison between control muscles were 

assessed by a Student’s t-test. P values ≤ 

0.05 were considered as indicative of 

statistical significance. 

Results 

B) Experimental Model 
Follow-up of clinical and functional 

parameters and of limb perfusion 

 Clinical and functional damages 

 Among the 28 mice, one mouse 

died at Day 1 in the Day 10-sacrifice group 

and 1 mouse died at Day 4 in the Day 30-

sacrifice group. Clinical examination of the 

26 remaining mice showed tissue damage 

(toe necrosis in 22 mice, cyanosis in 4 

mice) as well as functional damages (20 

mice dragged the ischemic limb, 6 mice 

could not achieve plantar flexion), (Figure 

1, A and B). 

 Limb perfusion  

 MIBI scans showed hypoperfusion 

of the ischemic limb, in comparison to 

control limb and such hypoperfusion 

remained stable until Day 30 after surgery 

(Figure 1C). 
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Ex vivo muscle analysis 
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 At Day 10, V0 was 2.05 ± 1.01 vs. 

3.57 ± 1.02 µmol 02/min/g dry weight (dw) 

(p<0.001) in ischemic and control legs, 

respectively. Maximal oxidative capacity 

(Vmax) was 6.97 ± 2.41 vs. 10.29 ± 2.02 

µmol 02/min/g dw (p<0.001). Complexes 

II, III and IV activity (Vamytal) was 4.32 ± 

1.84 vs. 6.87 ± 1.46 µmol 02/min/g dw 

(p<0.001). Finally, complex IV activity 

(Vtmpd) was 8.27 ± 2.47 vs. 11.01 ± 2.60 

µmol 02/min/g dw (p<0.001) in ischemic 

and control legs, respectively.   

 At Day 20, VO was 1.90 ± 0.70 vs. 

3.26 ± 0.41 µmol 02/min/g dw (p<0.01); 

Vmax: 7.30 ± 1.59 vs. 9.86 ± 1.44 µmol 

02/min/g dw (p<0.001); and Vtmpd = 8.07 

± 1.25 vs. 10.25 ± 0.93 µmol 02/min/g dw 

(p<0.001) in ischemic and control legs, 

respectively.   

At Day 30, V0 was 2.33 ± 0.70 vs. 

3.34 ± 0.84 µmol 02/min/g dw (p=0.01) in 

ischemic and control legs, respectively. 

Maximal oxidative capacity (Vmax ) was 

7.93 ± 0.99 vs. 10.09 ± 2.87 µmol 02/min/g 

dw (p=0.01). Complexes II, III and IV 

activity (Vamytal) was 4.99 ± 0.58 vs. 6.45 

±  2.39 µmol 02/min/g dw (p=0.06). 

Finally, complex IV activity (Vtmpd) was 

8.68 ± 1.18 vs. 10.36 ± 2.02 µmol 02/min/g 

dw (p=0.04) in ischemic and control legs, 

respectively (Figure 2A).    

Calcium retention capacity  

 Calcium retention capacity (CRC) 

was also impaired in ischemic muscles as 

compared to control muscles: 7.3 ± 1.2 vs. 

10.6 ± 1.2 microM/mg dw for mice 

sacrificed at Day 10 (p<0.001). 

 At Day 20, CRC was 20 6.8 ± 0.9 

µmol/mg dw vs. 11.4 ± 0.7 µmol/mg dw 

(p<0.001). 

 At Day 30, CRC was 7.4 ± 1.6 

µmol/mg dw vs. 11.9 ± 0.9 µmol/mg dw 

(p<0.001) in ischemic and control legs, 

respectively (Figure 2B).   

Production of reactive oxygen species 

using electron paramagnetic resonance 
and DHE staining 

 Production of free radicals was 

increased in ischemic gastrocnemius as 

compared to control muscles: 0.089 ± 

0.033 vs. 0.080 ± 0.022 µmol/min/mg dw 

for mice sacrificed at Day 10 (p=0.46); 

0.102 ± 0.024 vs. 0.083 ± 0.034 

µmol/min/mg dw for mice sacrificed at 

Day 20 (p=0.01); and 0.084 ± 0.029 vs. 

0.051 ± 0.031 µmol/min/mg dw for mice 

sacrificed at Day 30 (p=0.03). 

 Fluorescence after DHE staining 

was also higher in ischemic tibialis fibers: 

3622 ± 604 arbitrary units of fluorescence 

vs. 1224 ± 324 arbitrary units of 

fluorescence (p<0.01) (Figure 3, A and B).

  

Stability of the model over time 

 As shown in Figure 1, clinical, 

functional and scintigraphic parameters 

were similar in the control leg at days 10, 

20 and 30 after surgery. Importantly, 

impairments in ischemic legs were also 

stable during the study follow-up. 

 Mitochondrial respiration, calcium 

retention capacity and production of free 

radicals showed a similar evolution, 

demonstrating the stability of the model 

(Figure 1, 2, 3, SDC 2).  
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Transcripts encoding proteins involved in 

mitochondrial biogenesis, antioxidant 
defense and inflammation  

RNA analysis revealed a decrease 

in biogenesis, with a decrease in PGC 1α : 

-63% (p=0.01), -44% (p=0.01), and -41% 

(p=0.04) at Days 10, 20 and 30, 

respectively ; in PGC 1ß : -60% (p=0.01); -

36% (p=0.03); and -49% (p=0.01) at Days 

10, 20 and 30, respectively, and a decrease 

in NRF 1 : -19% (p=0.04) -35% (p=0.02) 

and -41% (p=0.02) at Days 10, 20 and 30, 

respectively. 

Anti-oxidant system was impaired 

at Days 10, 20 and 30: SOD 1: -39% 

(p=0.01), -44% (p=0.01), and -32% 

(p=0.04), respectively; SOD 2: -59% 

(p=0.01), -38% (p=0.04), and -41% 

(p=0.02), respectively; Catalase: -60% 

(p=0.01), -36% (p=0.04), -49% (p=0.03), 

respectively. 

Inflammation increased 

significantly at Days 10 and 20 for IGF 1: 

+176% (p=0.01) and +45% (p=0.03), 

respectively, and at Day 10 for IL 6 and 

TNFα: +193% (p=0.01) and +290% 

(p=0.01), respectively (Figure 4). 

 

Histological analysis: muscle structure  

Chronically ischemic tibialis 

muscle exhibited myopathic features, as 

established by hemotoxylin-eosin 

coloration with a wider range in fiber size, 

a more rounded shape, centrally located 

nuclei, and smaller cross-sectional areas 

compared to control fibers (Figure 3C). 

Impaired mitochondrial function in CLI 
patients 

 Clinical and biological 

characteristics of CAD control and CLI 

patients are presented in Table 1. CAD 

control and CLI patients were non-diabetic 

patients, and had no comorbidities in terms 

of renal, pulmonary or cerebral disease. 

 With regard to muscle 

mitochondrial respiratory chain complex 

activities, complexes I, II, III and IV were 

impaired in patients presenting with critical 

limb ischemia as compared to control 

patients: V0 = 1.36 ± 0.33 vs. 1.73 ± 0.39 

µmol 02/min/g dw (p=NS); Vmax = 4.58 ± 

0.81 vs. 7.18 ± 1.65 µmol 02/min/g dw 

(p=0.02); Vsucc = 3.43 ± 1.27 vs. 5.61 ± 

1.57 µmol 02/min/g dw (p=0.03); and 

Vtmpd = 7.91 ± 1.81 vs. 11.54 ± 2.52 

µmol 02/min/g dw (p=0.03) (Table 1). 

 

Discussion 

Chronic critical limb ischemia 

defines an advanced stage of arterial 

insufficiency with high morbidity and 

mortality rates supporting the need for 

therapeutic improvements. However, there 

is currently no satisfactory CLI 

experimental model because of 

neoangiogenesis and arterial collaterality 

and therefore, adequate experimental data 

are difficult to obtain
18-22

. 

Herein, we propose a new CLI 

model which, for the first time, fulfills all 

criteria defining CLI (clinical signs, 

hypoperfusion and chronicity) and is 

further validated by data obtained in 

control and CLI patients. 

Patients with CLI demonstrate 
impaired mitochondrial respiratory 

chain complex activities 

 Patients with CLI demonstrated all 

established characteristics of the disease, 

namely long-duration lower limb pain, 

trophic alteration and hypoperfusion as 

demonstrated by arteriography. In order to 

further characterize CLI physiopathology, 

muscle biopsies were performed and 

impaired mitochondrial respiration was 

observed in all patients. Although this is 

consistent with previous data showing 

decreased mitochondrial oxidative 

capacities in PAD patient, the novelty of 
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the present work resides in the fact that 

PAD patients were well defined, e.g. all 

clearly suffering from CLI, and secondly, 

that complexes I, II, III and IV of the 

mitochondrial respiratory chain were 

analyzed and found to be impaired
6-8

.  

 The mechanisms involved in such 

muscle alteration in humans have not been 

fully described although, as inferred from 

acute animal models, they likely associate 

reduced oxygen supply leading to reduced 

energy production secondary to defective 

mitochondria and increased oxidative 

stress
4-6,16

. Indeed, an impaired 

mitochondrial antioxidant defense system 

unable to respond to abnormally elevated 

ROS has been shown to damage muscle 

proteins and lipids
5,16-17

.  

Ideally, all these alterations should 

be present and stable over time in a chronic 

experimental model of CLI. 

Classic criteria were fulfilled for 
the validation of our experimental 

model of chronic critical limb ischemia  

 Current recommendations require 

that both clinical signs and symptoms are 

present for more than 2 weeks
 
along with 

objective measurements of arterial 

perfusion in order to diagnose CLI
4
. By 

using already-established clinical scores 

and MIBI scintigraphies, the present model 

fully complies with these 

recommendations
11

. 

 While clinical scores are not 

routinely used when characterizing animal 

models, they can nevertheless be easily 

transposed since animals also present with 

several degrees of lower limb impotency 

and, moreover, the observed tissue lesions 

follow the same pattern as in humans, 

ranging from a cyanotic aspect of the limb 

to necrosis. 

 Tissue perfusion is also an 

important feature to consider when 

investigating CLI. Rather than using 

invasive arteriography, scintigraphy was 

preferentially used, since already proven to 

be a good approach for cardiac or skeletal 

muscle perfusion studies
18-19

. Indeed, such 

noninvasive technique enables to follow 

potential perfusion changes over time. 

Furthermore, Tc-99m MIBI (MIBI) 

scintigraphy can detect hypoperfusion 

earlier than with Laser Doppler Imaging, 

since the uptake of this 

radiopharmaceutical compound is 

dependent on the distribution of regional 

blood flow, an early indicator of 

hypoperfusion
18

. Currently, MIBI 

scintigraphies are under consideration for 

the study of peripheral arterial disease in 

patients
20

. Finally, in the present study, 

particular care was taken to follow the 

animals until 30 days after the first surgical 

ligation, thus allowing assess the observed 

symptoms and hypoperfusion for a period 

of over 2 weeks
4
.  

 The pathophysiology of lower limb 

ischemia-reperfusion has been largely 

improved in recent years and, as a result, 

we further investigated key mechanisms 

such as muscle mitochondrial function and 

oxidative stress. 

Experimental CLI impairs 
mitochondrial function, increases 

oxidative stress and results in muscle 
myopathy. 

 Given that mitochondrial 

dysfunction and increased oxidative stress 

are largely involved in acute lower limb 

ischemia, we investigated whether these 

elements are also key factors in CLI.  
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 Finally, ischemic muscles exhibited 

myopathy features, with ischemic 

myofibers demonstrating a broader range 

in terms of size, a more rounded shape, 

centrally located nuclei and smaller cross-

sectional area compared to control fibers.  

 In conclusion, the present study, in 

addition to further characterizing muscle 

alterations in CLI patients, shows that 

sequential artery ligations lead to a valid 

CLI mouse model based on both in vivo 

(clinical, functional and perfusion scores) 

and ex vivo (mitochondrial respiration, 

biogenesis, calcium retention capacity and 

oxidative stress) impaired functions. 

  Studies aiming to reduce such 

impairments may benefit from this 

experimental model and therefore help to 

better define efficient therapeutic strategies 

to be proposed in patients with CLI. 
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Table I: Clinical, hemodynamic and mitochondrial characteristics of control and critical 

limb ischemia patients 

 
CAD control patients 

(n=5) 

CLI patients 

(n=10) 
p 

Mean age 
63.2 years 

(SEM 1, range 54-86) 

62.8 years 

(SEM 1, range 51-84) 
NS 

Body mass index 22.8 kg/m
2 

21.6 kg/m
2 

NS 

Mean ankle pressure 140 mm Hg 30 mm Hg <0.001 

Systolic systemic blood 

pressure 
150 mm Hg 155 mm Hg NS 

Diastolic systemic blood 

pressure 
90 mm Hg 88 mm Hg NS 

Mean systemic blood 

pressure 
120 mm Hg 120 mm Hg NS 

Heart rate 95 p/min 90 p/min NS 

Mitochondrial 

respiration (mean ± SD):  

V0 

Vmax 

V succ 

Vtmpd 

ACR 

 

 

1.73 ± 0.39 

7.18 ± 1.65 

5.61 ± 1.57 

11.54 ± 2.52 

4.18 ± 0.62 

 

 

1.36 ± 0.33 

4.58 ± 0.81 

3.43 ± 1.27 

7.91 ± 1.81 

3.60 ± 1.24 

 

 

NS 

0.02 

0.03 

0.03 

NS 

 

CAD : coronary artery disease , CLI : critical limb ischemia, V0 : Basal mitochondrial 

oxydative capacity; Vmax : Maximal mitochondrial oxidative capacity, Vamytal : Complexes II, 

III and IV activity, Vtmpd : Complexe IV activity, ACR : acceptor control ratio. 
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Figure 2: Mitochondrial respiration and calcium retention capacity 

 

A. Mitochondrial respiration 
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Figure 3: Dihydroethidium stain, production of free radicals, and hematoxilin-eosin 

stain 

 

A. Dihydroethidium stain (a Control limb, b Ischemic limb) 
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SDC 1 

 

Muscle antioxidant defense, inflammation and mitochondrial biogenesis  

 Main antioxidative enzymes (Sod 1, Sod 2, catalase), inflammatory cytokines (TNFα, 

IL6, IGF1), and markers of mitochondrial biogenesis (Nrf1, PGC1α, PGC1ß) were RNA 

analyzed. RNA was isolated with TRIzol Reagent (Invitrogen). Two µg of RNA were 

converted to cDNA with SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen, Life Technologies) 

and hexamer primers according to the supplier's protocol. Quantitative RT-PCR was 

performed using the QuantiTectTM SYBR Green PCR kit (Roche) according to the supplier's 

protocol. The primers are presented below. 

 

 Primers were : for mSod1, 5’-CCAGTGCAGGACCTCATTTT-3’ (sense) and 5’-

TTGTTTCTCATGGACCACCA-3’(antisense);for mSod2, 5’-

CGAGGAGAAGTACCACGAG-3’ (sense) and 5’-GCTTGATAGCCTCCAGCAAC-3’ 

(antisense) ; for mCatalase, 5’-CACTGACGAGATGGCACACT-3’ (sense) and 5’- 

TGTGGAGAATCGAACGGCAA-3’ (antisense) ; for mPGC-1a, 5’-

AAGTGTGGAACTCTCTGGAACTG-3’ (sense) and 5’-

GGGTTATCTTGGTTGGCTTTATG-3’ (antisense) for mPgc-1b,  5’- 

CTACCAGAGCCCACCCAGTA-3’ (sense) and 5’-CAGGATGAGGAGCCAGAACT-3’ 

(antisense) ; for mTnf-a, 5’-CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA-3’ (sense) and 5’-

TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC-3’ (antisense) ; for mIl-6, 5’-

GAGGATACCACTCCCAACAGACC-3’ (sense) and 5’-

AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA-3’ (antisense) ; for mNrf1, 5’-

TGGAGTCCAAGATGCTAATG-3’ (sense) and 5’-AGAGCTCCATGCTACTGTTC-3’ 

(antisense) ; for mmTfa, 5’-TCGCATCCCCTCGTCTATCA-3’ (sense) and 5’-

CCACAGGGCTGCAATTTTCC-3’ (antisense). 18 S was used as an internal control (5’-

TCGTCTTCGAAACTCCGACT-3’ (sense) and 5’-CGCGGTTCTATTTTGTTGGT-3’ 

(antisense). 
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SDC 2 

Stability of the model over time (A mitochondrial respiration, B calcium retention capacity, C 
production of free radicals)  
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6. Effets opposés des statines sur le muscle squelettique en ischémie critique chronique : 

effets délétère de la prévention primaire versus effets protecteurs de la prévention 
secondaire. 

 

Objectifs :  

Les statines sont couramment employées, notamment dans le cadre de la pathologie 

cardiovasculaire. Toutefois, leur principal effet secondaire est la myotoxicité, pouvant aller de 

la simple gêne à une véritable rhabdomyolyse. Leur effet délétère sur le muscle squelettique, 

a contrario de leur effet bénéfique sur le muscle cardiaque a déjà été démontré. Il est 

cependant recommandé de prescrire des statines aux patients en ischémie critique chronique. 

Nous avons voulu donc spécifiquement étudier les effets des statines sur le muscle 

squelettique, selon le délai d’instauration du traitement (avant ou après l’installation de 

l’ischémie critique).  

Matériel et Méthodes :  

Trente souris Swiss âgées de 8 semaines ont fait l’objet de cette étude : toutes ont été opérées 

selon notre modèle d’ischémie critique, à savoir une ligature fémorale droite ainsi que des 3 

premières collatérales à J0, suivie d’une ligature iliaque droite à J4. Parmi ces 30 souris, 10 

correspondaient au groupe contrôle, 10 ont bénéficié d’un traitement par statines 

(atorvastatine 5mg/kg/j) 30 jours avant la chirurgie, et jusqu’au sacrifice à 30 jours, et 10 ont 

bénéficié d’un traitement par statines 6 jours après la chirurgie et jusqu’au sacrifice à J30. 

Nous avons étudié la respiration mitochondriale, la production de radicaux libres, et la 

capacité de rétention calcique. 

Résultats :  

L’administration de statines avant l’installation de l’ischémie critique chronique a un effet 

délétère, elle entraîne une diminution de la fonction respiratoire mitochondriale et de la 

capacité de rétention calcique, ainsi qu’une augmentation de la production de radicaux libres. 

L’administration de statines une fois l’ischémie critique installée a un effet protecteur, en 

restaurant la fonction respiratoire mitochondriale et la capacité de rétention calcique, ainsi 

qu’en diminuant le stress oxydant. 

Conclusion :  

L’action des statines n’est pas la même en fonction du délai d’instauration du traitement. Les 

statines sont délétères en prévention primaire, mais protectrices en protection secondaire. Les 

voies de signalisation intracellulaires utilisées ne sont vraisemblablement pas les mêmes, avec 

l’implication potentielle des voies RISK et SAFE dans la prévention secondaire. 
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Opposite effects of statins on chronic critical limb ischemia mouse skeletal muscle : 

deleterious effects of primary prevention versus protective 

effects of secondary prevention 

 

Anne LEJAY, MD; Philippe CHOQUET, MD; Fabien THAVEAU, MD, PhD; François 

SINGH; Anna SCHLAGOWSKI; Anne-Laure CHARLES, PhD; Gilles LAVERNY, Ph.D.; 

Daniel METZGER, PhD; Joffrey ZOLL, PhD; Nabil CHAKFE, MD, PhD; Bernard GENY, 

MD, PhD. 

 

Objectives: Statins are widely used, particularly in the context of cardiovascular disease. 

However, the main side effect is myotoxicity, ranging from annoyance to real 

rhabdomyolysis. Their deleterious effects on skeletal muscle, in contrast to their beneficial 

effects on cardiac muscle have been demonstrated. It is however recommended to prescribe 

statins to patients with chronic critical limb ischemia. The aim of this study is to specifically 

study the effects of statins on skeletal muscle depending on the time of initiation of the 

treatment (before or after the onset of critical limb ischemia). 

Material and Methods: Thirty Swiss mice 8 weeks old were submitted to critical limb 

ischemia by sequential arterial ligation. Ten mice corresponded to the control group, 10 

received atorvastatin treatment before the onset of critical limb ischemia until sacrifice, and 

10 received atorvastatin after the onset of critical limb ischemia until sacrifice. Mitochondrial 

respiration, production of free radicals, and calcium retention capacity were studied. 

Results: Administration of statins before the onset of critical limb ischemia has deleterious 

effects, causing a decrease in mitochondrial respiratory function and calcium retention 

capacity, and an increased production of free radicals. Administration of statins after the onset 

of critical limb ischemia has protective effects, by restoring mitochondrial respiratory 

function and calcium retention capacity, and by reducing oxidative stress.  

Conclusion: Statins have not the same muscular effect, depending on the time of treatment 

initiation. They are deleterious in primary prevention, but protective in secondary prevention. 

Intracellular signaling pathways used are probably not the same, with the potential 

involvement of RISK and SAFE pathways in secondary prevention. 

 

INTRODUCTION 

 

Critical limb ischemia (CLI) defines an 

advanced stage of peripheral arterial 

disease, with high rates of mortality and 

cardiovascular events. Direct evidence 

supporting the use of statins to lower 

cholesterol levels in CLI patients comes 

from the Heart Protection Study (HPSCG 

2002), demonstrating that in CLI patients 

aggressive low-density cholesterol (LDL) 

lowering was associated with a marked 

reduction in cardiovascular events 

(myocardial infarction, stroke, and 

vascular death). Thus, in CLI patients, 

statins should be the primary agents to 

lower LDL cholesterol levels in order to 

reduce cardiovascular events (Norgren 

2007). In fact, statins are used to lower 

cholesterol by inhibiting HMG-CoA 

reductase in the liver and are generally 

regarded as safe. However, the most 

common statin related adverse drug 
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reaction is skeletal muscle toxicity that 

ranges from mild to severe and is believed 

to occur in up to 10-15% of exposed 

subjects in real world practice (Norata 

2014). 

Otherwise, a myopathy characterized by 

mitochondrial pathology and oxidative 

stress is present in patients with CLI. This 

myopathy is characterized by an increase 

content of dysfunctional mitochondria 

having significant defects in electron 

transport chain complexes. These defects 

are associated with a bioenergetics decline, 

characterized by inadequate oxidative 

phosphorylation, decreased ATP energy 

production, and increased oxidative stress 

(Pipinos 2008).  

The purpose of this study is to determine 

the mitochondrial effects of statins on CLI 

skeletal muscle, depending on the time 

when the statin treatment was initiated: 

before or after the onset of CLI. 

 

METHODS 

  

Animals  

Thirty Swiss male mice weighting 30-35 

grams were handled according to French 

laws for animal use and care and in 

accordance with the guidelines of the 

European Community Council.  

Critical limb ischemia model  

Critical limb ischemia was obtained 

through our established animal of CLI 

(Lejay 2014). Surgery was performed 

under general anesthesia. The induction of 

general anesthesia was conducted in an 

airtight ventilated chamber with a mixture 

of 3% isoflurane (Aerrane ®, Baxter 

Healthcare) and air. Maintenance of 

anesthesia was ensured by spontaneous 

ventilation through a mask delivering a 

mixture of 2% isoflurane and air. 

Ligation of the right femoral artery was 

performed midway between the superficial 

epigastric artery and the bifurcation of the 

popliteal and saphenous arteries under 

microscope. Three collateral vessels were 

also ligatured. Four days later, ligation of 

the right iliac artery 0.5 cm distal to its 

origin was performed by laparotomy. In 

this unilateral ischemia model, the left 

limb can be considered as a control 

(Thaveau 2009). 

Statins administration 

Mice were divided into 3 groups: all mice 

were operated, but 10 received no 

treatment (NO-TREAT goup), 10 mice 

received 5mg/kg/j atorvastatin in drinking 

water 30 days before surgery until sacrifice 

(PRE-CON group), and 10 mice received 

5mg/kg/j atorvastatin in drinking water 6 

days after surgery (after the onset of CLI) 

until sacrifice (POST-CON group). 

Ex vivo muscle analysis 

At Day 30, ischemic and contralateral 

gastrocnemius muscles were collected and 

immediately used for measurement of 

mitochondrial respiration, calcium 

retention capacity and production of free 

radicals.  

Respiration of saponin-permeabilized 

gastrocnemius muscle fibers was measured 

with a Clark electrode. ADP (2 mM) was 

added in order to study electron flow 

through complexes I, III and IV. Succinate 

(25 mM) was then added, to determine the 

maximal oxidative capacity: Vmax 

(complexes I, II, III and IV activities). 

Addition of Amytal (0.02 mM) 

subsequently inhibited complex I, allowing 

determine Vamytal (complexes II, III, and 

IV activities). Addition of N, N, N', N'-

tetramethyl-p-phenylenediamine 

dihydrochloride (TMPD 0.5 mM) and 

ascorbate (0.5 mM) specifically activated 

complex IV (Vtmpd).  

Calcium retention capacity of 

gastrocnemius muscle fibers measured by 
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spectrofluorometry is the amount of 

calcium required to enable the opening of 

the mitochondrial transition pore, 

thereafter leading to apoptosis (Picard 

2008). Calcium pulses (20 µmol/L) were 

applied to the skinned gastrocnemius 

muscle fibers, until calcium release. The 

number of calcium additions needed to 

trigger mitochondrial permeability 

transition provided the calcium retention 

capacity.  

In order to study production of free 

radicals, gastrocnemius muscles (1 mm
3 

fragments) were incubated with a CMH 

molecular probe (1-hydroxy-3-

methoxycarbonyl-2, 2, 5, 5-

tetramethylpyrrolidine HCl), which is 

oxidized in the presence of unpaired 

electrons of reactive oxygen species. The 

amount of oxidized CMH, and thus the 

amount of free radicals produced, was 

measured by the intensity of the resonance 

signal.  

Data analysis 

Statistical analysis was performed with 

GraphPad Prism 5® (GraphPad Software, 

Inc). Results are expressed as means and 

standard deviations. Differences between 

measurements of ischemic and control 

muscles (of the same mice) were evaluated 

by a two-tailed Student’s t-test. 

Comparison between ischemic muscles or 

comparison between control muscles were 

assessed by a Student’s t-test. P values ≤ 

0.05 were considered as indicative of 

statistical significance. 

 

RESULTS 

 

Mitochondrial respiration 

Administration of statins before the onset 

of CLI shows an impaired mitochondrial 

respiration both in non-ischemic and in 

ischemic limbs. In non-ischemic limbs, V0 

was 3.47 ± 0.24 vs. 2.91 ±  0.58 µmol 

02/min/g dry weight (dw) (p<0.05) in NO-

TREAT and PRE-CON groups, 

respectively. Maximal oxidative capacity 

(Vmax) was 9.86 ± 0.86 vs. 6.78 ± 1.29 

µmol 02/min/g dw (p<0.001). Complexes 

II, III and IV activity (Vamytal) was 6.35 ± 

0.79 vs. 4.94 ± 1.32 µmol 02/min/g dw 

(p<0.05). Finally, complex IV activity 

(Vtmpd) was 10.62 ± 0.76 vs. 8.56 ± 0.80 

µmol 02/min/g dw (p<0.001).  In ischemic 

limbs, V0 was 2.39 ± 0.18 vs. 1.91 ± 0.51 

µmol 02/min/g dry weight (dw) (p<0.05) in 

NO-TREAT and PRE-CON groups, 

respectively. Vmax was 7.11 ± 1.14 vs. 

5.03 ± 1.14 µmol 02/min/g dw (p<0.001). 

Vamytal was 4.44 ± 0.61 vs. 3.33 ± 0.94 

µmol 02/min/g dw (p<0.01). Finally, 

Vtmpd was 8.49 ± 1.25 vs. 6.67 ± 1.18 

µmol 02/min/g dw (p<0.01).   

Administration of statins after the onset of 

CLI restores mitochondrial respiration in 

non-ischemic limbs, and improves 

mitochondrial respiration in ischemic-

limbs. In non-ischemic limbs, V0 was 3.47 

± 0.24 vs. 3.39 ± 0.65 µmol 02/min/g dry 

weight (dw) (p=NS) in NO-TREAT and 

POST-CON groups, respectively. Maximal 

oxidative capacity (Vmax) was 9.86 ± 0.86 

vs. 9.08 ± 1.89 µmol 02/min/g dw (p=NS). 

Complexes II, III and IV activity 

(Vamytal) was 6.35 ± 0.79 vs. 5.77 ± 1.50 

µmol 02/min/g dw (p=NS). Finally, 

complex IV activity (Vtmpd) was 10.62 ± 

0.76 vs. 10.38 ± 1.82 µmol 02/min/g dw 

(p=NS).  In ischemic limbs, V0 was 2.39 ± 

0.18 vs. 3.11 ± 0.62 µmol 02/min/g dry 

weight (dw) (p<0.01) in NO-TREAT and 

POST-CON groups, respectively. Vmax 

was 7.11 ± 1.14 vs. 8..85 ± 2.07 µmol 

02/min/g dw (p<0.05). Vamytal was 4.44 ± 

0.61 vs. 5.60 ± 1.25 µmol 02/min/g dw 

(p<0.05). Finally, Vtmpd was 8.49 ± 1.25 

vs. 10.63 ± 2.53 µmol 02/min/g dw 

(p<0.05) (Figure 1). 

Calcium retention capacity 
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Administration of statins before CLI 

decreased calcium retention capacity. In 

non-ischemic muscles, calcium retention 

capacity was 11.96 ± 0.92 vs. 8.38 ± 0.81 

µM/mg dw in NO-TREAT group and in 

PRE-CON group respectively (p<0.001). 

In ischemic muscles, calcium retention 

capacity was 7.01 ± 0.97 vs. 5.76 ± 0.92 

µM/mg dw in NO-TREAT group and in 

PRE-CON group respectively (p<0.01).  

Administration of statins after the onset of 

CLI restores calcium retention capacity in 

non-ischemic muscles and improves 

calcium retention capacity in ischemic 

muscles. In non-ischemic muscles, calcium 

retention capacity was 11.96 ± 0.92 vs. 

11.16 ± 1.29 µM/mg dw in NO-TREAT 

group and in POST-CON group 

respectively (p=NS). In ischemic muscles, 

calcium retention capacity was 7.01 ± 0.97 

vs. 10.92 ± 1.24 µM/mg dw in NO-

TREAT group and in POST-CON group 

respectively (p<0.001) (Figure 2).  

Production of free radicals 

Administration of statins before the onset 

of CLI increases production of free 

radicals, both in non-ischemic and 

ischemic muscles. Production of free 

radicals in NO-TREAT group as compared 

to PRE-CON group is 0.073 ± 0.022 vs. 

0.132 ± 0.054 µmol/min/mg dw in non-

ischemic muscles (p<0.01), and 0.105 ± 

0.023 vs. 0.161 ± 0.077 µmol/min/mg dw 

in ischemic muscles respectively (p<0.05).  

Administration of statins after the onset of 

CLI decreases the production of free 

radicals in ischemic muscles but has no 

effect on non-ischemic muscles. 

Production of free radicals in NO-TREAT 

group as compared to POST-CON group is 

0.073 ± 0.022 vs. 0.105 ± 0.023 

µmol/min/mg dw in non-ischemic muscles 

(p=NS), and 0.105 ± 0.023 vs. 0.084 ± 

0.018 µmol/min/mg dw in ischemic 

muscles respectively (p<0.05) (Figure 3).  

 

DISCUSSION 

 

Statins are the most frequently prescribed 

medication in developed countries, 

especially in patients with CLI. They 

reduce cardiovascular-related morbidity 

and mortality in patients with or without 

coronary artery disease (Jasinska 2007). 

Indeed, it has been shown that reduction in 

LDL cholesterol was beneficial in patients 

suffering from CLI, since it allowed to 

significantly reduce cardiovascular events, 

such as myocardial infarction, or stroke. It 

is therefore recommended to prescribe 

statins to all patients with CLI, or without 

arteriopathy but at high cardiovascular risk 

(Norgren 2007).  However, the most 

common effects associated with taking 

statins is muscle toxicity ranging from 

muscle pain to rhabdomyolysis that 

sometimes persist several months after 

treatment withdrawal (Echaniz-Laguna 

2010). We specifically wanted to study in 

this work the effects of statins on the 

skeletal ICC muscle, especially at the 

mitochondrial level, depending on the time 

of initiation of the treatment, either before 

the onset of CLI, or after the onset of CLI. 

Use of statins before the onset of CLI has 

deleterious effects, because we 

demonstrated an involvement of the 

mitochondrial respiratory function, a 

decreased calcium retention capacity, and 

an increased production of free radicals, 

both in non-ischemic and in ischemic 

muscles. Mitochondrial alteration with 

taking statins has been clearly established 

as well, since a reduction in ATP synthesis 

was observed after administration of 

statins on human myocytes (Nishimoto 

2003).  In fact, impairment of the 

mitochondrial respiratory chain due to 

statins causes a depolarization of the inner 

mitochondrial membrane and a calcium 

flux through the mitochondrial transition 

permeability pore, and through the 

calcium-sodium exchanger. To a lesser 

extend, statins can also cause activation of 
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ryanodine receptors of the sarcoplasmic 

reticulum and thereby increase the 

cytosolic calcium rate. This increase in 

cytosolic calcium is deleterious and can 

lead to apoptosis (Sirvent 2005, Sirvent 

2008). It has also been shown that in 

skeletal muscle statins induce high-

oxidative stress, responsible of 

transcriptional deactivation of 

mitochondrial biogenesis as well as 

mitochondrial dysfunctions (Bouitbir 

2012).  

Use of statins after the onset of CLI has 

positive effects, because we showed that 

statins administration leads to the 

restoration of mitochondrial respiration 

and calcium retention capacity in non-

ischemic muscles, but also improves 

mitochondrial respiration and calcium 

retention capacity by lowering oxidative 

stress in ischemic-muscles. Our hypothesis 

is that signaling pathways borrowed by 

statins are not the same if statins are 

administered before or after the onset of 

CLI. In fact, CLI can causes cycles of 

ischemia-reperfusion, which can have 

conditioning effects, potentiated by statins. 

Some teams have shown that statins could 

act through the RISK (Reperfusion Injury 

Salvage Kinase) pathway. The RISK 

pathway is activated in response to a ligand 

binding at a very large number of 

membrane receptors. It is composed of a 

group of “survival kinases” including the 

phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3K) and 

Akt. The RISK pathway will affect the cell 

survival by inhibiting apoptosis and by 

inhibiting opening of the mitochondrial 

transition permeability pore (Hausenloy 

2004). In fact, the RISK pathway can be 

directly activated by statins, without 

requiring the binding of a ligand to its 

receptor, but directly by activating PI3K-

Akt (Hausenloy 2007). This is not 

demonstrated in skeletal muscle, but 

experimentally demonstrated in neuronal, 

pulmonary and cardiac cells. In neuronal 

cells, it has been shown that the PI3K-Akt 

signaling pathway is activated by statins, 

generating via the eNOS pathway a 

cerebral protective effect (Srivastava, 

2012, Cheng 2013, Yu 2013). In fact, the 

brain protective effect of statins via 

activation of the PI3K-Akt is currently one 

of the main issue of research against 

neurodegenerative diseases. In lungs, it has 

been shown that statins activate PI3K-Akt, 

resulting in a protective effect against 

pulmonary ischemia-reperfusion injury 

(Wu 2012). At the heart level, 

administration of statins has been shown to 

restore endothelial function, reduce 

apoptosis and decrease production of free 

radicals. These protective effects are 

mediated via the activation of the PI3K-

Akt (Tousoulis 2014, Pan 2014). Thus, 

when administred after the onset of CLI, 

statins could have protective effects on 

skeletal muscle by activating the RISK 

pathway, as described in many other cell 

types. 

In conclusion, statins can have opposite 

effects at the skeletal level. They can be 

toxic for mitochondria by free radicals 

excessive production before the onset of 

CLI. After the onset of CLI and due to 

ischemia-reperfusion cycles, they can have 

protective effects, probably through the 

activation of the RISK pathway. 

 

FIGURES LEGEND 

Figure 1: Mitochondrial respiration in 

non-ischemic and ischemic limbs. 

V0 : Basal mitochondrial oxydative 

capacity; Vmax : Maximal mitochondrial 

oxidative capacity, Vamytal : Complexes II, 

III and IV activity, Vtmpd : Complexe IV 

activity, NO-TREAT group : no treatment, 

PRE-CON group : atorvastatin 5mg/kg/j 

30 days before surgery until sacrifice, 

POST-CON group : atorvastatin 5 mg/kg/j 

6 days after surgery until sacrifice. 

 

Figure 2: Calcium retention capacity in 

non-ischemic and ischemic limbs. 
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Figure 3: Production of free radicals in 

non-ischemic and ischemic limbs. 
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Figure 1: Mitochondrial respiration in non-ischemic and ischemic limbs. 
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Figure 3: Production of free radicals 
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7. Effets protecteurs de la N acetyl cysteine sur le muscle squelettique en ischémie 

critique chronique 

 

Objectifs :  

La N acétyl cystéine est la forme acétylée de la cystéine, et est le précurseur le plus immédiat 

et le plus efficace du glutathion (GSH). Le système GSH est le mécanisme principal de 

détoxification des radicaux libres et des métabolites ionisés, ce qui fait de la N acetyl cysteine 

un «capteur » de radicaux libres. L’atteinte du muscle squelettique dans l’ischémie critique 

chronique étant essentiellement liée au stress oxydant, nous avons voulu étudier l’effet de la 

N acétyl cysteine sur le muscle squelettique en ischémie critique chronique. 

 

Matériel et Méthodes :  

Vingt souris Swiss âgées de 8 semaines ont fait l’objet de cette étude: toutes ont été opérées 

selon notre modèle d’ischémie critique, à savoir une ligature fémorale droite ainsi que des 3 

premières collatérales à J0, suivie d’une ligature iliaque droite à J4. Parmi ces 20 souris, 10 

correspondaient au groupe contrôle, 10 ont bénéficié d’un traitement par N acetyl cysteine 

(300 mg/kg/j) 6 jours après la chirurgie et ce jusqu’au sacrifice à 30 jours. Nous avons étudié 

la respiration mitochondriale, la production de radicaux libres, et la capacité de rétention 

calcique au niveau des muscles gastrocnémiens prélevés lors du sacrifice. 

 

Résultats :  

L’administration de N acetyl cysteine a un effet protecteur sur le muscle squelettique en 

ischémie critique chronique, en restaurant la fonction respiratoire mitochondriale et la 

capacité de rétention calcique, ainsi qu’en diminuant la production de radicaux libres.  

 

Conclusion :  

L’effet de la N acetyl cysteine sur le muscle squelettique en ischémie critique chronique est 

bénéfique, puisqu’elle restaure les capacités oxydatives et la capacité de rétention calcique, et 

diminue le stress oxydant. 

! !
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8. Ischémie-reperfusion sur ischémie critique chronique : altération du muscle 

squelettique et effet protecteur du préconditionnement par L-arginine. 

 

Objectifs :  

L’ischémie critique chronique (ICC) définit un stade avancé d’insuffisance artérielle 

chronique. Lorsqu’un geste de revascularisation est possible, les patients nécessitent un 

clampage de l’axe artériel d’amont et de l’axe artériel d’aval, de façon à pouvoir réaliser le 

pontage vasculaire. Ainsi, même si le geste de revascularisation est obligatoire dans le cadre 

d’un sauvetage de membre, il nécessite une ischémie temporaire de façon à réaliser le geste. 

Cette ischémie, et la reperfusion qui lui fait suite, peuvent être délétères pour le muscle 

squelettique. Nous avons voulu étudier les effets de l’ischémie reperfusion (IR) sur le muscle 

squelettique déjà en ICC, et les potentiels effets protecteurs de la L-arginine (précurseur du 

NO) en préconditionnement. 

 

Matériel et Méthodes :  

Trente souris Black 6 âgées de 8 semaines ont fait l’objet de cette étude: toutes ont été 

opérées selon notre modèle d’ischémie critique, à savoir une ligature fémorale droite ainsi que 

des 3 premières collatérales à J0, suivie d’une ligature iliaque droite à J4. Parmi ces 30 souris, 

10 correspondaient au groupe contrôle (groupe ICC), 10 ont été soumises à un protocole 

d’ischémie reperfusion par méthode du tourniquet au niveau du membre postérieur droit 

(groupe ICC-IR), et 10 ont été soumises à ce même protocole mais ont bénéficié d’un 

traitement par injection de L-arginine par voie intraveineuse juste avant la reperfusion (groupe 

ICC-IR-Larg). Nous avons étudié la respiration mitochondriale et la production de radicaux 

libres lors du sacrifice des animaux, 30 jours après la chirurgie. 

 

Résultats :  

L’IR majore encore les lésions d’ICC, avec une altération majeure de la fonction respiratoire 

mitochondriale et une production de radicaux libres accrue dans le groupe ICC-IR par rapport 

au groupe ICC. L’administration de L-arginine en préconditionnement a un effet protecteur, 

puisqu’une restauration de la fonction respiratoire mitochondriale et une diminution de la 

quantité de radicaux libres sont observées.  

 

Conclusion :  

La L-arginine a un effet protecteur dans les lésions d’IR sur le muscle squelettique en ICC. 

!
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DISCUSSION GENERALE 
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1. PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ AOMI (Artériopathie 

Oblitérante des Membres Inférieurs)  

 
 L’AOMI est grave, surtout en raison de l’atteinte des autres territoires, 

particulièrement coronaire et cervico-encéphalique. On considère globalement que 

l’espérance de vie des sujets atteints d’AOMI est réduite de plus de 10 ans par rapport à une 

population de même âge indemne d’artériopathie. Schématiquement, au bout de 5 ans, 20% 

des patients souffriront de complications cardiovasculaires, 20% décéderont (dont la moitié de 

cardiopathie ischémique), et 25% des patients verront leur AOMI s’aggraver, dont 1/5 

subiront une amputation majeure (Norgren 2007).  

 

 Le traitement de l’ischémie critique chron,ique (ICC) est difficile. En effet, le 

traitement initial de l’ICC correspond à une amputation majeure d’emblée dans 25% des cas 

(car l’atteinte est trop évoluée pour pouvoir réaliser un geste de revascularisation permettant 

d’obtenir une cicatrisation), un traitement médical en l’absence de possibilité de 

revascularisation dans 25% des cas, une revascularisation chirurgicale dans 50% des cas. A 

un an de la prise en charge initiale, 25% des patients sont décédés, 30% ont nécessité une 

amputation majeure, 20% sont toujours en ICC, et seulement 25% ont passé favorablement le 

cas de l’ischémie critique (Norgren 2007). L’ICC génère de ce fait 100 à 300 amputés 

majeurs par million d’habitants et par an (Rajagopalan 2002). Le pronostic de l’ICC est donc 

très sombre, et le traitement difficile, ce qui explique l’intérêt d’une meilleure connaissance 

de la physiopathologie de l’artériopathie, de façon à pouvoir imaginer d’autres voies 

thérapeutiques.  

 

1.1 Interactions entre stress oxydant et fonction mitochondriale  
 

 L’atteinte mitochondriale dans l’artériopathie des membres inférieurs est maintenant 

clairement établie, correspondant à la notion de myopathie artéritique (Pipinos 2007, Pipinos 
2008, Brass 2000, Weiss 2013). En effet, les sténoses et/ou oblitérations progressives des 

artères des membres inférieurs vont entraîner une hypoperfusion, engendrant une 

claudication, puis à un stade ultérieur des douleurs de décubitus ou des troubles trophiques. 

Cette altération de l’hémodynamique artérielle ne va cependant pas être la seule raison de la 

limitation fonctionnelle de ces patients, car le stress oxydant et la dysfonction mitochondriale 

jouent un rôle très important (Mc Dermott 2004, Koutakis 2010, Pipinos 2008). 

 Ceux-ci sont d’ailleurs majorés lors de l’enchaînement de séquences de marche puis 

de repos qui correspond à autant de cycles d’ischémie et de reperfusion. Ainsi, les 

manifestations liées à l’ICC, longtemps présumées comme uniquement secondaires à 

l’hypoperfusion des membres inférieurs, sont également liées à l’IR, associant atteinte 

mitochondriale et donc une production inappropriée d’énergie (Pipinos 2006). La limitation 

fonctionnelle des patients est liée d’une part à l’altération de l’hémodynamique distale, mais 

également à la mitochondriopathie qui lui est associée (Pipinos2006, Pipinos2007, Pipinos 

2008, Brass 2000). En effet, cette myopathie est caractérisée par une dégénération des 

myofibrilles conduisant à une fibrose progressive (Regensteiner 1993). 

Cette dysfonction mitochondriale va générer la production de radicaux libres, ayant un 

effet délétère sur le muscle squelettique (Kemp 2005). La physiopathologie de l’AOMI, 

qu’elle soit aigüe ou chronique, s’explique donc à la fois par la dysfonction mitochondriale et 
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la production de radicaux libres, mais également par l’inflammation, en générant une véritable 

myopathie métabolique. (Pipinos 2006, Makris 2007).  

 La production de radicaux libres est l’élément central dans la physiopathologie de 

l’AOMI. Elle précède l’atteinte mitochondriale (Guillot M 2014). La production de ROS va 

stimuler les mécanismes anti-oxydants de la cellule, mais ces mécanismes vont rapidement 

être dépassés, et le stress oxydant ainsi généré va altérer le fonctionnement de la chaîne 

respiratoire mitochondriale. Cette altération de la respiration mitochondriale va à son tour 

générer un stress oxydant, et un cercle vicieux se produit, puis que le stress oxydant va altérer 

la chaîne respiratoire mitochondriale, qui va elle-même générer des ROS (Lejay 2014). Cette 

augmentation majeure du niveau oxydatif de la cellule va entraîner l’apoptose, et ainsi générer 

les signes cliniques de l’AOMI. 

 L’inflammation joue un rôle également, en parallèle de l’atteinte liée au stress 

oxydant. Elle va expliquer l’atteinte musculaire et nerveuse observée dans l’AOMI, mais 

également être à l’origine d’un stress oxydant marqué, expliquant ainsi que les capacités anti-

oxydantes de la cellule soient rapidement dépassées (Figure 21). 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Implication mitochondriale dans la physiopathologie de l’ICC. 

Source : d’après Lejay A, et al. Muscle Biopsy 2011. 
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 L’origine de la dysfonction mitochondriale liée à l’ischémie-reperfusion a été étudiée 

de manière expérimentale au niveau du muscle squeletttique et peut être expliquée par 

plusieurs éléments. Ainsi, une atteinte de la chaîne respiratoire mitochondriale peut entraîner 

une diminution en protéines PGC 1α, témoignant d’une atteinte de la régulation 

transcriptionnelle mitochondriale (Lee 2012). Par ailleurs, une atteinte spécifique des 

différents complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale a été mise en évidence, avec 

nitration des complexes I et II, une inactivation du centre Fe-S du complexe III, et une 

hyperphoshorylation du complexe IV. Enfin, l’atteinte des complexes pourrait être expliquée 

par la diminution du contenu mitochondrial en cardiolipine (Paradies 2004). 

Cette atteinte des complexes de la chaîne respiratoire va entraîner une diminution 

énergétique dans la cellule, mais également provoquer l’ apoptose. En effet, le ratio Bax/Bcl2 

est augmenté, et la capacité de rétention calcique mitochondriale est diminuée, favorisant 

ainsi l’ouverture du pore de transition mitochondrial, et donc l’apoptose (Tran 2012). 

L’apoptose, couplée à l’inflammation et à la diminution énergétique vont expliquer les signes 

cliniques de l’ICC : l’aspect fin, brillant et dépilé de la peau, l’amyotrophie, et les troubles 

trophiques à type d’ulcères ou de gangrène. Concernant les douleurs de décubitus, elles sont 

davantage attribuables aux troubles métaboliques et à la production inadéquate d’énergie qu’à 

l’hypoperfusion proprement dite (Moylan 2007).  

 

1.2  Implication des voies de protection RISK et SAFE 

 Le conditionnement peut être considéré comme un puissant mécanisme de protection 

ubiquitaire (cœur, rein, foie, tube digestif, système nerveux, muscle squelettique) contre les 

effets délétères de l’ischémie-reperfusion. Le pré-conditionnement ischémique est déclenché 

par une ou plusieurs séquences brèves d’ischémie-reperfusion réalisées peu de temps avant la 

survenue d’une ischémie-prolongée suivie d’une reperfusion (Murry 1986). Tout se passe 

comme si l’organe venant de subir une ou plusieurs ischémies brèves gardait en mémoire 

cette agression et mettait en jeu des mécanismes endogènes lui permettant de mieux tolérer 

une ischémie prolongée à venir. Ainsi, les effets bénéfiques du pré-conditionnement 

ischémique se traduisent par une vitesse de déplétion de l’ATP diminuée lors d’ischémies 

subséquentes. De plus, la reperfusion intermittente permet l’évacuation des catabolites en 

grande partie des lésions liées à la reperfusion, tels que les lactates, ou les ions H+ 

responsables de l’acidose. Il est cependant difficile d’appliquer ce procédé de pré-

conditionnement ischémique en pratique clinique courante car il nécessite de connaître 

exactement le moment où survient l’ischémie, ce qui n’est pas le cas lors d’une urgence pour 

ischémie aiguë. Toutefois, le phénomène de pré-conditionnement ischémique peut être 

naturellement présent chez les patients souffrant d’ischémie chronique. En effet, pour les 

patients souffrant par exemple d’angor, l’effort correspond à des situations d’ischémie de 

relativement courtes durées, et le repos correspond à des situations de reperfusion.  Ainsi, il a 

été démontré que les effets négatifs liés à la reperfusion sont diminués chez les patients 

angineux chroniques présentant un syndrome coronarien aigu par rapport aux patients 

présentant un syndrome coronarien aigu mais n’ayant jamais eu d’antécédent cardiaque 

(Murry 1986). Il en est de même pour les patients souffrant d’AOMI, que ce soit d’ischémie 

d’effort ou d’ischémie critique : en effet, les situations d’effort correspondent à des situations 

d’ischémie, tandis que les situations de repos correspondent à des situations de reperfusion.  
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 Si le pré-conditionnement ischémique est en soi un mécanisme de défense 

physiologique intéressant, les études expérimentales se sont rapidement orientées vers la 

recherche d’agents pharmacologiques susceptibles également de protéger l’organe soumis à 

l’ischémie-reperfusion (Hausenloy 2007). Le conditionnement pharmacologique peut ainsi 

cibler des voies spécifiques de protection contre l’ischémie-reperfusion comme la voie RISK 

(ReperfusionInjury Salvage Kinase) ou la voie SAFE (Survivor Activating Factor 
Enhancement).  

 1.2.1 La voie RISK 

 La voie RISK est activée en réponse à la fixation de ligands au niveau d’un nombre 

très important de récepteurs membranaires, tels que les récepteurs aux facteurs de croissance 

ou les récepteurs couplés aux protéines G (Hausenloy 2004). Elle est composée d’un groupe 

de kinases « pro-survie » incluant la phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3K), Akt, RAS, MEK 

1/2, et Erk 1/2. La voie RISK va avoir un effet sur la survie cellulaire en inhibant l’apoptose 

d’une part, et en inhibant l’ouverture du mPTP d’autre part (Figure 22).  

 

 

 

 

Figure 22 : La voie RISK. 

Source : modifié d’après Hausenloy D, et al. Heart Fail Rev 2007. 
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 L’activation de PI3K-Akt, et RAS-MEK 1/2-ERK 1/2 va entraîner la phosphorylation 

et donc l’inactivation de la protéine pro-apoptotique BAD, soit directement, soit 

indirectement par le recrutement d’autres protéines kinases : p70S6K et p90RSK (Harada 

2001). Suite à un signal apoptotique, la protéine pro-apoptotique BAX va changer de 

conformation et ainsi gagner la mitochondrie, ou elle va induire le relargage de cytochrome c 

en formant un pore dans la membrane mitochondriale externe, ou alors en interagissant avec 

le mPTP pour provoquer son ouverture. L’activation de la voie PI3K-Akt ou de la voie RAS-

MEK 1/2-ERK 1/2 inhibe le changement conformationnel de la protéine BAX et a donc un 

effet anti-apoptotique de ce fait (Yamagushi 2001, Tsurata 2002). Par ailleurs, l’activation de 

la voie RAS-MEK 1/2-ERK 1/2 va inhiber l’activation de la caspase 3, et activer Bcl2, ce qui 

a également un effet anti-apoptotique. 

 L’activation de la voie PI3K-Akt va aussi phosphoryler eNOS (endothelialnitricoxide 

synthase), produisant ainsi du monoxyde d’azote, ayant des effets protecteurs au niveau 

cellulaire (Dimmeler 1999). Par ailleurs, il a été démontré que le monoxyde d’azote inhibait 

l’ouverture du mPTP (Balakirev 1997). Le monoxyde d’azote ainsi généré va également 

activer la guanylatecyclase (GC), qui va activer la protéine kinase G (PKG), qui va avec la 

protéine kinase C (PKC) phosphoryler et donc ouvrir le canal K+ mitochondrial (Km). 

L’afflux massif de K+ ainsi généré entraîne une alcalinisation de la matrice mitochondriale, 

conduisant à l’inhibition de l’ouverture du mPTP (Andrukhiv 2005).  

 L’activation de PI3K-Akt, et RAS-MEK 1/2-ERK 1/2 va enfin entraîner la 

phosphorylation de la glycogène synthase kinase (GSK-3β). La forme phosphorylée est la 

forme inhibée, c’est cette forme qui est capable d’inhiber l’ouverture du mPTP et donc 

d’avoir un effet protecteur (Nishihara 2007). 

 

 1.2.2 La voie SAFE 

 Depuis quelques années, une autre voie dénommée SAFE (Survivor Activating Factor 

Enhancement) est l’objet de travaux croissants (Burley 2007, Lecour 2009, Schultz 2009) 

(Figure 23). 

 Cette voie implique le tumornecrosis factor alpha (TNFα), les Janus Kinases (JAK) et 

le Signal transduceractivator of transcription (STAT). Le TNFα est une cytokine pro-

inflammatoire présente dans toutes les cellules, induisant des lésions cellulaires et l’apoptose 

après fixation sur le récepteur de type 1, mais conférant un effet protecteur après fixation sur 

le récepteur de type 2 (Monden 2007, Schultz 2009). Après liaison du TNFα sur son récepteur 

spécifique de type 2, les deux protéines JAKs adjacentes à ce récepteur se phosphorylent et 

provoquent l’activation des protéines STAT, dont le principal acteur est la protéine STAT-3. 

Les JAKs font partie de la famille des tyrosines kinases qui sont couplées à des récepteurs 

membranaires. Les JAKs jouent un rôle majeur dans la transduction du signal du cytosol vers 

le noyau (Boengler 2008). Les STAT appartiennent à la famille des protéines 

transcriptionnelles. L’activation des STAT par les JAKs entraîne leur phosphorylation et leur 

transformation en formes homodimériques ou hétérodimériques qui seront transloquées dans 

le noyau. Une fois dans le noyau, STAT-3 inhibe l’ouverture du mPTP, et induit la 

transcription de gènes (Lecour 2009). La voie JAK-STAT-3 peut également être activée par la 

fixation d’autres ligands sur les récepteurs membranaires, comme l’interleukine 6 ou des 

facteurs de croissance.  
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 Une fois activée, STAT-3 va également avoir un effet anti-apoptotique puisqu’elle va 

inhiber la protéine pro-apoptotique BAD, et activer la protéine anti-apoptotique Bcl2. STAT-

3 va également inhiber l’ouverture du mPTP par la voie de la GSK3β (Gross 2006). 

 

 

 

 

 

Figure 23 : La voie SAFE. 

Source : modifié d’après Hausenloy D, et al. Heart Fail Rev 2007. 

 

 1.2.3 « Cross-talk » entre les voies RISK et SAFE 

 L’interaction entre les voies RISK et SAFE n’est pas formellement prouvée. 

Cependant, il semblerait qu’il y ait un lien entre les deux voies, avec une interaction entre 

PI3K-Akt et STAT-3 d’une part, et interaction entre MEK 1/2- ERK 1/2 et STAT-3 d’autre 

part.  
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 Concernant les interactions PI3k-Akt et STAT-3, la sous-unité p85 de la PI3K pourrait 

se lier à STAT-3 phosphorylé et par conséquence entraîner la phosphorylation des tyrosine-

kinases (Gross 2006). Il a également été démontré au niveau des cellules endothéliales 

pulmonaires que l’activation de STAT-3 est dépendante de la production de monoxyde 

d’azote liée à la voie PIK3-Akt (Zhang 2005). Par ailleurs, la phosphorylation de STAT-3 

semble dépendante de l’activation de PI3K (Gross 2006). 

 Les interactions entre MEK 1/2- ERK 1/2 et STAT-3 ne sont pas formellement 

prouvées, mais la phosphorylation de STAT-3 pourrait être dépendante de la voie ERK 1/2, 

tandis que l’inactivation de la voie JAK/STAT-3 entraînerait l’inhibition de la 

phosphorylation de MEK 1/2 (Giannopoulou 2006). 

 

 Il est cependant à noter que l’étude de l’effet protecteur des voies RISK et SAFE a été 
menée essentiellement au niveau du muscle cardiaque, et qu’il existe très peu de données 

concernant le muscle squelettique. Les données actuelles au niveau du muscle squelettique 
mettent en évidence l’implication majeure de la voie RISK, notamment par l’intermédiaire de 

l’activation du système eNOS conduisant à l’inhibition de l’ouverture du mPTP (Miyauchi 
2012, Murata 2013). L’implication de la voie SAFE serait moindre (Bibli 2014). 

 

1.3 Apports de nos études 

 Notre travail a confirmé l’atteinte de la fonction respiratoire mitochondriale et 

l’implication du stress oxydant dans la myopathie induite par l’ischémie-reperfusion tant chez 

l’Homme que chez l’animal.  

Si les données expérimentales sont assez nombreuses et concordantes dans la 

littérature dans le cadre de l’ischémie-reperfusion aiguë, il y a très peu de données concernant 

la pathologie humaine. 
 

Notre apport est de confirmer l’atteinte mitochondriale chez des patients bien 

caractérisés sur le plan clinique ce qui n’était pas le cas auparavant. Nous montrons 

également, ce qui n’a pas été largement prouvé, que le diabète aggrave de façon significative 

les lésions liées à l’ischémie-reperfusion chez l’Homme et, nous analysons pour la première
 

fois l’implication des voies RISK et SAFE dans le cadre de l’ischémie-reperfusion chez 

l’animal sain et diabétique. En effet, la taille des biopsies musculaires réalisées chez ces 

patients ne permet pas de réaliser d’autres analyses, l’étude des voies de signalisation 

intracellulaires a donc été réalisée sur des modèles animaux. 

 Ainsi, nous avons mis en évidence que les effets délétères de l’IR sont majorés chez 

les animaux diabétiques. En effet, il existe chez les animaux diabétiques une atteinte plus 

importante de la fonction respiratoire mitochondriale, avec également une augmentation de la 

production de radicaux libres, les systèmes anti-oxydants se trouvant dépassés par la quantité 

de radicaux libres produite. Nous avons mis en évidence qu’il existait chez les animaux 

diabétiques une inhibition des voies de protection intracellulaires. En effet, il existe une 

diminution de la phosphorylation de PI3K, Akt, et de STAT-3, témoignant bien de 

l’implication des voies de protection. 
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L’inhibition des voies de protection RISK et SAFE due au diabète a déjà été mise en 

évidence au niveau du muscle cardiaque, mais pas au niveau du muscle squelettique. Cette 

inhibition a lieu directement via l’inhibition de PI3K-Akt, GSK-3β, mais également STAT-3 

(Yin 2012).  

Nos travaux mettent donc clairement en évidence l’implication des voies de protection 

RISK et SAFE dans les lésions d’IR au niveau du muscle squelettique, ainsi que leur 

inhibition dans le cadre du diabète, expliquant l’atteinte majorée dans cette situation (Figure 

24).  

 

 

 

 

Figure 24 : Ischémie-reperfusion et muscle squelettique – place du diabète. 

Source : modifié d’après Hausenloy D, et al. ,Heart Fail Rev 2007 

et d’après Yin X, et al. Exp Diabetes Res 2012. 
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2. PHYSIOPATHOLOGIE ET TRAITEMENT DE 

L’ISCHEMIE CRITIQUE CHRONIQUE (ICC) 

 

2.1 Pertinence du modèle animal  

 L’analyse de la littérature se heurte à l’hétérogénéité des séries de patients et à 

l’absence de précision quant à la nature exacte des symptômes, les patients étant tous 

considérés comme « artériopathes » (Pipinos2006, Pipinos2007, Pipinos 2008, Brass 2000). 

Cependant, le pronostic et la prise en charge des patients artériopathes n’est pas la même, 

selon la symptomatologie initiale. En effet, les patients présentant une claudication 

intermittente bénéficieront le plus souvent d’un réentrainement à la marche, tandis que les 

patients présentant une ischémie critique chronique des membres inférieurs nécessitent 

obligatoirement un geste de revascularisation chirurgicale, lorsqu’un tel geste est possible. 

De plus, le pronostic des patients présentant une ischémie critique chronique des 

membres inférieurs est défavorable, avec un haut risque d’amputation majeure, et un haut 

risque de décès cardio-vasculaire (Norgren 2007). Ainsi, la mortalité à 1 an des patients en 

ICC est de 25%, et peut aller jusqu’à 45% après amputation majeure (Sprengers 2008, 
Norgren 2007). 

Dans notre étude, tous les paramètres nécessaires au diagnostic d’ICC sont présents 

chez les patients, à savoir signes cliniques (douleurs de décubitus ou troubles trophiques), 

mesures objectives témoignant de l’hypoperfusion artérielle (index de pression systolique à la 

cheville, pression transcutanée en oxygène), et durée des symptômes supérieure à 15 jours, 

rendant homogène notre cohorte de patients.  

Il existe peu de modèles d’ICC décrits dans la littérature. Et, comme nous allons le 

voir, aucun modèle actuellement décrit ne répond aux 3 critères nécessaires au diagnostic 

d’ICC, à savoir des signes cliniques, des mesures objectives de l’hypoperfusion, et une durée 

des symptômes supérieure à 15 jours. 

Le premier modèle d’ischémie chronique date de 1953, avec l’injection d’agents 

sclérosants au niveau de l’artère fémorale commune chez le lapin (Longland 1953). Ce 

modèle était associé à une mortalité importante des animaux, liée à une atteinte artérielle 

importante, pourtant plus aiguë que chronique. Dés lors, plusieurs modèles d’ischémie des 

membres inférieurs ont été développés. Ces modèles se sont cependant heurtés au niveau 

important de collatéralité artérielle, ainsi qu’à l’angiogenèse rapide, expliquant qu’il est 

difficile d’obtenir un modèle chronique, et que de nombreux modèles correspondent plutôt à 

des modèles aigus. En effet, il existe chez l’animal un niveau de collatéralité artérielle très 

important, bien plus que chez l’homme. Par exemple chez le chien, il a été décrit qu’il était 

nécessaire de ligaturer au minimum 14 branches artérielles (issues de l’artère iliaque, de 

l’artère fémorale commune et de l’artère fémorale profonde) pour avoir un retentissement sur 

le flux d’aval (Sunder-Plassman1984). De la même façon, il existe un réseau de collatérales 

très important chez le rat et la souris, en raison de l’absence d’artère fémorale profonde 

(Siefert 1985). 
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 Il est ainsi difficile d’obtenir un modèle chronique d’ischémie. La méthode du 

tourniquet, très fréquemment employée, est une méthode d’ischémie aiguë. Elle permet 

d’obtenir une interruption brutale de l’ensemble du flux sanguin au niveau du membre soumis 

à l’ischémie. Toutefois, ce modèle impose également l’interruption veineuse, mais également 

une atteinte nerveuse et musculaire directe, par la compression elle-même. Ce modèle est 

ainsi utilisé pour étudier les lésions d’ischémie-reperfusion de courtes durées, et non sur une 

période de plusieurs semaines (Thaveau 2009).  

Dans l’idée d’obtenir un modèle chronique, la ligature des axes artériels a également 

été proposée. Le degré d’ischémie ainsi obtenu dépend du niveau de la ligature. Toutefois, 

après ligature isolée de l’artère fémorale commune ou de l’artère iliaque commune la 

perfusion du membre reste inchangée (Challis 1986, Janda 1974). Il faut donc associer 

plusieurs ligatures, le plus souvent une ligature de l’artère fémorale et une ligature des 

principales collatérales pour observer une réduction du flux sanguin, mais cette diminution de 

l’apport artériel ne s’observe que durant 5 jours (Siefert 1985). Ainsi, une ligature 

chirurgicale, même proximale (au niveau de l’artère iliaque commune) et même accompagnée 

d’une ligature des collatérales artérielles, ne suffit pas pour proposer un modèle d’ischémie 

chronique.  

En 1992, un modèle d’ischémie chronique a été proposé chez le lapin, non pas par 

ligature artérielle, mais par excision de l’ensemble de l’axe artériel du membre (depuis 

l’artère fémorale commune jusqu’à l’artère poplitée (Pu 1992). Des artériographies réalisées 

90 jours après la chirurgie ont mis en évidence une hypoperfusion du membre dont l’axe 

artériel avait été excisé. Il s’agit du premier modèle d’ischémie chronique. Toutefois, le 

niveau de collatéralité artérielle est plus important chez la souris que chez le lapin, en raison 

de l’absence d’artère fémorale profonde. Ainsi chez la souris, l’ensemble de la collatéralité 

artérielle provient des branches de l’artère iliaque interne (Couffinhal 1998, Murohara 1998, 

Waters 2004). Nous souhaitions mettre au point un modèle d’ICC chez la souris et non 
reprendre ce modèle d’ICC chez le lapin, afin de  pouvoir travailler  par la suite avec des 

souris KO.  

Dans notre modèle murin d’ICC, en réalisant une ligature séquentielle, associant dans 

un premier temps une ligature de l’artère fémorale et de ses 3 premières collatérales, suivie 

d’une ligature de l’artère iliaque commune 4 jours plus tard, nous observons une 

hypoperfusion prolongée et stable dans le temps. La ligature de l’artère iliaque commune 

permet de bloquer la collatéralité issue des branches de l’artère iliaque interne, et est réalisée 

au moment où le flux sanguin reviendrait théoriquement à la normale.  

 

 Ce modèle répond aux critères définis par le TASC II, à savoir l’association de signes 

cliniques, de mesures de perfusion artérielle, et d’une durée des symptômes supérieure à 15 

jours (Norgren 2007). Nous avons utilisé des scores cliniques déjà décrits dans la littérature, 

permettant d’objectiver l’atteinte artérielle par la présence de troubles trophiques au niveau 

des extrémités, mais également le retentissement fonctionnel lié à l’hypoperfusion (Stabile 
2003). Nous avons également utilisé la scintigraphie au MIBI en réalisant un ratio entre la 

partie distale du membre contrôle et la partie distale du membre ischémique, ce qui permet 

également de valider l’hypoperfusion distale du membre ischémique. Nous avons préféré 

utiliser la scintigraphie au MIBI pour son caractère moins invasif que l’artériographie. Nous 

avons également préféré utiliser une méthode reproductible, par rapport au laser Doppler qui 

nécessite par exemple un environnement constant. En effet, cette méthode d’évaluation de la 

perfusion artérielle par scintigraphie au MIBI a été jugée valide, et ce dès les premiers stades 

de l’artériopathie (Kusmierek 2006). La durée des symptômes est supérieure à 15 jours, ce qui 
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fait de notre modèle un modèle valide.  

Un autre intérêt du modèle est que l’animal est son propre témoin. En effet, l’effet 

systémique de l’ICC est minime, et il n’y a pas de différence entre le membre contrôle d’une 

souris en ICC par rapport aux membres d’une souris n’ayant pas été mise en ICC. Ceci 

permet de diminuer le nombre d’animaux nécessaires aux expérimentations (Thaveau 2009).  

 La particularité de notre modèle est d’étudier l’ICC in vivo mais également ex vivo, 

directement au niveau du muscle squelettique, via la respiration mitochondriale, la capacité de 

rétention calcique, et la production de radicaux libres. Nous avons ainsi mis en évidence que 

l’ICC chez la souris entraînait une véritable myopathie associée à une dysfonction 

mitochondriale (par altération de la fonction respiratoire mitochondriale et diminution de la 

capacité de rétention calcique), et une production accrue de radicaux libres. Cette atteinte 

mitochondriale est par ailleurs stable dans le temps dans notre modèle, une fois l’ICC 

installée, que ce soit concernant l’atteinte des capacités oxydatives, de la capacité de rétention 

calcique, ou de la production de radicaux libres. Par ailleurs, en réalisant des coupes 

histologiques, un aspect de myopathie a été clairement mis en évidence, associant une 

sarcopénie et une fibrose du muscle ischémique. Ce type d’atteinte au niveau histologique a 

déjà été décrit chez le patient présentant une ICC, avec une sarcopénie, une perte de force et 

une atteinte fonctionnelle liée à l’atteinte histologique (Brass 2000). De la même façon, notre 

modèle démontre que l’inflammation, et l’altération des systèmes anti-oxydants et de la 

biogenèse mitochondriale entrent en jeu dans l’ICC. 

Une des limites de ce modèle est qu’il ne correspond pas réellement à une situation 

d’ICC chez l’homme. En effet, l’ICC survient sur des artères déjà pathologiques, dans un 

contexte spécifique : patient présentant de nombreux facteurs de risque cardiovasculaires 

(hypertension artérielle, tabagisme, diabète, dyslipidémie), et patient présentant souvent des 

comorbidités liées à l’atteinte artérielle (coronaropathie, insuffisance rénale). Or notre modèle 

de ligature séquentielle est réalisé sur artères saines, ce qui ne correspond pas à la réalité des 

patients artériopathes. 

Pour pallier à cette limite, il faudrait réaliser ce modèle d’ICC sur des animaux 

présentant une hypertension artérielle, un diabète et une dyslipidémie. A l’heure actuelle, 

nous avons réalisé le modèle sur des souris Apo E-/- présentant une hypercholestérolémie, les 
résultats en terme de fonction respiratoire mitochondriale, production de radicaux libres et 

capacité de rétention calcique ne mettant pas en évidence de différence par rapport aux 
souris Swiss.  

Une autre limitation de ce modèle est représentée par le fait que l’artériopathie 

oblitérante des membres inférieurs chez l’homme est de genèse bien plus complexe. En effet, 

elle se développe à des endroits différents et multiples (artères iliaques, artères fémorales 

superficielles), de façon progressive, dans des zones où le flux sanguin est le plus turbulent et 

la pression transmurale plus importante. Il s’agit de sténoses puis d’oblitérations progressives, 

et non de ligatures ou excisions brutales comme dans tout modèle d’ischémie chez l’animal.  
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2.2 Voies thérapeutiques : pré- ou post-conditionnement 

pharmacologique par NAC, statine ou L-Arginine. 

 

2.2.1 Conditionnement pharmacologique par la NAC 

C) Mécanismes d’action de la NAC 

 

Un des intérêts de la N-acétyl-cystéine est qu’elle présente une très bonne 

biodisponibilité par administration orale. En effet, la NAC est chargée négativement pour un 

pH à 7,4, de part son groupement COOH- et son groupement SH-. Une fois dans l’estomac, à 

un pH plus acide (entre 1,5 et 3,3), elle devient neutre et peut diffuser passivement et entrer 

dans la circulation systémique (Samuni 2013). Nous avons donc choisi dans notre protocole 

d’administrer la NAC par voie orale, du fait de cette bonne disponibilité, mais également pour 

éviter le stress lié à une injection par voie intrapéritonéale, ou les difficultés liées à une 

injection quotidienne par voie intraveineuse. 

La n-acétyl cystéine est la forme acétylée (efficacement métabolisée) de la cystéine, et 

est le précurseur le plus immédiat et le plus efficace du glutathion (GSH). Le système GSH 

est le mécanisme principal de détoxification des radicaux libres et des métabolites ionisés 

(Dumaswala2001), localisé en partie dans la mitochondrie. En effet, la présence de GSH 

cellulaire est le facteur limitant lors d’une production accrue de radicaux libres, et la NAC 

permet au système anti-oxydant d’être en quantité suffisante pour pouvoir répondre à un 

stress oxydant plus important. La NAC a donc ainsi un rôle de « scavenger » de radicaux 

libres, c’est à dire un rôle de « piégeur » (Davis 2001, Zaffarullah 2003). 

Les propriétés anti-oxydantes de la NAC sont intéressantes dans les situations 

d’ischémie-reperfusion, et permettent d’induire un conditionnement pharmacologique. La 

NAC réagit très faiblement avec l’anion superoxyde (O2•-) et le peroxyde d’hydrogène 

(H2O2), mais réagit très fortement avec le radical hydroxyle (OH•), qui est la plus instable et 

la plus réactive de toutes les espèces dérivées de l’oxygène (Tableau 1). Le radical hydroxyle 

entraîne de multiples dommages cellulaires et apparaît comme l’espèce radicalaire ayant un 

rôle majeur dans la cytotoxicité des ROS, ce qui fait de la NAC un anti-oxydant très 

important. 

 

Composant Vitesse de réaction Conditions 

O2•- 68 pH 7, 24°C 

H2O2 0,85 pH 7, 24°C 

OH• 1,36 x 10
10 

pH 7, 24°C 

 

Tableau 1 : Vitesses de réaction de la NAC avec les ROS. 

Source : Samuni Y, et al. BiochimBiophys Acta 2013. 
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Les effets de la NAC sont multiples puisque la NAC interagit avec de nombreuses 

voies de signalisation intracellulaires. La NAC a ainsi un effet dans la régulation de 

l’apoptose, dans la carcinogenèse, dans l’expression des gènes et la transduction du signal, 

ainsi qu’au niveau mitochondrial. Les effets principaux nous intéressant dans ce travail sont 

les effets de la NAC sur la régulation de l’apoptose, et les effets mitochondriaux. 

Les effets de la NAC sur la régulation de l’apoptose sont contradictoires. En effet, 

l’effet modulateur peut être positif ou négatif, car il dépend à la fois de la dose de NAC 

administrée, du type cellulaire, mais également du statut oxydatif de la cellule. La NAC peut 

ainsi entraîner l’arrêt du cycle cellulaire en inhibant la synthèse d’ADN et la prolifération 

cellulaire, dans de nombreux types cellulaires (kératinocytes, hépatocytes, fibroblastes, 

neuroblastes).  Par contre, la NAC peut inhiber l’apoptose en présence de radicaux libres en 

quantités importantes. En effet, la voie apoptotique initiée par O2•-et H202entraîne l’activation 

de la caspase 3 et la fragmentation de l’ADN, mais le traitement par NAC va inhiber cette 

voie en up-régulant la synthèse des enzymes anti-oxydantes telles que les SOD, la GPX et la 

catalase (Oh 2006). L’effet anti-apoptotique de la NAC peut également être lié à l’activation 

de la voie RISK, puisque la NAC active directement la voie ERK 1/2 (Yan 1998,Li 2000). 

La NAC va également avoir un effet protecteur direct au niveau mitochondrial, 

puisqu’un traitement prolongé par NAC permet d’améliorer le fonctionnement de la chaîne 

respiratoire mitochondriale, en augmentant les capacités oxydatives de la cellule (Cocco 

2005, Barbosa 2010). Toutefois, dans notre laboratoire, il a été démontré que la NAC à fortes 

doses était capable d’inhiber la chaîne respiratoire mitochondriale, ce qui pourrait avoir pour 

effet d’augmenter la production de ROS. Une production limitée de ROS peut cependant être 

favorable à la cellule, permettant d’induire un phénomène de mitohormèse, en augmentant les 

défenses anti-oxydantes et en améliorant le métabolisme cellulaire. Il s’agit là de tout le 

paradoxe lié à la dose d’administration de la NAC.  

 

D) NAC et IR musculaire squelettique 
 

Nos résultats peuvent aisément être expliqués par les différents modes d’action de la 

NAC. La diminution de la production de radicaux libres est vraisemblablement liée d’une part 

à la synthèse de glutathion, le système GSH permettant alors la détoxification des ROS ; mais 

également à l’up-régulation des enzymes anti-oxydantes. La restauration du fonctionnement 

de la chaîne respiratoire mitochondriale est probablement liée au fait que la dose de NAC 

utilisée pour notre protocole est une faible dose, et qu’à cette dose le fonctionnement de la 

chaîne respiratoire mitochondriale peut être amélioré. De la même façon, l’amélioration de la 

capacité de rétention calcique peut être expliquée par l’activation de la voie RISK, par 

l’intermédiaire d’ERK 1/2, ce qui va conduire à l’inhibition du mPTP. 

 Les effets de la NAC sur le muscle squelettique ont déjà été étudiés dans le cadre de 

lésions d’IR aiguës. La particularité de notre étude réside dans l’aspect chronique de 

l’ischémie. L’administration de NAC dans l’IR aiguë entraîne une diminution de la 

peroxydation lipidique (liée à la détoxification des ROS par la NAC) ainsi qu’une diminution 

de l’infiltration en neutrophiles (ce qui témoigne d’une diminution du caractère 

inflammatoire) (Koksal 2003). Dans le cadre de l’ischémie aiguë, l’administration de NAC ne 

permet cependant pas de diminuer de façon significative la quantité plasmatique de ROS (Da 

Silveira 2009, Roseguini 2014). Il est cependant important de préciser que ces études 

correspondent à l’administration aiguë de NAC, ainsi que des protocoles d’IR aiguës.  
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Dans notre expérience, la NAC est administrée dés l’ICC installée, et jusqu’au 

sacrifice, c’est à dire pendant plusieurs semaines. Nous observons ainsi une diminution de la 

quantité de ROS, liée vraisemblablement aux cycles répétés d’IR liés à l’ICC, permettant de 

stimuler de façon importante les mécanismes anti-oxydants. En effet, les effets protecteurs 

nécessitent une IR modérée, comme ceux observés dans l’ICC. L’implication des voies RISK 

et SAFE n’est reste à démontrer au cours de l’IR chronique du muscle squelettique, mais 

l’inhibition du mPTP constatée après administration de NAC dans notre protocole suggère 

l’implication de la voie RISK (Figure 25). 

Nous nous sommes spécifiquement intéressés à l’étude de la fonction respiratoire 

mitochondriale, mais plusieurs études ont étudié la force contractile du muscle squelettique 

soumis à l’IR, après conditionnement ou non par NAC (Roseguini 2014, Katz 2014). 

L’administration de NAC permettrait ainsi de restaurer les capacités contractiles du muscle 

squelettique (Roseguini 2014, Katz 2014). Nous n’avons pas réalisé de mesures des capacités 

contractiles dans notre modèle, que ce soit dans l’ischémie critique isolée, ou dans le cadre du 

conditionnement pharmacologique, et cette étude des capacités contractiles pourrait être une 

voie de recherche à explorer à l’avenir. 

 

!

!

Figure 25 : Effets de la NAC. 

Source : modifié d’après Samuni Y, et al. BiochBiophys Acta 2013. 
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2.2.2 Conditionnement pharmacologique par statine 

 

A) Mécanismes d’action et myopathie liée aux statines 

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à l’effet des statines sur le 

muscle squelettique, notre équipe ayant déjà étudié de façon approfondie l’effet des statines 

au niveau du muscle cardiaque (Bouitbir 2011). En effet, les statines sont couramment 

prescrites, notamment chez les patients en ICC. Il a ainsi été démontré qu’une politique 

agressive de réduction du taux de LDL cholestérol était bénéfique chez les patients en ICC, 

puisqu’elle permettait de réduire de façon significative les évènements cardiovasculaires 

(infarctus du myocarde, accident vasculaire cérébral). Il est donc recommandé de prescrire 

des statines à tous les patients en ICC, ou sans AOMI mais à haut risque cardiovasculaire 

(Norgren 2007). Les dernières recommandations préconisent un taux de LDL-cholestérol 

inférieur à 2,59 mmol/L chez les patients présentant une ICC, ce taux étant abaissé à 1,81 

mmol/L s’il existe une atteinte coronarienne ou carotidienne associée.  

Toutefois, l’effet le plus courant lié à la prise de statines est la toxicité musculaire 

allant de la simple gêne fonctionnelle à de véritables myopathies aux statines, chez près de 

10% des patients (Norata 2014). L’incidence des effets myotoxiques liés aux statines est 

variable dans la littérature, et dépend essentiellement de la définition de la toxicité utilisée 

pour les différentes études cliniques. Les symptômes musculaires liés au traitement par 

statines peuvent correspondre à une myalgie, une myosite, voire une rhabdomyolyse. Selon la 

classification de l’American College of Cardiology, une myalgie définit une douleur 

musculaire sans élévation de la créatine kinase, une myosite correspond à une douleur 

musculaire associée à une faiblesse musculaire et à l’augmentation de la créatine kinase 

(inférieure à 10 fois la limite supérieure normale) et une rhabdomyolyse correspond aux 

symptômes musculaires avec élévation de la créatine kinase à plus de 10 fois la limite 

supérieure de la normale, avec également une élévation de la créatinine (Joy 2009). Les 

mécanismes sous-jacents sont encore mal définis, mais les résultats des différentes études 

cliniques et expérimentales publiées mettent clairement en évidence le fait que les statines 

induisent une toxicité au niveau du muscle squelettique (Thompson 2003, Sirvent 2008, 
Norata 2014).  

 Différents facteurs peuvent interférer avec la survenue d’une myopathie aux statines. 

L’augmentation de la biodisponibilité des statines peut être un de ces facteurs, et peut être due 

à l’altération des voies de dégradation, que cette altération soit liée au vieillissement, à une 

insuffisance rénale ou à une insuffisance hépatique. Les interactions pharmaceutiques jouent 

également un rôle important : l’incidence des myopathies aux statines est en effet plus 

importante en cas de polymédication (Law 2006). En effet, la simvastatine et l’atorvastatine 

sont métabolisées par le cytochrome P450 isozyme 3A4 (Cyp3A4), qui est une voie de 

dégradation partagée par de nombreuses molécules pharmaceutiques. Ainsi, dans plus de 60% 

des cas de rhabdomyolyse aux statines, il est noté une prise concomitante de molécules 

pouvant inhiber ou entrer en compétition avec le Cyp3A4, comme la cyclosporine, 

l’amiodarone ou les macrolides par exemple (Law 2006). L’exercice physique est également 

un facteur pouvant interférer avec la survenue d’une myopathie aux statines (Bouitbir 2011). 

La myotoxicité observée lorsque les statines sont administrées avant l’installation de 

l’ICC est multifactorielle. En effet, les statines vont agir à plusieurs niveaux de la cellule : 

elles vont avoir une action au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale et également au 

niveau du réticulum sarcoplasmique. La conjonction de ces actions peut conduire à l’apoptose 
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de la cellule (Figure 25). L’atteinte de la chaîne respiratoire mitochondriale a été mise en 

évidence au niveau de biopsies musculaires de patients traités par statines (Sirvent 2008). Une 

des explications de cette altération du fonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale 

est l’inhibition de la synthèse ducoenzyme Q10 (ou ubiquinone) par les statines. En effet, 

comme nous l’avons vu dans l’introduction générale de cette thèse, le coenzyme Q10 est un 

transporteur d’électrons, essentiel au bon fonctionnement de la chaîne respiratoire 

mitochondriale. La survenue d’une myopathie liée à la réduction du taux de coenzyme Q10 

dans la cellule est décrite (Marcoff 2007). La dysfonction de la chaîne respiratoire 

mitochondriale après traitement par statines a été ainsi clairement établie, puisqu’une 

diminution de la synthèse d’ATP est observée après administration de statines sur des 

myocytes humains (Nishimoto 2003). Cette atteinte de la chaîne respiratoire mitochondriale 

va dépolariser la membrane interne mitochondriale, et entraîner un flux de calcium à travers 

le mPTP, et à travers l’échangeur calcium-sodium (Sirvent2005, Velho 2006, Kaufmann 

2006,Pierno 2006). Cette augmentation du taux de calcium cytosolique va activer la pompe 

calcique du réticulum sarcoplasmique. Toutefois, le calcium ainsi accumulé dans le réticulum 

sarcoplasmique va être à nouveau relargué via les récepteurs ryanodine. Les statines vont 

également, dans une plus faible mesure, provoquer l’activation des récepteurs ryanodine et 

ainsi provoquer l’augmentation de calcium cytosolique. C’est cette augmentation de calcium 

cytosolique qui est délétère, et qui va être à l’origine des symptômes musculaires liés à la 

myopathie aux statines (Sirvent 2005, Liantonio 2007). Cette augmentation de calcium 

intracellulaire peut conduire à l’apoptose. Il a été démontré qu’un traitement par statines chez 

le rat provoquait l’activation des voies de l’apoptose, notamment les caspases 3 et 9 (Sacher 
2005) (Figure 26). 

 

 

Figure 26 : Effets des statines au niveau cellulaire 

Source : Sirvent P, et al. CurrOpinPharmacol 2008. 

(RyR1 récepteur ryanodine, SR réticulum sarcoplasmique, SERCA pompe calcique du 

réticulum sarcoplasmique, RC chaîne respiratoire, NCE échangeur calcium sodium). 
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B) Statines et IR musculaire squelettique 

 

Malgré ces données plutôt « inquiétantes », nous avons voulu étudier spécifiquement 

l’effet des statines sur le muscle squelettique au niveau cellulaire, et notamment au niveau 

mitochondrial, en fonction du délai d’instauration du traitement. En effet, notre hypothèse est 
que le moment d’instauration du traitement est crucial et que des effets bénéfiques peuvent 

être observés sur un muscle ayant déjà activé ses défenses antioxydantes. Nous comparons 

donc une prévention primaire de l’ICC (avant l’instauration de l’ICC) à une prévention 

secondaire (une fois l’ICC installée). 

Nos résultats semblent conforter cette hypothèse puisque le traitement par statines en 

prévention primaire altère la chaîne respiratoire mitochondriale et diminue la capacité de 

rétention calcique. Cette atteinte mitochondriale s’accompagne d’une production accrue de 

radicaux libres. Notre équipe avait déjà mis en évidence l’effet opposé des statines au niveau 

du muscle squelettique en comparaison au muscle cardiaque (Bouitbir 2012). En effet, au 

niveau du muscle cardiaque, les statines vont avoir un effet protecteur, la production de 

radicaux libres générée favorisant la biogenèse mitochondriale. Par contre, au niveau du 

muscle squelettique, l’effet est délétère car la production de radicaux libres est excessive, et 

va induire l’apoptose. Ainsi, au niveau du muscle squelettique, l’effet pro-oxydant des 

statines est majoritaire. Les symptômes musculaires peuvent ainsi être expliqués par la 

toxicité liée aux statines, d’autant plus qu’il a été démontré que les statines réduisaient les 

capacités régénératives du muscle squelettique, en diminuant les capacités de croissance, de 

fusion, et de différenciation des myoblastes in vivo (Sirvent 2008).  

L’instauration d’un traitement par statines en prévention secondaire, c’est à dire une 

fois l’ICC installée a des effets opposés. Notre hypothèse est donc que les voies de 

signalisation empruntées par les statines ne sont pas les mêmes si elles sont administrées sur 

le muscle squelettique n’étant pas encore en ischémie critique, ou sur le muscle squelettique 

déjà ischémique. En effet, les cycles répétés d’ischémie-reperfusion peuvent renforcer le 

caractère oxydatif du muscle lui permettant ainsi de lutter plus efficacement contre le stress 

oxydant. 

Une hypothèse complémentaire mérite d’être explorée. Certaines équipes ont montré 
que les statines pouvaient agir au niveau de la voie RISK. En effet, la voie RISK est activée le 

plus souvent par la fixation de ligands sur des récepteurs membranaires, mais l’activation par 

les statines se ferait directement par l’activation des voies de signalisation intracellulaires, 

sans qu’il n’y ait nécessairement besoin de la fixation d’un ligand à son récepteur (Hausenloy 
2007). En effet, les statines pourraient activer directement la voie PI3K-Akt, et ainsi avoir 

l’effet protecteur de toutes les voies de signalisation intracellulaires liées à l’activation de 

PI3K-Akt, à savoir l’effet anti-apoptotique, l’inhibition de l’ouverture du mPTP, et la survie 

cellulaire. 

 Les effets bénéfiques des statines par activation de la voie RISK ne sont pas démontrés 

au niveau du muscle squelettique, mais ont été mis en évidence de manière expérimentale au 

niveau du système nerveux central, au niveau pulmonaire, et au niveau cardio-vasculaire. Au 

niveau du système nerveux central, il a été démontré de manière expérimentale que la voie 

PI3K-Akt ainsi que la voie RAS-ERK 1/2 sont les voies de signalisation des statines, et qu’en 

activant le système eNOS les statines avaient un effet protecteur cérébral (Srivastava 

2012,Cheng 2013, Yu 2013). De la même façon, après un accident vasculaire cérébral 

hémorragique, l’administration de statines a un effet protecteur, par phosphorylation de Akt et 

de GSK3β (Yang 2012). L’activation de GSK3β après traitement par statines permet 
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également la formation de neurites (axones ou dendrites) au niveau neuronal (Jin 2012). 

L’effet protecteur des statines au niveau cérébral via l’activation de la voie PI3K-Akt est 

actuellement une des voies principales de recherche contre les maladies neuro-dégénératives, 

telles que la maladie de Parkinson par exemple (Xu 2013). Au niveau pulmonaire, il a été 

démontré que les statines activaient la voie PI3K-Akt, avec pour conséquence un effet 

protecteur sur les lésions d’ischémie-reperfusion pulmonaires (Wu 2012). Au niveau 

cardiaque, l’administration de statines permet de restaurer la fonction endothéliale, de 

diminuer l’apoptose et la production de radicaux libres. Ces effets protecteurs se font via 

l’activation de la voie PI3K-Akt (Li 2012,Tousoulis 2014,Pan 2014). L’administration 

expérimentale de statines au niveau de cellules souches mésenchymateuses transplantées au 

niveau d’une zone cardiaque infarcie permet d’améliorer la fonction myocardique, en 

augmentant la survie des cellules greffées. Ceci se fait par l’activation de la voie Akt et de la 

voie ERK 1/2, permettant ainsi l’activation de la protéine anti-apoptotique Bcl2, et 

l’inhibition de BAX (Song 2012, Zhang 2013). L’activation de la protéine Bcl2 via la voie 

Akt intervient également après traitement par statines dans l’insuffisance cardiaque post 

hypertensive. Ainsi, l’insuffisance cardiaque conduit à la fibrose par l’apoptose des cellules 

cardiaques. L’administration de statines, en activant les mécanismes anti-apoptotiques, a un 

effet protecteur, et permet de réduire la taille de la zone fibrotique (Zhang 2012). Au niveau 

vasculaire, l’administration de statines a un effet protecteur en activant la voie PI3K-Akt, 

associée à l’activation de eNOS(Rossoni 2011, Bi 2013). Ainsi, administrées une fois l’ICC 

installée, les statines auraient un effet protecteur en activant la voie RISK, et possiblement la 

voie PI3K-Akt, comme décrit dans de nombreux autres types cellulaires.  

Fait intéressant, il a été démontré que les statines pouvaient avoir un effet protecteur à 

distance, après IR du muscle squelettique. Ainsi, après administration de statines avant IR 

aiguë musulaire squelettique, les atteintes rénales et pulmonaires sont diminuées (Cowled 
2008). Autre élément intéressant, l’administration de statines a des animaux diabétiques 

permet de restaurer les fonctions musculaires après IR du muscle squelettique (Emmanueli 
2007). Ces résultats sont en accord avec notre travail, puisque nous avons mis en évidence 

chez l’animal diabétique une altération plus importante de la fonction respiratoire 

mitochondriale, une production accrue de radicaux libres, et surtout une inhibition des voies 

de protection. L’administration de statines pourrait ainsi pallier à l’inhibition des voies de 

protection, ce qui annihilerait les effets proprement liés au diabète. Une limitation de notre 

travail est que nous n’avons pas encore étudié les voies de signalisation intracellulaires, mais 

nous l’analyse des voies RISK et SAFE fait partie de nos perspectives. 

!

2.2.3 Conditionnements pharmacologiques par la L-Arginine 

Pour terminer, nous avons voulu étudier l’effet de l’administration de L-arginine dans 

l’IR sur ICC. En effet, lorsque les lésions liées à l’ICC sont accessibles à un traitement 

chirurgical, les patients en ICC pourront bénéficier d’un pontage. Ceci nécessite, pour la 

durée du geste chirurgical, l’interruption du flux sanguin en amont et en aval de la zone à 

ponter, induisant une situation d’IR supplémentaire à l’ICC pré-existante. Nous avons donc 

voulu étudier les effets de l’IR sur l’ICC, et les effets du préconditionnement par L-arginine, 

un précurseur du NO. 
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A) Mécanismes d’action de la L-Arginine 

Approche nouvelle, le conditionnement par L-arginine nous a permis d’étudier les 

lésions d’IR aigües sur ICC, qui sont encore majorées par rapport aux lésions d’ICC isolées. 

Ceci correspond a une situation clinique courante et nous permettra de préciser les 

mécanismes moléculaires mis en jeu dans la protection que nous avons observées chez des 

patients traités par L Arginine lors de pontages fémoro-poplités (PHRC F. Thaveau). 

 

 L’IR induit une altération de l’endothélium (Ku 1982). Cette altération l’endothéliale 

est un facteur important des lésions liées à l’IR. Elle est caractérisée essentiellement par une 

diminution de la capacité de l’endothélium à libérer du NO, associée également à une 

production de radicaux libres (Rubanyi 1986, Gryglewski 1986). En effet, le NO a un rôle 

protecteur, car -en certaines quantités- il va permettre de réduire la production de radicaux 

libres, mais également l’accumulation des neutrophiles et l’expression des molécules 

d’adhésion. Ainsi, compte tenu du rôle central du NO en tant qu’agent vasodilatateur, mais 

aussi en tant qu’inhibiteur de l’aggrégation plaquettaire et de l’adhésion leucocytaire, il nous a 

paru essentiel de cibler le NO par le conditionnement pharmacologique dans le cadre des 

lésions d’IR. 

 

B) L Arginine et IR musculaire squelettique 

 

L’effet protecteur du NO endogène dans les lésions d’IR a été démontré au niveau 

cardiaque, notamment par l’administration d’inhibiteurs de l’arginase; l’arginase étant un 

agent régulateur de la production de NO en entrant en compétition avec la NO synthase pour 

leur substrat commun, la L-arginine (Kovamees 2014). Il a également été démontré que 

l’administration de L-arginine permet d’améliorer la fonction endothéliale après IR 

(Settergren 2009). Plusieurs études, ayant mis en évidence le rôle protecteur central du NO 

dans les lésions d’IR in vitro, ont également démontré que l’administration de L-arginine 

améliorait les lésions d’IR in vivo (Weyrich 1992, Otani 2009). Ainsi, en améliorant la 

biodisponibilité du NO, il a été mis en évidence une augmentation de la biodisponibilité 

d’eNOS, mais également une activation par phosphorylation d’Akt et d’ERK, avec donc 

implication de la voie RISK (Rani 2013, Penna 2013). D’autres études mettent en évidence 

une diminution du stress oxydant après administration de L-arginine dans le cadre de l’IR 

(Krauss 2011, Sosnowski 2012).  

Nos résultats, avec l’amélioration de la fonction respiratoire mitochondriale et la 

diminution de radicaux libres après pré-conditionnement par L-arginine, sont en faveur d’un 

effet protecteur, possiblement lié à l’activation de la voie RISK.  
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3. SYNTHESE : Implication des défenses anti-oxydantes et des 

voies RISK et SAFE dans la protection musculaire contre 

l’ischémie-reperfusion 

 

Dans notre modèle d’ICC des membres inférieurs, le conditionnement par NAC, 

statines et L-arginine, une fois l’ICC installée, induit une diminution de la production de 

radicaux libres, avec restauration de la fonction respiratoire mitochondriale, mais également 

restauration de la capacité de rétention calcique. 

 

Notre hypothèse est que l’effet protecteur des conditionnements, une fois l’ICC 

installée, est dû à l’activation d’une part des défenses anti-oxydantes et d’autre part des voies 

des voies de signalisation intracellulaires (Figure 27).  

 

 

 

 

Figure 27 : Mode d’action intracellulaire du conditionnement pharmacologique. 

Source : modifié d’après Hausenloy D, et al. Heart Fail Rev 2007. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
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Nous basant sur des résultats obtenus lors de protocoles d’ischémie-reperfusion de 

courte durée et sur la littérature, nous avons mis au point un modèle valide d’ICC, témoignant 

de l’atteinte mitochondriale du muscle squelettique et confirmant la myopathie artéritique, 

observée à la fois chez l’animal et chez l’homme. Ainsi, les manifestations liées à l’ICC ne 

sont pas seulement dues à l’hypoperfusion du membre atteint, mais l’atteinte mitochondriale 

est au centre de la pathologie, associée à une production accrue de radicaux libres et à une 

inflammation. Notre modèle est stable dans le temps et répond aux trois critères 

indispensables pour établir le diagnostic d’ICC, à savoir l’association de signes cliniques et de 

mesures objectives témoignant de l’hypoperfusion du membre atteint, pour une durée 

supérieure à 15 jours. Ce modèle peut donc être considéré comme valide, et présente 

l’avantage principal que l’animal est son propre témoin.  

 

Nos différents protocoles de conditionnement pharmacologique ont permis de mettre 

en évidence un effet protecteur de la NAC, de la L-arginine, mais également des statines 

lorsqu’elles sont instaurées après l’installation de l’ICC. Ces effets protecteurs interviennent 

au niveau mitochondrial, en restaurant la fonction respiratoire mitochondriale et la capacité de 

rétention calcique. On observe aussi une diminution de la présence de radicaux libres. Il est 

fort probable que les voies de signalisation intracellulaires soient impliquées, notamment la 

voie RISK, et dans une moindre mesure la voie SAFE. 

 

Nos perspectives immédiates sont de confirmer plus avant ces hypothèses 

mécanistiques, en étudiant les systèmes anti-oxydants mis en jeu et les voies de signalisation 

intracellulaires, et notamment les différents acteurs impliqués dans les voies RISK et SAFE, 

tels que PI3K-Akt, ou encore le système eNOS. Pour ce faire, nous utiliserons les tissus 

congelés lors des expérimentations et les techniques développées lors du travail expérimental 

sur les rats diabétiques. 

 

Nous avons aussi pour objectif expérimental d’analyser de plus près l’atteinte 

mitochondriale d’organes situés à distance du site d’ischémie -en particulier le rein- et de 

comparer ces données  à celles obtenues lors de la greffe rénale. 

 

Enfin, nous souhaitons mieux protéger les patients que nous prenons en charge dans le 

service, en analysant les données obtenues lors du PHRC N°3262 intitulé « Effets protecteurs 

de la L-arginine dans l’ischémie-reperfusion au cours de pontages fémoro-poplités pour 

ischémie critique chronique » et en démarrant le protocole intitulé « Effets protecteurs du 

préconditionnement ischémique sur les fonctions cardiaque, rénale, pulmonaire et musculaire 

après clampage aortique » (PRI 2014 HUS N°5831) qui nous permettra de vérifier si le 

conditionnement ischémique est protecteur chez l’Homme lors d’une cure d’anévrysme de 

l’aorte abdominale. 
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RESUME 

 

L’ischémie critique chronique définit un stade avancé d’insuffisance artérielle 

chronique. Le diagnostic d’ischémie critique chronique nécessite trois éléments : des signes 

cliniques (douleurs de décubitus ou troubles trophiques), des mesures de perfusion artérielle 

témoignant de l’ischémie, ainsi qu’une durée des symptômes supérieure à 15 jours. Nous 

avons mis au point un modèle d’ischémie critique chronique pertinent chez la souris, en 

réalisant une ligature fémorale droite associée à la ligature des trois premières collatérales 

artérielles, suivie d’une ligature iliaque droite 4 jours plus tard.  

Nous avons ensuite étudié à partir de ce modèle l’atteinte mitochondriale liée à 

l’ischémie critique chronique, notamment l’altération de la fonction respiratoire 

mitochondriale, la diminution de la capacité de rétention calcique, et la production de 

radicaux libres. Nous avons mis en évidence par analyse histologique l’aspect myopathique 

du muscle squelettique en ischémie critique chronique. 

 Enfin, nous avons testé différents protocoles de conditionnement pharmacologique, de 

façon à mettre en œuvre des voies de protection spécifiques du muscle squelettique. Nous 

avons donc mis en évidence un effet protecteur de la N acétyl cystéine, des statines et de la L 

arginine, si ces molécules sont instaurées après l’installation de l’ischémie critique chronique. 

Le système antioxydant et les voies de protection RISK et SAFE seraient potentiellement 

impliquées dans cet effet protecteur. 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Critical limb ischemia defines an advances stage of peripheral arterial disease and 

peripheral arterial insufficiency. The diagnosis of critical limb ischemia requires three 

elements : clinical signs (rest pain or trophic disorders), arterial perfusion measures 

demonstrating the level of ischemia, as well as a duration of symptoms for more than 15 days. 

We developed a critical limb ischemia model in mice, nearly mimicking human pathology, by 

right femoral artery ligation associated to the ligation of the first three collaterals, followed by 

right artery ligation 4 days later.   

 We then studied from this model the mitochondrial impairment associated with critical 

limb ischemia, including impaired mitochondrial respiratory function, reduced calcium 

retention capacity, and increased production of free radicals. We also demonstrated 

histologically the myopathy of skeletal muscle in critical limb ischemia. 

 Once these changes highlighted, we tested different pharmacological conditioning, in 

order to identify protective molecules in critical limb ischemia. We thus demonstrated a 

protective effect of N acetyl cysteine, statins and L-arginine, if administered after the onset of 

critical limb ischemia. The antioxidant system and the protection pathways RISK and SAFE 

may be involved in this protective effect.  

 


